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Abstrakt

Nasa praca ma prinos pre tkanivové inzinierstvo, a to hlavne v oblasti konstrukcie vhodnej
nahrady pre regeneraciu koznych defektov. Zaroven prinasa hodnotné poznatky pre zakladny
vyskum molekularnych mechanizmov adhézie, proliferacie, fenotypovej maturacie buniek
a kontroly sprévania buniek prostrednictvom extracelularnej matrix (ECM), ktoru predstavuje
synteticky vyrabany nanovlakenny material. Nanovlakennd membrana z poly(laktid-ko-
glykolidu) (PLGA) bola pripravovana metodou zvldknovania bez pouzitia injekénej striekacky.
Tieto membréany boli ndsledne modifikované biomolekulami sprostredkujacimi adhéziu buniek,
ako je kolagén, fibronektin a fibrin, za ucelom zvySenia ich afinity pre bunky. Na tychto
nanovldkenych membranach bola nésledne stanovend miera adhézie, rastu a diferenciacie
keratinocytov linie HaCaT a Tudskych dermalnych fibroblastov, tj. hlavnych buniek
nachadzajucich sa v epidermis a dermis. Vysledky ukazali, Ze membrany modifikované
fibrinovou vrstvou zlepSovali adhéziu a rast I'udskych dermalnych fibroblastov, zatial’ ¢o kolagén
na povrchu materialu stimuloval adhéziu a proliferaciu keratinocytov linie HaCaT. Fibrin navyse
zlepSoval u fibroblastov produkciu kolagénu I, ktory je hlavnou sucastou ECM v prirodzenej
kozi. Fibronektin obecne zlepSoval adhéziu buniek na membranu. Na zéaklade tychto vysledkov
je mozné povazovat’ membranu z PLGA modifikovant fibrinom alebo kolagénom za sl'ubné

rieSenie v oblasti konstrukcie trvalych koznych nahrad.
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Abstract

Our study contributes to the tissue engineering, mainly to the construction of appropriate
scaffolds for regeneration of damaged skin. Simultaneously, it brings valuable insights for basic
research in the field of molecular mechanisms of adhesion, proliferation and phenotypic
maturation of cells and the control of the cell behavior through the cell extracellular matrix
(ECM), represented by synthetic nanofibrous material. Nanofibrous polylactic-co-glycolic acid
(PLGA) membranes were prepared by needle-less electrospinning technology. These membranes
were further modified with cell adhesion-mediating biomolecules, e.g. collagen, fibronectin and
fibrin in order to increase their affinity to colonizing cells. Adhesion, growth and differentiation
of keratinocytes (HaCaT) and fibroblasts, i.e. major cell types of epidermis and dermis, were
evaluated on these nanofibrous membranes. The results show that the membrane modification
using fibrin structures improved adhesion and proliferation of human dermal fibroblasts. The
collagen structure on the surface of membranes improved the adhesion and proliferation of
human HaCaT keratinocytes. Furthermore, fibrin structure stimulated fibroblasts to produce
collagen, which is a major component of ECM in the natural skin dermis. Fibronectin enhanced
cell attachment to the membranes. Therefore, we can conclude that nanofibrous PLGA
membrane covered with protein layer, fibrin or collagen appear to be a promising solution for the

construction of temporary skin tissue carriers.
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Zoznam skratiek
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COL1Al
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DMEM

ECM
EGF
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FGF
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IFN
IL

KGF
MMPs
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PCL
PDLLA
PE

Trisodna sol’ 2-fosfo-L-kyseliny askorbovej (z angl. Ascorbic acid)
Bifunkcionalne fazne proteiny (Bifunctional fusion protein)
LCudsky kolagén (z angl. Collagenl1 A1)

Prahovy cyklus (z angl. Threshold cycle)

Eaglovo médium modifikované Dalbeccom (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

Extracelularna matrix (Extracellular matrix)

Epidermalny rastovy faktor (z angl. Epidermal growth factor)
Everhart-Thornleyov detektor (Everhart-Thornley detector)
Etidia homodimer-1 (Ethidium homodimer-1)

Fibronektin

Fetéalne hovadzie sérum (z angl. Fetal bovine serum)

Rastovy faktor fibroblastov (z angl. Fibroblast growth factor)

Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza (Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

Linia 'udskych keratinocytov (z anlg. Human keratinocyte cell line)

Ludské endotelové bunky z pupo¢nikovych ciev (z angl. Human umbilical vein
endothelial cells)

Interferon

Interleukin

Keratin

Rastovy faktor keratinocytov (z angl. Keratinocyte Growth Factor)
Proteazy ECM (z angl. Matrix metalloproteinase)

Fosfatovy timivy roztok (z angl. Fhosphate-buffered saline)
Poly(e-kaprolakton) (Poly(e caprolactone))

Poly(L,D-laktid) (z angl. Poly(L,D-lactic) acid)

Polyetylén



PEG
PEO
PET
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PLA
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PLLA
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PU
RT-PCR
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SAMs
SD
SEM
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TNF
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Polymlie¢na kyselina / Poly(laktid) (z angl. Polylactic acid)

Polymlie¢na a polyglykovéa kyseliny / Poly(laktid-ko-glykolid) (z angl.
Poly(lactic-co-glycolic) acid)

Poly(laktid-ko-glykolid-kaprolakton) (Poly(lactic-co-glycolic-caprolactone)
Poly(L-mlie¢na) kyselina / poly(L-laktid) (z angl. Poly(L-lactic) acid)
Polypropylén

Polystyrén

Polytetrafluoretylén

Polyuretan

Kvantitativna polymerazova retazova reakcia (z angl. Real-time polymerase chain
reaction)

Standardna odchylka priemeru (z angl. Standard error of the mean)
Samovolne sa tvoriace monovrstvy (z angl. Self-assembled monolayers)
Smerodajna odchylka (z angl. Standard deviation)

Skenovacia elektronova mikroskopia (Scanning electron microscopy)
Tetraetylamdonium-boromid (Tetraethylammonium bromide)
Transformujuci rastovy faktor (z angl. Transforming growth factor)
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1. Uvod

Sucasny rychly a nezdravy zivotny $tyl prinaSa So sebou zvySené riziko tvorby zavaznych
ochoreni, ako je napriklad rakovina, cukrovka, ateroskler6za, osteoporéza ¢i rozsiahle
poskodenia koze. Moderna medicina neustéle vytvara nové lieky pre liebu symptomov a pre
zlepSovanie kvality zivota. AvSak v niektorych pripadoch je nevyhnutné ireverzibilne poskodené
tkanivo nahradit’ autolognymi alebo umelymi ndhradami. Na zaklade toho sa mnohé laboratoria
tkanivového inzinierstva po celom svete neustdle snazia vyvijat nové materialy, testovat’ ich
a vyrabat’ z nich funk&né tkanivové nihrady.

Tkanivové inzinierstvo je multidisciplinarny odbor, ktorého hlavnou myslienkou je,
vytvorenie biokompatibilnej nahrady, ktora by vo velkej miere obnovovala, udrzia vala alebo
zlepSovala funkcie poskodeného tkaniva alebo celého organu. Za ucelom nahradenia
poskodeného tkaniva sa v sUcasnosti bezne robia transplantacie tkaniv. Transplantovane tkanivo
moéze pochddzat bud’ od samotného pacienta (autologne), alebo od l'udského (alogénne) Ci
zvieracieho (xenogénne) darcu. AvsSak v oboch pripadoch nastava mnozstvo komplikacii, ¢i uz
s nedostatkom vhodného tkaniva alebo s neziaducimi imunitnymi reakciami. RieSenim tychto
problémov je vytvorenie tkanivovej nahrady, ktora by bola telu ¢o najviac prirodzend, tj.
nepdsobila by cytotoxicky alebo genotoxicky, nespdsobovala by imunitné reakcie a zaroven by
bola lacna a dostupna vo vel’kom mnozstve.

V sucasnej dobe sa v ramci kozného tkanivového inzinierstva klinicky pouzivaju takzvané
docasné krty koznych poraneni, ktoré napomahaju pri hojeni a zacel'ovani ran, avSak po Case sa
musia odstranit’ (poly HEMA) (Dvorankova B a kol., 1996). Novym perspektivnym pristupom je
vSak snaha o vytvorenie biodegradabilného nosica, ktory by mohol niest autologne bunky
pacienta. Nosi¢ by bol vplyvom organizmu postupne resorbovany a nahradeny novym tkanivom.
Pre tiecto Ucely sa v poslednej dobe testujd hlavne nanovldkenné membrany vytvorené
z degradabilnych polymérov, ktoré svojou nanostruktarou dobre simuluja funkcie prirodzenej
extracelularnej matrix (ECM) a vytvara sa tak vhodné prostredie pre adhéziu, rast a diferenciaciu
koznych buniek. T4to préaca sa preto zameriava na vyvoj novej koznej nahrady z nanovlakenného
kopolymérneho materidlu, ktory je pre zvySenie adhézie a proliferacie koznych buniek
modifikovany biomolekulami bezne pritomnymi v organizme, tj. kolagénom, fibrinom

a fibronektinom.
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Literarny prehl’ad

2. Uvod do tkanivového inzZinierstva

V roku 1993, Langer a Vacanti definovali tkanivové inzinierstvo ako medziodborova
disciplinu, ktord aplikuje principy inzinierstva do biologickych poznatkov za tcelom vyvoja
biologickych nahrad, ktoré obnovuju, udrzuju alebo zlep$uji funkcie tkaniva (Langer R a
Vacanti JP, 1993). Tkanivové inzinierstvo navrhuje nové materialy, ktoré mozu byt cisto
biologické, Ciastoéne umelé alebo umelé asluzia ako nosie pre bunky s cielom nahradit
poskodené tkaniva a organy.

Mnozstvo trazov a ochoreni ma za nasledok stratu casti tkaniva alebo zlyhanie celého
organu. RieSenim su transplantacie, ktoré sa do klinickej praxe zaviedli uz v 60-tych rokoch 20.
storo¢ia (BaoLin G a Ma PX, 2014). V stcasnej dobe sa bezne pouzivaji tkaniva ziskané od
samotného pacienta (autologne transplantacie), alebo tkaniva pochadzajice od l'udského c¢i
zvieracieho darcu (alogénne a xenogénne transplantacie). V oboch pripadoch vsak nastava
mnozstvo problémov. U autolognych tkaniv moédze byt limitujacim faktorom nedostatok
vhodného tkaniva pre transplantdciu, zatial' ¢o tkaniva od darcov mozu sposobovat’ neziaduce
imunitné reakcie, ktoré mozu viest’ az k odhojeniu tkaniva ¢i celého organu (Bacakova L a kol.,
2004). Aby sa prediSlo tymto komplikaciam, st v sucasnosti zhotovované biokompatibilné
umelé nahrady so Specifickymi vlastnostami vhodnymi pre nahradenie funkcie pévodného
tkaniva. Biokompatibilita materidlu je schopnost’ simulovat mechanické a iné vlastnosti
povodného tkaniva bez toxickych, imunogennych alebo mutagénnych ucinkov na bunky
a tkaniva, a preto je povazovana za rozhodujucu vlastnost umelych materidlov uréenych pre
tkanivové nadhrady (Bacakova L a Svorcik V, 2008).

V sucasnosti st umelé materialy vo vel'kej miere pouzivané pre vyrobu ndhrad kosti, ciev,
medzistavcovych platniciek, kibov, $o3oviek, zubov, koze atd’. Casto sa uplatiiuju vo vyrobe
pomdcok v klinickej medicine a zakladnom biologickom vyskume (katétre, biosenzory a nadoby
na kultivaciu buniek).

Biomaterialy m6zu byt navrhované ako bioinertné alebo bioaktivne. Bioinertné materialy
z hladiska interakcie bunka - material nepodporujd adsorpciu molekdl, hlavne proteinov,
a adhéziu buniek. Tento typ materialu sa pouziva v pripadoch, kedy je nevyhnutné predchadzat’

neziaducim imunitnym reakciam, tvorbam krvnych zrazenin a inym interakciam medzi umelym
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materidlom a okolitym prostredim (Bacakova L a kol., 2004). V medicinskej praxi je bioinertny
material bezne pouzivany pre zhotovenie umelych o¢nych Sosoviek (Kirchhof S a kol., 2015),
hlavic a jamick kibovych protéz (Friesenbichler J a kol., 2014), cievnych protéz (Thottappillil N
a Nair PD, 2015), srdcovych chlopni (Vaesken A a kol., 2015), katétrov pre hemodialyzu
(Johansson K a kol., 2013) alebo nosi¢ov pre cieleny transport lie¢iv (Guo L a kol., 2015;
Dwivedi P a kol., 2015). Bioaktivne materialy na rozdiel od bioinertnych nie su iba pasivne
tolerovane bunkami. Naopak podporuju kolonizéciu materialu bunkami, tj. aktivne reguluju
adhéziu, migraciu, proliferaciu a diferenciaciu buniek (Larranaga A a kol., 2015), sekréciu
molekdl bunkami a tieZ viabilitu a programovanti smrt’ buniek. Vd’aka tymto vlastnostiam mézu
bioaktivne materialy napodobiovat’ funkcie ECM v tkanive a tym kontrolovat’ spravanie buniek
(Bacakova L a Svorcik V, 2008).

Bioaktivne materialy mézu byt konstruované ako dvojrozmerné Struktary (2D), tj. povrchy
osidlené bunkami, napr. kozné nahrady vytvorené z polymérnych nosicov, ktoré st nasledne
osidlené vrstvou fibroblastov alebo keratinocytov (Revi D a kol., 2014), alebo cievne nahrady
kolonizované endotelovymi bunkami (Al Kayal T a kol., 2015). V st¢asnosti je vSak beZnejSia
vyroba trojrozmernych nosi¢ov (3D), ktoré moézu byt v podmienkach in vitro kolonizované
bunkami pacienta na povrchu ivo vnutri a nasledne implantované do pacienta za téelom
nahradenia poskodeného tkaniva Kosti, ciev, chrupaviek alebo dokonca celého organu, ako su
obli¢ky, ¢revo alebo pecen (Loh QL a Choong C, 2013; Dorati R a kol., 2014). Najnovsia vel'mi
sl'ubna metoda pre vyrobu nahrad je tzv. bioprinting. Jeho cielom je vytvorenie plnofunkcne;j
trojrozmernej nahrady pozostavajucej ¢isto z biologického materiélu, tj. buniek a biomolekul
ECM (fibrin, kolagén) ideédlne v podmienkach in vivo. Aj ked’ tato metdda prinasa nové moznosti
pre tkanivové inzinierstvo, jej vyskumu je eSte na za¢iatku (Michael S a kol., 2013; Zhang X a
Zhang Y, 2015).

NajcastejSie pouzivané materidly st niektoré kovy, uhlikové kompozity, keramika
a polymérne materialy, ako napriklad polystyrén (PS) (Sun T a kol., 2005), polypropylén (PP)
(Liu L a kol., 2012), polyuretan (PU) (Kucinska-Lipka J a kol., 2013), polyetylén (PE) (Ahn HH
a kol., 2014), polyetyléntereftalat (PET) (Jiang J a kol., 2014) a polytetrafluoretylén (PTFE)
(Siegel J a kol., 2013). V poslednej dobe sa stali vel'mi atraktivne pre tkanivové inzinierstvo tzv.
biodegradabilné polyméry a to sice polymlie¢na kyselina (PLA), polyglykolova kyselina (PGA),

poly(e-kaprolakton) (PCL), aich vzdjomne kopolyméry. Ich hlavnou vyhodou je préave
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biodegradabilita, ktora umoznuje postupné odbaravanie polyméru z organizmu a
jeho nahradzovanie plnohodnotnym tkanivom. Dal§im trendom pre medicinske aplikacie su
nanovlakenné materialy, ktoré simulujd stavbu prirodzenej ECM, a preto sa perspektivne mbzu

pouzivat’ na ulah¢enie hojenia koznych defektov (BaoLin G a Ma PX, 2014).

3. Interakcie buniek s materialom

Adhézia buniek na umely material je sprostredkovana proteinmi ECM, ktoré su spontanne
adsorbované na povrch materidlu z média v in vitro podmienkach a v podmienkach in vivo z krvi
a inych tekutin v tele. Molekuly ECM su tiez syntetizované a deponované na povrch materialu
samotnymi bunkami. Medzi najdoleZitejSie molekuly pomahajuce bunkdm prichytit' sa k
povrchu patria kolagén, laminin, elastin, fibronektin, vitronektin, figrinogén a vlaknity fibrin.
Tieto adhézne molekuly navySe vyznamne ovplyviuju spravanie jednotlivych buniek, ako je
napriklad rozprestretie, migrécia, proliferacia, viabilita, metabolicka aktivita a diferenciacia.
Proteiny ECM sa na povrch materidlu viazu slabymi chemickymi vézbami, ako st Van der
Waalsove sily, elektrostatické interakcie a vodikové mostiky (Bacakova L a kol., 2004;
Bacakova L a Svorcik V, 2008).

Pre adhéziu buniek na povrch s naviazanymi molekulami ECM su dolezité Specifické
aminokyselinoveé sekvencie, ktoré bunky rozpoznavajua pomocou svojich adhéznych receptorov.
Tieto sekvencie st vac¢Sinou typické pre uréité molekuly ECM alebo sU rozpoznavané
Specifickymi bunkami. Najobecnejsie oligopepridy Arg-Gly-Asp (RGD) nachadzajuce sa na
fibronektine a Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) pritomné na kolagéne nie su Specifické pre konkrétne
typy buniek (Ruoslahti E a Pierschbacher MD, 1987; Staatz WD a kol., 1991). Sekvencia Arg-
Glu-Asp-Val (REDV), ktora je tiez pritomna na fibronektine, je preferovana prevazne
endotelovymi bunkami (Humphries MJ a kol., 1986; Wang W a kol., 2014). Sekvencia Lys-GlIn-
Ala-Gly-Asp-Val (KQAGDV) je typicka pre vitronektin a Val-Ala-Pro-Gly (VAPG) pre elastin
a obe su rozpoznavané prevazne bunkami hladkej svaloviny ciev (Mann BK a West JL, 2002;
Gobin AS a West JL, 2003). Pre laminin su typické sekvencie Tyr-lle-Gly-Ser-Arg (YIGSR)
a lle-Lys-Val-Ala-Val (IKVAV), ktoré rozpoznavaju neurény (Ranieri JP a kol., 1994) (Obr. 1).

Bunky sa viazu na molekuly ECM pomocou adhéznych receptorov umiestenych na
membrane. NajlepSie popisany adhézny receptor je integrinovy receptor, transmembranovy

glykoprotein, ktory v membréane vytvara heterodiméry pozostavujlice z jedného o a jedného
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retazca. V sucasnej dobe je znamych 18 typov a retazcov a 8 typov B retazcov, avsak tento
pocet nie je koneCny, pretoze neustdle dochadza k objavom novych typov tychto retazcov.
Kombinaciou a a 3 retazca vznikd mnozstvo variacii integrinovych receptorov, ktoré majd r6znu
afinitu k proteinom ECM, resp. $pecifickym aminokyselinovym sekvenciam (Campbell ID a
Humphries MJ, 2011). Napriklad, pre vézbu bunky na RGD sekvenciu fibronektinu je potrebny
ayPs integrinovy receptor (Xiong JP a kol., 2002). Funkcia integrinovych receptorov je zavisla na
ionoch vapnika, ktoré sa viazu na o retazec (Oxvig C a Springer TA, 1998). Adhézia buniek
mdze byt sprostredkovana tiez receptormi proteoglykanovej povahy, tj. neintegrinovimi
receptormi viazucimi sa na aminokyselinove sekvencie proteinov ECM, alebo na ich sacharidové
sucasti (Shin H a kol., 2003; Bacakova L a Svorcik V, 2008). Prave dermalne keratinocyty su
bunky, ktoré tento spdsob vizby vyuzivaji. Jeden z popisovanych typov neintegrinovych
receptorov keratinocytov je tzv. galektinovy receptor patriaci do rodiny lektinov, ktoré viazu
galaktozidy (Reno F a kol., 2008).

