T‘lw ENGINEERI NG.

PRIVING THE ploTECHMMoLoGY TRAIN of THE FUTURE

s multidisciplinarni obor na pomezi mediciny,
biologie a technickych obord, zejm.
materialovych véd a biotechnologii

= Vvyvoj postupl a biologickych nahrad slouzicich
k obnove, zachovani nebo zlepseni funkci tkani



Regenerace

m Regenerace predstavuje proces opravy
poskozenych tkani a nahrazeni ztracenych tkani,

organu Ci koncetin

m Fyziologicka regenerace —
proces obnovy v téle, probiha
cely zivot

s Reparativni — nahrada tkané
ztracené v dusledku urazu,
obecné oznaceni hojeni

= Savci — maji omezene
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regeneracni schopnosti, jsou T M
pouze v embryonalnim stavu Naproti tomu napf. mlokiim
= Clovék — napf. Zebra, Spicky mohou dorUstat kondetiny i v

prstl, bubinek dospélém veku



Jsou dva mozné modely regenerace (hojeni)
v dospelem veku

Dospelé bunky dediferencuji na kmenoveé
vyvoj tkané jako pfi rustu embrya

Skupiny nediferencovanych bunek

\

cirkulujici kmenové bunky,
jsou vychytany v misté poranéni a signaly z okolni tkane
jsou diferencovany do potfebnych bunek



https://www.medgadget.com/2019/01/tissue-engineering-.html
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tissue developement
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Cell cultivation

Cellisolation

Cell proliferation

=  Bunky — vyber vhodnych bunek vCetne metodiky
kultivace; vhodny zdroj bunék
= Autologni x alogenni x xenogenni
=  Kmenoveé x indukované kmenove x embryonalni
=  Biomaterial — vyvoj materialu ,Sitych na miru“pro
konkrétni aplikaci, aby plné podporoval
= Rust, diferenciaci bunék, tvorbu funkcéni tkané



Co musi zohlednit tkanove inzenyrstvi

s Biomechanicka hlediska — vlastnosti
puvodni tkdné x co musi spliovat nahrada

m [echnicka hlediska
= zda se jedna o prenos bunek -2-D systém,
= Ci 0 vytvoreni tkane 3-D system,
= zda je potreba bioreaktor, reseni vaskularizace

= Biomolekuly — volba vhodnych
= rustovych faktoru
m latek podporujicich angiogenezi
m diferenciacnich faktoru



Bunky

« Kmenove
= [otipotentni
» Pluripotentni
=« Multipotentni
= Unipotentni - progenitorové

=« Diferencované
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= Dospelé
= Dospelé kmenove
bunky
= Mesenchymoveé
kmenové bunky

= Cirkulujici kmenoveé
bunky

= Indukované
pluripotentni
kmenové bunky

= Klonovani
a Fetalni

= pupecnikova krev
= Embryonalni - alo

Uccelli et al. 2008, Nature Rewievs/Immunology
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Priprava pluripotentnich bunek

Chromosome
Transfer (CT)

Somatic Cell Nuclear
Transfer (SCNT)
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Nahrady tkani
Kuze
Chrupavka
Kost
Slacha
Ceévy, chlopne
Langerhansovy ostruvky

Jatra
Micha



Nosice bunek

Netoxické = Prirodni
Biokompatibilita = Kolagen
= Reakce imunitniho systému = Zelatina

Biodegradabilita = Fibrin | |
Biosorbovatelnost = Hyaluronova kyselina
Mechanick? t m Chitosan

ec gnlc a pevnos . Syntetické
Porozita « Hydrogely
Pruhlednost = PET, PTFE, PP
Sterilizovatelnost » Biodegradabilni —

PPLA, PGA

Prirozené prostredi

http://docplayer.cz/41622491-Testovani-scaffoldu-pro-tkanove-inzenyrstvi.html



Nosice bunek

= Folie
= Uprava povrchu
= Laser skin

m Site
= Hydrogely s orientovanymi pory
= Nanovlakna

= Enkapsulace bunek — uzavreni bunek do
mikrokapky polymernino materialu, ktery
je prostupny pro proteiny
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Tkanove kultury

= Jako bunecne kultury jsou
oznacovany rostlinné,
ZivoCisné nebo lidské
bunky péstované mimo
telo v laboratori.

