TKANIVOVE INZINIERSTVO -
BUDUCNOST MEDICINY?

Jana Dragtiriova

Abstrakt. Obyvatelstvo EurOpy starne. V tomto veku sa zac¢ina zhorSovat kva-
lita Zivota Cloveka a vyrazne stapa potreba Specialnej zdravotnej starostlivosti.
Jednym zo zavaznych problémov je i narast poctu paraplegikov. Preto sa v sa-
Casnej dobe vyvija natlak na vyvoj takych nahrad, ktoré by umoznili aktivny
zivot do vysokého veku a umoznili postihnutym ludom navrat do plnohodnot-
ného zivota. Problémom poslednych rokov je i potreba nahrad alebo vylepsenia
niektorych organov pre tzv. skraslovaciu plasticku chirurgiu.

RieSenim nedostatku vhodnych nahrad organov, tkaniv alebo buniek by mohli
byt produkty tkanivového inzinierstva a regenerac¢nej mediciny. Tieto problémy
dnes vieme riesit pomocou protéz, pomocou zariadeni na podporu ¢innosti,
pomocou transplantacie organov, tkaniv alebo buniek pomocou produktov re-
generacnej mediciny.

Najrychlejsie rozvijajucim odvetvim mediciny je v sacasnosti tkanivové inzi-
nierstvo a regenera¢na medicina. Ide o multidisciplinarny odbor, ktorého cie-
Tom je priprava plne funkénych nahrad organov a tkaniv. Na pripravu konstruk-
tov sa vyuzivaju matrice z biosyntetickych materialov. Matrice tvoria siet, na
ktora sa osadzaju bunky, a to bunky somatické (telové) alebo kmenové bunky.
Pri tvorbe konStruktu sa musia zohladnovat aj poziadavky na prislusné rastové
faktory potrebné k zachovaniu, integracii a vyvinu konstruktu.

Vsetky snahy vedcov v danej oblasti by vSak mali mat urcité etické pravidla.
Principy vyuzitia cohokolvek na cokolvek nesmu popriet zakladné moralne
principy. Nemdzeme pod raskom pojmu ,pre vicsie dobro“ zastierat aj také
skutoc¢nosti, ako je kozmeticka regeneracia pokozky starnicej zeny embryonal-
nymi bunkami pochadzajicich zo stimulovanych potratov africkych alebo azij-
skych chudobnych zien. Podobne je otazny vyskum zamerany na embryonalne
kmenové bunky. Je zarazajuce, preco sa ich vyskum prioritne podporuje, najmi
ak nie je vyjasneny ich tumorigénny potencial. Pritom mame k dispozicii dospe-
1é kmenové bunky, ktoré sa uz desatrocia v rekonstruk¢nej medicine uspesne
vyuzivaju.

Uz raz sa ozvala ponuka: Budete ako Boh, ak porusite BoZie principy. Ako na
tuto ponuku odpovieme dnes?

Abstract. Tissue engineering — a future of medicine? Population of Europe
is ageing. In this period a quality of life begins to worsen and the requirements
of special medical care increase enormously. One of the significant problems re-
sides in the growth of number of paraplegics. In the present time that’s a cause
of increased pressure for a development of such types of substitutes which
could enable an active life to the handicapped men (afflicted people) until high
age and rejoining to a full-valued life. Problems of current years is a necessity to
develop and improve substitutes of some organs for so-called beautifying plastic
surgery (cosmetic surgery).

Solution of deficiency of suitable organ substitutes of organs, tissues or cells
could be products of tissue engineering and regenerative medicine. Now, these
problems are solved utilizing prosthesis, devices supporting activities (func-
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tions), organ grafts, tissues or cells and products of regenerative medicine, re-
spectively.

In the present time as the fastest development of medicine branch are ob-
served tissue engineering and regenerative medicine. It is multidisciplinary
field, which is aimed for the preparation of fully functional prosthesis of organs
and tissues. To prepare the construct are used matrices from biosynthetic mate-
rials. Matrices are creating a network representing a

setting bed for the cells whether the somatic cells or stem cells. Creating
a construct (artificial substitute) must be taken into account requirements for
(given) appropriate growth factors necessary to conservation, integration and
construct formation.

All the ambitions of scientists in the given sphere should be determined by
some clear ethical rules. Principles of utilization of anything can’t deny basic
moral principles. It is not possible by color of notion of ,bigger well“ to mask
such reality as a cosmetic regeneration of skin of an ageing woman with embry-
onic cells derivable from the stimulated abortions of African or Asiatic miser-
able women. In a similar way a controversial research is oriented on embryonic
stem cells. It is therefore bewildering why this type of the research is priority
supported particularly when a tumorigen potential of these cells is not cleared
up so far. At the same time we dispose adult stem cells successfully utilized in
reconstruction medicine over a period of several decades.

Man already heard once: If you break divine laws, you will be like God. In
which way do we respond this offer today?

Strata organu alebo tkaniva, pripadne jeho poskodenie sprevadzalo
Tudstvo pocas celej historie jeho existencie. Kym v minulosti sa vicsi-
nou jednalo o dosledky vojnovych konfliktov alebo infekcie, v sucas-
nosti sa k tymto problémom pridavaju aj tie, ktoré su spojené so social-
nou revolaciou. Obyvatelstvo Europy starne. Predpoklada sa, ze dizka
zivota EurOpana v roku 2050 dosiahne 80,5 roka a [udia nad 60 rokov
budu tvorit tretinu celkovej populacie. Na Slovensku presiahne index
starnutia pred rokom 2025 hrani¢na hodnotu 100. To znamena, Ze po-
Cet obyvatelov v poproduktivnom veku bude vyssi ako pocet obyvate-
lov v produktivnom a predproduktivnom veku - populacné starnutie
na Slovensku bude jedno z najrychlejSich v Europe [1]. V tomto veku
sa zacina zhorSovat kvalita zivota ¢loveka a vyrazne stapa potreba Spe-
cialnej zdravotnej starostlivosti. Zmenil sa i Zivotny $tyl sticasnych Tudi
vo vyspelych krajinach. Prechod k sedavému spdsobu Zivota ma za na-
sledok rychlo sa zvySujuci pocet tzv. civilizacnych ochoreni: choroby
chrupu, cukrovka, artritida, srdcovo-cievne ochorenia, zlyhanie orga-
nov (najmi obliCiek a pecene), degenerativne ochorenia (Parkinsonova
choroba, Alzheimerova choroba). Pribuda i paraplegikov - Iudi postih-
nutych ochrnutim. V minulosti tito ludia umierali velmi rychlo, dnes
vdaka modernym liecebnym postupom sme schopni udrzat pacienta
dlhé roky pri zivote, pacient ale zostava ochrnuty.