Véazba ligandu na integrinovy receptor spdsobi spojenie tychto receptorov a vytvorenie
takzvanych fokalnych adhéznych plakov na Specifickom mieste bune¢nej membrany (Grinnell F,
1986). Vtomto mieste sa integrinové receptory viazu S mnozstvom Struktirnych
a signaliza¢nych molekul, ako st paxilin, talin, vinkulin a fokalne adhézne kinazy. Tieto proteiny
su funk¢éne spojené s aktinom v bunke, ktory prechadza celym vnatrom bunky a je asociovany
S bune¢nym jadrom a organelami v bunke. A preto signaliza¢na draha zaloZena na vézbe ligandu
na integrinovy receptor buniek méze ovplyviiovat’ expresiu génov a proteosyntézu, a tym cielene
menit’ spravanie buniek, ako je rozprestretie, migracia, viabilita, apoptoza, diferenciacia,
proliferacia, transport a sekrécia molekdl (Truong T a kol., 2015).

Zistilo sa ze pre dobra adhéziu buniek je potrebna adsorpcia molekul ECM v dostatocnom
mnozstve a v spravnej konformécii. Spravna konformacia umoznuje dobru pristupnost’ aktivnych
vizbovych miest molekil ECM, na ktoré sa mdZu bunky nasledne viazat' s vySSou afinitou.
Specificka konformacia proteinov ECM je vo vysokej miere ovplyviiovanid fyzikalnymi

a chemickymi vlastnost'ami povrchu materialu (Bacakova L a Svorcik V, 2008).
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Obr. 1: Mechanizmus adhézie buniek na umely material (Bacakova L a Svorcik V, 2008).

4. Fyzikalne a chemické povrchové vlastnosti materialu

Adsorpcia proteinov a chovanie buniek st vo velkej miere ovplyviiované chemickymi
a fyzikdlnymi povrchovymi vlastnostami materidlu. NajddlezitejSie povrchové chemické
a fyzikalne vlastnosti materidlu su: polarita a zmacavost’, naboj a vodivost’, drsnost’, topografia,
rigidita, schopnost’ deformacie a pritomnost’ urcitych chemickych skupin na povrchu materialu
(napriklad aminoskupiny, kyslikovych skupiny, uhliku, atd’.) (Shin H a kol., 2003; Bacakova L
a kol., 2011) (Obr. 2).

4.1.  Elektricky ndboj a vodivost’

Vzhl'adom na velky vyznam elektrostatickych interakcii vo fyziologii buniek je prave
povrchovy elektricky nédboj jednou z hlavnych vlastnosti materialu, ktora ovplyviiuje ako
adsorpciu proteinov, tak samotni kolonizaciu materialu bunkami. Obecne je zname, Ze nabité
materialy su vhodnejSie pre adsorpciu proteinov a adhéziu buniek nez materialy nenabité. Je
mnozstvo $tudii, ktoré ukazuju, Ze pozitivne nabité materialy podporuji buneé¢nti adhéziu, zatial
¢o negativne nabité materialy bunky skor odpudzujii (Sackmann E a Smith AS, 2014). Dévodom

je to, Ze bune¢nd membrana je skor negativne nabita, a preto si bunky pritahované materidlom
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s opacnym nabojom. NavySe bolo zistené, ze pozitivny povrchovy naboj umoziuje adsorpciu
molekul ECM vo vhodnejsich konformaciach (Cao J a kol., 2013; Bacakova L a kol., 2011). Liu
a kol. vo svojej studii preukéazal rozdielny efekt samovolne sa tvoriacich monovrstiev (z angl.
self-assembled monolayers, SAMs) alkanthiolov s naviazanymi pozitivne nabitymi -NH,
skupinami a negative nabitymi -COOH skupinami na spravanie endotelovych buniek. Pozitivne
nabity povrch s -NH, skupinami umozZiuje osteopontinu, molekule ECM sprostredkuvajucej
adhéziu, adsorbovat’ sa vo vhodnej konformacii a tym podporovat’ adhéziu buniek (Liu L a kol.,
2005). V inej studii bolo zistené, Ze albumin sa adsorbuje na pozitivne nabité oxidované kovy, tj.
TiO,, ZrO; a AlL,O, v zavislosti na hustote povrchového naboja (Fukuzaki S a kol., 1996;
Anselme K, 2000). Toto zistenie potvrdil i Trescher a kol. 0 niekol’ko rokov neskdr v préci,
v ktorej porovnaval adhéziu a viabilitu 'udskych dermalnych fibroblastov a keratinocytov na
kopolymérnom nosi¢i z akrylonitratu s réznou koncentraciou pozitivne nabitych skupin na
povrchu. Ukazalo sa, Ze so zvySujucou sa koncentraciou pozitivneho povrchového naboja rastie
tendencia keratinocytov adherovat’ k povrchu (Trescher K a kol., 2012) .

Negativne nabité kyslikové skupiny (aldehydové, ketdnove a karboxylove skupiny)
zvySuju zmacavost povrchu a zlepSuji adsorpciu niektorych adhéznych molekul, ktoré
umoziuju bunkam lepSie sa prichytit’ a rast’ na materiale (Bacakova L a kol., 2011). Nedavne
Studie nasej vyskumnej skupiny ukazali, Ze negativne nabité skupiny, ktoré sa vytvaraju na titane
pocas termalnej oxidacie, podporuju diferenciaciu l'udskych buniek podobnych osteoblastom
(Saos-2 alebo MG-63), zatial’ ¢o pozitivne nabité skupiny termalne oxidovaného TiNb stimulujd
tieto bunky k proliferacii (Jirka | a kol., 2013; Vandrovcova M a kol., 2014).

Elektricka vodivost’ r6znych materidlov taktieZ podporuje adhéziu, rast a diferenciaciu
buniek (Jeong Sl a kol., 2008). Zda sa, Ze vodivost’ materialu posobi na bunky pozitivne aj bez
aktivnej stimulacie buniek elektrickym prddom prechadzajucim cez material (Kromka A a kol.,
2010).

4.2. Zmacavost, rigidita a flexibilita

Jednou z dalsich dolezitych vlastnosti materialu je jeho povrchova zmacavost. Pri
implantacii materialu do tela je velmi ddlezitd prvotnd schopnost’ materidlu zmacat' sa
tekutinami v tele. Tato schopnost’ materialu nasledne ovplyviluje mnozstvo dalSich dejov

odohrévajucich sa bezne vo fyziologickom prostredi tela, ako je napriklad adsorpcia proteinov
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podporujucich adhéziu buniek. Dobra povrchova zmacavost’ je preto predpokladom a kritériom
biokompatibility implantovaného materialu (Paital SR a Dahotre NB, 2009). Na meranie
zmacavosti povrchu sa najcastejSie pouziva meranie kontaktného uhlu. Napriklad kontaktny uhol
titinového implantatu sa moéze pohybovat’ v rozmedzi od 0° (hydrofilny) az po 140°
(hydrofébny) (Le Guehennec L a kol., 2007), pricom pre maximalnu adhéziu fibroblastov je
potrebné rozmedzie kontaktného uhlu 60°az 80° (Tamada Y a Ikada Y, 1993). Miera zmacavosti
materialu je zdvisld na troch zakladnych faktoroch, ktoré st chemické zlozenie, topografia
a povrchovy ndboj materialu (Meiron TS a kol., 2004).

V mnohych $tadiach sa hovori, Ze rozdielna zmacavost’ materidlu ovplyviuje spravanie
buniek vd’aka odlisnej schopnosti adsorpcie proteinov. Vazba adhéznych molekdl na zmacavy
(hydrofilny) material sa zda byt viac flexibiln4 a ochotnd sa reorganizovat’ pod vplyvom buniek
do vhodnejSej konformdcie, zatial ¢o proteiny adsorbované na nezmacavom (hydrofébnom)
povrchu su skor rigidné a denaturované. V literature sa popisuje, Ze materialy s nizkou hodnotou
povrchovej energie (hydrofébne) potenciuju adsorpciu proteinov vo vyssej miere ako materialy
hydrofilné (Rabe M a kol., 2011; Xu LC a Siedlecki CA, 2007), pri¢om presny dovod nie je
znamy. Pravdepodobnym vysvetlenim moze byt, Ze proteiny pri adsorpcii denaturuju a tym
odhal'uju svoje hydrofébne domény, ktoré maju vysoku afinitu k hydrofébnym povrchom. Tieto
molekuly st vSak viazané neSpecificky, a preto povicSine nemaji spravnu konformaciu pre
vazbu buniek. Na druhej strane hydrofilné materialy interagujd s nabitymi a polarnymi
funkénymi skupinami proteinov, ¢o podporuje spravnu orientaciu tychto molekal a tym aj
adhéziu buniek. Da sa teda povedat’, Ze viac ako na mnozstve adsorbovanych proteinov, zalezi na
ich spravnej orientacii (Sit PS, 2013).

Hydrofilné povrchy sa teda na rozdiel od hydrofébnych v mnohych studiach povazované
za povrchy zvySujuce prilnavost’ a rozprestretie buniek, ich rast a diferenciaciu (Altankov G a
Groth T, 1994; Protivinsky J a kol., 2007) Keselowsky a kol. zistil, ze diferenciacia osteoblastov
na hydrofilnom povrchu SAMs s -OH a -NH; skupinami je vysSia, v porovnani s hydrofébnym
povrchom SAMs s -COOH a -CHj; skupinami (Keselowsky BG a kol., 2005). Leps$iu adhéziu
a rast vykazovali bunky tieZ na PTFE a PE, u ktorych bola hydrofilicita zvySend pomocou UV
Ziarenia a plazmového vyvoja (Heitz J a kol., 2003; Rimpelova S a kol., 2013).

Pre optimélnu adhéziu buniek je vSak nutné, aby povrch materialu nebol prili§ hydrofilny.

Zistilo sa, ze na prili§ hydrofilnych materidloch molekuly sprostredkuvajice adhéziu buniek nie
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si adsorbovane Vv dostato¢nom mnozstve, alebo ich védzba je prili§ slaba na to, aby mohla
odolavat’ trakénym silam, ktoré sa vytvaraju pri naviazani bunky (Bacakova L a kol., 2011).
Napriklad, v nasich predchadzajicich $tadiach bolo zistené, ze na velmi hydrofilny polymér
z poly(L,D-laktidu) (PDLLA) a polyetylén oxidu (PEO) bunky hladkej svaloviny z aorty potkana
neadheruju. Navyse PEO retazec vykazoval velkt pohyblivost, ¢o znemoziovalo molekuldm
sprostredkuvajucim adhéziu buniek naviazat’ sa na povrch stabilne a tym sa zniZzovala samotna
schopnost’ buniek uchytit’ sa na dany material (Bacakova L a kol., 2007).

Podobna situacia nastdva aj pri prili§ flexibilnych, elastickych a deformovatelnych
materidloch, napriklad géloch. Aj ked tieto materidly povicSine podporuju vizbu molekul
potrebnych pre adhéziu buniek, dokonca aj vo vhodnej konformacii, ich Struktara vSak kolabuje
pod vplyvom trakénych sil adherovanych buniek. To znamend, ze adhézne receptory sa sice
naviazu na ligandy (napriklad na nezosietovany kolagénovy gél), ale tieto receptory nie su
schopné vytvorit’ zoskupenia fokalnych adhéznych plakov, atym nemo6zu asociovat so
Strukturnymi a signélnymi molekulami tak, ako to prebieha pri spravnej adhézii buniek.
Nedochadza k preneseniu signalu do jadra cez aktinovy cytoskelet a bunka neméze dalej
proliferovat’ (Engler A a kol., 2004; Bacakova L a kol., 2011).

4.3.  Drsnost’ a topografia

Topografia implantatu sa povazuje za klicovy faktor ovplyviiujiaci morfologiu buniek,
orientaciu, proliferaciu a diferenciaciu a vyznamne sa podiel'a na signalizacii medzi bunkami.
Topografické modifikacie biomateridlov sa zameriavaju hlavne na vyrobu trojrozmernych
mikroporéznych, nanoporéznych, mriezkovanych, stipcovych, ryhovanych, bodkovanych,
jamkovitych ainak nahodne wusporiadanych S$truktar. Povrchova topografia je bezne
charakterizovana tvarom za sebou nasledujucich vrcholov a priehlbin (tj. zvinenia). Toto
komplexné topografické usporiadanie je preto nesmierne ddlezité pre bioaktiven implantaty
(Davies JE, 2007). V zavislosti na velkosti povrchovych nerovnosti sa materialy rozdeluji do
troch hlavnych skupin: makrodrsné (100 pum - milimetre), mikrodrsné (100 nm - 100 pm)
a nanodrsné (< 100 nm), pricom kazdy z nich ma unikatne vlastnosti vhodné pre iny typ buniek
(Chang HI a Wang Y, 2011).

Zdrsnené textdra a porozita povrchu v mnohych pripadoch napomaha bunkam adherovat

a formovat ECM, pretoZe povrch na ktory sa mozu adhézne proteiny uchytit' je zvicSeny
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v porovnani s povrchom hladkym (Boyan BD a kol., 1996). Napriklad sa beZzne pouzivaju
endoprotézy, ktoré su zavadzané do kosti pacienta, priCom ich povrch je pre lepsiu fixaciu
a interakciu s kostnymi bunkami upraveny makrozdrsnenim (Narayanan R a kol., 2008). Na
druhej strane pre aplikacie biomateridlov do miest, v ktorych je pozadovany hladky prietok krvi
(tj. materialy napodobnujice endotel) je nevyhnutny vel'mi hladky povrch, aby nedochadzalo
k usadzovaniu réznych proteinov a adhézii krvnych dosticiek, a tak k tvorbe trombov (Chlupac J
a kol., 2009). Le Guehennc a kol. zistil, ze viabilita buniek na kontrolnom polystyréne je nizsia
Vv porovnani s hladkym titanom, hoci oba materidly maji porovnatelni drsnost’ a zmacavost.
V tomto pripade sa znizena viabilita buniek vysvetlovala rozdielnym zloZzenim materialov (Le
Guehennec L a kol., 2008).

Zda sa, ze pre adhéziu a rast buniek je nanodrsnost’ vhodnejSou povrchovou tpravou nez
mikrodrsnost’. Odlisné reakcie buniek na rézne povrchové upravy materidlov su vSak urCované
prevazne velkostou buniek aich typom. Pre vidcSie bunky, ako su napriklad osteoblasty
aneurény je makroskopické zdrsnenie povrchu vhodnejSie, pretoze vzdialenosti medzi
nerovnostami na povrchu st v takom rozmedzi, Ze bunka sa moze prichytit’ bez toho, aby musela
nerovnosti premost'ovat’ alebo sa dostat’ medzi ne. Aby teda nedochadzalo k neprirodzenej
deformacii bune¢ného skeletu, je nutné zvolit’ spravnu velkost’ povrchového zdrsnenia (Donoso
M.G. a kol., 2007).

V poslednom case je snaha konsStruovat’ nahrady s povrchovou tpravou v hanorozmeroch.
Nanomaterialy vzhladom na svoju velkost’ dobre simuluju $trukturu a mechanické vlastnosti
prirodzenej ECM vV tele. NanoStruktara podporuje adsorpciu ur¢itych adhéznych molekul ECM,
predovsetkym fibronektinu a vitronektinu vo vhodnej geometrickej konformacii, Co nésledne
zvySuje samotni adhéziu buniek urcitych bunkovych typov, napr. endotelovych (Chung TW a
kol., 2003). Ztohto pohladu ma nanodrsnost podobny efekt ako ma zmacavost, priCom
Vo viacerych pripadoch bolo zistené, zZe vhodnd nanoStrukturovanost’ materidlu moze dobre
kompenzovat’ jeho mali zmacavost (Planell J. A. a kol., 2010). Napriklad sa ukazalo, ze
osteoblasty vyrazne menia svoju morfologiu v zavislosti na povrchovej Uprave materialu. Na
titane s hladkym povrchom boli osteblasty gul'até a nevytvarali ziadne extenzie, priCom na titane
upravenom nanotubami s nezmenenou zmacavost'ou sa bunky spravali ovela prirodzenejsie,
vytvérali filopodie a boli viac predizené (Goldman M a kol., 2014; Kubo K a kol., 2009).

Povrchovy profil nanozdrsneni hra dolezit rolu v adsorpcii proteinov, adhézii buniek, ich raste a
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diferencidcii. Napriklad na zaklade stadie Anselma a kol. sa zistilo, Ze I'udské mezenchymalne
kmenové bunky sa lepsie diferencujd na povrchu upravenom nanopriehlbinkami s priemernou
vel’kostou 120 nm, ktoré si ¢iasto¢ne neusporiadané v porovnani s presnym hexagonalnym a
Stvorcovym usporiadanim alebo tplne ndhodnym usporiadanim (Anselme K a kol., 2010).

Nanostrukturované materialy s vhodné aj na aplikacie v tkanivovom inzinierstve koze.
Nanovldkenné membrany maji velky potencidl v konstrukcii dvojvrstiev koznych buniek
(fibroblastov a keratinocytov). Vyhodou je, ze¢ membrana moze oddelovat’ tieto dva bune¢né
typy, priCom jej porézny charakter umoziuje fyzicki a humoralnu komunikaciu medzi nimi.
Vrstva napestovanych fibroblastov na nanovldkennom materidle preto predstavuje nutricny
podklad pre keratinocyty, tak ako to funguje prirodzene v kozi (Al Kayal T a kol., 2015).
Nanovlakenné alebo nanoporézne materialy si v neposlednom rade vhodné aj pre konStrukciu
tubularnych 3D cievnych ndhrad (Xu H a kol., 2012).

Povrchové vlastnosti biomaterialov

Zmacavost’ Niaboj
............................................................................................ s
P ’ o4
. L2 §
M L b p
Topografia Chémia

Obr. 2: Povrchové viastnosti materidlov ovplyviiujiice biologicku odpoved’ na implantovany

material (Nouri A a Wen C, 2015).
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5. Fyzikalne a chemické modifikacie materialov

Modifiké&cie povrchu materialov vedd k zmene ich fyzik&lnych a chemickych vlastnosti,
ako je polarita, zmacavost, chemické zlozenie (zvySena prezenticia kyslikovych skupin),
povrchova drsnost’, topografia, elektricky naboj a vodivost. Tieto vlastnosti, ako uz bolo
spominané vyssie, su vel'mi dolezité pre adsorpciu proteinov ECM v dostato¢nom mnozstve a VO
vhodnej orientacii, ¢o vyrazne ovplyviiuje adhéziu a rast buniek. Modifikdcie su potrebna
v pripadoch, ked” povrchové vlastnosti materialu nespliiaji poziadavky pre spravnu kolonizaciu
bunkami. Pod fyzikalnymi modifikdciami sa rozumie vystavenie povrchu materialu p6sobeniu
vysoko energetickych castic, ako st napriklad i6ny, elektrony a radikaly. Za chemické
modifikacie sa povazuju zmeny chemického zlozenia povrchu spdsobené reakciami s Kyslymi
alebo zésaditymi roztokmi alebo vytvéranie kovalentnych vézieb medzi povrchom a vhodnou

chemickou skupinou ¢i molekulou (Bacakova L a Svorcik V, 2008).

