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ABSTRAKT

PURPOSE OF THE STUDY

Articular cartilage defects arise due to injury or osteochondral disease such as osteonecrosis or osteochondritis dis-
secans. In adult patients cartilage has minimal ability to repair itself and the lesions develop into degenerative arthritis.
Overcoming the low regenerative capacity of the cartilage cells and the Hayflick limit poses a challenge for the therapy of
osteochondral defects. Composite scaffolds with appropriate biomechanical properties combined with a suitable blend of
proliferation and differentiation factors could be a solution. The aim of this in vitro study was to develop a novel functional-
ised hydrogel with an integrated drug delivery system stimulating articular cartilage regeneration.

MATERIAL AND METHODS

Injectable collagen/ hyaluronic acid/fibrin composite hydrogel was mixed with nanofibre-based microparticles. These
were loaded with ascorbic acid and dexamethasone. In addition, the effect of thrombocyte-rich solution (TRS) was studied.
The gels seeded with mesenchymal stem cells (MSCs) were cultivated for 14 days. The viability, proliferation and morphol-
ogy of the cells were evaluated using molecular and microscopic methods. Scaffold degradation was also assessed.

RESULTS

The cultivation study showed that MSCs remained viable in all experimental groups, which indicated good biocompat-
ibility of the gel. However, the number of cells in the groups enriched with microparticles was lower than in the other groups.
On the other hand, confocal microscopy showed higher cell viability and rounded morphology of the cells, which can be
associated with chodrogenic differentiation. The scaffolds containing microparticles showed significantly higher stability
during the 14-day experiment.

DISCUSSION

Our results suggest that the addition of microparticles to the scaffold improved cell differentiation into the chondrogenic
lineage, resulting in a lower proliferation rate. Cell viability was better in the groups enriched with microparticles that served
as an efficient drug delivery system. In addition, the presence of microparticles slowed down gel degradation which can help
achieve sufficient stability of the system for the time frame required for cartilage regeneration.

CONCLUSIONS

The novel approach described here produced an efficient system where microparticles served as a drug delivery system
and stabilised the gel for prolonged periods of time. These characteristics play an important role in the development of
scaffolds for cartilage regeneration. In the future the results of these in vitro experiments will be verified in an in vivo study.
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Pro spravnou funkci kloubti je velmi dilezita kloubni
chrupavka. Jeji poskozeni a degenerace jsou spojovany
s osteoartritidou. Pouzivanymi technikami pro terapii
hlubokych defektti chrupavky je implantace alogennich
1 autolognich osteochondralnich §tépti (mozaikova plas-
tika) (9). Tento ptistup je vSak technicky narocny a zpii-
sobuje zatizeni pacienta. Alogenni $t€py s sebou nesou
riziko pfenosu infekce, obtizné se ziskavaji a jsou drahé.
Jejich alternativou je pouziti nosicl osazenych burka-
mi, které¢ usnadni hojeni defektu. Timto zpiisobem lze
vyrazné zjednodusit chirurgicky zakrok bez potieby dar-
covské tkané.

V nedavné dobé bylo objeveno, Ze pluripotentni
mezenchymalni kmenové buiky kostni diené, tukové
tkané nebo pupecnikové krve, se pomoci ptisobeni rus-
tovych faktort, chemického slozeni, fyzikalnich a bio-
mechanickych vlastnosti prostfedi a rozdilnym biome-
chanickym naméahanim materidlu mohou diferencovat
v chrupavku, kostni ¢i jinou tkan (12, 21, 24). Terapie
zalozena na kmenovych bunkach jiz je v klinické pra-
xi (8). Je znamo, Ze nékteré vlakenné nosi¢e podporu-
ji adhezi, proliferaci a diferenciaci kmenovych bunék.
Elektrostaticky zvlaknéna nanovlakna maji vysokou
porozitu a velké mnozstvi vzajemné propojenych pord,
coz umoziuje efektivni vyzivu bunék a odstraiiovani
zplodin jejich metabolismu. To je velmi dulezity fakt,
nebot’ chrupavka je avaskularni tkan, kterd ma pouze
omezenou schopnost regenerace. Tloustka nanovlaken
je podobna tloust’ce vldken extracelularni matrix (2, 30).
Nanovlakenné nosice maji navic velky pomér povrchu
a objemu a usnadnuji bunécnou adhezi a proliferaci (14,
15,20, 22, 28). Tyto jedine¢né vlastnosti bunkam posky-
tuji pocetna mista k vzajemnému kontaktu.

Vyuziti nanovlaken v kompozitnich nosi¢ich omezuji
jejich nékteré nevyhody, jmenovité jejich nedostacujici
biomechanické parametry. Oblibenym materidlem pro
piipravu kompozitnich nosict jsou hydrogely. Obsahu-
ji az 90 % vody (3, 9). Umoznuji dobry transport zivin
a zplodin metabolismu a také homogenni distribuci bu-
nék. Struktura hydrogelu pfendSi mechanické sily po-
dobné¢ jako nativni chrupavka.