Ludia v poproduktivnhom veku vSak chcu zit plnohodnotny Zivot.
Preto sa v sucasnej dobe vyvija natlak na vyvoj takych nahrad, ktoré by
umoznili seniorom aktivny zivot do vysokého veku.



Problémom poslednych rokov je i potreba nahrad alebo vylepsenia
niektorych organov pre tzv. skraslovaciu chirurgiu. Koriguju sa prsni-
ky, vzhlad tvare (nos, usi, pery, zuby, vyhladzuju sa vrasky), penis, je
snaha predlzovat koncatiny (nie kazdy ma od narodenia nohy model-
ky), transplantuju sa vlasy. Ako sa daji uspokojit tieto poziadavky? Exis-
tuje niekolko moznosti:

a) pouzit protézy,

b) pouzit zariadenia na podporu ¢innosti organu (napr. kardiostimula-
tory),

©) pouzit transplantaty,

d) pouzit produkty, ktoré poskytuje sucasné tkanivové inzinierstvo a re-
generacna (rekonstruk¢na) medicina.

PROTEZY

Jednou z najstarSich protéz je zubnd protéza, ktoru je mozné da-
tovat aspon priblizne do obdobia IV. dynastie (2580 - 2465 pred Kris-
tom). V egyptskej hrobke z tohto obdobia sa nasli dva zuby, ktoré boli
spojené zlatym drotom. Zubné protézy poznali i Etruskovia a Fenicania,
Cinania a stari Indovia, ktori pouzivali nahrady zubov zo slonoviny. O¢-
né protézy poznali Rimania, sklené o¢né protézy sa zacali pouzivat az
v suvislosti s rozvojom sklarskeho priemyslu (Benatky).

Zo starovekej Indie pochadza sprava o kralovnej Vishple, ktorej mu-
sela byt amputovana noha v suvislosti s poranenim, ktoré utrpela vo
vojne. Noha jej bola nahradena Zeleznou protézou. Protéza jej umoznila
nielen chodit, ale zacastnit sa aj dalSich bitiek [6].

Jednou z najstarSich ,skutocnych“ protéz je nahrada palca na no-
he, pochadzajuca priblizne z obdobia 600 rokov pred Kristom, objave-
na v hrobke starého Egypta. Bola zhotovena z koZze a dreva. Protézu tes-
tovali dobrovolnici s podobnym postihnutim a zhodli sa, ze protéza je
velmi pohodlna a umoziuje plnohodnotnu chédzu.

V staroveku sa vyrabali drevené alebo kovové ,chodule“, ktoré sa
pripevinovali pomocou popruhov. AZ po prvej svetovej vojne sa zaca-
la v Nemecku priemyselna vyroba protéz. Prva protéza ,Jupa knee“ po-
zostavala z 16zka, kolenného kibu a chodidla s ¢lenkovym kibom. V st-
casnosti existuju protetické chodidla typu Cheetah, ktory vyraba firma
Ossur. Tuato protézu pouZivaja sacasni paraolympionici. Na podobnom
principe sa vyrabaju aj robotické protézy hornych koncatin. Sacasne
trendy pri vyrobe protéz smeruju nielen k vytvoreniu nahrady orga-
nu zabezpecujiucej zakladny pohyb, ale takej nahrady, ktora umoznuje
jemné pohyby prstov, pripadne zabezpeci i niektoré funkcie nervové-
ho systému [6].

Jednym z triumfov stcasnej protetiky je nahrada kibu. Jej zaklad tvo-
r1 kovova (titanova) hlava kombinovana s polyetylénom s vysokou mo-
lekulovou hmotnostou. V sucasnosti sa protézy pouzivaju aj vo veteri-
narnej medicine.
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Okrem klasickych protéz existuju i umelé nahrady organov:

Umelé srdce je bionicka pumpa implantovana do tela. Prvykrat bolo
pouzité pred tridsiatimi rokmi (1982). Dnes je k dispozicii umelé srdce
AbioCora, ktoré je nezavislé na vonkajsich dodavkach energie. Pacien-
tovi vSak nie je schopné poskytnit celozivotna nahradu a vicsinou sa
pouziva na preklenutie casu po transplantaciu. Nevyhodou je jeho cena
(AbioCora stoji 160 000 dolarov).

Umelu oblicku, transplantovatelnu pacientovi do tela sa doteraz
nepodarilo vyvinut. Zariadenie, oznacované ako umela oblicka, je dia-
lyza¢né zariadenie - mimotelové zariadenie, ktoré na principe polo-
priepustnej membrany je schopné oddialyzovat Skodlivé latky z tela
pacienta. Dnes sa pouzivaju aj dialyzaCné zariadenia, ktoré vyuzivaja
bunky obliciek.

Umela pecen je v principe mimotelové zariadenie podobné umele;j
oblicke. Umoznuje preklenutie obdobia od zlyhania pecene po trans-
plantaciu. Pacient musi chodit na detoxikaciu podobne ako pacient na
dialyzu.

V sucasnosti su k dispozicii protézy a nahrady, ktoré modzu pacien-
tovi ulahcit zivot do takej miery, ako to v minulosti nebolo myslitelné.
Dodnes vs$ak nijaka protéza ani umelo vytvorena nahrada nie je schop-
na plnohodnotne nahradit posSkodeny organ alebo tkanivo. Jedinym
sposobom ako nahradit cely strateny organ alebo tkanivo v jeho plnej
funkcnosti je transplantacia.

TRANSPLANTATY

Transplanticia je metoda, ktord umoznuje funkéne rovnocenna na-
hradu organu, tkaniva alebo bunkového systému organizmu takym spo-
sobom, ze nahradime organ alebo tkanivo prenesenim zdravého orga-
nu, jeho casti, tkaniva alebo buniek na poskodené miesto.