5.1. Fyzikalne modifikéacie

Medzi najviac pouzivané techniky fyzikalnych modifikécii patria modifikdcie pomocou
plazmy, ultrafialového ziarenia a idnova implantacia. Tieto techniky st obecne zalozené na
principe Stiepenia molekal na povrchu materidlu, ¢o ma za nasledok vytvaranie volnych
radikalov, dvojnych vézieb a novych funkénych skupin (hlavne kyslikovych skupin) na jeho
povrchu. Kyslikové skupiny zvySuji povrchovi zméacavost, ¢o umoziuje proteinom adsorbovat’
sa Vv spravnej konformacii. VoIné radikaly a nenasytené vizby su vyuzivané pre naviazanie
roznych funkénych biomolekul, ak su napriklad aminokyseliny, oligopeptidy alebo celé proteiny,
ktoré nasledne zvysuje kolonizaciu materialu bunkami. Konjugované nenasytené dvojné viazby
st zodpovedné za zvySenie povrchovej elektrickej vodivosti materialu, a tym dochadza i k zmene
chovania buniek (Bacakova L a Svorcik V, 2008; Bacakova L a kol., 2011).

Modifikacia materidlu UV ziarenim obzvlast’ ¢asto pouZiva u syntetickych polymérov, ako
su PTFE a PET. Takto upravené polyméry sa klinicky osved¢ili hlave pri konstrukcii cievnych
nahrad (Chlupac J a kol., 2009). I6énova implanticia je zalozena na interakcii vysoko
energetickych i6nov s materidlom, priCom i6ny su vytvarané ionovym implantérom
a urychlované elektrickym polom. Modifikacia plazmou prebieha vo vakuu, kde za pomoci
inertného (argdn, hélium, nedn) alebo reaktivneho (kyslik, fluér, dusik, vodik a tetraflubrmetan)

plynu, dochadza k rozstiepeniu védzieb makromolekul na povrchu materialu. Tento dej ma za
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nasledok vznik volI'ny radikalov, ktoré maji schopnost’ vytvarat nové funkéné skupiny, hlavne
polarne kyslikové skupiny (karboxylové, karbonylove a esterové), ktoré robia material viac
hydrofilnym a tym zlep$ujt jeho bioaktivitu (Bacakova L a Svorcik V, 2008; Bacakova L a kol.,
2011).

5.2.  Chemické modifikéacie

Najnovsie techniky v oblasti chemickych modifikacii materidlu su zalozené na naviazani
bioaktivnych molekdl a nanocastic na povrch, za G¢elom zlepSenia povrchovych vlastnosti
materialu. Medzi molekuly a nanocastice, ktoré sa bezne pouzivaju ako ligandy pre adhézne
receptory buniek patria aminokyseliny (napriklad glycin, alanin a leucin) (Svorcik V, 2004),
Castice zlata (Svorcik V a kol., 2009), uhlikové castice (Parizek M a kol., 2013) a oligopeptidy.

Efektivita pokryvania povrchu biomolekulami méze byt zlepSend za pomoci fyzikalnych
modifikacii, ako st idnové implantacie, UV ziarenie alebo pomocou plazmy. Pouzitim tychto
fyzikalnych technik je mozné zmenit' chemické povrchové vlastnosti materialu. Na jeho povrchu
sa objavia volné radikaly, dvojné vdzby a iné funkéné chemické skupiny, ktoré moézu dobre
reagovat’ s mnohymi bioaktivnymi molekulami, a vytvarat’ tak povrch vhodnejsi pre bunky. Pri
pokusoch s polyetylénom, ktoreho povrch bol upraveny pomocou plazmy a nasledne pokryty
glycinom, polyetylénglykolom, albuminom z hovadzieho séra a koloidnymi uhlikovymi
nanocCasticami, sa zistilo, Ze tieto povrchové tpravy znacne podporuji adhéziu a rast buniek
hladkého svalstva ciev (VSMC) (Parizek M a kol., 2013). V podobnej §tudii sa tento pozitivny
efekt Upravy povrchu pomocou plazmy podarilo potvrdit’ v pripade pouzitia adhéznej molekuly
fibronektinu, avSak v pripade albuminu, tj. neadhéznej molekuly, sa tento uc¢inok nepotvrdil
(Novotna K a kol., 2013). V praci Svoréika a kol. sa ukazalo, Ze pre adhéziu a proliferaciu
embryonalnych fibroblastov 3T3 z mysi a buniek hladkych svalov potkana je vhodné upravit Ar”
plazmou aktivovany povrch pridanim zlatych nanocastic (Svorcik V a kol., 2009).

Dalsou moznostou, ako upravit’ bioaktivitu materialu, je pokryt’ jeho povrch trvalou alebo
degradabilnou vrstvou. Pre tvorbu koznych ndhrad sa Casto pouzivaju biodegradabilné vrstvy
pozostavajuce s roznych molekul ECM, ako su napriklad kolagén, fibrin a fibronektin. Tieto
molekuly sa bezne vyskytuji v organizme alebo sa podiel’ajii na regeneracii tkaniva a hojeni ran,
apreto su pre telo prirodzené. Poskytuju dolezité sekvencie, ktoré bunka rozpoznava svojimi

receptormi na membrane a tym priamo ovplyviiuji spravanie buniek. NavySe mozu bioaktivne
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molekuly obsahovat’ rastové faktory a vyplavovat iné latky za ti¢elom kontroly. Pre zlepSenie
povrchovych vlastnosti koznych nahrad sa pouzivaju prirodné bioaktivne molekuly ako je
kolagén (Shen Y a kol., 2014), kyselina hyalurénovd (Nyman E a kol., 2013), fibronektin
(Bonvallet PP a kol., 2015; Ghosh K a kol., 2006) alebo fibrin (Taghiabadi E a kol., 2015;
Janmey PA a kol., 2009). Kolagen I, fibronektin a kyselina hyalurénova s molekuly bezne
pritomné v kozi, zatial’ ¢o fibrin, molekula zodpovedna za hojenie ran, sa v kozi vyskytuje iba
obcas (Seet WT a kol., 2012; Taghiabadi E a kol., 2015). Predchadzajtce stadie vsak ukazali ze
fibrinové konstrukty podporuji proliferaciu fibroblastov a stimuluju ich k produkcii kolagénu
| aIIl, a tiez dobre stimuluji diferenciaciu keratinocytov. Fibrin, kolagén a kyselina hyalurénova
st navySe pouzivané ako hlavné komponenty klinicky pouzivanych koZznych nahrad (Helmedag
MJ a kol., 2015; Reinertsen E a kol., 2014; Wang HM a kol., 2013; Seet WT a kol., 2012; He W
a kol., 2005).

Najnov$im trendom v tkanivovom inZinierstve je vSak pokryvanie povrchu materidlov nie
celymi molekulami ECM, tak ako to bolo popisované vyssie, ale iba ich aktivnymi Castami, tj.
aminokyselinovymi sekvenciami dolezitymi pre vizbu adhéznych receptorov bunky. Napriklad,
Santiago akol. vo svojej stadii modifikoval PCL naviazanim troch domén pochadzajucich
z proteinu ECM lamininu: RGD, YIGSR a IKVAYV a zistil, ze sekvencia IKVAV signifikantne
podporuje adhéziu I'udskych kmenovych buniek pochadzajacich z tuku (Santiago LY a kol.,
2006). V inej stadii Gauvreau a Laroche zistili, Ze pre lep$iu vdzbu, rozprestretic a proliferaciu
I'udskych endotelovych buniek z pupocnikovych ciev (HUVECs) na aminovanom PTFE je
vhodné povrch tohto materiadlu upravit kombinaciou sekvencii pochadzajucich z fibronektinu:
CGRGDS a CWQPPRARI. Véazba sekvencii na povrch materialu je sprostredkovana cysteinom
na N-terminalnom konci, ktory sa spaja s povrchovym maleimidom (Gauvreau V a Laroche G,
2005). Meinhart a kol. v podobnej stadii pozoroval, ze endotelové bunky ciev adheruju na
povrch PTFE v zavislosti na hustote RGD sekvencii na povrchu. V budicnosti by preto mohla
optimalna koncentradcia RGD sekvencii zaistit’ lepSiu adhéziu endotelovych buniek na povrchu
cievnych implantatov, ktoré si bezne vystavované velkych tlakom a prddom krvi (Meinhart JG
a kol., 2005). Wang a kol. zistil, Ze l'udské dermalne fibroblasty a keratinocyty dobre reaguju na
bifunkcionalne fazne proteiny obsahujuce RGD sekvenciu (BFP). BFP podporujd nie len
adhéziu ale aj proliferaciu buniek, a preto by sa potencidlne mohli v budtcnosti vyuzivat

Vv tkanivovom inzinierstve na modifikaciu povrchov (Wang TW a kol., 2006).
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Oligopeptidove ligandy su na povrch materidlu viazané pomocou flexibilnych
polymérnych retazcov PEO alebo polyetylénglykolu (PEG) v definovanej koncentrécii, za
ucelom zlepSenia adhézie, rozprestrenia a rastu buniek. Flexibilné PEO a PEG retazce zaistuji
vhodnu orientaciu molekul sprostredkujucich adhéziu, tym sa tieto ligandy stavaju dostupnej$imi
pre receptory, ¢o umoziuje pevnejSie prichytenie bunky na materidl. Tento novy spdsob
modifikacie povrchov prindsa vela vyhod, ako su vysoka Specificita vidzby a nizSia

imunogenicita v porovnani s modifikdciami pomocou ECM molekul (Bacakova L a kol., 2007).
6. Anatéomia a fyziologia koze

Vytvorenie tkanivovej nahrady koZe je velkd vyzva, pretoze koza je funk¢ne a Strukturne
komplexny orgén. Pre telo predstavuje ochrannt bariéru pred nepriaznivymi vplyvmi
z okolia. Hra tiez vyznamnu tlohu v termoregulacii a vyzive. Cudska koza sa sklada z viacerych
buniek pochadzajlucich ztroch roéznych zarodo¢nych vrstiev: neuroektoderm, mezoderm
a neuralna liSta. Je strukturovana do troch vrstiev (Obr. 3): pokozka (epidermis), zamsa (dermis)
a podkozné vizivo (hypodermis) (Eungdamrong NJ a kol., 2014; Wong DJ a Chang HY, 2009).

Epidermis, najvrchnejSia vrstva koZe neuroektodermalneho povodu, je primarne zloZena
z keratinocytov, ktoré tvoria az 90% buniek a ich funkcia spociva v ochrane tela a udrziavani
pokozky v kompaktnom stave. Dalej sa tu nachadza subpopulicia buniek z neuralnej listy,
melanocyty, ktoré tvoria pigment pokoZzky a tlakové senzory (Merkelové bunky). Langerhansoveé
bunky pochadzajlce z mezodermu zabezpec€uju imunitni ochranu koze. Epidermalne bunky st
rozdelené do piatich zakladnych vrstiev: stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum,
stratum lucidum astratum corneum. Integrita tychto vrstiev je udrzovana pomocou
desmozomov. Desmozdémy su spojené povrchovymi adhéznymi proteinmi s intracelularnymi
keratinovymi filamentami, a tym sprostredkuju vazbu medzi bunkami. D6lezité adhézne proteiny
keratinocytov su kadheriny, desmogliny a desmokoliny (Wong DJ a Chang HY, 2009;
Eungdamrong NJ a kol., 2014).

Dermis je spojivové tkanivo nachadzajuce sa pod epidermis. Hlavné funkcie zamse su
udrZiavanie elastickej a mechanickej integrity koze, d’alej podkozna vyZiva, termoregulacia a
senzoricka a imunologicka funkcia. Pozostava hlavne z fibroblastov, tj. buniek mezodermalneho
povodu a vlaken ECM, kolagénu, elastinu, proteoglykanov a fibronektinu, ktoré prechadzaju

naprie¢ celou vrstvou v réznych smeroch. V dermis sa d’alej nachadzajii endotelové bunky,
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bunky hladkého svalstva a bunky zodpovedné za imunitné reakcie (dendritické bunky, monocyty
a lymfocyty). Je vaskularizovana, inervovana a obsahuje potné zl'azy a vlasové folikuly. Medzi
epidermis a dermis sa nachadza bazalna membrana, ktora tieto dve vrstvy spaja. Je zlozena
z roznych molekul, ako su integriny, lamininy, kolagén a iné proteiny, ktoré sa podielaju na
komunikacii medzi epitelom a mezenchymalnou vrstvou (Eungdamrong NJ a kol., 2014; Wong
DJ a Chang HY, 2009).

Hypodermalna vrstva je najspodnej$ia vrstva a skladd sa prevazne ztukového tkaniva,
mezodermalneho povodu. Oddeluje dermis od svalstva, ktoré je pod a predstavuje tukovu

a energeticku zasobaren tela (Wong DJ a Chang HY, 2009).

6.1. Keratinocyty

Ako uz bolo spominane, keratinocyty zohravaji vyznamnu tlohu v ochrane organizmu
atiez sa podielaji na hojeni koznych poraneni. Vyplavené cytokiny pri poraneni stimulujd
proliferaciu keratinocytov aich migraciu na povrch pokozky, ¢o napomaha k reepitelizacii
a revaskularizacii poskodeného kozného tkaniva (Pastar | a kol., 2014). Nové bunky, vynikaja
v bazalnej vrstve z kmenovych buniek a postupne sa diferencuju a dozrievaju na dospelé
keratinocyty, ktoré migruji smerom na povrch koze, kde nakoniec odumieraju a tvoria bariéru.
Bunky v bazéalnej wvrstve postupne proliferujd aich Struktara pozostava z typickych
intermedialnych filament zvanych keratiny (K), K5 a K14. Nezrelé keratinocyty postupuju
smerom na povrch cez jednotlivé tranzverzalne roviny a sucasne sa diferencujui na bunky
exprimujuce K1 a K10, ktoré su charakteristické pre vy$$iu suprabazalnu vrstvu (Steinert PM a
kol., 1993). Bazalne bunky su prichytené na bazalnu membranu pomocou hemidesmozémov
a fokalnych adhézii a bunky su navzajom spojené desmozomami. Pocas konecnej diferenciacie
keratinocytov dochadza k ich dehydratacii, splostovaniu do mnohostenov a tvorbe takzvanych
Supin (korneocytov). V tychto neskorsich fazach su pre keratinocyty typické polymérne proteiny
involucin a filagrin, ktoré st sti¢ast'ou ich zrohovateného obalu (Pastar | a kol., 2014).

Na keratinizdcii sa podiel'a mnozstvo regulacnych rastovych faktorov, cytokinov a
chemokinov, d’alej integriny, keratiny, protedzy ECM (MMPs) a d’alsie extracelularne molekuly
(Barrientos S a kol., 2014). Tieto molekuly zahfnaju predovsetkym rastové faktory fibroblastov
(FGF-2, FGF-7, FGF-10 a FGF-22), ktoré stimuluju epitelizaciu prostrednictvom parakrinnej
signalizicie. Napriklad, FGF-2, znamy tiez ako rastovy faktor keratinocytov (KGF) je
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produkovany fibroblastami a pésobi prostrednictvom receptoru KGF2l111b, ktory bol najdeny iba
u keratinocytov (Werner S a kol., 1994). Dalej st tu dolezité interleukiny (IL-1 a IL-6), tumor
nekrotizujuci faktor (TNF-a) a interferony (IFN-o, IFN-f), ktoré zohravaju vyznamnua dlohu pri
hojeni ran (Tang A a Gilchrest BA, 1996). Zistilo sa, Ze IL-1 zvySuje sekréciu FGF-7, zatial’ ¢o
IL-6 poOsobi prostrednictvom signalizatnej drdhy zavislej na STAT3 molekule
sprostredkdvajucej migraciu keratinocytov (Gallucci RM a kol., 2004). U transformujiceho
rastového faktoru (TGF-B1) prebieha stimulacia migracie pravdepodobne za pomoci MMPs
(Zzambruno G a kol., 1995).

Ludské primarne keratinocyty, st v si€asnosti v tkanivovom inZinierstve stale viac
vyuzivané na vyrobu koznych nahrad. Napriklad firma Modex Ltd. (Lausanne, Svajéiarsko)
kons$truuje autologne kozné nahrady EpiDex® pozostavajuce z keratinocytov, ktoré vykazuju
velka ucinnost’ pri hojeni ran (Tausche AK a kol., 2003). V ramci inych projektov je snaha
skonStruovat’ kozni nahradu, ktord by pozostivala z alogénnych alebo autolognych
keratinocytov a jej podkladom by boli I'udské primarne fibroblasty, tak ako to je prirodzene
v kozi. Pre lepSie uchytenie buniek na material sa pouzivaju molekuly bezne pritomné v tele
alebo molekuly podiel'ajuce sa na hojeni ran, ako je napriklad fibrin (Idrus RB a kol., 2014;
Auxenfans C a kol., 2015).

6.2.  Fibroblasty

Ako uZz bolo spominané fibroblasty st sucastou dermis a ich hlavnou funkcia je
produkovat molekuly ECM, hlavne kolagén a fibronektin, atym podporovat Struktaru
epidermis. V predchadzajtcich pracach sa na zaklade génovej expresie ukazalo, Ze fibroblasty
z roznych Casti tela st heterogénne a dokonca iV rovnakej anatomickej Casti tela vykazuja ista
roznorodost’. Fibroblasty v spodnych vrstvach sa odliSujii od fibroblastov v hornej papilarnej
vrstve dermis a Specifickt skupinu tvoria tiez fibroblasty, ktoré sa nachadzaji okolo vlasovych
folikulov. Vzhl'adom na to je aj organizacia a zlozenie ECM v roznych Urovniach rézne (Rinn JL
a kol., 2006).

V koZnom tkanivovom inzinierstve su fibroblasty kultivované na r6znych materidloch za
ucelom vytvorenia dermalnej alebo dermo-epidermalnej néhrady. Biodegradabilny nosi¢
Dermagraft® pouziva napriklad neonatdlne fibroblasty, ktorych tlohou je naprodukovat ¢o

najviac rastovych faktorov a molekil ECM pre podporu hojenia ran v oblasti dermis

26



(Hansbrough JF a kol., 1992). Avsak za ti¢elom vytvorenia presnejSej nahrady prirodzenej koze
sa pouzivaju fibroblasty spolu s keratinocytami. Prikladom takejto dermo-epidermalnej ndhrady
je hovadzi kolagénovo-elastinovy nosi¢ Matriderm® (Haslik W a kol., 2007; Killat J a kol.,
2013).

6.3. Kolagén

Kolagén je protein vytvarajuci Strukturu trojzavitnice, ktory mdézeme najst vo vsetkych
spojivovych tkanivach, ako hlavni sucast ECM. Jeho hlavnd funkcia v tkanive je udrzovanie
integrity. Kolagén, ktory sa nachddza v kozi je syntetizovany hlavne fibroblastami
a myofibroblastami (Babraj JA a kol., 2005; Zhou S a kol., 2013). V tkanivach, ako je koza,
Slacha alebo kost’ je kolagén vystavovany velkému tlakovému a tahovému stresu, a preto je jeho
Struktura organizovana do vlaken. V sucasnosti je zndmych 28 typov kolagénu, pricom tento
pocet nemusi byt’ kone¢ny. Kolagén typu I je pritomny predovsetkym v kozi a §l'achéach a tiez v
tkanive jaziev. Spolu s typmi II, I11, VV a XI patri do skupiny kolagénov, ktoré sa formuju do
vlaken. Iné kolagény vytvaraja skoér siete. Prikladom je kolagén typu IV, ktory sa majoritne
nachadza v bazalnej membrane (Jain S a kol., 2009).