Dalsi jasnou vyhodou hydrogelt je jejich injikova-
telnost. Je mozné je vpravit pfimo do defektu a vyplnit
jimi defekty nejriznéjSich tvarti a velikosti. Nasledné
mohou byt polymerizované chemicky (2) nebo fyzikal-
né — svétlem (4) nebo teplem (19). Takovy material lze
navic funkcionalizovat bioaktivnimi molekulami — lze
vyvinout systém pro fizené dodavani 1é¢iv. Hydrogelové
systémy na bazi kolagenu (16), alginatu (11) nebo fibri-
nu (7) jiz byly in vivo testovany v 1é¢bé osteochondral-
nich defektt.

Dulezitym aspektem v optimalizaci biomechanickych
vlastnosti kompozitnich nosicii je spravna smés proli-
feracnich a diferenciac¢nich faktord. Takova smés musi
byt plné biokompatibilni a musi byt pted jakymkoli po-
uzitim u ¢lovéka schvalena piislusnymi organy. Protoze
trombocyty tyto predpisy spliiuji, pfitahuji pozornost
tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny. Trom-
bocyty jsou zdrojem nekolika rustovych faktort a jinych
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bioaktivnich molekul a hraji diileZitou roli v regeneraci
tkané a v hojeni (18). Casto jsou pouzivany ke stimula-
ci bunééné proliferace a syntézy chrupavcité matrix in
vitro (10, 1).

Tato in vitro studie se zabyva vytvofenim nového in-
jikovatelného kompozitniho hydrogelu, ktery ma opti-
malni biomechanické parametry a zaroven slouzi jako
zdroj ptirozenych ristovych faktord. Takovy systém by
mohl byt vyuzivan samotny i osazeny buiikami. Jako
zaklad pro nas injikovatelny systém pro dodavani léciv
byly pouzity gely na bézi fibrinu, kyseliny hyaluronové
a kolagenu 1. Gely navic byly jiz v minulosti Gspésné
studovany in vitro a in vivo v nasi laboratofi (5, 6, 27).
Cilem byla optimalizace kohezivity gelu nanovlakenny-
mi fragmenty a funkcionalizace systému pfidanim TRS
a diferenciacnich faktort, které byly do nanovlakennych
fragmentd enkapsulovany.

MATERIAL A METODIKA

Piiprava PCL nanovlaken

Nanovlakna byla ptipravena pomoci metody bezjeh-
lového elektrostatického zvldknovani z PCL o molekulo-
vé hmotnosti 45 000 (Sigma Aldrich). K zvlaknéni 14%
roztoku PCL (w/v) bylo pouzito modifikované zatizeni
NanospiderTM (Elmarco, CZ), které bylo detailn¢ po-
psano diive (17). Nanovlakna obsahujici kyselinu askor-
bovou (1 mg/ml v 14% PCL) a dexamethazon (10 pg/ml
v 14% PCL) byla zvlaknéna za stejnych podminek.

Kryogenni mleti PCL nanovliken

K namleti PCL nanovlaken byl pouzit kryogenni mly-
nek model 6750 Freezer Mill (Spex, Certiprep, USA).
Mleti probihalo pfi teploté tekutého dusiku, jak bylo po-
psano diive v publikaci Knotek a kol. (13). 0,2 g PCL
nanovlaken bylo vlozeno do zkumavky obsahujici 3 ml
Pluronicu F-68. Mleti probihalo ve 3 cyklech s ptedmra-
zenim 5 min. Kazdy cyklus sestdval z mleti a ochlazo-
vani (1 min). Rychlost impaktoru byla 12 Hz. Ziskané
Castice byly separovany pomoci vakuového rozdélovace
s membranou o velikosti port 0,2 um.

Elektronova mikroskopie

Vysusené vzorky PCL nanovldken a namletych mi-
krocastic byly pokryty vrstvou zlata o tloustce 60 nm
pomoci Polaron Sputter-coater (SC510, Polaron, Now
Quorum Technologies Ltd). Vzorky byly vizualizova-
ny pomoci Aquasem (Tescan) skenovaciho mikroskopu
v sekundarnim elektronovém modu pii 15 kV.

Izolace a kultivace mezenchymalnich kmenovych
bunék

Kostni krev byla odebrana z lopaty kosti kyc¢elni mi-
niaturniho prasete (v€k 6—12 mésictr), jak bylo popsano
drive (25). Kostni krev byla odebrana pomoci bioptické
jehly (15G/70mm) do stiikacky o objemu 10 ml, obsa-
hujici 5 ml fosfatového pufru (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline - PBS) s 2 % fetalniho bovinniho séra
(FBS, StemCell Technologies) a 25 IU heparinu/ml. Za
sterilnich podminek byl roztok (pfiblizné 20 ml) ptene-
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sen do 50ml centrifuga¢ni zkumavky s 5 ml Gelofusinu
(B. Braun Melsungen, Némecko). Zkumavky byly in-
kubovany 30 min a nasledné centrifugovany pii 400 x
g 15 min. Vrstva obsahujici mononuklearni buiiky byla
odebrana a nasazena do kultiva¢ni lahve. Pouzité kulti-
vacni médium (a-MEM medium with Earle’s Salt with
L-Glutamine; PAA), bylo obohaceno 10 % fetalniho bo-
vinniho séra (FBS) a doplnéno antibiotiky (penicillin/
streptomycin — 100 I.U./ml a 100 pg/ml).