V Indii uz dvetisic rokov pred Kristom transplantovali odrezané nosy
(trest za cudzolozstvo) transplantatom autolognej koze. Tieto techno-
logie sa v principe pouzivaju dodnes. V Europe bol prvy pripad trans-
plantacie koze popisany v roku 1442, ked Brancas pouzil kozu z ra-
mena sluhu na rekonstrukciu nosa jeho pana. V roku 1597 Tagliacozzi
publikoval pracu De curtorum chirurgia per insitionem, kde popisu-
je rekonstrukcie nosov podobnou metodou ako Brancas. Neslo ani tak
o liecbu vojnovych poraneni, ako o rekonstrukciu nosov syfilitikov.
V 16. storoci bola totiz v Europe epidémia syfilisu (priniesli ho namor-
nici z Nového sveta) a v poslednom $tadiu tejto choroby pacientom od-
padavali nosy.

V roku 1668 v Rusku chirurg Job van Meereken pouzil na opravu de-
fektu lebky (rana Sablou) ruského Slachtica Cast lebky psa. Chirurgicka
operacia prebehla aspesne, ale ruska pravoslavna cirkev vyhlasila xeno-
transplantaciu za nezlucitelnu s vierou, Slachticovi i lekirom pohrozila
exkomunikaciou a psia lebka musela byt odstranena.



Prvy pokus o transplantaciu krvi (transfuziu) bol popisany v 15. sto-
roci, ked papezovi Inocentovi VIIIL. bola podana krv troch desatro¢nych
chlapcov. Krv bola podana peroralne (Gstami), pretoze v tom case ne-
existovali poznatky o krvnom obehu (principy krvného obehu vysvet-
lil az anglicky lekar Harvey v roku 1628). Transfazia, samozrejme, nebo-
la ispesna a zomrel nielen papez, ale i traja chlapci. Uspesna transftziu
umoznil az objav krvnych skupin (nezavisle objavil krvné skupiny ces-
ky lekar Jan Jansky v roku 1906 a rakuasky lekar Karl Landsteiner (1901).
Landsteiner za svoj objav dostal v roku 1930 Nobelovu cenu, objav Jan-
skeho sa nespomenul. V rokoch 1939 - 1940 Landsteiner spolu s Ale-
xom Wienerom, Philippom Levinom a R. E. Stetsonom objavili aj Rh
faktor. Dalsim prielomom bol objav antikoagulantov, teda latok, ktoré
zabranuja zrazaniu krvi.

Transplantacia organov vyzaduje mimoriadne vyspelé chirurgické
techniky. Cinsky lekar Pien Cchi”ao (alebo Bian Que) popisuje vymenu
srdca medzi dvoma muzmi uz sedemsto rokov pred Kristom. Hoci tato
procedura pravdepodobne patri do sféry legiend, je pravda, Ze stari Ci-
nania poznali a pouZzivali anestéziu (napr. lekar Hua Tuo, ktory zomrel
pravdepodobne v roku 208, pouzival na omamenie pacientov koktail
z konopy indickej) a ich chirurgické vedomosti i zrucnosti si zasluhuju
actu aj dnes. V 3. storoci bola popisana i transplantacia nohy ¢ierneho
sluhu jeho panovi. Tato transplantaciu vykonali sviti Kozma a Damian,
ktori sa dnes povazuju za patronov transplanta¢nych technologii.

Pokusov o transplantacie bolo viacero, ale absentovali zakladné ve-
domosti o imunitnom systéme organizmu, nebola vyvinuta ani dosta-
tocna technologia operacii a neboli nijaké poznatky o bakterialnych
kontaminaciach a sposobe ich liecby. Preto vicsina pokusov o trans-
plantaciu koncila neuspechom.

Prielomom v transplantac¢nej medicine boli objavy 20. storocia. Ob-
jav $pecialneho cievneho stehu (U steh) umoznil technicku realizaciu
transplantacie organov. Prvykrat ho pouzil Francuz Alexis Carrel. Steh
umoznil zoSit cievy tak, aby bol zachovany priechod krvi cievou. Pre-
toze vSak nebol znamy mechanizmus zrazania krvi a nebol objaveny
heparin, dochadzalo Casto k vytvoreniu krvnej zrazeniny, ktora cievu
upchala. Carrel spolu s R.G. Harrisonom je sacasne povazovany aj za
objavitela technologie tkanivovych kultar, ktora dnes umoznuje pripra-
vovat bunky pre transplantaciu.

Dal$im vyznamnym pokrokom bol objav antibiotik, ktoré pomohli
prekonat pooperacné komplikacie sposobené mikroorganizmami.

Rozhodujucim objavom vSak bol objav mechanizmu imunitnej od-
povede organizmu (sir Peter Medawar v roku 1644) a objav émuno-
supresiv (cyklosporin objaveny J. F. Borelom v roku 1972). Tieto obja-
vy boli zakladom v rozvoji transplanta¢nej mediciny.

V sucasnej dobe mdzeme a vieme transplantovat organy, tkaniva ale-
bo bunky. M6zu byt:
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1. Autologne
Ide o transplantaciu z jedného miesta tela ¢loveka na iné miesto. Vy-
hodou autolognej transplantacie je to, Ze u pacienta nenastava imu-
nitna odpoved (ide o telu vlastné transplantaty). Nevyhodou je velmi
uzky okruh pouzitelnych transplantatov (najCastejSie sa pouziva au-
totransplantacia koze u tazko popalenych pacientov).

2. Alogénne
Ide o transplantaciu medzi dvomi geneticky odliSnymi jedincami
toho istého druhu. M6Zeme pouzit transplantat zo zivého cloveka
alebo mitveho (kadaver6zneho) darcu. Alotransplantacie vyvolaju
imunitna reakciu u prijemcu.
Specialnym pripadom su tzv. izotransplantacie. Ide o transplanticie
medzi jednovajec¢nymi dvojcatami. Aj ked ide o transplanticiu medzi
dvomi jedincami, pre zhodu v imunitnom systéme sa tieto transplan-
tacie povazuja za druh autotransplantacie.