Klasicka Struktura trojzavitnice kolagénu vznika vd’aka pritomnosti troch netradi¢nych
aminokyselin: glycin (Gly), prolin (Pro) a hydroxyprolin (Hyp). Tieto aminokyseliny vytvaraju
typicky sekvenény motiv (Gly-X-Pro/Hyp),, v ktorom X predstavuje 'ubovol'nii aminokyselinu.
Kazda aminokyselina ma v ret'azci svoje presné umiestenie. V strede trojzavitnice sa nachadzaju
postranné retazce glycinu, tj. atdmy vodiku, ktoré Struktaru stabilizuji. Vodikové vazby udrzuja
tieto tri retazce pri sebe, priCom pre vytvorenie presnej trojzavitnice je potrebna vizba medzi
uhlikom a dusikom peptidyl - prolinu alebo peptidyl - hydroxyprolinu, ktoré umoZiuju
polypeptidovému retazcu zbalit’ sa do samotnych helixov. Zaujimavostou je, Ze pri preruseni
peptidyl - prolinovej vdzby v samotnom helixe sa rigidna Struktara trojzavitnice zachova (Jain S
a kol., 2009).

Syntéza kolagénu prebieha klasickou cestou cez endoplazmatické retikulum a Golgiho
aparat, ako u ostatnych proteinov. Pre vytvorenie maturovanej molekuly kolagénu je nutna vSak
postranslaénd modifikacia prokolagénu, ktord umozni vytvorit konecnti vlaknitt Strukturu.
Hydroxylacia prolinu na 4-hydroxyprolin za pomoci prolylhydroxylazy je jeden zo zasadnych

krokov; pri jeho naruseni vznikaju deformované vlakna kolagénu a choroba znama ako skorbut.
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Za esencialny kofaktor tvorby kolagénu sa povazuje kyselina askorbova (vitamin C) (Murad S a
kol., 1981; Du J a kol., 2012) alebo tiez jej stabilnejsi derivat disodium isostearyl 2-O-L-ascorbyl
phosphate (Shibayama H a kol., 2008). Hinek a kol. v nedavnej $tudii zaznamenal, Ze pri
pravidelnom podévani L-askorbanu sodného dochadza k zvySenému ukladaniu elastickych
vlaken (kolagénu a elastinu) fibroblastami. Dalej preukazal, 7e L-askorban sodny by v
kombin&cii s inhibitormi kolagenogenézie mohol regulovat’ regeneraciu poSkodeného tkaniva
bez vzniku jaziev a keloidov (Hinek A a kol., 2014).

V sucasnosti sa kolagén pouziva na vyrobu samotnych biodegradabilnych ndhrad. Kolagén
je vzhladom na svoju povahu ¢asto kombinovany s inymi syntetickymi alebo biologickymi
molekulami (elastin, kyselina hyalurénovd) a do podoby nosi¢a sa upravuje pomocou metody
zvlaknovania (elektrospiningu). Niiyama a Kuroyanagi vo svojej §tudii pouzivali kompozit
kolagénu a kyseliny hyalurénovej spolu s epidermalnym rastovym faktorom (EGF) a vitaminom
C (VC). Kompozit spolu s pridanym EGF a VC vyznamné podporoval hojenie koznych poraneni
(Niiyama H a Kuroyanagi Y, 2014). Butler a Orgill vo svojej praci popisuju vytvorenie nahrady
pozostavajucej s kolagénu a glykosaminoglykanov, ktoru osadili autolégnymi keratinocytami
(Butler CE a Orgill DP, 2005). V inej stadii Rnjak-Kovacina a jej kolegovia pouzivali kolagén
v kombinacii s tropoelastinom a zistili, ze kolagén s tropoelastinom v pomere 2:8 je vhodny
nosi¢ pre dermalne fibroblasty, podporuje ich infiltraciu, proliferaciu, migraciu, produkciu
kolagénu de novo a angiogenézu (Rnjak-Kovacina J a kol., 2012). Pozitivny vplyv kolagénu na
tvorbu novych kapilar bol popisny uz v predchadzajucich pracach (Lugo LM a kol., 2011;
Cooper TP a Sefton MV, 2011).

7. Kozné nahrady

KozZzné kompozity su rozdel'ované podla ich vlastnosti do viacerych skupin. Prvé hlavné
delenie je delenie podl'a toho aku vrstvu koZe maji nahradzovat’ alebo poméhat’ regenerovat’ na
epidermalne, dermalne a dvojvrstvové (dermo-epidermélne) nahrady (Priloha 4). Dalsim
parametrom podla, ktorého je mozné materidly rozdelit, je ich trvacnost. Materidl mdze byt
Vv tele implantovany permanentne, dlhodobo alebo iba kratkodobo. KoZzné ndhrady mézu byt
d’alej rozneho chemického zloZenia. Za biologické ndhrady sa oznacuji nahrady konStruované
Z autologneho, alogénneho alebo xenogénneho materialu. Syntetické materialy su rozdel'ované

na degradabilné a nedegradabilné (Obr. 3).
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7.1.  Biologické materialy

Existuje mnoho prirodnych materidlov, ktoré vd’aka svojim dobrym vlastnostiam spinajt
poziadavky tkanivového inzinierstva koze. Biologické materidly sa svojimi vlastnost'ami
a Strukturou ndpadne podobaju prirodzenému tkanivu, ¢im podporuju adhéziu buniek.
Biokompatibilita tychto materidlov je vzhladom na ich prirodny charakter obvykle velmi
vysoka; vo vicsine pripadov nevyvoldvaju imunologické reakcie alebo ich prejavy su miernejsie.

Medzi najpouzivanejSie prirodné materialy sa radia kolagén, laminin, chitosan, kyselina
hyalurénova, fibronektin a Zelatina (Mohamed A a Xing MM, 2012). Na vytvorenie vhodného
nosic¢a pre kozné bunky je Casto pouzivana technika elektrospiningu (Wang X a kol., 2013).
Membréany vytvorené z nanovlaken chitosanu boli testované na koznych defektoch u potkanov.
Zistilo sa v8ak, ze vzhl'adom na zIé mechanické vlastnosti chitosanu st aplikécie tejto membrany
v tkanivovom inzinierstve zna¢ne obmedzené (Liu CB a kol., 2010). Na druhej strane je kolagén,
najviac Studovany prirodny material, ktory ma v tkanivovom inzinierstve velky potencial.
Biomaterialy, ako je kolagén su charakteristické svojimi unikatnym vlastnostiam, ako je slaba
mechanickd odolnost’, ale dobra biokompatibilita a nizka imunogenicita. Pre zvySenie pevnosti
a odolnosti sa vSak kolagén Casto kombinuje s inymi chemikaliami (Schuetz T a kol., 2013;
Killat J a kol., 2013). Vyroba prirodnych materialov je vSak vel'mi naro¢na jak financne, tak
technologicky a samotné materidly maju viacero nevyhod, ako napriklad ich nehomogenita
a pritomnost’ nedefinovanych faktorov a patogénov. Vzhl'adom na uvedené komplikacie je snaha

vyvinat’ synteticky material, ktory by €o najviac imitoval uvedené biomaterialy.

7.2.  Syntetické materialy

NajcastejSie pouzivané synteticky vyrabané materidly su polyméry. Oproti biologickym
ndhraddm maju niekol’ko vyhod. Ich zloZenie je presne definované a vdaka moZnosti
kombinovat’ jednotlivé polyméry je mozné vytvorit vela variant kopolymérov s odlisnymi
vlastnostami, priCom prave ich vlastnosti uruji mieru ich biokompatibility a biokompatibility
(Mohamed A a Xing MM, 2012).

V koznom tkanivovom inzinierstve sa najviac pouzivaji takzvané biodegradabilné
polyméry. Ich dostupnost’ je pomerne jednoducha a lacng, a preto sa do nich vklada vel’ka nade;.
Najviac testované su polymér vyrabané z PLA (Hosseinkhani B a kol., 2015) , PGA (Sekiya N a
kol., 2013) a PCL (Duan HC a kol., 2013). Nair a kol. testovali kopolymér pozostavajucich zo
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vsetkych troch polymérov, tj. poly(laktid-ko-glykolid-kaprolakton) (PLGC) a zistili, ze jeho
Struktura je vhodna pre adsorpciu molekul, ako je napriklad fibrin a tym podporuje adhéziu a
proliferaciu fibroblastov a stimuluje ich k produkcii kolagénu (Nair RP a kol., 2014).

Pre vyrobu koznych tkanivovych krytov si d’alej testované synteticky vyrabané hydrogély.
Jednd sa 0 nerozpustné hydrofilné polyméry obsahujice velké mnozstvo vody, ktoré svojimi
mechanickymi vlastnostami dobre napodobnuji bezné tkanivo (Parente ME a kol., 2015).
Hydrogely predstavuji pre tkanivové inZzinierstvo velky potencial. Testuju sa tiez napriklad
v suvislosti s poraneniami miechy, kde po ich aplikacii injekéne do miesta 1ézie dochadza
k zlepSeniu vzajomnych interakcii medzi bunkami a ich lepsej proliferacii (Carballo-Molina OA
a Velasco I, 2015).

8. Nanotechnoldgia

Nanotechnologia je mlada interdisciplinarna technologia, ktorej aplikacie za posledny ¢as
expandovali do mnozstva odvetvi, ako je napriklad tkanivové a biomedicinske inZinierstvo.
Hlavnou myslienkou nanotechnologie je vytvorit’ material, ktorého povrchova struktdra sa bude
¢o najviac priblizovat’ prirodzenej molekularnej struktare tkaniv. V medicine sa nanotechnoldgie
pouzivaji na diagnostiku, tkanivové inzinierstvo a prenos lie¢iv v tele. V tkanivovom
inzinierstve su vyrabane nanoStrukturované materialy, ktoré signifikantne zlepSuji hojenie ran
alebo su aplikované ako implantaty do tela, za ucelom nahradenia poSkodeného tkaniva.
Nanostrukttira na povrchu materidlu vyborne napodobnuje Struktiru medzibunkovej hmoty, ¢im
vyznamne napomaha bunkam pacienta adherovat na dany material, ¢o urychl'uje hojenie po
poraneniach alebo chirurgickych zakrokoch. Nanotechnologia je preto sl'ubny obor, ktory je

nutné d’alej rozvijat’ a hl'adat’ nové moznosti aplikacie (Mohamed A a Xing MM, 2012).

8.1.  Kopolymér polymlie¢nej a polyglykolovej kyseliny (PLGA)

PLGA je kopolymér zlozeny z dvoch poly(a-hydroxyesterov), PLA a PGA. Chemické
vlastnosti tychto polymérov umoziiuju ich hydrolyticki degradaciu pomocou de-esterifikacie.
PGA je hydrofilny a ve'mi krystalicky polymér s relativne kratkou dobou degradacie (6 — 12
tyzdnov), zatial ¢o $trukturne podobny polymér PLA s odlisnymi fyzikalnymi a chemickymi
vlastnostami méa uz dobu degradacie dlhsiu (11 — 18 tyzdiiov). Toto predizenie pravdepodobne

spdsobuju metylové postranné skupiny na alfa uhliku PLA (Lu L a kol., 2000; You Y a kol.,
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2005). Vzhladom na tieto vlastnosti je mozné ziskat kombinaciou PLA a PGA kopolymér
PLGA s velkym rozsahom doby degradacie od 1 az do 6 tyzdnov, v zavislosti na kompozicii
kopolyméru, tj. hydrofilnej a hydrofébnej rovnovahe materialu (Holy CE a kol., 1999; Hua N a
Sun J, 2008; Wu L a Ding J, 2005; Pan Z a Ding J, 2012).

PLGA degraduje pomocou hydrolyzy jej esterovych vazieb vo vodnom prostredi. Samotnu
degradaciu je mozné popisat’ v Styroch krokoch. V prvom kroku prebieha hydratacia PLGA,
kedy dochadza k penetracii vody do amfoternych oblasti a k rozbitiu Van der Walsovych sil
a vodikovych mostikov. V druhom kroku dochadza k zahajeniu degradécie, kedy sa rozbijaju
kovalentné vizby vplyvom zniZenia molekulovej hmotnosti. Dalej nastava takzvana konstantna
degradacia, pri ktorej karboxylové koncové skupiny autokatalyticky spustaju rozkladny proces
a dochadza k odstepovaniu postrannych kovalentnych vézieb, o vedie k strate integrity celej
hmoty. V kone¢nej rozpustnej fazy su fragmenty rozstiepené na jednotlivé molekuly, ktoré su

bezne rozpustné vo vode (Gentile P a kol., 2014).

Epidermis

| Keratinocyty

| | Fibroblasty

Dermis

e I Fibrin/Kolagén

X Nanovlakna
Hypodermis

Obr. 3: Anatémia koZe a schéma koZnej nahrady, upravené z: (Sobajo C a kol., 2008).
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9. Ciele diplomovej prace

1. Chemicky modifikovat nanovlakenni membranu z PLGA molekulami ECM
(kolagénom a fibronektinom) a fibrinom, molekulou vyskytujlcou sa v organizme pri
zacel'ovani ran.

2. Sledovat’ morfologiu modifikovanych vrstiev a porovnat’ ich z hl'adiska miery adhézii
a proliferacie koznych buniek (Fudskych dermalnych fibroblastov a keratinocytov linie
HaCaT).

3. Porovnat’" produkciu kolagénu I fibroblastami na materiale modifikovanom

a nemodifikovanom a sledovat’ u¢inky kyseliny askorbovej (vitaminu C).
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Experimentdalna cast’

10. Material a metédy

10.1. Vyroba nanovldkennych membran

Na experimenty boli pouzivané nanovlakenné membrany vyrabané z kopolyméru kyseliny
poly(L-mlie¢nej) (PLLA) a kyseliny poly(glykolovej) (v pomere 85:15, PLGA), zakupeného od
firmy Purasorb PLG 8531 (Purac Biomaterials, Frankfurt, Nemecko). Polymér bol rozpusteny v
chloroforme s pridavkom 0,18 g tetraetylamdénium-boromidu (TEABr) na vyslednd koncentraciu
4 hmotnostné %.

Nanovlédkenné membrany boli pripravované v rdmci externej spolupréce s firmou InStar
Technologies a.s. (Liberec, Ceskd Republika) metodou elektrostatického zvlakiiovania na
Nanospidery (NS Lab 500) bez pouzitia injek¢nej striekacky (tzv. metdodou needleless
electrospining). Presna Struktura nanovldkennych membran bola dosiahnutd na zéklade
nastavenia podmienok pri zvlaknovani: teplota: 22°C; vlhkost’ RH: 23%; napitie: 50 — 55 kV;
vzdialenost’ elektrédy: 145 mm; posun textilie: 15 mm/min. Vldkna sa nandsali na textiliu
z polypropylénu vyrdbant technologiou Spunbond. Membrany boli vyradbané v rdznych

hustotach, t.j. plosnd hmotnost’ vlaken bola 7,8; 10,5 a 19,6 g/mz.

10.2. Stanovenie vlastnosti nanovlakennych membran

Morfologia nanovlakennych membran bola hodnotena zo snimkou zhotovenych na
skenovacom elektronovom mikroskope (SEM) na Ustave struktlry a mechaniky hornin AV CR
(Praha, Ceska Republika). Vzorky nanovlakenného materidlu boli pozlatené a snimane na
Quanta 450 skenovacom elektronovom mikroskope (FEI, USA). Pre snimanie bolo pouzité
vysoké vakuum (10 Pa) a obrazky boli detegované na Everhart-Thornleyov detektor (ETD)
Vv rezime sekundarnych elektrénov pri urychl'ovacom napéti 30 kV a zvicseni 1000x - 25 0000x.

Priemer vlaken nanovldkennych materidlov bolo vyhodnocovany zo snimkou SEM
pomocou programu Atlas (Tescan Ltd., Brno, Ceska Republika) a jeho hodnoty boli vyjadrované

v nm.
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10.3. Priprava vzoriek z nanovldkennej membrany z PLGA

Nanovlakenna membrana bola nastrihana na Stvorce o velkosti 1 x 1 ¢cm a upevnend do
insertov CellCrown (Scaffdex Ltd., Finsko) (Obr. 4). Pozivane inserty boli roznych priemerov
(1; 1,4 a2,5 cm) podla pozadovanej plochy materialu pri jednotlivych pokusoch. Vzorky boli
sterilizované v 70% etanole po dobu 30 minut. Po sterilizacii boli namocené v destilovanej vode
po dobu 4-5 dni, aby sa z nich vyprali zbytky rozpastadla pouzivaného pri priprave nanovlaken.
Voda sa menila kazdy den.

Sterilné vzorky v kvetinaoch boli v lamindrnom boxe vsadené do polystytenovych
kultivaénych dosiek (TPP, Svajéiarsko). Podl'a priemeru kvetina¢ov boli pouzivané 24, 12 a 6 -

jamkové dosky.

Obr. 4: Insert CellCrown (Scaffdex Ltd., Finsko) na uchytenie membrany a kultivaciu buniek.

10.4. Kolagénové vrstvy na PLGA

Komeréne dostupny roztok kolagén I (BD biosciences, potkani) bol nariedeny v roztoku
0,02 M kyseline octovej na vyslednu koncentraciu 200 pg/ml. Roztok bol aplikovany na vzorky
(0,4 ml/vzorka, inserty o priemere 1 cm). Kolagén bol na vzorkach vyzrazany v pardch 25%
amoniaku po dobu 3 minat. Roztok sa hned po vyzrazani odsal avzorky sa 2x preplachli
deionizovanou vodou. Pred nasadenim buniek sa vrstvy ponechali odpocivat’ v chladnicke do

druhého dna.
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10.5. Fibrinové vrstvy na PLGA

Priprava fibrinovych vrstiev je zalozena na rovnakom principe, aky sa vyskytuje
prirodzene v organizme pri zastaveni krvacania. Na vzorky bol ako prvé aplikovany vodny
roztok fibrinogénu (Sigma-Aldrich, z l'udskej plazmy) nariedeny v timivom roztoku TRIS-HCI
(50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl a 2,5 mM CaCl, v destilovanej vode) na vyslednu koncentraciu
10 pg/ml. Na kazdu vzorku bolo vzdy aplikované 0,4 ml. Roztok bol po 1 hodine opatrne odsaty
a vzorky boli dvakrat premyvané timivym roztokom TRIS-HCI. Polymerizéacia adsorbovaného
fibrinogénu bola zahajend pridanim trombinu (Sigma-Aldrich, z l'udskej plazmy) riedeného v
TRIS-HCI na vysledni aktivitu 2,5 U/ml. Po 15 minatovej inkubacii boli vzorky znovu
oplachované v TRIS-HCL. Formovanie fibrinovej vrstvy bolo dokon¢ené pridanim roztoku
fibrinogénu o koncentracii 200 pg/ml riedeného v TRIS-HCI a antitrombinu 111 (Biogenix s.r.o.,
Chromogenix, l'udsky) o koncentracii 0,5 U/ml riedeného v destilovanej vode na 1 hodinu.
Fibrinova siet’ bola vytvorend na zaklade katalytickej reakcie medzi trombinom zachytenym na
povrchu a fibrinogénom rozptylenym v pridanom roztoku. Antitrombin III  ukoncil

polymerizaciu zablokovanim nadbyto¢ného trombinu.