Piiprava suspenze bohaté na trombocyty
Trombocyty z aferézy (KPL invest s.r.0., Jindfichiv
Hradec, CZ) byly centrifugovany 15 min pii 2200x g.
Peleta trombocytl byla resuspendovana v promyvacim
pufru (pH 6,5; 0,113M NaCl, 4,3mM Na,HPO,, 4,3mM
K,HPO,, 24,4mM NaH,PO,, 5,5mM glukoéza) a znovu
centrifugovana 15 min pii 2200x g. Peleta trombocyta
byla znovu resuspendovana v promyvacim pufru a cen-
trifugovana 7 min pii 120% g pro odstranéni zbylych
erytrocyti. Nasledné byly trombocyty promyty v pro-
myvacim pufru a znovu centrifugovany 15 min pfi
2200x% g. Nakonec byla peleta trombocytl resuspendo-
vana v resuspendacnim pufru (pH 6,5; 0,109M NacCl,
16mM Na HPO,, 4,3mM K ,HPO,, 8,3mM NaH,PO,,
5,5mM glukoza) a natedéna do potiebné koncentrace.

Piiprava injikovatelného hydrogelu

Kompozitni hydrogel byl pfipraven smichanim fib-
rinové a trombinové slozky. Fibrinova slozka obsaho-
vala fibrinogen (fibrinogen 70-110 mg/ml, aprotinin
3000 KIU/ml; Tissucol® Kit, Baxter, AT) a 45 pl ko-
lagenu I (Type I acid soluble collagen from calf hides,
5 mg/ml, Symathese, FR). Trombinova slozka obsaho-
vala trombin (4 IU/ml) v roztoku CaCl, (40 pmol/ml,
Tissucol® Kit, Baxter, AT), suspenzi MSC (2 mil), 73 ul
hyaluronanu (10 mg/ml; Hyalgan, Fidia CH), 1x10°
trombocytt (TRS) a/nebo 25 mg prazdnych mikrocastic
(MP-) nebo castic obsahujicich dexametazon a kyselinu
askorbovou (MP+). Bylo pfipraveno 5 riznych nosict,
které jsou uvedeny v piehledu v tabulce 1.

Degradace nosice

Degradace nosice byla méfena jako hmotnostni uby-
tek. Vzorky byly zvazeny ihned po jejich ptiprave, dale
pak po 7 a 14 dnech kultivace v CO, inkubatoru, ve ste-
rilnich podminkach. Z namétenych hodnot byl spocitan
procentualni hmotnostni ubytek mezi 1.a 7.,a 7. a 14.
dnem.

Bunécna Zivotashopnost

Pro zjisténi bunécné zivotaschopnosti bylo pouZito
barveni zivych a mrtvych bunék (BCECF-AM a pro-
pidium jodid) a jejich vizualizace pomoci konfokalni-
ho mikroskopu. Pro obarveni zivych bunék byl pouzit
2°,7°-bis(2carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluoresceinacetoxy-
methylester (BCECF-AM, nafedény 1:100 v médiu), kte-
ry byl ptidan ke vzorku a inkubovan po dobu 45 min pfi
37°C a 5% CO,. Nasledn¢ byly vzorky oplachnuty PBS
(pH 7,4) a byl ptidan propidium jodid (5 pg/ml v PBS
pH 7,4) na 10 min. Vzorky byly znovu oplachnuty PBS
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(pH 7,4) a vizualizovany pomoci konfokalniho mikro-
skopu Zeiss LSM 5 DUO. Ze ziskanych obrazkt byly
zjistény pocty zivych a mrtvych bunék (pomoci Ellipse
software) a byl vypocitan jejich pomér.

Bunécna proliferace

Bunécna proliferace byla métena pomoci PicoGreen
kitu (Invitrogen Ltd., Paisley, UK) a to 1., 7. a 14. den.
K ziskédni bunééné DNA bylo nejprve k vzorklim pii-
dano 250 pl lyzaéniho pufru (0,2% v/v Triton X-100,
10mMTris (pH 7,0), a ImM EDTA). Buriky byly rozbity
3 zmrazovacimi cykly, kdy byl vzorek nejprve zmrazen
na —70 °C a nasledné ponechan roztat pii pokojové tep-
loté. Mezi jednotlivymi cykly byly vzorky peclivé pro-
tiepany pomoci vortexu. Piipravené vzorky byly sklado-
vany az do dalsiho pouziti pii —70 °C. K ur€eni mnozstvi
bunék na nosi¢ich byla nejdiive vytvorena kalibracni
ktivka pomoci vzorkld se zndmym mnozstvim bunék
(1x 10°~1% 10° bun€k). Vzorky DNA (100 pul) byly smi-
chény s PicoGreen reagencii a byla zméfena intenzita
fluorescence pomoci fluorescencniho readeru (Synergy
HT, & =480-500 nm, A = 520-540 nm). Vzorky byly
meteny v tripletu.

