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ABSTRAKT

vvvvvv

— ajeji produkci pomoci bunécénych kultur in vitro. Kolagen se v soucasné dob¢ stal diky
své biokompatibilité, biodegradabilité a skvélym mechanickym vlastnostem velmi zddanym
biomateridlem. Vyuziti nasel v mnoha oblastech, mezi které¢ patii tkanové inzenyrstvi,
regenerativni medicina, farmaceuticky ¢i kosmeticky priimysl a dalsi. V této praci byl za
pomoci bunécné linie lidskych dermadlnich fibroblasti vytvofen CAM sheet, po jehoz
devitalizaci a decelularizaci byl proveden proliferacni test slouzici k poskytnuti informace,
zda je bunkami vytvofeny CAM sheet vhodnym scaffoldem pro rust jinych typti bunéénych
linii. Vyhodnoceni probéhlo sledovanim nabarvenych bunéénych struktur pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu.

Kli¢ova slova: kolagen, CAM sheet, extracelularni matrix, tkanové inzenyrstvi, ristova

kiivka

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with one of the most important components of the extracellular
matrix — collagen — and how it is produced using cell cultures in vitro. Collagen has
nowadays become ahighly desirable biomaterial due to its biocompatibility,
biodegradability and excellent mechanical properties. It has found applications in a wide
range of fields, including tissue engineering, regenerative medicine, the pharmaceutical
and cosmetic industry, and others. In this work, a CAM sheet was produced using the human
dermal fibroblast cell line. After devitalization and decellularization, a proliferation assay
was performed to provide information on whether the cell-derived CAM sheet was a suitable
scaffold for the growth of other cell line types. The evaluation was performed by observing

the stained cell structures using a fluorescence microscope.

Keywords: collagen, CAM sheet, extracellular matrix, tissue engineering, growth curve
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UvVOD

Kolagen jakozto nezbytny heterogenni protein ma zdsadni vliv na fizeni bunécénych
procesu a regeneraci tkani. Jeho hlavni funkci v lidském téle je poskytovat tkanim strukturni
ramec, a proto mezi jeho nejvétsi prednosti patii pravé vyborné biomechanické vlastnosti
a mechanicka odolnost. (Zhao et al., 2021; Owczarzy et al., 2020; Silver et al., 2003).
V soucasné dob¢ je vSak znamo mnoho typu kolagenu (piiblizn€ 29), z nichz kazdy ma své
specifické vlastnosti a funkce. Tyto typy mizeme déle rozd€lit na fibrilarni a nefibrilarni
kolageny. Do prvniho typu fadime naptiklad kolagen typu II, III, V nebo kolagen typu I,
ktery ma v lidském téle nejvyssi podil zastoupeni. Nefibrilarni kolageny jsou oproti
fibrilarnim zastoupeny v téle pouze z 10 %; z hlediska vlastnosti a lokalizace jsou vSak

mnohem rozmanitéjsi. (Owczarzy et al., 2020; Sorushanova et al., 2019; Hulmes, 2002;

Zbikowska and Czubak, 2014)

Produkce kolagenu je pro lidské t€lo nezbytna. Pokud si vSak na$ organismus v urcité
situaci (napiiklad pifi urazu ¢i nemoci) nedokéze kolagenové builky syntetizovat sam,
pfichdzi na fadu tkanové inzenyrstvi aregenerativni medicina. (Tissue engineering
and regenerative medicine, © 2013) Tradi¢né se kolagen ziskava z zivocisnych zdrojl, coz
s sebou bohuzel nese urcité nevyhody — prikladem muze byt pfenos nemoci ze zvifete na
cloveéka spojeny s jeho obtiznou sterilizaci. (Mathew-Steiner et al., 2021) Vyvoj in vitro

bunéénych kultur proto nabizi slibné alternativy pro produkci kolagenu.

Tato prace se zamétuje na schopnosti fibroblastovych bunék vytvaret samosestavenou
extracelularni matrix neboli CAM. Nékteré buniky (v tomto pfipadé buné€na linie HDF) jsou
schopny CAM produkovat a vytvaret tak CAM sheet. (Torres et al., 2021) Tento biomaterial
je pak moZno pouZivat v tkdniovém inzenyrstvi jako scaffold pro kultivaci a proliferaci

jinych buné&énych linii. (Potart ef al., 2023; Chaudhari ef al., 2016)
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOLAGEN

Kolagen je heterogenni protein nachazejici se v extracelularni matrix savct. Vyskytuje se
ve veétsiné tkéni, jako je napiiklad tkan pojivova, kiize, Slachy, kosti a chrupavky. Jeho
dilezita role pfi fizeni bunééného riistu, bunééné diferenciace, migrace a regenerace tkani.

(Zhao et al., 2021; Owczarzy et al., 2020)
1.1 Struktura kolagenu

1.1.1 Primarni a sekundarni struktura kolagenu

Kolagen fadime mezi proteiny, proto je jeho struktura na molekuldrni Girovni sestavena
z usporadané sekvence aminokyselin (AMK) v peptidovém fetézci. Peptidova vazba je poté
tvofena vazbou, ktera vznikd mezi aminoskupinou (NH2) jedné aminokyseliny
a karboxylovou skupinou (-COOH) jiné. Takto sestavena primarni struktura proteinu je
linearni ajeji chemické vlastnosti se odviji podle poradi ptfitomnych AMK. Zakladni
molekula kolagenu obsahuje tfi polypeptidové fetézce, z nich kazdy se sklada z opakujicich
se sekvenci vice jak 1000 AMK. Opakuje se vzdy série tii AMK predstavovana sekvenci
(Gly-X-Y)n. Sekvence je nutnd pro vznik trojité Sroubovice ve vyssich strukturach. Nejvétsi
podil (cca 30 %) zde zastupuje aminokyselina glycin, kterd je na kazdé treti pozici
v trojSroubovici a — fetézce, zbylé aminokyseliny (pozice X a Y) mohou byt libovolné, kde
kazda 100. AMK v pozici X predstavuje prolin a zhruba 100. AMK v pozici Y predstavuje
hydroxyprolin a hydroxylysin. Pravé diky zminénému hydroxyprolinu a hydroxylysinu
(které se mimo jiné tvoii po piedchozi interakci prolinu s lysinem) vznikaji mezi
polypeptidovymi fetézci rizné vazebné interakce, jako jsou napiiklad vodikové mustky,