10.6. Pridavanie fibronektinu k vrstvam

V poslednom S§taddiu pripravy vrstiev bol na vybrané vzorky aplikovany vodny roztok
fibronektinu (Roche, 'udsky) riedeného v fosfatovom timivom roztoku (PBS, Sigma-Aldrich) na
vysledni koncentraciu 50 pg/ml. Vrstvy boli pred pridanim fibronektinu oplachnuté v PBS a na
kazdu vzorku sa aplikovalo 0,4 ml roztoku, ktory sa nechal pdsobit’ cez noc. Fibronektin bol

nasledne 2x oplachnuty PBS.

10.7. Kultivacia buniek na nanovlakennej membrane z PLGA

Na vzorkdch boli kultivované primérne Tudské dermalne fibroblasty (Lonza Ltd.,
Svaj¢iarsko) a 'udské dermalne keratinocyty linie HaCaT (CLS Cell Lines Service, Nemecko)
(Boukamp P a kol., 1988). Hustota nasadenych buniek bola 10 000 buniek/cm?. Na po¢itanie
buniek bol pouzivany Vi-CELL XR Analyser (Beckman Coulter), ktory po pridani trypanovej
modrej na zéaklade analyzy obrazu pocita mnozstvo zivych a mitvych buniek v 1 ml suspenzie.
Bunky boli kultivované v DMEM (z angl. Dulbecco’s modified Eagle’s Medium; Sigma-
Aldrich, U.S.A.) s pridanym 10% fetalnym hovéadzim sérom (FBS alebo FS; Sebak GmbH,
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Nemecko) a gentamicinom o koncentracii 40 pg/ml (LEK, Slovinsko). Pre 24-jamkove
kultivaéné dosky bol pouzivany objem média 1,5 ml/vzorka a pre 6-jamkove 6 ml/vzorka.
Kultivacia prebiehala v inkubatore pri 37°C a vilhkej atmosfére s 5% CO, vo vzduchu.
Experimenty boli robené 1., 3., 7., 10. a 14. den a ako kontrola bola pouZivana polystyrénova

kultiva¢nd dosticka alebo krycie sklo.

10.8. Morfoldgia kolagénovych a fibrinovych vrstiev s fibronektinom na PLGA

Struktra vrstiev na membranach z PLGA bola hodnotena na zaklade
imunofluorescenéného farbenia. Modifikované vzorky a nemodifikovana membrana z PLGA
boli ponorené na 20 mindt do roztoku 1% hovédzieho albuminu v PBS, a nésledne na 20 minut
do 1% Tweenu (Sigma-Aldrich) v PBS pri izbovej teplote, za ucelom zablokovania
nespecifickych vizbovych miest. Vzorky boli vzapiti oplachnuté PBS a inkubované cez noc pri
teplote 4°C s primarnou polyklonalnou protilatkou proti fibrinogenu (kralicia, Dako, riedenie
1:200 v PBS), proti kolagénu I (mysia, Sigma-Aldrich, riedenie 1:200 v PBS) a proti
fibronektinu (mysia, Sigma-Aldrich, riedenie 1:200 v PBS). Na druhy den boli vzorky 2x
oplachnuté PBS a inkubované po dobu 1 hodiny vtme aizbovej teplote so sekundarnou
protilatkou z kozy (F(ab)2 fragmenty zIgG, H + L) proti krali¢ej protilatke v pripade
fibrinogénu a proti mysej protilatke v pripade kolagénu I a fibronektinu. Sekundarna protilatka
bola konjugovana so zelenou fluorescenénou farbickou Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes,
Invitrogen, Life technologies) a bola nariedena v PBS v pomere 1:400. Vrstvy boli 2x oplachnuté
PBS a nasledne fotené na vertikdlnom konfokalnom mikroskope Leica TCS SPE DMZ2500
(objektiv 40x/1.15 NA olej). Nemodifikované membrany boli pouzivané ako kontroly

nespecifickej vizby primarnej alebo sekundarnej protilatky.

10.9. Proliferacia buniek na nanovldkennych membranach z PLGA

Rast buniek bol hodnoteny na zaklade mitochondrialnej aktivity buniek, ktora bola merana
v troch intervaloch kultivacie (1., 3. a 7. den po nasadeni buniek) pomocou Cell Proliferation
Reagent WST-1 Assay (Roche). Na vyhodnotenie proliferacie buniek po 14. dnoch kultivacie
bola pouzivana CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS, Promega).
Princip tychto kvantitativnych analyz je podobny azakladd sa na enzymatickom

mitochondridlnom rozstiepeni tetrazoliovych soli (WST-1 je slabo cervend, MTS je zItd) na
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formazan za sucasnej zmeny sfarbenie roztoku (WST-1 zmena na ZIta, MTS na hnedl). Miera
zmeny sfarbenia roztoku bola kvantifikovanid meranim absorbancie spektrofotometrom.

Z kazdej experimentalnej skupiny boli vzdy tri vzorky s bunkami a jedna bez buniek
(kontrola pozadia) premiestnené do ¢istej 24-jamkovej kultiva¢nej dosky, aby bunky adherované
na dne jamky nemohli ovplyviiovat vysledky. Dno polystyrénovej kultivaénej dosky bolo
pouzivané ako kontrolny material, na ktorom bunky dobre rasti. Pri samotnej kvantitativnej
analyze sa postupovalo podla protokolu od vyrobca. Doba inkubécie buniek v roztoku WST-1
(MTS) bola rézna (max. 4 hodiny) v zavislosti na mnozstve buniek odvijajuceho sa od doby
kultivacie a na type buniek. Rast buniek HaCaT nebol v 1. defi kultivacie vobec merany, pretoze
metabolicka aktivita bola pod hladinou detekcie. Absorbancia bola merand pomocou VersaMax
ELISA Microplate Reader (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA) v 96-
jamkovej kultiva¢nej doske (F 96 Maxisorp, NUNC-Imunoplate) pri vlnovej dizke 440 nm
(WST-1) a 490 nm (MTYS).

10.10. Adhézia a morfoldgia buniek na nanovlakennych membranach z PLGA

Rast a rozprestretie buniek na modifikovanej alebo c¢istej membrane z PLGA boli
hodnotené pomocou fluorescen¢ného farbenia a vizualizacie buniek v troch vybranych ¢asovych
intervaloch kultivacie (1., 3. a 7. defi po nasadeni buniek). Cervena fluorescen¢na farbicka
(Texas Red C2-maleimide, Molecular Probes, Invitrogen) bola pouZzivana pre znazornenie
proteinov v bunke amodra farbicka (Hoechst #33258, Sigma-Aldrich) pre vizualizaciu
bune¢ného jadra. Polystyrénovad jamka 24-jamkovej kultivaénej dosky bola pouzivana ako
kontrola proliferacie buniek.

Bunky boli oplachnuté v PBS a fixované v etanole vychladenom na -20°C po dobu 10
minat. Fluorescenéné farbicky riedené v PBS boli aplikované na bunky v koncentracii 5 pg/ml
Hoechst #33258 a 20 ng/ml Texas Red C2-maleimide na 1 hodinu, pri izbovej teplote a tme.
Fotky boli zhotovené pomocou epifluorescen¢ného mikroskopu (Olympus IX 51, Japonsko, obj.
10x) vybavenym digitalnym fotoaparatom (DP 70, Japonsko).

Morfologia buniek na membrane z PLGA modifikovanej fibrinovymi alebo kolagénovymi
vrstvami s fibronektinom bola imunofluorescenéne vizualizovana v dvoch intervaloch kultivacie

(3. a7. den po nasadeni buniek).
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Bunky boli fixované v etanole vychladenom na -20°C po dobu 10 mindt a nasledne
oplachnuté PBS. Blokacia neSpecifickych vézieb sa robila pomocou 1% hovadzieho albuminu
s0,1% Tritonom v PBS a nasledne pomocou 1% Tweenu. Pre farbenie vrstiev s bunkami bol
pouzivany postup zalozeny na aplikacii primarnych a sekundarnych protilatok (vid’. kapitola
10.8.). Bunky na wvrstvach boli farbené po dobu 1 hodiny Phalloidinom konjugovanym s
tetrametylrodaminom (TRITC, Sigma-Aldrich) riedenym v PBS 1:1000 na vyslednd
koncentraciu 5 pug/ml, ktory farbi aktinovy cytoskelet na ¢erveno a Hoechstom #33258 riedenym
v PBS 1:100 na koncentraciu 10 pg/ml. Vzorky boli oplachnuté PBS a fotené pomocou
konfokalného mikroskopu Leica TCS SPE DM2500 (objektiv 40x/1.15 NA olej).

Adhézia keratinocytov linie HaCaT na modifikovanom a nemodifikovanom materile bola
hodnotena pomocou programu Atlas z fotiek zhotovenych 1. den kultivacie (Tescan Ltd., Brno,
Ceska Republika). Merana bola plocha ostrovéekov (zhlukov buniek), ktoré keratinocyty linie
HaCaT v kultare bezne vytvaraju. Priemernd velkost' ostrovéekov preto udava mieru adhézie
buniek na jednotlivych typoch vzoriek. Déata su prezentované vo forme aritmeticky priemer =
Standardna odchylka priemeru (S.E.M.) zo 16 fotiek (230 — 780 merani).

10.11. Viabilita buniek na nanovlakennych membranach z PLGA

Zivé a mftve bunky boli vizualizované pomocou LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit
(Molecular Probes® Life Technologies), ktorého princip spoc¢iva v schopnosti calceinu AM
prestupovat’ semipermeabilnou membranou zivych buniek a farbit’ ich na zeleno a schopnosti
etidia homodimeru-1 (EthD-1) prestupovat’ cez zni¢enit membranu mitvych buniek a zafarbovat’
ich na ¢erveno.

Vzorky boli postupne opatrne oplachované v PBS a farbené pripravenym roztokom
calceinu AM o koncentracii 2.10° uM a EthD-1 o koncentrécii 6.10° uM. Po 10 mindtach
v inkubétore boli bunky oplachnuté v PBS a fotené pomocou epifluorescenéného mikroskopu
(Olympus IX 51, Japonsko, obj. 10x).
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10.12. Stanovenie produkcie kolagénu | fibroblastami

Extracelularna a intracelularna produkcia kolagénu | fibroblastami bola vizualizovana
imunofluorescenénym farbenim v troch ¢asovych intervaloch (7., 10. a 14. deni po nasadeni
buniek). Siedmy den bol vybrany ako prvy interval merania na zéklade predchadzajicich
experimentov, v ktorych fibroblasty zacali produkovat’ kolagén I az po dosiahnuti konfluencie.
Dalej bola stanovovana relativna expresia. mRNA kolagénu I pomocou Kvantitativnej
polymerazovej retazovej reakcie (RT-PCR) acelkova proteosyntéza kolagénu | pomocou
Sircol™ Soluble Collagen Assay (Biocolor Life Science Assays) 14. den kultivacie buniek. Na
zéklade imunofluorescenéného farbenia bol 14. den kultivacie zvoleny za najvhodnejs$i pre
porovnanie produkcie kolagénu I fibroblastami na r6znych typoch vzoriek.

Na stimuléciu buniek k produkcii kolagénu typu I bola do polovice vzoriek 3., 7. a 10. deni
kultivacie pridavana trisodna sol’ 2-fosfo-L-kyseliny askorbovej (AA) v koncentracii 50 pg/ml.
Produkcia kolagénu | bola sledovana na nasledujucich typoch vzoriek:

1. Nemodifikovand membrana z PLGA

2. Nemodifikovand membrana z PLGA kultivovana v médiu s AA

3. Membréna z PLGA modifikovana fibrinovou vrstvou

4. Membrana z PLGA modifikovana fibrinovou vrstvou kultivovana v médiu s AA

5. Jamka polystyrénovej kultiva¢nej dosky (pre RT-PCR a Sircol™ test) a krycie skli¢ko
(pre imunofluorescen¢né farbenie)

6. Jamka polystyrénovej kultiva¢nej dosky (pre RT-PCR a Sircol™ test) a krycie skli¢ko

(pre imunofluorescenéné farbenie) kultivované v médiu s AA

10.12.1. Imunofluorescen¢né farbenie kolagénu I

Imunofluorescen¢né farbenie kolagénu | v bunke i mimo nej bolo robené na fixovanych
vzorkach. Extracelularny kolagén I, ktory bunka vyprodukovala na povrch svojej membrany bol
farbeny na Zivych bunkach. Bunky boli kultivované na membrane z PLGA v 24-jamkovej
kultivacnej doske. Krycie sklicko bolo pouZzivané ako kontrolny material.

Pre vizualizéciu intracelularneho aj extracelularneho kolagénu I boli bunky premyté v PBS
a fixované v etanole vychladenom na -20°C po dobu 10 minut. Ne$pecifickd vézba bola
blokovana inkub&ciou vzoriek v roztoku 1% hovédzieho alouminu v PBS na 20 minut a nasledne

v roztoku 1% Tweenu v PBS tiez na 20 minut. Po oplachnuti PBS boli vzorky inkubované cez
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noc pri teplote 4°C v primarnej monoklonalnej protilatke proti kolagénu I (mySia, Sigma-
Aldrich) riedenej v pomere 1:200 vPBS. Na druhy den boli vzorky 2x premyté PBS
a inkubované po dobu 1 hodiny vtme aizbovej teplote so sekundarnou protilatkou z kozy
(F(ab")2 fragmenty z IgG, H + L) proti mySej protilatke. Sekundarna protilatka bola konjugovana
so zelenou fluorescentnou farbickou Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes, Invitrogen, Life
technologies) a riedila sa PBS v pomere 1:400. Po oplachu boli vzorky fotené pomocou
epifluorescenéného mikroskopu (Olympus IX 51, Japonsko, obj. 10x).

Pre farbenie extracelularneho kolagénu | boli vzorky opatrne oplachnuté PBS s pridanym
5% FBS anasledne na 30 minat inkubované v primarnej monoklonélnej protilatke proti
kolagénu I (mys$ia, Sigma-Aldrich) riedenej v PBS 1:200. Cela inkubacia bola robena na 'ade. Po
oplachu 5% FBS v PBS boli bunky fixované roztokom 2% paraformaldehydu v PBS po dobu
20 minut. Vzorky boli oplachnuté PBS a na blokovanie neSpecifickej vdzby bolo pouzité 1%
FBS v PBS. Po premyti v PBS boli vzorky 2 hodiny v tme inkubované v sekundarnej protilatke
z kozy (F(ab")2 fragmenty z IgG, H + L) proti mySej protilatke. Sekundarna protilatka bola
konjugovana so zelenou fluorescencnou farbitkou Alexa Fluor® 488 (Molecular Probes,
Invitrogen, Life technologies) a riedila sa roztokom 1% FBS v PBS v pomere 1:1000. Bunky
boli oplachnuté a jadra buniek boli nafarbené farbickou Hoechst #33342, ktory prechadza aj cez
neporusent buneéni membranu. Produkcia kolagénu | bola snimand pomocou konfokalného
mikroskopu Leica TCS SPE DM2500 (obj. 40x/1.15 NA ole)).

10.12.2. Stanovenie proteosyntézy kolagénu I

Celkové mnozstvo naprodukovaného kolagénu I bunkou, extracelularneho aj
intracelularneho, bolo stanovované Sircol™ Soluble Collagen Assay ( Biocolor Life Science
Assays) 14. deni po nasadeni buniek. Kvantifikacia kolagénu I pomocou Sircolu™ testu bola
robena iba na vzorkach kultivovanych v médiu s pridanou AA. Bunky kultivované v médiu bez
pridavania AA neprodukovali kolagén ako extracelularnu matrix von z bunky v dostato¢nom
mnozstve potrebnom pre detekciu pomocou Sircolu™ testu. Kultivacia bola robend v 6-
jamkovych kultivaénych doskach. Principom Sircolu™ testu je vdzba farbiva na kolagén
rozpusteny v pepsine s kyselinou octovou. Sircol™ reakéné c¢inidlo sa viaze na [Gly-X-Y]

helikdlnu Struktaru, ktort mézeme najst’ vo vsetkych typoch kolagénov.
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Membrana z PLGA s bunkami bola vybrand z insertov a premiestnena do Cistej kultivacnej
dosky. Polystyrénova jamka kultiva¢nej dosky bola pouZivana ako kontrolny materiél. VVzorky
bez buniek boli potrebné pre kontrolu pozadia. Na pokus boli pouzivané $tyri nezavislé vzorky
z kazdej skupiny. Kolagén bol rozstiepeny enzymatickym natravenim pomocou pepsinu
v kyslom prostredi. Bunky na membréne a na polystyréne boli oplachnuté vPBS av1 ml
roztoku pepsinu (1 mg/ml riedeny v 0,5 M kyseline octovej) a nasledne zoskriabané pomocou
Skrabky na bunky. Lyzacia prebiehala cez noc pri 4°C. Lyzat bol centrifugovany a supernatant
zakoncentrovany podl'a postupu od vyrobca. Na koniec bola farbi¢ka Sircolu™ naviazanad na
izolovany kolagén | a rozsuspendovana v rovnakom objeme roztoku. Absorbancia bola merana
na pomocou spektrofotometra VersaMax ELISA Microplate Reader (Molecular Devices
Corporation, Sunnyvale, CA, USA) v 96-jamkovej kultivacnej doske (F 96 Maxisorp, NUNC-
Imunoplate) pri vinovej dizke 555 nm. Mnozstvo kolagénu I bolo vyjadrené v ug/cmz.

Celkova produkcia kolagénu | bola vztiahnuta na mitochondrialnu metabolicku aktivitu
buniek merant v 14. den inkubacie pomocou MTS testu. Déata su prezentované vo forme
aritmeticky priemer = smerodajnéd odchylka (SD) z 3 experimentalnych merani v 1 biologickom

experimente.

10.12.3. Stanovenie relativnej expresie genu pre kolagén |

Bunky boli lyzované 14. den kultivacie a celkové mnozstvom MRNA bolo izolované
pomocou Total RNA Purification Micro Kitu (Norgen Biotek) podla protokolu od vyrobca.
Bunky boli oplachnuté v PBS a nasledne bola cela PLGA membrana premiestnena do 1,5 ml
ependorfky. Pre izolaciu RNA bol pouzivany lyza¢ny roztok obohateny o 1% 2-merkaptoetanol.
Bunky na polystyréne boli lyzované priamo na kultiva¢nej doske. Dve sady vzoriek (biologické
duplikaty) boli izolované zv1ast’ pre ¢asovi narocnost’ izolacie.

Pre reverznu transkripciu bol pouzivany Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen) a
random hexaméry (New England Biolabs, Inc) podl'a navodu od vyrobca.

Mnozstvo mRNA bolo kvantifikované pomocou Real-time 5xHOT FIREPol Probe qPCR
Mix Plus (ROX, Solis BioDyne) a TagMan Gene Expression Assays (Life Technologies)
znatenym FAM reportérovou farbickou Specifickou pre ludsky kolagén (COL1Al -
Hs00164004 ml) oznacovany ako cielovy gén. Ako referencny gén bol pouzivany

glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogendza (GAPDH - Hs02758991 gl). Finalny reakény objem bol
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20 pl na jednu jamku. Reakcia prebiehala v 96-jamkovej reakénej doske pomocou iQS5
Multicolor RT-PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA).
Amplifikacia prebiehala pri nasledujucich podmienkach: uracil-DNA glykozildzovd (UDG)
inkubacia 2 minuty pri 50°C, inicialna aktivacia enzymu DNA polymerdzy 10 minut pri 95°C,
50 cyklov denaturacie po dobu 15 sekind pri 95°C a na koniec chladenie - predlZzovanie pri
teplote 60°C po dobu 1 minuty.