VYSLEDKY

Vyvoj mikrocastic pro zvySeni stability kompozitni-
ho gelu na bazi fibrinu

Nanovldkna z 12% PCL byla pfipravena pomoci
bezjehlového elektrostatického zvlaknovani na zatizeni
Nanospider™. Pfitomnost nanovlaken, jejich morfolo-
gie a prim¢ér, byly vizualizovany pomoci SEM. Vysled-
ky ukazaly, ze se vrstva sklddala z nano- a mikrovldken
(obr. 1a). Kromé vldken byly ve vrstv€ pfitomny i arte-
fakty kulovitého tvaru.

Injikovatelné ¢astice byly ziskany mokrym kryogen-
nim mletim v 10% roztoku Pluronicu F68, jak bylo po-
psano jiz diive v publikaci Knotek a kol. (13). SEM ana-
Iyza namletych nanovlaken ukazala ¢astice heterogenni
velikosti a tvaru (obr. 1b). Agregované castice vlaknité
morfologie byly vizualizovany za pomoci TEM mikro-
skopie. Byla vSak ziejma i pfitomnost jednotlivych vla-
ken (obr. Ic, d).

Takto ptipravené Castice byly pouzity pro vyvoj a op-
timalizaci naseho systému pro dodavani lé¢iv. PCL na-
novlakna byla obohacena o kyselinu askorbovou a dexa-
metazon, aby byl demonstrovan potencial pro dodavani
1é¢iv piipraveného systému. VIdkna obohacena o 1é¢iva
byla namleta stejnym zplsobem jako kontrolni vzorek
(bez bioaktivnich molekul). Mikrocastice byly pridany
do kompozitniho gelu na bazi fibrinu.

Bylo pfipraveno 5 rozdilnych vzorkd kompozitniho
hydrogelu na bazi kolagenu a fibrinu. Jmenovit¢ se jednalo
o hydrogel obohaceny pouze o TRS, kombinaci hydroge-
lu s mikrocasticemi obohacenymi o kyselinu askorbovou
a dexamethazon, s prazdnymi mikro¢4sticemi a s mik-
ro¢asticemi obohacenymi i TRS. Cisty gel bez jakékoli
dalsi funkcionalizace byl pouzit jako kontrolni vzorek.
Vsechny vzorky obsahovaly stejné mnozstvi MSC. Byly
provedeny degradac¢ni studie nosict bez bungk, aby bylo
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Obr. 1. Morfologie nanovidken a mikrocastic. (a) Morfologie PCL nanovldaken vizua-
lizovana pomoci SEM, (b) morfologie namletych mikrocastic vizualizovanych pomo-
ci SEM, (c, d) morfologie namletych castic pomoci TEM.

mozné potvrdit nasi hypotézu, Ze pritomnost mikrocastic
zpusobuje vyssi stabilitu kompozitnich gelti. Po prvnim
tydnu (den 1 — den 7) byla pozorovana podobna degra-
dacni rychlost ve vSech vzorcich (tabulka 2). Zajimavé
je, ze po druhém tydnu (den 1 — den 14) byla pozorovana
vyrazné niz8i degradace ve vzorcich, které obsahovaly
mikrocastice. Tyto vysledky potvrdily nasi hypotézu, ze
mikrocastice maji pozitivni efekt na stabilitu gelu.

Mikrocastice v kompozitnim hydrogelu na bazi
fibrinu jako systém pro dodavani 1é¢iv

Proliferace a zivotaschopnost MSC byla stanovena po-
moci PicoGreen kitu a barvenim zivych a mrtvych bun¢k.

Bunky byly vizualizovany konfokalni mikroskopii. Bylo
prokézano, ze byly buiky Zivotaschopné béhem celych
14 dni experimentu na vSech nosicich (obr. 2). Vysledky
PicoGreen analyzy ukazaly homogenni osazeni buitkami
1. den experimentu, mezi skupinami nebyly zaznamenany
signifikantni rozdily. 7. den pocet bun&k ve vSech vzor-
cich vzrostl a mezi jednotlivymi vzorky stale nebyly sig-
nifikantni rozdily. 14. den experimentu vykazovaly vzor-
ky, které neobsahovaly mikrocastice, vyssi pocet MSC
v porovnani s ostatnimi vzorky. Nejnizsi proliferace byla
na nosi¢ich s obohacenymi mikroc¢asticemi (Gel/MP¥).
Ani pridani TRS nezlepsilo bunécnou proliferaci (Gel/
TRS/MP"). Takové vysledky naznacuji nizkou prolifera-

Tab. 1. Prehled pripravenych hydrogelovych nosicii, pocitano na 1 ml nosice

Nosi¢ Fibrinova slozka Trombinova slozka
Fibrinogen (ul) | Kolagen I (ul) MSC HA TRS MP/MP* (mg) Trombin

(uh (1))

Gel 450 45 2 x 10° 73 --- --- 225

Gel/MP- 450 45 2 x 10° 73 -—- 25 mg MP- 225

Gel/MP* 450 45 2 x 10° 73 -—- 25 mg MP* 225

Gel/TRS 450 45 2 % 10° 73 1x10° -—- 225

Gel/TRS/MP* 450 45 2 x 10° 73 1x10° 25 mg MP* 225

Tab. 2. Procentualni ubytek hmotnosti nosici. Tabulka ukazuje hmotnostni ubytek nosicii behem prvniho tydne kultivace jako
rozdil mezi 1. a 7. dnem a ubytek béhem celych 14 dni kultivace jako rozdil mezi 1. a 14. dnem

den1—den7 den 1-den 14
(%) (%)
Gel 44.4+83 91,9+3,7
Gel/TRS 46,2 +4.6 91,8+33
Gel/MP* 37,6+ 11,2 T11+1,9
Gel/MP- 51,4+10,7 75,5 +4,1
Gel/TRS/MP* 423+23 844 +3,8
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Obr. 2. Vysledky méreni PicoGreen. Graf zndzoriuje mnozstvi DNA ve
vzorcich behem 14 dni kultivace.