3. Xenogénne

Ide o transplantaciu medzi zvieratom a clovekom. Pozname konkor-
dantné xenotransplantacie (medzi primatom a ¢lovekom) a diskor-
dantné - z inych zvierat na ¢loveka. Konkordantné transplanticie
narazaju na niekolko problémov. Prvym je ich akatny nedostatok.
Primaty maja podobny rozmnozovaci cyklus ako clovek (samica
Simpanza, gorily alebo orangutana ma v priebehu Zivota iba niekol-
ko mladat, podobne ako ¢lovek), druhym su etické problémy. Naj-
vhodnejsim darcom pre ¢loveka nie je primat, ale prasa. Struktdra
prasacej koze a organov (srdcové chlopne) je mimoriadne podobna
ludskym; prasacie organy su dostupné v potrebnom mnozstve (pra-
siatka sa rozmnozuja velmi rychlo), etické problémy st minimalne.
Nevyhodou xenotransplantacii je ako silna imunitna odpoved, tak
moznost prenosu zoondz na prijemcu (napr. porcinne endogénne
retrovirusy), ktoré by v neprirodzenom hostitelovi mohli byt prici-
nami ochoreni s vysokou letalitou. Preto sa v EU v sti¢asnosti zvazuje
zakaz pouZzivania xenotransplantatov.

Etické problémy s xenotransplantdtmi

Katolicka morilka dovoluje pouzitie zvierat na ziskanie tkaniv ale-
bo organov, ktoré slizia na transplanticie cloveku, ak je cielom za-
chrana jeho Zivota, ale clovek sa musi zodpovedat Stvoritelovi aj tym,
ako zaobchadza so zvieratami. Kazdé zbytocné utrpenie zvierata alebo
jeho zbytocné zabitie sa prie¢i Boziemu planu [3, §2415 - 2418]. Pri-
kladom takéhoto pouzitia je odobratie ich organov a tkaniv na trans-
plantaciu, aj ked by si to malo vyzadovat potrebu experimentovania ale-
bo aj ich genetickych modifikacii [3, §2417]. Ale i v tejto perspektive
sa eticky vyzaduje, aby clovek chranil zvierata pred utrpenim, res-
pektoval kritéria skutocnej potreby a odovodnenosti a vyhybal
sa nekontrolovateInym genetickym modifikaciam [3, §2418]. Od
¢loveka sa teda vyzaduje zodpovedny pristup.



Podla vyjadreni Magistéria a teologov neexistuja Specialne moral-
ne namietky, pokial je nadej na aspech a nemeni sa Iudska iden-
tita a podstatné funkcie osoby.

Pri xenotransplantaciach sa mozu vyskytnut i psychické problémy,
ak si prijemca uvedomi, ze sacastou jeho tela sa stane zvieraci organ
alebo tkanivo. Preto je dolezité xenotransplantaciu prijemcovi zdévod-
nit a prijemca s nou musi vedome a dobrovolne suhlasit.

Dnes je transplanticia beznou lekarskou technikou. Transplantuje
sa kostna dren, oblicky (od pribuznych aj od mitvych darcov), pecen,
pankreas, srdce, pluca (alebo srdce i pluca naraz). V sacasnosti chirur-
govia dokazu transplantovat aj ruku (prvykrat ruku transplantoval Jean-
-Michel Dubernand v Lyone v roku 1998) a dokonca aj tvar.

Na celom svete existuju tkanivové banky a transplantac¢né timy, kto-
ré zabezpecuju, aby sa transplantaty odoberali, pripravovali a u tkaniv
aj uchovavali podla prisnych smernic tak, aby poskytli pre prijemcu ¢o
najlepsi a bezpecny transplantat. Nijaky organ alebo tkanivo nesmie byt
pouzité na komercné ucely.

Vsetky hlavné nabozenstva (krestanstvo, judaizmus, islam, budhiz-
mus) sa k darcovstvu organov a tkaniv medzi ludmi stavaju pozitivne
[10]. Na transplantaciu sa pozeraju ako na poskytnutie tej najvicsej
sluzby bliznemu. Znamy je vyrok papeza Jan Pavla II: ,Neberte si svoje
organy do neba.“ Bezplatné darovanie organov po smrti je dovole-
né a moOze byt zasluzné [3, §2301].

Problémom transplantacii je akutny nedostatok darcov. Nie kazdy
Clovek (¢i uz zivy alebo kadaver) moze byt darcom. Vyber darcov pod-
lieha prisnym kritériam a darcov, ktori vyhoveju poziadavkam, je velmi
malo. Preto napr. na Slovensku bolo v roku 2011 podla udajov sloven-
ského Centra organovych transplantacii 382 registrovanych cakatelov
na transplantaciu oblicky a realizovanych bolo iba 116 transplantacii od
kadaveroznych darcov a 13 od pribuznych [5]. Ostatni pacienti neboli
transplantovani pre nedostatok darcov. Riesenim nedostatku vhodnych
nahrad organov, tkaniv alebo buniek by mohli byt produkty tkanivové-
ho inzinierstva a regeneracnej mediciny.

PRODUKTY TKANIVOVEHO INZINIERSTVA
A REGENERACNE]J MEDICINY

Tkanivové inzinierstvo (TD) je nova oblast biotechnologie, ktora kom-
binuje rozli¢né aspekty mediciny, bunkovej molekularnej biologie, ma-
terialovych vied a inzinierstva za ucelom regeneracie, reparacie alebo
aplnej nahrady ludskych tkaniv a organov [2]. V stcasnosti sa z tohto
odboru vyclenuje regeneracna (alebo repara¢na) medicina (RM).

Tkanivové inzinierstvo zahrnuje pripravu kompletného konstruk-
tu in vitro. V laboratoriu pripravime matricu s bunkami, pridavame po-
trebné rastové faktory, kultivujeme ju a po vytvoreni konStruktu ho
implantujeme do organizmu. Vyhodou takéhoto postupu je priprava
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v presne definovanych podmienkach. Nevyhodou je to, ze nevieme vy-
tvorit tkanivo pod zatazou (napr. vytvorenie chrupavky alebo kostného
tkaniva vyzaduje aj zatazovy faktor na to, aby bolo plnohodnotné) a do-
teraz vieme velmi malo o rastovych faktoroch, ktoré su potrebné na to,
aby konstrukt bol plne funk¢ny a inkorporovatelny do organizmu.

Regenerac¢na medicina vyuziva na pripravu konstruktu vlastné te-
lo pacienta. Do organizmu vlozime pripravena matricu, bunky (obvykle
vo forme suspenzie) a vlastné formovanie transplantatu prebieha v te-
le prijemcu. Vyhodou je dostupnost vsetkych rastovych faktorov v op-
timalnej koncentracii a ¢asovej postupnosti i existencia zataze, nevy-
hodou je, zZe tieto konStrukty Casto degeneruji, pretoze nedochadza
k mnozeniu buniek vo vnutri konstruktu.