Déta su prezentované vo forme aritmeticky priemer £ SD z 8 experimentalnych merani v 2
biologicky nezavislych experimentoch. Expresia génu bolo vypocitand zo ziskanych hodnou
prahovych cyklov (C;). Expresia cielového génu COL1A1 je relativna v pomere k expresii génu
referenéného GAPDH. Relativna expresia génu bola teda vygislena ako 272, kde AC;
predstavuje rozdiel medzi hodnotami C; cielového génu a génu GAPDH pre kazda vzorku
zvlast.

10.13. Statistika

Pokial' nie je vtexte uvedené inak, tak sU kvantitativne data prezentované vo forme
aritmeticky priemer £ SD pre Styri nezavislé vzorky z kazdej experimentalnej skupiny a
dasového intervalu. Statistickd vyznamnost bola hodnotend na zéklade vysledkov z analyzy

rozptylu (ANOVA), pouzitim Student-Newman-Keulsovej metody. Za Statisticky vyznamny
vysledok bol povazovany vysledok s hodnotou p < 0,05.
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11. Vysledky

11.12. Struktira nanovlakennej membrany z PLGA

Morfologiu nemodifikovanej nanovldkennej membrany z PLGA stanovenej pomocou
skenovacej elektronovej mikroskopie (SEM) je mozné vidiet na Obr. 5. Nanovlakenné
membrany pozostavali prevazne srovnych anahodne usporiadanych vlaken. Povrch
jednotlivych vlaken bol hladky a ich priemer sa pohyboval vo vel’kom rozmedzi od desiatok nm
az do 2 um. Priemerna §irka vlaken bola okolo 341 + 203 nm (Tab. 1). Znamena to, ze
povrchova drsnost’ materialov bola skér v submikrénovej mierke, nez v nanomierke, pretoze za

nanostruktaru sa povazuje vel'kost’ Struktary do 100 nm.

Tabul’ka 1: Morfologické parametre membran z PLGA. Priemer + SD z 12 SEM fotiek (1 851 merani).

Hustota vlaken (g/m?) 10,5-19,6
Priemer vlaken, priemer £ SD (nm) 341 + 203
Rozmedzie $irky vlaken (nm) 28 —2 054

Obr. 5: SEM fotky nemodifikovanej membrany z PLGA. Zvdcsenie 2 000x, mierka 40 um (A); zvdcsenie
10 000x, mierka 5 pum (B). Quanta 450 skenovaci elektronovy mikroskop (FEI, USA).
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11.13. Morfoldgia fibrinovych a kolagénovych vrstiev na membrane z PLGA

Nanovlakenna membrdna z PLGA bola modifikovanid vrstvou kolagénu a fibrinu
a u niektorych vzoriek bol aplikovany aj fibronektin. Morfoldgia vrstiev bola vizualizovana
imunofluorescenénym farbenim. Kolagén obal'oval jednotlivé vlakna z PLGA alebo vo vyssich
vrstvach membrany vytvéral gélovu Struktaru (Obr. 6; A a E), zatial' ¢o fibrin po obaleni
jednotlivych vldken (Obr. 6; G) vytvaral vo vrchnych vrstvach $truktaru podobnu sieti (Obr. 6;
C). Fibronektin sa pravdepodobne adsorboval na povrch jednotlivych vrstiev, a preto jeho
morfoldgia ¢asto kopirovala morfologiu samotnych vrstiev (Obr. 6; B, F a D, H).

Stabilita vrstiev v ¢ase bola sledovana po dobu 7 dni na vzorkach inkubovanych v
kultivatnom médiu DMEM, umiestenych v termostate steplotou 37°C. Vysledky
imunofluorescen¢ného farbenia ukazali, ze kolagénové ani fibrinové vrstvy nepodliehajd

svojvol'nej degradacii (Obr. 6; E — H).

Kolagén / Kolagén Fibronektin / Kolagén + F

Fibrin / Fibrin Fibronektin / Fibrin + F

v PBS

Obr. 6: Morfologia kolagénovych a fibrinovych vrstiev bez/s fibronektinom na membranach z PLGA.
Pridavanie fibronektinu (F). lmunofluorescencné farbenie vrstiev pomocou primarnej a sekundarnej
protilatky. Vrstvy inkubované v PBS (A - D); vrstvy inkubované 7 dni v DMEM s FS (E - H). Cervené
oznacenia pred lomitkom predstavuju pouzité primdrne protilatky (protein, ktory je nafarbeny na fotke);
tmavé oznacenie za lomitkom predstavuje typ modifikacie. Sipky oznacujii kolagénovy gél (E); fibrinov(
siet’ (C). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny mikroskop; obj. 40x/1.15 NA, mierka 50 pm.
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11.14. Morfoldgia fibroblastov na modifikovanej membréane z PLGA

Adhézia, prolifercia ahlavne morfolégia ludskych dermalnych fibroblastov na
modifikovanej membrane z PLGA bola sledovana v dvoch ¢asovych intervaloch (3. a 7. den po
nasadeni buniek) pomocou imunofluorescenéného farbenia. Pre kontrolu nespecifickej vazby
primarnej protilatky boli pouzivané nemodifikované vzorky a vzorky inak modifikované. Ziadna

nespecificka vizba nebola preukazana (Obr. 7).

Kolagén / F / PLGA

Kolagén / Kolagén

Fibronektin / Kolagén + F
B ,

3. den

Fibronektin

T delj

Obr. 7: Fibroblasty na kolagénom modifikovanej (A, B a D, E) a nemodifikovanej (C a F) membrane
z PLGA. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, pridavanie fibronektinu (F), vizualizacia v 2 intervaloch (3.
a 7. den). Imunofluorescencné farbenie vrstiev pomocou primarnej a sekundarnej protilatky (zelena).
Cervené oznacenia pred lomitkom predstavujii pouzité primdrne protildtky (protein, ktory je nafarbeny na
fotke); tmavé oznacenie za lomitkom predstavuje typ modifikacie. Bunky farbené Phalloidinom
(cytoskelet - cervend) a Hoechstom #33258 (jadra - modra ). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny
mikroskop; obj. 40x/1.15 NA, mierka 50 pm.
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Adhézia buniek na nanovldkenni membranu z PLGA modifikovani kolagénom bola
vyssia (Obr. 7; A) v porovnani s nemodifikovanym materialom (Obr. 7; C). Rozdiel bol hlavne
v morfoldgii fibroblastov. Na kolagéne boli bunky viac rozprestreté (Obr. 7; A), ¢o bolo vidiet’
na obrdzkoch uz 3. defi po nasadeni buniek. Medzi morfolégiou buniek na kolagéne a na
kolagéne s pridanym fibronektinom nebol pozorovany velky rozdiel (Obr. 7; D vz. E).
Proliferacia buniek na kolagéne a tiez na kolagéne s fibronektinom (Obr. 7; D a E) bola vyssia

v porovnani s materidlom nemodifikovanym (Obr. 7; F) ¢o je mozné sledovat’ 7. deni kultivacie.

Fibrin / F / PLGA
Fibrin

Fibronektin

Obr. 8: Fibroblasty na fibrinom modifikovanej (A, B a D, E) a nemodifikovanej (C a F) membrane
z PLGA. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, pridavanie fibronektinu (F) vizualizacia v 2 intervaloch (3.
a 7. den). Imunofluorescencné farbenie vrstiev pomocou primarnej a sekundarnej protilatky (zelena).
Cervené oznacenia pred lomitkom predstavujii pouzité primdrne protilatky (protein, ktory je nafarbeny na
fotke); Tmavé oznacenie za lomitkom predstavuje typ modifikdcie. Bunky farbené Phalloidinom
(cytoskelet - cervend) a Hoechstom #33258 (jadra - modra ). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny
mikroskop; obj. 40x/1.15 NA, mierka 50 pum.
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Inicialna adhézia fibroblastov bola na membrane z PLGA pokrytej fibrinovou siet'ou lepsia
nez na nemodifikovanej membrane (Obr. 8; A vz. C). Na membréanach bez fibrinu boli bunky
menej rozprestrené a ich proliferacia bola vyrazne spomalend, ¢o je mozné vidiet’ uz na fotkach z
3. dna kultivacie (Obr. 8; C). Siedmy den po nasadeni boli fibroblasty na nemodifikovanom
materiale uz viac rozprestrené (Obr. 8; F), ale ich pocet vyrazne zaostaval za po¢tom buniek na
membréne z PLGA modifikovanej fibrinom (Obr. 8; D). Fibronektin sa $pecificky viaze na fibrin
a obsahuje ligandy pre integrinové receptory buniek. Na fibrinovy povrch potahovany
fibronektinom bunky dobre adherovali (Obr. 8; B) a uz na prvy podhl’ad boli viac rozprestrené
jak do dizky tak do sirky. Po 7 diioch kultivicie rastli bunky na modifikovanej membrane
v pritomnosti fibronektinu (Obr. 8; E) lepsie ako na membrane modifikovanej samotnym
fibrinom, na ktorom boli bunky tieZ rozprestreté, ale skor do dizky (Obr. 8; D).

Spravanie fibroblastov na fibrinovej vrstve v porovnani s kolagénom bolo odlisné. Bunky
viac migrovali do fibrinovej siete a prerastali smerom do vnutra membrany (Obr. 8; Aa D),
zatial’ ¢o u kolagénu lezali skor na povrchu gélovej kolagénovej struktary (Obr. 7; A a D).

V prilohe 1 je mozné pozorovat morfolégiu buniek na materiale modifikovanom
kolagénom s fibronektinom, pricom kolagén na fotkach bol farbeny protildtkami na zeleno.
Kolagénovy gél sa na niektorych miestach membrany odlupoval (Priloha 1; C a D), ¢o malo za
nasledok stratu adherovanych buniek (Priloha 1; D). Gélova Struktura kolagénu navySe
zhorSovala samotnu adhéziu buniek.

V prilohe 2 je mozne vidiet bunky na materiale modifikovanom fibrinom s fibronektinom,
priCom imunofluorescen¢ne nafarbeny bol fibrin (zelend). Rozprestretie buniek tu podporoval

fibronektin, tak ako to bolo popisované uz vyssie (Priloha 2; C a D).
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11.15. Adhézia, proliferacia a metabolicka aktivita fibroblastov na membrane

Metabolick& mitochondriélna aktivita 'udskych dermalnych fibroblastov bola kvantitativne
stanovovana pomocou WST-1 testu v troch ¢asovych intervaloch (1., 3. a 7. defi po nasadeni
buniek). Na zé&klade vysledkov metabolického testu bola hodnotena proliferécia fibroblastov na

modifikovanom a nemodifikovanom materidle z PLGA (Graf 1).

m1.den

3,5 3.5 3,5 m3.den

2:5

15

Absorbancia

0.5

1. Fibrin 2. Fibrin + 3.Kolagén 4.Kolagén + 5.PLGA Polystyrén
fibronektin fibronektin

Graf 1: Mitochondridlna aktivita Pudskych dermélnych fibroblastov na membrane z PLGA stanovena
pomocou WST-1 testu. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, meranie v 3 intervaloch (1., 3. a 7. desi). Na
modifikovanej membrane (1. - 4.); nemodifikovanej membrane (5.) a na polystyréne (dno jamky
kultivacnej dosticky) ako kontrolny material. Absorbancia (440 nm). Aritmeticky priemer + SD z 9 merani
na 3 nezavislych vzorkdch pre kazdu experimentdilnu skupinu a casovy interval; ANOVA, Student-
Newman-Keuls metoda, Statistickd vyznamnost (p<0.05): v porovnani s danou experimentalnou skupinou
oznacenou cislom skupiny nad stlpcom grafu vo vsetkych casovych intervaloch (Cierne oznacenie),

V urcitom casovom intervale (Cervené oznacenie).
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Z grafu je mozné vidiet, Ze u modifikacii fibrinom, fibrinom s fibronektinom a kolagénom
s fibronektinom bola metabolicka aktivita buniek signifikantne vysSia vo vsetkych troch
intervaloch (Graf 1; stipec 1, 2 a 4) v porovnani s nemodifikovanym materiadlom z PLGA (Graf
1, stipec 5). Metabolicka aktivita na kolagénom upravenych membranach (Graf 1; stipec 3) bola
signifikantne nizsia od ostatnych modifikacii (Graf 1; stipec 1, 2 a 4) a zaroveii porovnatelna
s nemodifikovanym materidlom (Graf 1; stipec 5). Treti dei po nasadeni buniek bola
metabolickd aktivita na membréne s kolagénom dokonca signifikantne niz$ia v porovnani
s membranou nemodifikovanou (Graf 1; stipec 3 vz. 5). Dalej vysledky metabolického testu
ukazuji, Ze metabolickd aktivita fibroblastov na membrane modifikovanej fibrinom
s fibronektinom (Graf 1; stipec 2) bola v 3. defi inkubécie signifikantne vyssia v porovnani
s membranou modifikovanou fibrinom alebo kolagénom s fibronektinom (Graf 1; stipec 1 a 4).
V ostatnych ¢asovych intervaloch bola na tychto troch typoch modifikovanych membran

metabolickd aktivita buniek porovnatel’na.

Fibrin Fibrin + fibronektin

Kolagén + fibronektin PLGA Polystyrén

Obr. 9: Adhézia, morfolégia a proliferdacia Pudskych dermdlnych fibroblastov na membrane z PLGA.
Kultivacia buniek v DMEM s FBS, vizualizacia 3. den po nasadeni na modifikovanej membrane (A - D);
nemodifikovanej membréane (E) a na polystyréne (dno jamky kultivacnej dosticky) ako kontrolny material
(F). Bunky farbené s Texas Red C2-Maleimide (proteiny v bunke - ¢ervend) a Hoechstom #33342 (jadra -
modr&). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10 x, digitalna kamera DP 70, mierka 200 um.
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Adhézia, morfologia a hlavne rozdiely v proliferacii buniek boli zaroven sledované
pomocou fluorescenéného farbenia vo vsetkych troch intervaloch (1., 3. a 7. defi po nasadeni
buniek) (Priloha 3; A). AvSak treti den po nasadeni buniek je mozZne pozorovat rozdiely v
proliferacii fibroblastov medzi jednotlivymi modifikdcidm najlepsie (Obr. 9). Bunky su uz dobre
adherované a su vo fazy proliferacie, ale nie su este Uplne konfluentné tak, ako to je 7. den
kultivacie (Priloha 3; A). Z fotieck je mozné vidiet, ze materidl modifikovany fibrinom
s fibronektinom najvyraznejSie podporoval proliferaciu buniek (Obr. 9; B), zatial’ co na kolagéne
bol rast buniek vyrazne spomaleny (Obr. 9; C). Rovnako ako v metabolickom teste (Graf 1) je
ajna fotkach vidiet velky rozdiel medzi materidlom nemodifikovanym (Obr. 9; E)
a modifikovanym (Obr. 9; A - D). Okrem modifikacie samotnym kolagénom bola u ostatnych
modifikacii zaznamenand zvySena proliferacia buniek hned’ po adhézii. Ich morfoldgia bola viac
fyziologicka, tj. bunky boli ovel'a viac rozprestreté a vytvarali va¢sie mnozstvo kontaktov medzi
sebou. Fibronektin obecne zlepSoval adhéziu a tieZ proliferaciu, ¢o je mozné vidiet’ hlavne pri
porovnavani vzoriek modifikovanych samotnym kolagénom (Obr. 9; C) a kolagénom s
fibronektinom (Obr. 9; D).
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11.16. Viabilita fibroblastov na membréane z PLGA

Viabilita Pudskych dermélnych fibroblastov bola sledovana pomocou testu LIVE/DEAD®
vo vSetkych troch intervaloch (1., 3. a 7. den po nasadeni buniek) (fotky nie st zobrazene). Na
fotkach je mozné vidiet, ze vicSina buniek na vSetkych vzorkach bola ziva, tj. viabilita bola
takmer 100% (Obr. 10).

Fibrin Fibrin + fibronektin Kolagén

Obr. 10: Viabilita Pudskych derméalnych fibroblastov na membrane z PLGA stanovend pomocou
LIVE/DEAD® testu. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, vizualizicia 3. deri po nasadeni na
modifikovanej membrane (A - D); nemodifikovanej membrane (E) a na polystyréne (dno jamky
kultivacnej dosticky) ako kontrolny material (F). Bunky farbené pomocou calceinu AM (zelena - zZivé
bunky) a EthD-1 (Cervend - m#tve bunky). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10 x, digitdlna kamera DP 70,
mierka 200 um.
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11.17. Adhézia, proliferacia a metabolické aktivita keratinocytov na membréane

Rovnako ako pri fibroblastoch aj pri keratinocytoch linie HaCaT bola metabolicka aktivita
stanovovana pomocou WST-1 testu, avSak iba v dvoch ¢asovych intervaloch (3. a 7. dein po
nasadeni buniek) (Graf 2). NaSe predchadzajiice experimenty ukazali, ze 1. defi po nasadeni
keratinocytov linie HaCaT je metabolick aktivita adherovanych buniek pod hranicou detekcie.

Na rozdiel od fibroblastov (Graf 1) bola u keratinocytov linie HaCaT metabolicka aktivita
v oboch intervaloch na vzorkach modifikovanych kolagénom (Graf 2; stipec 3) signifikantne
vy$§ia od modifikacii fibrinom a fibrinom s fibronektinom (Graf 2; stipce 1, 2) a zarovei
porovnatelna s materidlom modifikovanym kolagénom s fibronektinom (Graf 2; stipec 4). Dalej
vysledky metabolického testu ukazuji, Zze metabolicka aktivita keratinocytov na membréne z
PLGA modifikovanej fibrinom s fibronektinom (Graf 2; stipec 2) bola v oboch intervaloch
signifikantne niz$ia od ostatnych modifikacii (Graf 2; stipec 1, 3 a 4) adokonca v 3. defi
inkubacie bola signifikantne nizsia aj od nemodifikovaného materialu (Graf 2; A; stipec 5).
Tento rozdiel sa vSak v 7. denn merania uz neobjavil, tj. metabolickd aktivita buniek na
nemodifikovanom materiale (Graf 2; B; stipec 5) bola porovnatelna s aktivitou buniek na
membrane z PLGA modifikovanej fibrinom s fibronektinom (Graf 2; B; stipec 2). Fibronektin
Vv pripade keratinocytov linic HaCaT nepdsobil tak stimula¢ne na proliferaciu buniek, ako to bolo
u ludskych dermalnych fibroblastov (Graf 1), ¢o je mozné vidiet hlavne na vzorkach
modifikovanych fibrinom (Graf 2; stipec 1), na ktorych bol rast buniek signifikantne vyssi
v oboch intervaloch v porovnani s modifikaciou fibrinom s fibronektinom (Graf 2; stipec 2).