Obr. 3. Barveni Zivych a mrtvych bunék vizualizované pomoci konfokdal-
ni mikroskopie. Zivé buriky jsou obarveny pomoci BCECF (zeleny sig-
nal) a mrtvé buiiky pomoci propidium jodidu (Cerveny signal). Gelové
nosice 1. (a), 7. (b) a 14. den (c). Gel/TRS nosic 1. (d), 7. (e) a 14. den
(). Gel/MP+ nosic 1. (g), 7. (h) a 14. den (i). Gel/MP- nosic 1. (j), 7. (k)
a 14. den (1). Gel/TRS/MP+ nosic 1. (m), 7. (n) a 14. den (o).
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ci MSC ve vzorcich s mikrocasticemi. Na druhou
stranu, prazdné mikrocastice (Gel/MP") v porov-
nani s kontrolou (Gel) rist bunék neovlivnily.

Data ziskana konfokalni mikroskopii korelovala
s daty z PicoGreen analyzy. Barveni zobrazilo Zivé
bunky (obr. 3) oznatené BCECF (zeleny signal),
mrtvé buniky byly obarveny propidium jodidem
(Cerveny signal). Prvni den byla detekovéana ho-
mogenni distribuce bun¢k ve vzorku. Buniky byly
rozprosttené s mnoha vybézky. Podobné vypadaly
1 7. den. Pocet bunek byl vyssi (a byly pfitomny
i ¢etné mrtvé bunky) zejména ve skupiné Gel/
TRS. Vyznamné rozdily mezi skupinami byly 14.
den. Pocet MSC byl vyssi ve skupinach Gel, Gel/
TRS a Gel/TRS/MP- v porovnani se skupinami
s mikroc¢asticemi. Toto pozorovani bylo v souladu
s nasimi vysledky PicoGreen analyzy. Bylo vsak
pozorovano velké mnozstvi mrtvych bunék, coz
naznacovalo ne UipIné optimalni podminky pro rist
MSC na nosicich. Oproti tomu ve vzorcich Gel/
MP* a Gel/TRS/MP* byl pocet MSC niZzsi, ale bylo
pozorovano vyznamné méné mrtvych bunék. Na-
vic se v Gel/MP* a Gel/TRS/MP* vzorcich zméni-
la morfologie bun€k v kulaté buiky s minimalnim
poctem vybézkl. Takova morfologie je spojovana
s chondrogenni diferenciaci bungk.

DISKUSE

Mikrocastice zlepSuji stabilitu a biomechanic-
ké vlastnosti hydrogelii na bazi fibrinu

Nosice pfipravené elektrostatickym zvlakio-
vanim jsou charakteristické vysokou porozitou,
velkym pomérem povrchu a objemu a velikosti
vlaken v rozmezi od stovek nanometrii po né-
kolik mikrometr. Takové vlastnosti napodobuji
strukturu extracelularni matrix. Jejich potencial
v tkanovém inzenyrstvi byl diky pfiznivé bu-
nééné adhezi potvrzen mnohymi studiemi (23).
Struktura nanovlakennych vrstev vyznamné bra-
nila jejich injekénimu vyuziti. Moznosti jejich
aplikace byly navic dale omezeny tézkostmi pii
uchovavani viskoelastickych vlastnosti. V nedav-
né dob¢ jsme ukdzali, Ze kryogenni mleti je me-
toda vhodna pro ptipravu mikrocastic z nanovla-
ken pripravenych elektrostatickym zvlaknovanim
(13). Zjistili jsme, Ze proces mleti je ovliviiovan
mnohymi parametry — napiiklad slozenim mleci-
ho média nebo ¢asem mleti. Optimalizace tohoto
procesu odhalila moznost vyrobeni heterogen-
nich ¢astic, které by mohly byt vyuzity pti kulti-
vaci bunék. Vyuziti nového systému v tkanovém
inzenyrstvi a regenerativni mediciné muze byt
vyrazné zvySeno a usnadnéno zkombinovanim
systému s kompozitnim nosi¢em. Takovy nosic¢
(zaloZeny na péné, gelu nebo jiném podobném
systému) by zvyraznil své klady. Nedostatky
nanovlaken (kiehkost, 2D struktura) mohou byt
jednoduse vyfeSeny kompozitnim systémem. Ve
vhodném kompozitnim materialu, ktery dovoli
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dostate¢nou difuzi bunék, Zivin a odpadu, navic vyhody
nanovlaken zlstanou zachovany. Takovym kompozit-
nim materialem hydrogely rozhodné jsou. Testovali jsme
tedy hydrogel na bazi fibrinu. Tento systém jiz ukazal, Ze
vytvari vhodné prostiedi pro proliferaci mezenchymal-
nich bunék i pro jejich diferenciaci v chondrocyty. Hyd-
rogely na bazi fibrinu navic podporuji osteochondralni
regeneraci (5, 7). Biomechanické vlastnosti a stabilita
hydrogelti vSak patii mezi jejich par nedostatkt, které
jsou vyrazné predevsim v aplikacich v oblasti tvrdych
tkani. Cilem této studie bylo pfipravit optimalni injiko-
vatelnou frakci PCL nanovladkenného a stanovit G¢inek
mikroc¢astic na stabilitu hydrogelu. Jasné jsme prokaza-
li, Ze PCL mikroc¢astice moduluji stabilitu hydrogelu na
bazi fibrinu a vyznamné prodluzuji ¢as potiebny k jeho
rozpadu. Biomechanické vlastnoti hydrogelii tedy mo-
hou byt zlepSeny a modulovany adekvatni koncentraci
mikrocastic.