= [ato technika je nazyvana
In vitro.







Vzajemne ovliviovani bunek

| Sy |

= [

s Prima kokultura

vice bunecnych \
<>

m Insertovy systém

= Kondiciovana
media

= Migracni testy




Interakce bunek s okolim

= 2D kultivace
= tkdnovy polystyren
= sklo
= povrch potazeny proteinem
= polymerni nosicCe
= 3D kultivace
= proteinove sité
= polymerni site

= ECM — matrigel, vyrobeneée
bunkami

= neadhezivni povrchy -
sfery




Kultivovane bunky

Kluze

Chrupavka = Mesenchymové
Kost kmenové bunky
Slacha s Bunky kostni drene

Cévy, chlopné = |n vitro fertilizace

Langerhansovy
ostruvky

Jatra
Micha



Epidermis — neni vaskularizovana
- bunky jsou vyzivovany difuzi pres bazalni membranu
- pouze jeden bunecny typ — keratinocyty — dostacCuje pro

jeji rekonstrukci

In vitro kultivace keratinocyti

- prvni lidska tkan pripravena v laboratori (Rheinwald and
Green), v klinické praxi pouzita poprve v r. 1981

- urceno pro rozsahle popalené pacienty s nedostatkem
odberovych mist







: 5| Epidernus ROZSé h Ié
B |o-s popaleninove trauma

“|Subcutaneous tissue
Muscle

Popaleniny |.stupen
. stupen
[ll. stupen

First degree burn
e Involves top layer of epidermis only

Nutno hodnotit hloubku
termickeho urazu i jeho
rozsah

Second degree burn
® Skin blister

e Involves all of epidermis and
some of dermis

* May involve all of the dermis

Third degree burn

® May extend into deeper tissues

http://ww.lifescript.com/health/a-z/conditions_a-z/conditions/b/burns.aspx



Lecba popalenin

Xenotransplantaty
Alotransplantaty

Autotransplantaty

Kultivovany epitel




autologni stepy — jsou schopnée vytvorit trvaly kryt

urceny pro leCbu rozsahlych koznich ztrat v piné
tloustce

odbér - dermo-epidermalni stép 2-5 cm?
minimalni doba pripravy cca 3 tydny
mozno pfipravit tisice cm? epidermalnich stépu










= allogeni Stepy — nejsou
schopné vytvorit trvaly
Kryt

m Vyuziva se jejich
stimulacni ucinek na
hojeni:

= otestovani darci —
zbytkova kuze z
plastickych operaci




Kultivovaneé stepy na textilnim nosici

= velmi nizka uspésnost prinojeni téchto stépu
= vysychani transplantovanych bunek

m Casta mikrobialni kontaminace stepu z ranné
plochy

= enzymaticke odvolneni stepu snizuje viabilitu
transplantovanych bunek

novy zpusob pripravy
Kultivovanych
epidermalnich stépu




Novy zpusob kultivace keratinocytu
m kultivace bunek a jejich nasledna aplikace
primo na polymernim nosici

m kKultivacni podlozka (nosic) by mel tvorit
optimalni kryt pro transplantovane bunky

= vVyloucCeni feedrovych bunek
Z kultivacniho systemu

polyHEMA poly(2-
hydroxyetyl metakrylat)




Novy zpusob kultivace keratinocytu

= Ku
PO
= Ku

tivace bunek a jejich aplikace primo na
ymernim nosici

tivacni podlozka (nosiC) by mél tvorit

optimalni kryt pro transplantovane bunky

Tkanoveé inzenyrstvi




Krok 1 - vytvofit podminky pro adhezi a proliferaci
bunék na povrchu hydrogelu

Krok 2 - Keratinocyty na nosiéi - ,up side down* aplikace

In vitro model aplikace










Krok 3 - vylouéeni podputrnych bunék
Z kultivacniho systému

Podpurné bunky hraji dulezitou roli v
kultivaci keratinocytu

- podporuji adhezi keratinocytu na kultivacni
povrch

- produkci ruznych rustovych faktoru a cytokinu
stimuluji rust keratinocytu



Keratinocyty na feedru



Bazalni lamina

= on-
s Y

type IV collagen

Alberts: Molecular biology of the cell

www.neuromedia.neurobio.ucla.edu



Podptirné burniky 3T3 fibroblasty

Keratinocyty rozeznavaji mandzove skupiny




Absorbance (%)

Rust keratinocytu na imobilizované
manoze
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Polymerni nosiC s navazanou manozou

160
140
120

=
o
o

80
60

Fkuorescence intensity

0.