Produkty TT a RM by teda mali pokryt potrebu nahrad zlyhavajacich
organov a tkaniv, mali by poskytnut material, potrebny pri sicasnych
chirurgickych vykonoch (zavazné poranenia), mali by poskytnut vhod-
ny material pre plasticka (kozmetickt) chirurgiu a mali by aj poskyt-
nut modely, ktoré by nahradili pokusy na zvieratach. Viaceré kozme-
tické a farmaceutické firmy uz pouzivaju na testovanie kozmetickych
pripravkov modely koze alebo rohovky. Na tychto produktoch tkanivo-
vého inzinierstva sa testuje metabolizmus latky a jeho produkty, toxici-
ta a drazdivost jednotlivych pripravkov pre ludsky organizmus. Produk-
ty TI a RM obvykle obsahuju:

a) matrice (syntetické alebo prirodné),
b) solubilné faktory,
©) bunky (somatické, kmenové alebo reprogramovangé).

Na vytvorenie plnohodnotného konstruktu je teda potrebné kom-
binovat najvhodnejsi typ matrice s najvhodnejSimi bunkami (saiborom
roznych buniek) za podmienok, ktoré povedu k vytvoreniu daného ty-
pu tkaniva. Pri tvorbe akéhokolvek tkaniva si musime uvedomit niekol-
ko zakladnych principov:

a) ktoré Struktury a funkcie tkaniva chceme obnovit,
b) o tato Struktaru charakterizuje.

Kazdé tkanivo (organ) ma totiz jedinecnu trojrozmerna Struktaru. Ak
chceme vytvorit takyto konStrukt v laboratornych podmienkach, mu-
sime prejst od dvojrozmernej kultivicie na trojrozmernu, pretoze pri
2D kultivacii dochadza velmi cCasto k strate daného typu fenotypu pri-
slusnych buniek (napriklad bunky chrupavky pri 2D kultivacii sa me-
nia na fibroblasty a pre dalSiu pripravu konstruktu su nepouzitelné).
Okrem toho tkanivo je tvorené i medzibunkovou hmotou. Jej Struktara
i kvalita musi byt zachovana. Vic¢Sina tkaniv je tvorena viacerymi typmi
buniek a pri konstrukcii plnohodnotného tkaniva musime pouzit nielen
vsetky typy buniek, ale zachovat aj ich pomer, pretoze moze dojst k to-
mu, Ze jeden druh buniek ,vytlaci“ ostatné bunky, ktoré sme do kon-
Struktu nasadili.

Je potrebné dodat i rastové a stimulacné faktory, a to v koncentra-



ciach a poradi, v akom sa v tkanive prirodzene vyskytuja. Pri vyvoji te-
da musime napodobnit normalny vyvin tkaniva pocas morfogenézy.

Velmi podstatné je zaistit i cievne zasobovanie a inervaciu konstruk-
tu. Na tomto probléme v sucasnosti zlyhava vicsina vytvorenych pro-
duktov. Dolezité st i mechanické parametre (chrupavky, kostné tkani-
vo alebo svalové tkanivo je v organizme vystavené Specifickej zatazi).
Ak tieto parametre nedodrzime pri priprave, konstrukt odumiera a bun-
ky degeneruju. Preto sa vyvijaju zariadenia, ktoré pri priprave kon-
Struktu simuluju dané zatazové parametre (napr. na konferencii Bioim-
plantologie v Brne v roku 2013 prestavili Ceski vedci Musilkova a kol.
z Fyziologického Gstavu AV CR ,cviciaci stroj STREX“ pre [udské svalo-
vé bunky. Tym, ze dochadza ku kontrakciam a uvoliiovaniu, bunky si
zachovaju svoje vlastnosti).

MATRICE

Matrice pre TI a RM st komponované na principe vyuzitia biomate-
rialov. Biomaterial je definovany ako synteticky material, ktory nahra-
dza alebo obnovuje funkciu nového tkaniva. Pouziva sa ako docasny
mechanicky substrat, ktory dostato¢ne odolava tlakom okolitych tkaniv
in vivo az do vytvorenia mechanicky odolného tkaniva [4].

Na to, aby mohli byt biomaterialy pouzité, musia spifat urcité pozia-
davky. Musia byt:

a) biokompatibilné: musia sa inkorporovat do organizmu bez vyvola-
nia nepriaznivej odozvy;

b) biofunkiéné: musia spinat poziadavku na korekciu ochoreni a defek-
tov r0zneho povodu;

©) technicky a ekonomicky dostupné;

d) neskodneé.

Biomaterialy pouzivané v RM a TI sa delia na syntetické a prirodné.
K syntetickym materialom zaradujeme syntetické degradovatelné a ne-
degradovatelné polyméry, kovy, keramiku a polovodiCové materialy.
Polyméry (dacron/polyuretanfluoroetylén) sa v sucasnosti pouzivaja
ako nosice pre konstrukciu cievnych nahrad. Osidluja sa alebo progeni-
torovymi bunkami endotélia (endothelial progenitor cells), ktoré cirku-
luja v krvi a mozu sa diferencovat na bunky endotélia, alebo kmenovy-
mi bunkami, izolovanymi z kostnej drene alebo tuku.

Pri konStrukcii biosyntetického mocového mechura najprv vyrobili
zo $pecialnych polymérov vrecka, na ktoré nasadili z vnutornej strany
psie fibroblasty a na vonkajsiu stenu psie bunky hladkého svalstva. Tieto
mechure voperovali pokusnym psom, kde plnili vyborne svoju funkciu
[9]. SGcasné prace sa zameriavaju na rekonstrukciu fudského mocové-
ho mechura. Pouzivaju sa najmi autologne kmenové bunky a vysledky
sa slubné [7]. Prirodné materialy maju schopnost simulovat povod-
né zivotné podmienky bunky. Ziskavaju sa z rastlin (celuldza, skrob,
alginat) alebo zo zivocCichov (kolagén, kyselina hyaluronova, glykoza-
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minoglykany, heparin). Osobitnou skupinou sa este polyizoprény ako
kauCuk, gutaperca a balata. NajcastejSie pouzivané prirodné materialy
st kolagén a chitin. Speciilnou skupinou st kompozity, ktoré s vlast-
ne kombinaciou predchadzajucich dvoch skupin. Velmi casto sa pou-
Zivaju aj matrice v tvare mikrokapsuli (alginatové gély), do ktorych sa
vlozia bunky. Tato liecba sa povazuje za perspektivou najmi pri liecbe
diabetu. Do alginatového gélu sa vkladaju Langerhansove ostrovceky,
produkujuce inzulin (a to ako alogénneho, tak aj xenogénneho povo-
duw) a injikuju sa pacientovi. Bunky produkuju inzulin, ten sa vzhlfadom
na to, ze alginat je semipermeabilna membrana, dostava do krvi pacien-
ta, ale sucCasne alginat chrani bunky pred imunitnym systémom pacien-
ta. Alginat imunitny systém neidentifikuje ako cudzi a antigény trans-
plantovanych Langerhansovych ostrovcéekov sa nim chranené. Pacient
by tak mohol prist raz za dva az tri roky na injekciu buniek a odpadlo by
kazdodenné pouzivanie inzulinu.