Takové zjisténi ma vyznamné dusledky pro artrosko-
pické aplikace, predev§im pro implantity bez bunck.
Neosazeny hydrogel ukazal, ze ma schopnost zlepsit
regeneraci defektl chrupavky, a pritomnost chondro-
cytl v hydrogelu pfispéla k tvorbé hyalinni chrupavky
a lepsi regeneraci (5). Na druhé stran¢ piekroceni kri-
tického poctu nasazenych bun¢k muize snizit efektivitu
nosic¢e (26). Nas novy kompozitni hydrogel mize byt
lehce aplikovan a byt pevné prichycen k 1ézi. Lze pred-
pokladat i zkraceni doby potfebné k regeneraci tkané¢
vzhledem k lepSim viskoelastickym vlastnostem kom-
pozitniho hydrogelu. Hydrogel obohaceny o nanovlak-
na tedy jasné¢ zlepSuje biomechanické parametry a Iépe
napodobuje pfirozenou strukturu extracelularni matrix.

Mikrocastice v hydrogelu na bazi fibrinu mohou
slouZit jako efektivni systém dodavani l1é¢iv

Novy kompozitni hydrogel mize slouzit jako sys-
tém, ktery uvoliiuje uzaviené bioaktivni latky diky vy-
znamn¢ prodlouzenému rozpadu hydrogelu. Testovani
této skutecnosti bylo dal§im cilem studie. Je znamo, ze
nanovlakna mohou byt vyuzita jako nosice pro Siro-
kou skalu bioaktivnich molekul, v¢etné 1é¢iv, vitami-
nt, proteini a nukleovych kyselin (29). Bylo zjisténo,
ze mikrocastice pripravené z PCL nanovldken, mohou
slouzit jako systém pro dodavani 1é¢iv pii osteochon-
dralni regeneraci. Prokazali jsme, ze s rozpadem kom-
pozitniho hydrogelu se uvolnuji chondrogenné aktivni
vitamin (kyselina askorbova) a dexamethazon, které
slouzily jako model léCiva. Prokazali jsme také, ze
trombocyty jsou piirozené zdroje proliferacnich a di-
ferenciacnich faktord — proliferace bunc¢k a jejich zi-
votaschopnost byly zlepSeny ve vzorcich obsahujicich
trombocyty, nikoli prazdnymi PCL mikrocésticemi. Je
prekvapujici, ze kombinaci mikroc¢astic a trombocytl
nebyly dosazeny lepsi vysledky v porovnani s kontro-
lou. Piedpokladame, ze tento vysledek souvisi s dife-
renciaci kmenovych bunék. Mohlo by to zpomalit cely
proces bunécné proliferace. I pies jasny prikaz uvolno-
vani 1é¢iv a vhodnosti nového kompozitniho nosiée pro
dodavani 1é¢iv je nutné smes uzavienou do mikrocastic
optimalizovat a dale zkoumat.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

ZAVER

Pritomnost mikroc¢éstic v hydrogelu na bazi fibrinu,
hyaluronové kyseliny a kolagenu typu I modifikova-
la biomechanické parametry kompozitniho hydrogelu
a prodlouzila degradaci nosice. Tyto Castice navic mo-
hou slouzit jako systém pro dodavani latek vhodnych
pro stimulaci proliferace a diferenciace bunék. Oboha-
ceni hydrogelu o trombocyty zlepsilo proliferaci a Zivo-
taschopnost mezenchymalnich bunék. Pro tipravu davky
l1é¢iva a jeho uvoliovaci charakteristiky jsou nutné dalsi
experimenty.

Reference

1. AKEDA, K., AN, H. S., OKUMA, M., ATTAWIA, M., MIYA-
MOTO, K., THONAR, E. J.,, LENZ, M. E., SAH, R. L., MA-
SUDA, K.: Platelet-rich plasma stimulates porcine articular chon-
drocyte proliferation and matrix biosynthesis. Osteoarthr. Cartil.,
14: 1272-1280, 2006.

2. BEHRAVESH, E., TIMMER, M. D., LEMOINE, J. J., LIEB-
SCHNER, M. A., MIKOS, A. G.: Evaluation of the in vitro de-
gradation of macroporous hydrogels using gravimetry, confined
compression testing, and microcomputed tomography. Biomacro-
molecules, 3: 1263-1270, 2002.