ConA binding

40 A
20

pHEMA pHEMA-MA-(CH2)5-aMan
Polymer

Labsky, J., Dvordnkovd, B., Smetana, K., Jr., Holikovd, Z., Broz, L., Gabius, H-J.:
Mannosides as crucial part of bioactive supports for cultivation of human epidermal
keratinocytes without feeder cells. Biomaterials. 24: 863-872, 2003




Integra — nahrada dermis

Silicone layer

— Enables immediate wound closure

— Controls fluid loss

— Provides mechanical protection

— Provides a bacterial barrier

— Similar water vapour transmission
rate as normal skin

3-Dimensional matrix layer

— Cross-linked collagen and
glycosaminoglycan

— Functions as an
extracellular matrix

— Promotes cellular
in-growth and collagen
synthesis

—Is biodegraded while
being replaced by
autologous dermal tissue

Tento kryt byl vyvinut, aby
nahradil dermalni struktury pfi
rozsahlych koznich ztratach

Jedna se o teleci kolagen,
upraveny do 3D sité tak, aby
nebyl imunogenni. Je
biodegradabilni (postupné se
odbourava) a je rozlozen v
prubéhu 2-3 mésicu

Povrch této kolagenni site je
kryt silikonovou folii, ktera
nahrazuje funkci epidermis
Bariéra proti infekci

Spravna vymeéna plynu

Brani ztratam tekutin
Mechanicka ochrana

Kryt je pruhledny, aby bylo
mozno kontrolovat plochu



Integra - aplikace




rychlé prekryti velkych
ploch, které muze byt |
dlouhodobé

nedochazi k odhojeni tohoto
Krytu

ziska se Cas pro dalsi
transplantace, vyhodné u
rozsahlych popalelnin

ke konecné transplantaci
staCi velmi jemné kozni
stepy 0,1 - 0,2 mm

velmi dobry kosmeticky a
funkcni efekt

Integra“roste” s pacientem —

VAL &N 4

Vyhody Integry




Klinicka aplikace Integry




Transplantace Integry




Postup lecby dolnich koncetin




Vysledek
‘




Nahrada chrupavky

s Transplantace kloubni
chrupavky autolognimi
chondrocyty + Tissucol —
nahrada patelly

= Contipro-group
x Chondrocyty + zvlaknené
leseni z nanovlaken

s Smés chondrocytu +
kapalné ECM - tisk na 3D
biotiskarne

https://21stoleti.cz/2016/01/05/chrupavky-se-budou-pestovat-v-laboratori/



Regenerace srdecni tkane

m Pouziti izolovanych
mezenchymovych
kmenovych bunek pro
lécbu infarktu myokardu

= Vytvoreni nahrady srdce




Regenerace nervoveho
systemu

= implantace vhodnych bunek
a biokompatibilnich hydrogelu do mozku a
michy

» transplantace kmenovych bunek do
nervove tkane

= premosteni misniho poraneni



VyVOj

= ,ZIVa" céva - ,hadicky” z biodegradabilnich
polymeru, zvenci bunky hladké svaloviny a
zevnitr bunky cevni vystelky - endotelie.

« Polymery slouzily jako doCasna kostra.
Zustala jen Cista ,,ziva hmota”“.

= Dosud nedoreseno - hodne krehkeé a
praskaji pod tlakem krve



= umela ceva bez polymeru a hladkosvalovych
bunek

= keratinocyty z lidské kuze; souvisly porost
bunek, ktere vytvari extracelularni matrix

= ,Srolovana” do rulicky vytvori zaklad budouci
cévy; vnitrni stranu osadit bunkami endotelu



Volkswagen Prague Marathon 72

- B % 42, 195km

8.5.2011 2 m 1~ START * 3