DalSou skupinou matric pouzivanych v RM a TI st decelularizova-
né (zbavené buniek) Casti tkaniva (organu), ktory chceme nahradit. To
znamena, ze z daného tkaniva (organu) odstranime poskodené bunky
a ,kostru“ pouzijeme ako scaffold pre zdravé bunky. V sucasnosti sa de-
celularizované matrice pouzivaju najcastejsie pri priprave nahrad koze.
Nedavno popisali vedci v ¢asopise Nature Medicine pouzitie ,kostry*
oblicky zbavenej buniek ako nosi¢a pre bunky oblicky krysy. Takto
umelo pripravena oblicka bola funk¢na [8].

BUNKY

Na pripravu produktov TI a RM moZeme pouzit:

A. Somatické (zrel€) bunky. Ich pouzitie je obmedzené malou proli-
feracnou schopnostou a neschopnostou diferenciacie.
B. Kmenové bunky:

1. Embryondlne kmernové bunky (ESC) - nediferencované nezrelé
bunky so schopnostou neobmedzenej reprodukcie a schopnostou
diferenciacie;

2. Dospelé kmeriové bunky (adult stem cells — ASC) - vyskytuju sa
v kostnej dreni, pupocnikovej krvi, rohovke, zubnej pulpe, pece-
ni, kozi, vlasovych folikuloch, GIT, pankrease, tukovom tkanive.

C. Reprogramované somatické bunky - ide o telové zrelé bunky,
ktoré boli reprogramované tak, ze nadobudli vlastnosti kmenovych
buniek. Na reprogramovanie sa pouzivaju alebo vektory, alebo Spe-
cialne kultivacné podmienky.

Somatické bunky. Su to vSetky bunky organizmu s vynimkou po-
hlavnych buniek. Nase telo je zlozené asi z dvesto pitdesiatich typov
buniek. Tieto bunky st schopné vytvorit iba bunku toho istého typu
ako st samé - teda z keratinocytu moze vzniknut iba keratinocyt a nic¢
iné. Okrem toho ma vicsina z nich obmedzent schopnost mnozit sa
(tzv. Hayflickov fenomén). Aj pri tychto obmedzeniach je technologia



kultivacie somatickych buniek pre liecbu prinosom. K najvic¢sim uspe-
chom patri liecba popalenych pacientov pomocou keratinocytov, po-
uzivana uz od polovicky sedemdesiatych rokov dvadsiateho storocia,
alebo liecba defektov chrupavky pomocou autolognych chondrocy-
tov. V sucasnosti vieme kultivovat v potrebnom mnozstve keratinocy-
ty, fibroblasty, melanocyty, chondrocyty, osteoblasty, myocyty, krvné
bunky.

Kmenové bunky. Kmenové bunky st nediferencované bunky, kto-
ré su schopné diferencovat sa na viacero typov buniek. Sucasne ma-
ja schopnost obnovy seba samych (self-renewal). Ide o bunky, ktoré
nemaja nijaka konkrétnu Specializaciu, ide o akési ,bunky - nahrady*
v organizme. Na rozdiel od somatickych buniek, ktoré su schopné
mnozenim vytvorit iba taku istti bunku ako st samé, kmenové bunky sa
schopné vytvorit dva typy buniek: také isté bunky ako st samé a bunky,
ktoré sa mozu premenit pod vplyvom podmienok prostredia na iny typ
buniek, napriklad na bunku kostni, nervovu alebo svalovu. Tieto bun-
Ky sa v organizme pritomné po cely zivot - od pociato¢nych faz vyvo-
ja az po smrt.

Podla toho, v ktorom stadiu vyvoja Cloveka sa kmenové bunky vy-
skytuji, pozname tieto typy kmenovych buniek: embryonalne, ktoré
pochadzaju z roznych stadii vyvoja embrya (tento typ buniek oznacuje-
me aj ako prenatalne bunky) a dospelé (postnatalne kmenové bunky).

Embryonalne kmenové bunky. Schopnost embryonalnych bu-
niek vytvorit prakticky vsetky bunky (a teda organy a tkaniva cloveka)
predstavuje Gzasny potencial. Mohli by teda sluzit na opravu akéhokol-
vek defektu v fudskom tele. Embryonalne kmenové bunky mozno pes-
tovat v beznych laboratornych podmienkach a namnozit do potreb-
ného mnozstva. Takisto vieme tieto bunky nasmerovat tak, aby z nich
mohol vyrast pozadovany typ buniek. Na ich ziskanie vSak musime po-
uzit ludské embryo a ich izolaciou sa embryo nici. Preto je dolezité, ako
definujeme ludska zygotu, pripadne embryo.

Stanoviska k pouzZivaniu embryondlnych kmeiiovych buniek

Konzervativne stanovisko: Ak zivot ¢loveka zac¢ina pocatim, ma lud-
ské embryo (vratane Stadia zygoty) status ¢loveka a pokusy s ESC sa po-
kusmi na ludoch. Papez Benedikt XVI. v decembri 2005 vyhlasil: ,Boh
pozera na embryo ako na hotového cloveka“ a pri audiencii, ktora po-
skytol ucastnikom konferencie o kmenovych bunkach v novembri
2011, povedal: ,ZnicCenie Co i len jediného embrya nemdze byt ospra-
vedlnené prospechom, ktory by z tohto konania mohol byt prineseny
inému*“. Z toho vyplyva, ze cielavedomé zniCenie embrya je vrazdou
Tudskej osoby.