3. BUCKWALTER, J. A.,, MANKIN, H. J.: Articular cartilage: de-
generation and osteoarthritis, repair, regeneration, and transplan-
tation. Instr. Course Lect., 47: 487-504, 1998.

4. CUL Z., LEE, B. H., PAUKEN, C., VERNON, B. L.: Degrada-
tion, cytotoxicity, and biocompatibility of NIPAAm-based ther-
mosensitive, injectable, and bioresorbable polymer hydrogels.
J. Biomed. Mater. Res. A, 98: 159-166, 2011.

5. FILOVA, E., JELINEK, F., HANDL, M., LYTVYNETS, A.,
RAMPICHOVA, M., VARGA, F., CINATL, J., SOUKUP,
T., TRC, T., AMLER, E.: Novel composite hyaluronan/type
I collagen/fibrin scaffold enhances repair of osteochondral defect
in rabbit knee. J. Biomed. Mater. Res. B Appl. Biomater., 87:
415-424, 2008.

6. FILOVA, E., RAMPICHOVA, M., HANDL, M., LYTVYNETS,
A., HALOUZKA, R., USVALD, D., HLUCILOVA, J., PRO-
CHAZKA, R., DEZORTOVA, M., ROLENCOVA, E., KOSTA-
KOVA, E., TRC, T., STASTNY, E., KOLACNA, L., HAJEK,
M., MOTLIK, J., AMLER, E.: Composite hyaluronate-type
I collagen-fibrin scaffold in the therapy of osteochondral defects
in miniature pigs. Physiol. Res., 56 (Suppl 1): S5-S16, 2007.

7. FORTIER, L. A.,, MOHAMMED, H. O., LUST, G., NIXON, A.
J.: Insulin-like growth factor-I enhances cell-based repair of arti-
cular cartilage. J. Bone Jt Surg. 84-B: 276-288, 2002.

8. HALEEM, A. M., SINGERGY, A. A., SABRY, D., ATTA, H. M.,
RASHED, L. A., CHU, C. R, EL SHEWY, M. T., AZZAM, A.,
ABDEL AZIZ, M. T.: The clinical use of human culture-expan-
ded autologous bone marrow mesenchymal stem cells transplan-
ted on platelet-rich Fibrin Glue in the treatment of articular car-
tilage defects: A pilot study and preliminary results. Cartilage, 1:
253-261, 2010.

9. HANGODY, L., FULES, P.: Autologous osteochondral mo-
saicplasty for the treatment of full-thickness defects of weight-
-bearing joints: ten years of experimental and clinical experience.
J. Bone Jt Surg., 85-A (Suppl 2): 25-32, 2003.

10. JAKUBOVA, R., MICKOVA, A., BUZGO, M., RAMPICHOVA,
M., PROSECKA, E., TVRDIK, D., AMLER, E.: Immobilization
of thrombocytes on PCL nanofibres enhances chondrocyte proli-
feration in vitro. Cell. Prolif., 44: 183—-191, 2011.

11. KAPS, C., BRAMLAGE, C., SMOLIAN, H., HAISCH, A., UN-
GETHUM, U., BURMESTER, G. R., SITTINGER, M., GROSS,
G., HAUPL, T.: Bone morphogenetic proteins promote cartilage
differentiation and protect engineered artificial cartilage from fib-
roblast invasion and destruction. Arthritis Rheum., 46: 149-162,
2002.



88/ ACTACHIRURGIAE ORTHOPAEDICAE
ET TRAUMATOLOGIAE CECHOSL., 80, 2013
12. KERN, S., EICHLER, H., STOEVE, J., KLUTER, H., BIE-

13.

14.

15.

16.

17.

18.

20.

21.

BACK, K.: Comparative analysis of mesenchymal stem cells
from bone marrow, umbilical cord blood, or adipose tissue. Stem
Cells, 24: 12941301, 2006.

KNOTEK, P., POUZAR, M., BUZGO, M., KRIZKOVA, B.,
VLCEK, M., MICKOVA, A., PLENCNER, M., NAVESNIK, J.,
AMLER, E., BELINA, P.: Cryogenic grinding of electrospun po-
ly-e-caprolactone mesh submerged in liquid media. Mater. Sci.
Eng. C, 32: 1366-1374, 2012.

LIANG, D., HSIAO, B. S., CHU, B.: Functional electrospun na-
nofibrous scaffolds for biomedical applications. Adv. Drug Deliv.
Rev., 59: 1392-1412, 2007.

LIANG, D., HSIAO, B. S., CHU, B.: Functional electrospun na-
nofibrous scaffolds for biomedical applications. Adv. Drug Deliv.
Rev., 59: 13921412, 2007.

LOUWERSE, R. T., HEYLIGERS, I. C., KLEIN-NULEND,
J., SUGIHARA, S., VAN KAMPEN, G. P., SEMEINS, C. M.,
GOEI, S. W., DE KONING, M. H., WUISMAN, P. I., BURGER,
E. H.: Use of recombinant human osteogenic protein-1 for the
repair of subchondral defects in articular cartilage in goats. J. Bio-
med. Mater. Res., 49: 506-516, 2000.