Adhézia, morfoldgia a proliferacia 'udskych dermalnych keratinocytov linie HaCaT bola
sledovana tiezZ pomocou fluorescenéného farbenia vo vsetkych troch intervaloch (1., 3. a 7. den
po nasadeni buniek) (Priloha 3; B). Rovnako ako u fibroblastov je aj u keratinocytov mozné
pozorovat’ najviac rozdielov v 3. deni inkubacie (Obr. 11). Na fotkach je mozné vidiet, Ze
proliferacia buniek bola najvdcSia u modifikovaného materidlu kolagénom (Obr. 11; C)
a kolagénom s fibronektinom (Obr. 11; D). Obecne je v8ak mozné pozorovat, ze modifikovany
material vyrazne zlepSuje adhéziu a rast buniek. Morfoldgia keratinocytov je na modifikovanom
materiale viac fyziologicka, tj. bunky vytvaraju viac spojov medzi sebou a formujd sa zhlukov
(ostrovéekov) (Obr. 11; A - D).
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Graf 2: Mitochondridlna aktivita Pudskych dermdalnych keratinocytov linie HaCaT na membréane
z PLGA stanovena pomocou WST-1 testu. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, meranie v 2 intervaloch
(3. @ 7. dery). Na modifikovanej membrane (1. - 4.); nemodifikovanej membréane (5.) a na polystyréne (dno
jamky kultivacnej dosticky) ako kontrolny material. Absorbancia (440 nm). Aritmeticky priemer £ SD z 9
merani na 3 nezavislych vzorkach pre kazdi experimentdlnu skupinu a c¢asovy interval; ANOVA, Student-
Newman-Keuls metoda, statisticka vyznamnost (p<0.05): v porovnani s danou experimentalnou skupinou
oznacenou cislom skupiny nad stipcom grafu.
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Obr. 11: Adhézia, morfologia a proliferacia Pudskych dermdlnych keratinocytov linie HaCaT na
membréne z PLGA. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, vizualizdacia 3. den po nasadeni na modifikovanej
membréane (A - D); nemodifikovanej membrane (E) a na polystyréne (dno jamky kultivacnej dosticky) ako
kontrolny material (F). Bunky farbené s Texas Red C2-Maleimide (proteiny v bunke — cervend)
a Hoechstom #33342 (jadra — modra ). Mikroskop Olympus 1X 51, obj. 10 x, digitalna kamera DP 70,
mierka 200 um.

Adhézia l'udskych keratinocytov linie HaCaT bola d’alej sledovana 1. deii po nasadeni na
zaklade merania ploch ostrovcekov, ktoré bunky fyziologicky vytvaraja (Graf 3). Z grafu je
mozné vidiet’, ze bunky vytvarali signifikantne va¢sie ostrovéeky na kolagéne s fibronektinom
ana kolagéne samotnom (Graf 3; stipec 4 a 3) v porovnani s membranou nemodifikovanou
a modifikovanou fibrinom alebo fibrinom s fibronektinom (Graf 3; stipec 5, 1 a 2). Fibronektin

obecne podporoval adhéziu arozprestretie buniek, ¢o je mozné vidiet na vzorkach

buneénych ostrovéekov (Graf 3; stipec 4). Adhézia keratinocytov linie HaCaT na membrany
modifikované fibrinom alebo fibrinom s fibronektinom bola zhorSend, bunky sa drzali prevazne
jednotlivo a na niektorych miestach vytvarali mensie zoskupenia, ¢o je mozné vidiet' na fotkach
v prilohe (Priloha 3; B; 1. den). Adhézia buniek na nemodifikovany material bola najhorsia,

bunky neboli rozprestreté, bolo ich menej a ostrovéeky nevytvarali vobec (Priloha 3; B; 1. den).
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Graf 3: Stanovenie ploch ostrovéekov tvorenych Pudskymi keratinocytami linie HaCaT. Kultivacia
buniek v DMEM s FBS, meranie pomocou programu Atlas 1. deri po nasadeni buniek. Na modifikovanej
membrane (1. - 4.); nemodifikovanej membrane (5.) a na polystyréne (dno jamky kultivacnej dosticky)
ako kontrolny material. Aritmeticky priemer + S.E.M. zo 16 fotiek (230 — 780 merani) pre kazdu
experimentalnu skupinu; ANOVA, Student-Newman-Keuls metéda, statisticka vyznamnost (p<0.05):

Vv porovnani s danou experimentilnou skupinou oznacenou cislom skupiny nad stipcom grafu.
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11.18. Viabilita keratinocytov linie HaCaT na membréne z PLGA

Viabilita Tudskych keratinocytov linie HaCaT bola vizualizovand pomocou testu
LIVE/DEAD® vo vietkych troch intervaloch (1., 3. a 7. defi po nasadeni buniek) (fotky nie si
zobrazené). Na fotkach je mozné vidiet’, Ze na vSetkych vzorkach bola viabilita buniek takmer
100% (Obr. 12).

Fibrin Fibrin + fibronektin

Polystyrén

Obr. 12: Viabilita Pudskych dermalnych keratinocytov linie HaCaT na membrane z PLGA stanovena
pomocou LIVE/DEAD® testu. Kultivacia buniek v DMEM s FBS, vizualizdcia 3. deii po nasadeni na
modifikovanej membrane (A - D); nemodifikovanej membrane (E) a na polystyréne (dno jamky
kultivacnej dosticky) ako kontrolny material (F). Bunky farbené pomocou calceinu AM (zelena - zZivé
bunky) a EthD-1(cervena - mrtve bunky). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10 x, digitalna kamera DP 70,
mierka 200 um.
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11.19. Produkcia kolagénu I Pudskymi dermalnymi fibroblastami

Extracelularny kolagén | bol farbeny na nativnych preparatoch. Na fixovanych preparatoch
bol farbeny celkovy (extracelularny aj intracelularny) kolagén 1. Za pomoci
imunofluorescenéného farbenia extracelularneho kolagénu I bolo zistené, Zze uz po jednom tyzdni
kultivacie bola AA schopna stimulovat® fibroblasty k tvorbe kolagénu a k ukladaniu jeho vlaken
v podobe ECM na povrch materialu (Obr. 14). Bunky kultivované v standardnom kultivaénom
mediu bez pridavania AA kolagen I syntetizovali, ale neprodukovali ho von z bunky v podobe
vldken ECM (Obr. 13; A), tak ako to bolo na vzorkach kultivovanych v médiu s AA (Obr. 13;
B). AvSak po 14 dnoch kultivacie fibroblastov sa na vzorkdch modifikovanych fibrinovou
vrstvou zacali objavovat’ vlakna kolagénu | v podobe ECM aj bez pridavania AA (Obr. 14).

Na membranach pokrytych fibrinovou vrstvou sa po pridani AA zretelne formovali
vlakana v podobe ECM uz 7. den po nasadeni buniek, zatial’ ¢o u nemodifikovaného materialu sa
vlakna objavovali iba na niektorych miestach v ovela mensej hustote (Obr. 14). Rozdiel

v produkcii kolagénu | medzi nemodifikovanym materidlom a materidlom modifikovanym

fibrinom sa pri kontinualnom pridavani AA i nad’alej prejavoval, ako je mozné vidiet na
obrazkoch farbenych 10. a 14. den kultivacie (Obr. 14).

Obr. 13: Imunofluorescencné farbenie celkového (extracelularneho aj intracelularneho) kolagénu
| produkovaného Pudskymi dermdalnymi fibroblastami. Kultivacia buniek na skle v standardnom
kultivacnom médiu (A) alebo v médiu s pridanim AA (B), vizualizacia 10. den po nasadeni buniek.
Farbenie kolagénu | pomocou primarnej a sekundarnej protilatky (zelend). Mikroskop Olympus IX 51,
obj. 10 x, digitalna kamera DP 70, mierka 200 um.
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Obr. 14: Imunofluorescencéné farbenie vidken extraceluldarneho kolagénu | produkovaného Pudskymi
dermalnymi fibroblastami. Kultivacia buniek v Standardnom kultivacnom médiu alebo v médiu
s pridanim AA, na nemodifikovanom materiale alebo na materiadle modifikovanom fibrinovou vrstvou,
vizualizacia 7., 10. a /4. den po nasadeni buniek. Krycie sklicko ako kontrola. Jadré buniek farbené
Hoechstom #33258 (modra). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny mikroskop; obj. 40x/1.15 NA, mierka
50 pm.
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Celkové produkcia kolagénu I Tudskymi dermalnymi fibroblastami kultivovanymi v médiu
S kontinudlnym priddvanim AA po dobu 14 dni bola stanovend pomocou Sircol™ testu.
Namerané mnozstvo vyprodukovaného kolagénu I bunkami bolo vztiahnuté na metabolickd
aktivitu buniek stanoveni pomocou MTS testu (Graf 4; A). Metabolické aktivita fibroblastov
bola na materidle s fibrinovou vrstvou signifikantne vy$Sia v porovnani s materidlom
nemodifikovanym, ¢o naznacuje, Ze na modifikovanom materiale bolo buniek viac (Graf 4; B).
Produkcia kolagénu | bola signifikantne vy$$ia na membranach s fibrinovou vrstvou v porovnani

s nemodifikovanymi membranami z PLGA (Graf 4; A).
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Graf 4: Celkové mnoZistvo naprodukovaného kolagénu | Pudskymi dermalnymi fibroblastami
stanovené pomocou Sircol™ testu 14. deii po nasadeni buniek. Kultivacia buniek v standardnom
kultivacnom médiu s pridanim AA, na nemodifikovanom materiale alebo na materiale modifikovanom
fibrinovou vrstvou. Mnozstvo kolagénu I vztiahnuté na metabolick( aktivitu buniek (A); mitochondrialna
metabolicka aktivita buniek stanovena pomocou MTS testu (B). Aritmeticky priemer = SD z 3 merani na 1
vzorku pre kazdu experimentdlnu skupinu; ANOVA, Student-Newman-Keuls metoda, Statistickd
vyznamnost' (p<0.05):* v porovnani s nemodifikovanym materialom z PLGA.

Relativna expresia mRNA kolagénu I T'udskych dermdalnych fibroblastov kultivovanych 14
dni v Standardnom kultivatnom médiu s AA bola stanovena pomocou RT-PCR (Graf 5).
Vysledky ukazali, Ze rozdiely v produkcii kolagénu I namerané pomocou Sircol™ testu (Graf 4)
koreluju s rozdielmi v relativnej expresii mMRNA kolagénu | (Graf 5). Na membrane s fibrinom

bola relativna expresia kolagénu | signifikantne vyssia (Graf 5, stipec 3 a 4) v porovnani
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s membranou nemodifikovanou (Graf 5, stipec 1 a 2). Pridavanie AA signifikantne zvysilo
expresiu MRNA kolagénu | na vzorkach pokrytych fibrinom (Graf 5, stipec 4).

Hoci bola relativna expresia mRNA kolagénu |po 14 dnoch kultivacie buniek
v §tandardnom kultivatnom médiu (bez AA) na vzorkdch pokrytych fibrinovou vrstvou
signifikantne vy$§ia (Graf 5, stipec 3) vporovnani sbunkami kultivovanymi na
nemodifikovanom materiale v médiu s AA (Graf 5, stipec 2), bunky vak nevytvarali kolagénové
vldkna ECM na povrchu membrany tak dobre, ako to bolo na vzorkach s pridanou AA (Obr. 14).
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Graf 5: Relativna expresia mRNA kolagénu | Pudskych dermélnych fibroblastov stanovend pomocou
RT-PCR 14. deii po nasadeni buniek. Kultivacia buniek v standardnom kultivacnom médiu alebo v
médiu s pridanim AA, na nemodifikovanom materidle alebo na materiale modifikovanom fibrinovou
vrstvou (F). Referencny gén GAPDH. Aritmeticky priemer £ SD z 8 merani na 2 biologicky nezavislych
vzorkach pre kazdu experimentdlnu skupinu; ANOVA, Student-Newman-Keuls metéda, Statistickd
vyznamnost' (p<0.05): v porovnani s danou experimentdalnou skupinou oznacenou cislom skupiny nad
Jednotlivymi stipcami v grafe.
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12. Diskusia

Pri konstruovani novych funkénych koznych ndhrad je kladeny doraz na vytvorenie
funkénej dvojvrstvy pozostavajicej jak z dermdlnej zlozky tvorenej fibroblastami, tak
Z epidermalnej zlozky tvorenej keratinocytami (ldrus RB a kol., 2014). Predchédzajuce prace
ukazali, ze pre zhotovenie koznej nadhrady je nutné zvolit’ spravny nosié, tj. material, ktory bude
bunky oddelovat, ale zarovenn im umozinovat komunikovat medzi sebou prostrednictvom
produkcie réznych molekul, ako st rastové faktory, Ziviny a iné biologicky aktivne latky. Pre
tieto ucCely sa zdaju byt’ najvhodnejSie synteticky vyrdbané biodegradabilné polyméry vo forme
nanovlakennej membrany, ktoré vd’aka svojej poréznej nanoStrukture vel'mi dobre simuluju
prirodzent medzibunkovi hmotu (ECM) (McMillan JR a kol., 2007). Avsak vacsina polymérov
pouzivanych v tkanivovom inzinierstve koZze nepodporuje adhéziu, rast a diferenciaciu buniek
v nemodifikovanom stave (Hoveizi E a kol., 2014), apreto sa povrch materidlu fyzikalne
alebo chemicky modifikuje za tG¢elom zlepSenia jeho povrchovych vlastnosti. Mnoho S$tudii
Vv oblasti koznych nahrad popisuje vyuzitie biomolekul bezne pritomnych v organizme v podobe
proteinov ECM, ako je napriklad kolagén I (Garric X a kol., 2005), fibronektin (Altankov G a
kol., 2005) alebo fibrin, ktory hra dolezitu rolu v hojeni ran a regeneracii (Mutsaers SE a kol.,
1997). Preto sme sa v naSej praci upriamili na modifikovanie nanovlakenného materialu z PLGA
tymito biomolekulami za ucelom zlepsenia adhézie a proliferacie koznych buniek.

Fibrin je Casto pouzivany vo forme hydrogélov, mikroguli¢iek alebo lepidiel (Gorodetsky
R a kol., 1999; Ahmed TA a kol., 2008; Taghiabadi E a kol., 2015) ako nosi¢
fibroblastov, keratinocytov alebo kmenovych buniek implantovanych experimentalne in vivo do
poraneneho miesta (Braziulis E a kol., 2011; Idrus RB a kol., 2014; Nam SY a kol., 2015). Fibrin
sa tiez vyuziva v in vitro §tadiach na vyvoj koznych nahrad (Mazzone L a kol., 2014; Monteiro
IP a kol., 2014). Na zlepSenie regeneracie tkaniva je fibrin ¢asto kombinovany s inymi
biologickymi alebo syntetickymi molekulami, ako je kolagén (Braziulis E a kol., 2011; Mazzone
L a kol., 2014), agar6za (Carriel V a kol., 2012), kyselina hyalurénovad a peptidy
sprostredkdvajuce adhéziu (Monteiro IP a kol., 2014), d’alej PEG (Nam SY a kol., 2015), rastové
faktory fibroblastov (de la Puente P a kol., 2011) alebo epitelialne rastové faktory (Sivan U a
kol., 2014). V oblasti tkanivového inzinierstva mikkych tkaniv je fibrin Casto pouzivany na
vyrobu nosi¢ov pre bunky aj napriek jeho slabym mechanickym vlastnostiam a naroc¢nej

manipulacii. Naopak, na povrchovii modifikdciu podkladu pre bunky je fibrin pouZzivany
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relativne malo. Han a kol. popisal pozitivny efekt fibrinu aplikovaného na poréznu membranu
z kolagénu a chitosanu na rast a viabilitu 'udskych dermalnych fibroblastov a keratinocytov
linie HaCaT (Han CM a kol., 2010). V inej préci Nair akol. sledoval zlepSenie adhézie
a proliferacie I'udskych fibroblastov na nanovlakennom kopolymére z poly(laktid-ko-glykolid-
kaprolaktonu) modifikovanom fibrinom (Nair RP a kol., 2014).

Na zéaklade vy$8ie spominanych praci sme sa Vv prvej Casti nasho vyskumu rozhodli
modifikovat’ nanovlakenni membranu z PLGA fibrinovou vrstvou a pozorovat’ vplyv tejto
povrchove] upravy na spravanie koznych buniek (Tudskych dermalnych fibroblastov
a keratinocytov linie HaCaT). Nase vysledky ukazali, ze fibrin na mnohych miestach membrany
vytvaral sietovitl Strukturu, ktord svojim charakterom vel'mi dobre napodobniovala Strukturu
prirodzenej ECM, o vyrazne zlepSovalo adhéziu a rozprestretie l'udskych dermalnych
fibroblastov v porovnani s materialom nemodifikovanym. Na membrane s fibrinom boli bunky
dobre rozprestreté a mali normalnu morfologiu, kym na membrane z PLGA bez povrchovej
upravy fibrinom boli bunky az do treticho dna kultivacie stale gul'até. Ako uz bolo spominané,
fibrin podporuje adhéziu fibroblastov pomocou integrinovych receptorov a to konkrétne a,fs,
avBs a asPp, Ktoré dobre rozpoznavaju RGD motiv pritomny v molekule fibrinu (Gailit J a kol.,
1997; Laurens N a kol., 2006). Fibrin navySe prostrednictvom aC domény pritahuje molekuly
ECM z kultivaéného média, ako je fibronektin a vitronektin, ¢im sa este viac stimuluje adhézia
buniek (Laurens N a kol., 2006). Na nemodifikovanom materiale je vazba buniek
sprostredkovana hlavne molekulami ECM spontanne naadsorbovanymi na povrch membrany
z kultivaéného média alebo vyprodukovanymi bunkami. VacSinou je vsak molekal ECM
naadsorbovanych prili§ malo alebo st v nevhodnej priestorovej konformacii, ¢o priamo zhorsuje
adhéziu buniek pomocou adhéznych receptorov.

Nase vysledky ukézali, Ze fibrin vyrazne stimuluje nie len adhéziu ale aj proliferaciu
fibroblastov, ¢o je v sulade s viacerymi predchadzajucimi pracami (Mazlyzam AL a kol., 2007;
Nair RP a kol., 2014). V literatre je popisovanych viacero moznych mechanizmov, ako by
mohol fibrin podporovat’ proliferaciu fibroblastov. Uz vroku 1993 Gray akol. popisal
vyznamnu Ulohu Aalfa a B beta retazcov pritomnych v molekulach fibrinogénu a fibrinu
v mechanizme stimulacie proliferacie fibroblastov (Gray AJ a kol., 1993). Dalej Dawes a kol. vo

svojej préci kladol doraz na trombin pritomny vo fibrine, ktory je potencialne mitogénny pre
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fibroblasty (Dawes KE a kol., 1993) ataktiez fibrin pravdepodobne stimuluje autokrinnt
produkciu rastovych faktorov bunkami.

U keratinocytov bol popisany pozitivny efekt fibrinu na autokrinnd produkciu
transformujldceho rastoveho faktoru-alfa prostrednictvom receptoru pre epidermalny rastovy
faktor (Yamamoto M a kol., 2005). Avsak z vysledkov nasej prace je mozné vidiet, Ze
proliferacia keratinocytov linie HaCaT na rozdiel od fibroblastov na fibrinom modifikovanych
membranach bola vyrazne zniZena. Sese a Kol. vo svojej praci popisal vzt'ah medzi proliferaciou
I'udskych keratinocytov a koncentraciou trombinu. Zistil, Ze pre dobru proliferaciu keratinocytov
je optimalna koncentracia trombinu 1 U/ml (Sese N a kol., 2011). Zatial’ ¢o v inej praci Cox
a kol. zistil, ze dobra proliferacia fibroblastov nie je podmienena presnou koncentraciou
trombinu tak, ako je to u keratinocytov, tj. méze sa pohybovat’ v rozmedzi od 1 — 167 U/ml (Cox
S a kol., 2004). V nasej praci sme vSak pouzivali na zhotovenie fibrinovej vrstvy koncentraciu
trombinu 2,5 U/ml, €o na jednej strane vytvaralo vhodnu fibrinovu siet’ pre fibroblasty, ale na
druhej strane to pravdepodobne mohlo sposobit’ apoptdzu u keratinocytov linie HaCaT (Kubo M
a kol., 2001; Gugerell A a kol., 2012).