Liberalny nazor: Ak je pre niekoho zygota iba bunkou a blastula,
pripadne vcasné stadia embrya iba zhlukom ludskych buniek a osobou
sa stava az narodenim, sebauvedomenim sa, alebo schopnostou citit bo-
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lest, potom moze byt pre pestovanie pouzité bez akychkolvek problé-
mov. Embryo teda v tomto ponimani nema status cloveka.

Existuje i aybridny - kompromisny ndzor, ze status cloveka nado-
buda embryo postupne a rané embryo (1 - 14 dni, a podIa judaizmu do-
konca nie je ludsky zarodok definovany do 40. dna ako ¢lovek) ma Spe-
cificky status, nie je osobou. V tomto pripade je pouZzitie embrya do
stanoveného limitu povolené. Navyse sa berie do avahy aj to, ze zni-
Cenie embrya prinesie vylieCenie inému jedincovi. V tomto pripade by
embryo mohlo byt na pestovanie pouzité (embryo si nevyzaduje abso-
latnu ochranu), ak jeho znicenim sa poskytne uzitok pre iného cloveka.

V novembri 2011 Europsky sudny dvor zakazal svojim rozhodnutim
patentovanie a pouzivanie technik, ktoré vyuzivaju ludské embryonal-
ne bunky. Rozsiril pojem Tudského embrya aj na neoplodnené vajic-
ka stimulované na delenie alebo s transplantovanym jadrom inej bun-
ky (terapeutické klonovanie). Tymto rozhodnutim sa ukoncil proces
Briistle versus Greenpeace. Profesor Oliver Briistle podal ziadost na pa-
tentovanie produkcie nervovych buniek na lieCbu Alzheimerovej cho-
roby pestovanim embryonalnych kmenovych buniek. Europsky sadny
dvor definoval embryo v troch formach: ako oplodnené vajicko, kto-
rym sa zacCina vyvoj fudskej bytosti od pocatia, ako neoplodnené va-
jicko, do ktorého sa implantuje jadro inej fudskej bunky a ako vajicko,
ktorého delenie bolo stimulované (partenogenéza- rozmnozovanie bez
spermii). VSetky tri typy embrya st postavené na uroven cloveka a pra-
ca s nimi je zakazana s vynimkou terapeutického zasahu, t. j. ak by sa
mala uskutocnit operacia na embryu veduca k zachrane jeho zivota, ale-
bo opraveniu chyby a zlepseniu jeho existencie.

Podla zakonov SR (zakon ¢. 300/2005 Z. z.) je podla § 161 neoprav-
neny experiment na ¢loveku a klonovanie ludskej bytosti trestnym Ci-
nom a podIa zakona o zdravotnej starostlivosti ¢. 576/2004 Z. z. je em-
bryo dané na Groven osdb. Podla Zakona o zdravotnej starostlivosti § 26
nemozno vyskum bez zdravotnej indikacie vykonat na ludskom plode
alebo zarodku.

Problémom pri pouzivani embryonalnych kmenovych buniek moze
byt i to, ze nie su imunologicky kompatibilné. Znamena to, ze ESC po-
chadzaju z iného jedinca, a organizmus prijemcu ich rozpoznava ako
cudzie, aj ked ich antigenicita je velmi nizka.

Tento problém by mohol byt vyrieSeny pomocou tzv. terapeutické-
ho klonovania. Z vajicka by sa odstranilo jadro a vlozilo jadro bunky pri-
jemcu. Takato bunka by sa pomnozila do Stadia blastocytu. Bunky z nej
ziskané by si zachovali vlastnosti ESC, ale antigény by boli prijemcove.
ISlo by o vytvorenie vlastného embrya na objednavku. Moralne a etic-
ké problémy takéhoto postupu st zhodné s tymi, ktoré sa pri vyuziva-
ni ESC.

Dospelé kmenové bunky. Dospelé kmenové bunky sa vyskytuji
v kazdom cloveku uz od narodenia po cely jeho zivot. St ulozené v tka-
nivach vo forme ,spiacich“ buniek a pri poskodeni tkaniva sa stimulu-



je ich delenie. Predpoklada sa, Ze na kazdych desattisic buniek pripada
jedna kmenova bunka. Vytvoria také isté bunky ako su samé (self-rene-
wal) a tiez také bunky, ktoré boli poskodenim stratené. Po regenera-
cii sa opit vratia do pokojového Stadia. Na rozdiel od embryonalnych
kmenovych buniek je ich schopnost diferencovat sa obmedzenejsia. St
multipotentné. Ich schopnost tvorit iné typy buniek sa viaZe na ich po-
vod - bunky pochadzajice z mezenchymu st schopné vytvorit bunky
kosti a svalov. Za urcitych podmienok v§ak m6Zzu byt preprogramova-
né a zac¢nu produkovat bunky iného typu, nez na aky su ,zadané. Je to
sposobené pravdepodobne tym, ze ASC prechadzaja z miesta v tkani-
ve, v ktorom sa nachadzaju, do iného, a tam sa posobenim inych signal-
nych molekal mozu reprogramovat. Preto mdzeme z ASC mezenchy-
malneho povodu vypestovat Siroké spektrum buniek.

Dal$im sposobom vyuzitia dospelych kmenovych buniek je pouzit
ich ako ,dopravny prostriedok“ na transport lieciv k poskodenému ale-
bo chorému organu. V pripade nadorovych ochoreni sa predpoklada,
7ze MSC (mesenchymal stem cells, mezenchymové kmernové bunky)
st schopné migrovat k nadorom a metastizam nadorov. Ak do bunky
vlozime gén pre tvorbu cytostatika, takato bunka bude prednostne pu-
tovat k nadoru, usidli sa tam a za¢ne produkovat dané liecCivo, ¢im cie-
lene zlikviduje nador bez toho, aby poskodila okolité tkanivo. Tento
sposob terapie rozpracovava skupina okolo prof. Altanera na Onkolo-
gickom ustave sv. Alzbety v Bratislave.