LUKAS, D., SARKAR, A., POKORNY, P.: Self-organization
of jets in electrospinning from free liquid surface: A generalized
approach. Journal of Applied Physics, 103: 084309, 2008.
MILANO, G., SANNA PASSINO, E., DERIU, L., CAREDDU,
G., MANUNTA, L., MANUNTA, A., SACCOMANNO, M. F,,
FABBRICIANIL, C.: The effect of platelet rich plasma combined
with microfractures on the treatment of chondral defects: an expe-
rimental study in a sheep model. Osteoarthr. Cartil., 18: 971-980,
2010.

. NA, K., KIM, S., WOO, D. G., SUN, B. K., YANG, H. N.,

CHUNG, H. M., PARK, K. H.: Synergistic effect of TGFbeta-3
on chondrogenic differentiation of rabbit chondrocytes in thermo-
-reversible hydrogel constructs blended with hyaluronic acid by
in vivo test. J. Biotechnol., 128: 412-422, 2007.

NOH, H. K., LEE, S. W., KIM, J. M, OH, J. E., KIM, K. H.,
CHUNG, C. P, CHOI, S. C, PARK, W. H., MIN, B. M.:
Electrospinning of chitin nanofibers: degradation behavior and
cellular response to normal human keratinocytes and fibroblasts.
Biomaterials, 27: 3934-3944, 2006.

PARK, J. C., KIM, J. M., JUNG, I. H., KIM, J. C., CHOL, S. H.,
CHO, K. S., KIM, C. S.: Isolation and characterization of human
periodontal ligament (PDL) stem cells (PDLSCs) from the infla-
med PDL tissue: in vitro and in vivo evaluations. J. Clin. Perio-
dontol., 38: 721-731, 2011.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

PUVODNI PRACE
ORIGINAL PAPER

PARK, W. H., MIN, B. M., LEE, G., KIM, S. H.,, NAM, Y. S.,
LEE, T. S.: Electrospinning of silk fibroin nanofibers and its
effect on the adhesion and spreading of normal human kerati-
nocytes and fibroblasts in vitro. Biomaterials, 25: 1289-1297,
2004.

PHAM, Q. P, SHARMA, U., MIKOS, A. G.: Electrospun
poly(epsilon-caprolactone) microfiber and multilayer nanofiber/
microfiber scaffolds: characterization of scaffolds and measure-
ment of cellular infiltration. Biomacromolecules, 7: 2796-2805,
2006.

PITTENGER, M. F,, MACKAY, A. M., BECK, S. C., JAISWAL,
R. K., DOUGLAS, R., MOSCA, J. D., MOORMAN, M. A, SI-
MONETTI, D. W,, CRAIG, S., MARSHAK, D. R.: Multilineage
potential of adult human mesenchymal stem cells. Science, 284:
143-147, 1999.

PROSECKA, E., BUZGO, M., RAMPICHOVA, M., KOCOU-
REK, T., KOCHOVA, P., VYSLOUZILOVA, L., TVRDIK, D.,
JELINEK, M., LUKAS, D., AMLER, E.: Thin-layer hydroxya-
patite deposition on a nanofiber surface stimulates mesenchymal
stem cell proliferation and their differentiation into osteoblasts.
J. Biomed. Biotechnol., 2012: 428503, 2012.

PROSECKA, E., RAMPICHOVA, M., VOJTOVA, L., TVR-
DIK, D., MELCAKOVA, S., JUHASOVA, J., PLENCNER, M.,
JAKUBOVA, R., JANCAR, J., NECAS, A., KOCHOVA, P,
KLEPACEK, J., TONAR, Z., AMLER, E.: Optimized conditions
for mesenchymal stem cells to differentiate into osteoblasts on
a collagen/hydroxyapatite matrix. J. Biomed. Mater. Res. A, 99:
307-315,2011.

RAMPICHOVA, M., FILOVA, E., VARGA, F., LYTVYNETS,
A., PROSECKA, E., KOLACNA, L., MOTLIK, J., NECAS, A.,
VAJNER, L., UHLIK, J., AMLER, E.: Fibrin/hyaluronic acid
composite hydrogels as appropriate scaffolds for in vivo artificial
cartilage implantation. ASAIO J., 56: 563-568, 2010.

RHO, K. S., JEONG, L., LEE, G., SEO, B. M., PARK, Y. J.,
HONG, S. D., ROH, S., CHO, J. J., PARK, W. H., MIN, B. M.:
Electrospinning of collagen nanofibers: effects on the behavior
of normal human keratinocytes and early-stage wound healing.
Biomaterials, 27: 1452-1461, 2006.

SILL, T. J., VON RECUM, H. A.: Electrospinning: applications
in drug delivery and tissue engineering. Biomaterials, 29: 1989—
2006, 2008.

SUSAN, L., et al.: Biomimetic electrospun nanofibers for tissue
regeneration. Biomedical Materials, 1: R45, 2006.

Korespondenéni autor:

Mgr. Barbora Ktizkova

Katedra biologickych a biochemickych véd
Univerzita Pardubice,

Studentska 573

530 12 Pardubice

E-mail: bara.krizkova@yahoo.com