V d’alsej Casti naSej prace sme sa zaoberali modifikovanim membrany z PLGA kolagénom
typu I asledovali sme spravanie koznych buniek (Tudskych dermalnych fibroblastov
a keratinocytov linie HaCaT) na upravenom materiale. Kolagen typu | je hlavnou su¢astou ECM
v kozi, a preto sa v sucasnosti hojne pouziva na vyrobu samonosnych koznych ndhrad, avSak
vzhl'adom na svoju povahu je ¢asto kombinovany s inymi syntetickymi alebo biologickymi
molekulami, ako napriklad kyselina hyaluronova (Niiyama H a Kuroyanagi Y, 2014), genipin
(Mekhail M a kol., 2010), elastin (Killat J a kol., 2013), alebo Zelatina (Hiwatashi N a kol.,
2015). Na zéaklade naSich vysledkov je mozné konStatovat, ze pri aplikacii kolagénu I na
membranu ¢asto dochadza k vytvoreniu gélovej Struktary, ktora obecne nie je pre bunky dobrym
podkladom. Kolagénovy gél na rozdiel od fibrinovej siete vytvara jednoliatu plochu, ktora
jednak nedrzi na podklade dostatoc¢ne silno a zaroven neposkytuje bunkdm vhodni oporu
Vv podobe prirodzenej ECM. Fibroblasty sa drzali prevazne na povrchu a nemigrovali do vnutra
kolagénovej vrstvy, tak ako to bolo u modifikacie fibrinovou siet'ou.

Aj napriek nie Uplne vhodnej gélovej Struktire, ktort kolagén I vytvaral, je moZne
pozorovat’, Ze vyrazne zlepSoval adhéziu a tieZ proliferaciu keratinocytov linie HaCaT. Kolagén

ako zakladna zloZzka ECM podporuje adhéziu vacsiny buniek prostrednictvom aminokyselinove;j
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sekvencie DGEA, na ktora sa bunky Specificky viazu prostrednictvom svojich a2p1 alebo a3p1
integrinovych receptorov (Staatz WD a kol., 1991; Fujisaki H a kol., 2008). Pritomnost’ 02p1 a
a3B1 integrinovych receptorov u keratinocytov bola popisana Marchisiom a kol. uz v roku 1990,
a preto sa dalo predpokladat’, ze modifikacia membrany kolagénom bude vyrazne podporovat’
adhéziu keratinocytov, ¢o sa aj potvrdilo (Marchisio PC a kol., 1990).

Fujisaki a kol. zistil, ze pre proliferaciu a diferenciaciu 'udskych keratinocytov je zasadna
interakcia integrinovych receptorov s trojrozmernou $truktarou kolagénu IV (Fujisaki H a kol.,
2008). Ako uz bolo spominané vysSie, keratinocyty su bunky, ktoré proliferuju a diferencuju
pocas migracie smerom k povrchu pokozky, pricom pre samotni migraciu su vel'mi dolezité
interakcie ich integrinovych receptorov s molekulami ECM, tj. hlavne s kolagénom (Dumin JA a
kol., 2001; Fu XL a kol., 2014). Na zé&klade tychto poznatkov je v poslednej dobe snaha nielen
modifikovat’ r6zne materialy kolagénom (Fu XL a kol., 2014), ale dokonca vytvorit’ samonosny
nanovlakenny nosi¢ pozostavajici Cisto z kolagénovych vlaken. Zhouovi a kol. sa nedavno
podarilo vytvorit’ nanovlakennii membranu z kolagénu africkej ryby Tilapia, ktora vel'mi dobre
podporovala viabilitu, proliferaciu a diferenciaciu keratinocytov linie HaCaT a Tludskych
dermélnych fibroblastov; nanovlakenna Struktira membrany navySe stimulovala fibroblasty
k produkcii d’alSieho kolagénu v podobe ECM (Zhou T a kol., 2015).

Ludské dermalne fibroblasty v porovnani s keratinocytami linie HaCaT adherovali a rastli
na membrane modifikovanej kolagénom menej, ¢o mohlo byt spdsobené jednoliatou gélovou
Struktarou, ktort kolagén na membrane vytvaral. Eastwood a kol. popisal vo svojej praci
posobenie fibroblastov na kolagénovy gél. Zistil, ze rozne typy fibroblastov generuji rdozne
kontraktilné sily posobiace na okolité prostredie, ktorého sa bunka drzi svojimi integrinovymi
receptormi (Eastwood M a kol., 1996). Vzhl'adom na to sa da predpokladat, Ze pre dobré
uchytenie a rozprestretie buniek je nutny dostatocne stabilny nosi¢, ktory by sa vplyvom
kontrak¢nych sil generovanych bunkou nezdeformoval. Prirodzene v organizme si pre tieto Gcely
bunky samé vytvaraju ECM s dostato¢nou tuhost'ou a to hlavne z kolagénu a inych molekul ako
napriklad kyselina hyalurénova a elastin. AvSak v naSej praci sa nam nepodarilo na povrchu
membrany vytvorit’ dostato¢ne pevné kolagénové vlakna, ktoré by umoznili bunkam dobre sa
uchytit’ a rozprestriet’ sa. Kolagénovy gél bol pravdepodobne prili§ mékky, a preto nebol vhodny
pre adhéziu a proliferaciu fibroblastov. Agis a kol. porovnaval gélova Strukturu kolagénu

s poréznou a zistil, ze proliferacia a migracia fibroblastov je signifikantne niz§ia na gélovom
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podklade, ako na poréznom kolagéne, ¢o je v sulade s naSimi vysledkami (Agis H a kol., 2014).
Rozdielne spravanie keratinocytov a fibroblastov na gélovom kolagénovom podklade bolo
sposobené pravdepodobne tym, Ze rozne bunecné typy generuju rozdielne kontrakéné sily,
ktorymi pbdsobia na podklad (Eastwood M a kol., 1996). Ako uZ bolo spominané vyssie, pre
vytvorenie stabilnejSej vlaknitej Struktury sa kolagén Casto zmiesava s inymi proteinmi (elastin)
(Rnjak-Kovacina J a kol., 2012; Killat J a kol., 2013), alebo sa pridava do synteticky vyrabanych
polymérov (poly(€-kaprolaktén)) v réznych pomeroch a za pomoci metddy zvlakiiovania sa z
neho vytvara vhodny nosi¢ pre oba typy koznych buniek (Bonvallet PP a kol., 2015).

Fibronektin, ako jeden z hlavnych adhéznych proteinov obsahujuci univerzalnu RGD
sekvenciu aminokyselin rozpoznavani vacsinou buniek (Ruoslahti E a Pierschbacher MD,
1987), bol pridavany na modifikované membrany za tGc¢elom lepSieho a pevnejSicho uchytenia
buniek. Z vysledkov merania ploch buneénych zoskupeni (ostrovéekov) u keratinocytov linie
HaCaT je mozné vidiet, ze medzi membranami modifikovanymi kolagénom a fibronektinom
a membranami so samotnym kolagénom je signifikantny rozdiel v adhézii. Na druhej strane
z vysledkov metabolického testu u keratinocytov linie HaCaT je mozné pozorovat, Ze na
proliferdciu buniek uz fibronektin vplyv nemal. U fibroblastov sa pritomnost’ fibronektinu
prejavila aj na proliferacii, Co je mozné vidiet' na vysledkoch metabolickej aktivity, ktord bola
u fibroblastov na membrane s kolagénom a fibronektinom signifikantne vysSia v porovnani
s fibroblastami na samotnom kolagéne (Graf 1). ZlepSenie proliferacie fibroblastov na
membranach s fibronektinom by mohlo byt vysvetlené tym, Ze hned’ po nasadeni bunky vd’aka
pritomnosti fibronektinu lepSie adherovali, ¢o pravdepodobne mohlo zvysit' aj naslednu
proliferaciu.

V zéavereCne] Casti naSej prace sme sa zamerali na produkciu kolagénu ludskymi
dermalnymi fibroblastami kultivovanymi na membrane z PLGA modifikovanej fibrinom
asledovali sme vplyv pridavania vitaminu C (AA). Zistili sme, ze fibrin na nanovlakennej
membrane zvySuje relativnu expresiu a syntézu kolagénu | a stimuluje fibroblasty k produkcii
kolagénu I v podobe ECM na povrch materialu. UZ po jednom tyzdni kultivacie buniek je mozné
pozorovat’ formovanie vlaken extracelularneho kolagénu | na vzorkach s fibrinom a s AA, zatial
¢o na nemodifikovanych vzorkach s AA sa vldkna zretel'ne formuji aZ po 10 diloch. Sclafani
a McCormick zistili, Ze pri injekénom podani fibrinu bohatého na krvné dosticky dochéadza

k produkcii nového kolagénu dermalnymi fibroblastami (Sclafani AP a McCormick SA, 2012).
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Vinej préci Mazlyzam akol. skonStruovali fibrinovy nosi¢ pre kozné bunky a zistili, ze
dermalne fibroblasty na tomto podklade dobre produkuji nové kolagénové vlakna a navyse
vykazuju zvysenu expresiu mRNA pre kolagén I (Mazlyzam AL a kol., 2007). Existuju este
d’alsie prace, ktoré potvrdzuju pozitivny efekt fibrinu na produkciu kolagénu fibroblastami (Tuan
TL a kol., 1996; Nair RP a kol., 2014).

Dolezita tloha kyseliny askorbovej vo formovani kolagénovych vldken bunkou je
Vv literatire neustale opakovana. Kyselina askorbovd pomaha katalyzovat' hydroxylaciu lyzinu
aprolinu, tj dolezitych aminokyselin zohravajacich vyznamni ulohu vo formovani
maturovaného kolagénu do struktury triple-helixu (de Clerck YA a Jones PA, 1980; Tajima S a
Pinnell SR, 1996). Ako uz bolo spominané hydroxyprolin stabilizuje triple-helixova Strukturu
kolagénu, a preto v pripade jeho nepritomnosti dochadza k tvorbe nestabilného kolagénu, ktory
bunka nemdze sekretovat’ v pozadovanej miere. Hydroxylyzin je nevyhnutny pre proces
zosietovania kolagénu (Murad S a kol., 1981).

V naSich experimentoch sa ukazalo, ze AA zvySuje expresiu kolagénu I a tiez podporuje
bunky v ukladani kolagénovych vladken na povrch materialu v podobe ECM. Bunky kultivované
v standardnom kultivatnom médiu (bez pridavania AA) neprodukovali kolagén v podobe ECM
na povrch materialu vobec. Z vysledkov je vSak mozné vidiet, Ze relativna expresia kolagénu
| v bunkéch kultivovanych na membrane s fibrinom v standardnom kultivatnom médiu bez AA
je signifikantne vysSia v porovnani sexpresiou buniek kultivovanych v médiu s AA na
membrane bez fibrinu, avSak bunky netvorili na povrchu materidlu ziadané vlakna. Tieto
vysledky st v stlade s davnejSou pracou Murada a kol., ktory zistil, Ze bunky kultivované bez
kyseliny askorbovej nie st schopne formovat stabilné vldkna kolagénu a produkovat’ ich na
povrch materialu. Naopak kolagén kumuluji vo vnutri v nestabilnej forme (Murad S a kol.,
1981). Na druhej strane, na membrane pokrytej fibrinovou vrstvou je mozné pozorovat’ tvorbu
mensSich vlaken kolagénu v podobe ECM uz po dvoch tyzdioch kultivacie buniek v $tandardnom
kultivatnom médiu aj bez pridavania AA (Obr. 14), ¢o je spdsobené pravdepodobne tym, ze
bunky na fibrine ovela lepSie rastt a ich morfologia je viac fyziologicka v porovnani s bunkami
na materiale nemodifikovanom.

Vlakna nerozpustného extracelularneho kolagénu neboli na povrchu membrany formované
hned po pridani AA do kultivatného média, ale az po uplynuti priblizne jedného tyzdna
kultivacie buniek, tj. po 4 ditoch od priddvania AA do média. Vysvetlenim by mohlo byt, ze pre
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vytvorenie nerozpustnych vlaken kolagénu z novo nasyntetyzovaného prokolagénu je nutna
dlhsia doba (Murad S a kol., 1981).

Pozitivny efekt AA na expresiu kolagenu | bol 14 den kultivacie buniek pozorovany na
membrane modifikovanej fibrinom, zatial ¢o na nemodifikovanej membrane sa rozdiel
signifikantne neprejavil. Vysvetlenim by mohlo byt’, Ze na membrane modifikovanej fibrinom
bola proliferacie buniek signifikantne vyssia (Graf 1), ¢o pravdepodobne spdsobilo, ze po 14
diioch kultivacie boli bunky na modifikovanej membrane ovel'a schopnejSie syntézy kolagénu
Vv porovnani s bunkami na membrane nemodifikovanej (Obr. 14). U¢inky kyseliny askorbovej sa
preto na membrane modifikovanej prejavovali viac ako na nemodifikovanej. Tieto vysledky su
v stlade s predoSlymi pracami, v ktorych sa piSe, Ze Kkyselina askorbova zvySuje mnozstvo
mMRNA prokolagénu v bunke (Tajima S a Pinnell SR, 1996) a zarover sa jej pozitivne G¢inky na

expresiu kolagenu prejavuju viac s dobou kultivacie buniek (de Clerck YA a Jones PA, 1980).
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13. Zaver

V prvej casti tejto prace bola nanovlakennd membrana z PLGA modifikovana proteinmi
ECM (kolagénom a fibronektinom) a fibrinom, tj. molekulou bezne pritomnou v organizme pri
hojeni ran. Na zé&klade vizualizovania modifikovanych membrén a sledovania morfologie buniek
na nich sa zistilo, ze fibrinova vrstva vytvara na povrchu membrany z PLGA sietovua $trukturu,
ktordA napomaha bunkam migrovat’ do vnutra materialu, a tym dobre simuluje prirodzend
Struktaru ECM. Na druhej strane kolagénova gélova Struktra tvori na povrchu membrany
jednoliatu vrstvu, ktora nepredstavuje pre bunky dostato¢ne silnt oporu, a preto sa z nej hlavne
fibroblasty Casto odlupovali.

V d’alSej cCasti naSej prace sme sledovali adhéziu a proliferaciu Fudskych dermalnych
fibroblastov a keratinocytov linie HaCaT na modifikovanych membranach. Zistili sme, Ze
proliferdcia derméalnych fibroblastov je vyrazne podporovana fibrinom, zatial c¢o
rast keratinocytov linie HaCaT je stimulovany skor kolagénom. Pridavanie fibronektinu v oboch
pripadoch zlepSovalo adhéziu buniek. Na zaklade vysledkov je vSak moZné obecne tvrdit, Ze
modifikovany material je pre kozné bunky ovel’a vhodnejsi nez nemodifikovany.

V poslednej Casti nasho vyskumu sme sa zamerali na produkciu kolagénu I fibroblastami.
Ukazalo sa, ze pre zvySenie syntézy kolagénu |je vhodné kultivovat’ bunky na membrane
modifikovanej fibrinovou vrstvou. Dalej sme potvrdili, Ze pre zlepsenie produkcie kolagénovych
vlaken je dobre bunky stimulovat’ pridavanim AA (vitaminu C).

Na zaklade pozitivnych vysledkov je mozne povedat, Ze synteticky
vyrabana nanovlakenna membrana z PLGA je slubnym materialom pre konstrukciu koznych
tkanivovych nahrad a doposial' ziskané poznatky budu pouzité pre dalSie pokusy

0 skonstruovanie kompletnej 3D nahrady simulujicej prirodzenu kozu v celkovej jej hrabke.
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15.  Prilohy

Kolagén / Kolagén

Kolagén / Kolagén + F

Priloha 1: Fibroblasty na membrane z PLGA modifikovanej kolagénom a kolagénom s fibronektinom.
Kultivacia buniek v DMEM s FBS, pridavanie fibronektinu (F), vizualizacia v 2 intervaloch (3. a 7. den).
Imunofluorescencné farbenie vrstiev pomocou primdrnej a sekunddrnej protilatky (zelend). Cervené
oznacenia pred lomitkom predstavuju pouzitée primdrne protilatky (protein, ktory je nafarbeny na fotke);
tmavé oznacenie za lomitkom predstavuje typ modifikacie. Bunky farbené Phalloidinom (cytoskelet -
Cervend) a Hoechstom #33258 (jadra - modrd ). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny mikroskop; obj.
40x/1.15 NA, mierka 50 pm.
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Fibrin / Fibrin

Fibrin / Fibrin + F

Priloha 2: Fibroblasty na membrane z PLGA maodifikovanej fibrinom a fibrinom s fibronektinom.
Kultivacia buniek v DMEM s FBS, pridavanie fibronektinu (F), vizualizacia v 2 intervaloch (3. a 7. deri).
Imunofluorescencné farbenie vrstiev pomocou primdrnej a sekunddrnej protilatky (zelend). Cervené
oznacenia pred lomitkom predstavuju pouzitée primdrne protilatky (protein, ktory je nafarbeny na fotke);
tmavé oznacenie za lomitkom predstavuje typ modifikacie. Bunky farbené Phalloidinom (cytoskelet -
cervena) a Hoechstom #33258 (jadra - modra ). Leica TCS SPE DM2500 konfokalny mikroskop; obj.
40x/1.15 NA, mierka 50 pm.
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Priloha 3: Adhézia, morfolégia a proliferdcia koinych buniek na membrdine 7 PLGA - Pudské
dermalne fibroblasty (A), keratinocyty linie HaCaT (B). Kultivacia buniek v DMEM s FBS; vizualizacia
1., 3. a7. deit po nasadeni na modifikovanej membrane, nemodifikovanej membrane a na polystyréne
(dno jamky kultivacnej dosticky) ako kontrolny material. Bunky farbené s Texas Red C2-Maleimide
(proteiny v bunke - cervend) a Hoechstom #33342 (jadra - modra ). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10 x,
digitalna kamera DP 70, mierka 200 um.

Produkt Vyrobca Vlastnosti

Epidermalne Bioseed-S, Celaderm, CellSpray, Epicel, MySkin, VivoDerm, EpiDex, a.i.

Epicel Genzyme Cotp., Cambridge. Mass, Autoldgne keratinocyty, kultivacia 3
tyzdne, podklad: gaza

MySkin Altrika. Sheffield. UK Autol_o_gne ker,atl_n_oc,yty: podklad:

modifikovany silikon, iba v UK

Dermalne Dermagraft, EZ Derm GraftJacket, Hyalomatrix, Hyalograft 3D,
Integra, Oasis, TransCyte, AlloDerm, Matriderm, a. i.

. . Alogénne fibroblasty, podklad:
Dermagraft Advanced BioHealing. Inc., polyglaktinova membréna, produkcia
LaJolla. Calif. '
ECM a rastovych faktorov (GF)
. . Bez buniek, podklad: kolagén,
Integra Integra LifeScience Corp., chondroitin-6-sulgat, silikon
Plainsboro. N.J. ' :
dvojvrstva, dobréa bariéra
Hyalograft 3D Fidia Advanced Biopolymers Autologne fibroblasty, podklad:
Padova. Italy esterifikovana kys. hyalurénova,

Dermo - epidermalne Aligraft, OrCel, The allograft, PolyActive, Karoskin, a.i.

Alogénne keratinocyty a fibroblasty,
Aligraft Organogenesis. Inc., Canton. Mass. ~ Podklad: hovadzi kolagén, produkcia
proteinov ECM a GF
Alogénne neonatalne fibroblasty
. a keratinocyty, podklad: hovadzi
OrCel Ortec International, N.Y. . ) i
zosietovany kolagén, bunky na
oboch stranéch, produkciu GF

Priloha 4: Komercéne dostupné koZné nahrady, upravené z: (Shevchenko RV a kol., 2010; Mohamed A a
Xing MM, 2012).
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