Na Slovensku sa liecbe dospelymi kmenovymi bunkami venuja via-
ceré pracoviska. Zdruzena tkanivova banka v KoSiciach sa zaobera izo-
laciou a pripravou MSC z kostnej drene i z tukového tkaniva a pouzi-
va ich pri kostnych a chrupavkovych ochoreniach. Kolektiv profesora
Vojtassaka z Lekarskej fakulty Univerzity Komenského ich pouziva na
liecenie diabetickej nohy, razstepu pier, inkontinencie a na spevnenie
Celustnych kosti. V sucasnej dobe sa zriadilo spojené pracovisko - cen-
trum na liecbu Alzheimerovej choroby kmenovymi bunkami. V Cen-
tralnej tkanivovej banke pri Klinike popalenin v Bratislave uz pit rokov
prebieha liecba pacientov limbalnymi kmenovymi bunkami. V pripade
poskodenia oka (poleptanim alebo popalenim) sa odoberie niekolko
kmenovych buniek z limbalnej oblasti zdravého oka. Je to oblast okolo
rohovky, kde sa kmenové bunky vyskytuja. Tieto sa pomnozia v labora-
tornych podmienkach a nasledne aplikuju pacientovi. Vysledky liecby
su velmi sfubné. Uvazuje sa aj o pouziti kmenovych buniek z tukového
tkaniva pri liecbe pacientov s defektmi po popaleninach alebo s inymi
defektmi vyzadujicimi plastické operacie.

Velmi atraktivaym pouzitim kmenovych buniek je ich aplikacia
v skraslovacej chirurgii (namiesto silikonovych implantatov by sa pa-
cientke implantovali jej vlastné tukové bunky) a pri roznych inych koz-
metickych operaciach.

S vyuzivanim dospelych kmenovych buniek nie sa spojené nijaké
etické a moralne problémy. Vyhodou je i to, Ze nie je problém pripra-
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vit pacientovi jeho vlastné (autologne) dospelé kmenové bunky v do-
statocnom mnozstve. Tym odpadaju vSetky problémy s imunitnou
reakciou prijemcu.

Reprogramované bunky. Su to somatické bunky (teda nie kmeno-
vé), ktoré dokazeme vratit do Stadia kmenovej bunky. Je to mozné bud
pouzitim vektora, ktory do bunky vnesie Specificky gén, ktory bunku
vrati do Stadia kmenovej bunky, alebo zmenou kultivacnych podmie-
nok tak, ze sa bunka sama meni na kmenovu.

Reprogramovanie fudskych buniek do embryonalneho stadia bez po-
moci vektora popisali na mysiach Dr. K. Takahashima a Dr. S. Yama-
naka prvykrat v roku 2006 a v roku 2007 reprogramovali aj fudské fib-
roblasty. Kinarm Ko a spol. zistili, Ze u buniek ziskanych zo semennikov
dospelych mysi dochadza za urcitych podmienok kultivacie k spon-
tannemu reprogramovaniu buniek na kmenové pluripotentné bunky,
a to bez pouzitia virusového vektoru (transfekcie). To isté sa podari-
lo i s bunkami semennika ¢loveka. Zatial je tento vyskum otazny najmi
z hladiska moznosti navodenia tumorigenicity (schopnosti vyvolat na-
dorové ochorenie u prijemcu).

Regeneracia tkaniv u niektorych zivocichov. U niektorych zivo-
¢ichov dochadza k spontannemu ,dorastaniu“ poskodenej koncatiny.
Vedci zistili, ze v embryonalnom Stadiu sa na tvorbu svalového tkaniva
pouzivaju gény, ktoré sa v neskorSom vyvojovom Stadiu vypnua. Na re-
generaciu sa v dospelosti pouziva ina skupina génov. U niektorych mlo-
kov a jasteric vSak je mozné tieto gény podla potreby ,zapnut“ aj v do-
spelosti. Ak pochopime, ako dochadza k expresii génov zodpovednych
za dorastanie organu u tychto zvierat, mohli by sme v buducnosti rege-
nerovat poskodené tkanivo (organ) z ,vlastnych* zdrojov.

Kmenové bunky existuju i u rastlin v meristémovom pletive. Na roz-
diel od zivociSnych buniek sa u rastlin totipotencia zachovava po cely
jej zivot. Preto z izolovanych buniek rastovych vrcholov rastliny moZe-
me ziskat velké mnozstvo jedincov identickych s pévodnou rastlinou.
Toto sa bezne vyuziva pri produkcii rastlin pre polnohospodarstvo.

ZAVER

Hoci metody TI a RM dnes predstavuju obrovské moznosti ako vylie-
¢it mnohé ochorenia alebo zlepsit kvalitu zivota pacientom, doteraz sa
nepodarilo vytvorit plne funkénu nahradu tkaniva alebo organu. Pricin
je niekolko: nesmierna komplexnost jednotlivych tkaniv alebo organov
(napriklad u koze ani jeden z doteraz vytvorenych a pouzivanych kon-
Struktov neobsahuje vlasové folikuly, potné zlazy, nervové vlakna a kapi-
lary), neexistujuce cievne zasobenie, ktoré spdosobuje odumieranie pri-
praveného konstruktu, nevieme doteraz vytvorit funkéni nervovu siet.

Dolezité je uvedomit si i to, Ze ani aplikacia najdokonalejsieho kon-
struktu nebude uspesna, ak neodstranime pri¢inu ochorenia. Ak by sme



totiz pacientovi aplikovali ten najdokonalejsie pripraveny transplantat,
ale neodstranili dant chorobu, skor ¢i neskor sa i tento novy transplan-
tat stane obetou nevyliecenej choroby.

Vsetky snahy vedcov v danej oblasti by vSak mali mat urcité etické
pravidla. Nemo6zeme pod raskom pojmu ,pre vicsie dobro“ zastierat
aj také skutocnosti, ako je kozmeticka regeneracia pleti starnucej Ze-
ny embryonalnymi bunkami pochadzajicich zo stimulovanych potra-
tov africkych alebo azijskych chudobnych Zien. Podobne je otazny
vyskum zamerany na embryonalne kmenové bunky. Ak vieme, ze mo-
zeme pripravit vlastné kmenové bunky pacienta, ze ich moézeme pripra-
vit v dostato¢nom mnozstve a diferencovat ich na potrebny typ buniek,
ak vieme, ze tymto odpada problém s imunitnou odpovedou prijemcu,
je zarazajace, preco sa podporuje prioritne kontroverzny vyskum ESC,
najmi, ak nie je vyjasneny ich tumorigénny potencial [11].
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