kovalentni vazby, nebo van der Waalsovy sily. (Zhao ef al., 2021; Friess, 1998)

Sekundarni strukturou kolagenu je zminénd levoto€iva a-Sroubovice (neboli a-helix)
tvofena z jednotlivych aminokyselin. Tato struktura nasledné vytvari polypeptidovou
podjednotku vyssi terciarni struktury. Stabilitu Sroubovicové struktury zajisStuji vodikové

vazby mezi aminokyselinovymi zbytky. (Zhao et al., 2021; Owczarzy et al., 2020)
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1.1.2 Terciarni a kvartérni struktura kolagenu

Ze struktury sekundarni ndm vznikd struktura tercidrni. Tato struktura se nazyva
tropokolagen a je zaroven povazovana za zakladni strukturni jednotku kolagenu. Jeji délka
dosahuje velikosti 300 nm ajeji pramér Cini 1,5 nm. Tropokolagen je pravotociva
trojSroubovice (v anglické literatufe zndma jako triple helix) slozend ze tfi levoto¢ivych
a-fetézcl. Dva a-fetézce jsou identické, treti se mirné lisi ve své aminokyselinové sekvenci,
struktura ma tedy dva ol ajeden a2 fetézec. Samotna tyCinkovitd trojSroubovice ma
pramérnou molekulovou hmotnost ptiblizn¢ 300 kDa. Takto mimotadné poméry rozméra

tropokolagenu zajist'uji vysokou viskozitu v roztocich i pohyblivost v elektrickém poli.

Nutnym pozadavkem pro vytvoreni superhelixu je zminéna opakujici se sekvence
Gly-X-Y a vzdjemné prostorové uspofadani aminokyselin. Uvnitf trojité spirdly se nachazi
glycinové zbytky, které jsou dostatecné malé pro obsazeni vnitiniho prostoru, atim
umoziuji tésné semknuti o-fetezci do finalniho kolagenového superhelixu. Nasledné
kruhova konstrukce prolinu dovoli tvorbu levotocivé konformace kazdého a-fetézce véetné
ttech aminokyselinovych zbytkl na otacku. Dillezitym faktorem pro stabilitu této struktury
je pritomnost sekundarnich vazeb, jako jsou naptiklad vodikové vazby mezi NH skupinou
v molekule glycinu, nebo také vazby kovalentni. (Zhao et al., 2021; Owczarzy et al., 2020;
Shoulders et al., 2009; Engel et al., 2005)

Podstatou posledni, kvartérni struktury kolagenu, je zjednodusSené spojeni vétSiho
mnozstvi kolagenovych monomert (neboli molekul tropokolagenu) do stabilnich
mikrofibril. Tato mikrovlékna se spojuji k sob¢ a nasledné tvoii kolagenové vlakna, ktera se
usporadavaji do svazkl. Nakonec je diky vzajemnému propleteni svazkii kolagenovych
vladken vytvofena hustéd trojrozmérna sit’ kolagenu. (Zhao ef al., 2021; Brass et al., 1974)

Jednoduché grafické zpracovani struktury kolagenu je znazornéno na Obrazku 1.

GLY GLY GLY
HYP HYP e
PRO PRO PRO,
]
® \d ¢
....‘ Aminokyselinoveé fetézce

Kolagenova vlakna

Kolagenoveé fibrily Molekuly kolagenu
(trojité droubovice)

Obrazek 1: Struktura kolagenu (pievzato z Kolagen a jeho ucinky, © 2022)
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1.1.3 Atelokolagen

Specialni formou kolagenu je tzv. atelokolagen, ktery vznikd enzymatickym odstranénim
telopeptidovych casti tropokolagenu (respektive jeho N- a C- koncil). Jako enzym se zde
vyuziva pepsin. Dliivodem odstranéni téchto koncovych ¢asti fetézce kolagenu je jejich velky
vliv na vyvolavani imunitni reakce organismu. Jeho fyzikalni vlastnosti jsou témeft totozné
s vlastnostmi pfirozeného nerozpustného kolagenu. Atelokolagen ma vsak dal$i ptiznivé
vlastnosti, které se v pfirodni formé kolagenu nenachézeji. Je znamo, ze kolagen ma velmi
nizkou antigenicitu, tj. vyvolani odpovédi imunitniho systému. To je dano zminénou
strukturou aminokyselinové sekvence Gly-X-Y, kterd se jen malo 1iSi i mezi riznymi
zivoc¢isnymi druhy. Predpoklada se, Ze mirné mnozstvi antigenicity kolagenu je zptsobeno
telopeptidy pfipojenymi ke kazdému konci molekuly kolagenu, které neobsahuji tuto
sekvenci. Vzhledem k tomu, Ze telopeptidy nejsou ptfitomny v atelokolagenu, je antigenicita
atelokolagenu dokonce nizs§i nez antigenicita kolagenu. Enzymaticky postup pouzivany
k odstranéni telopeptidi neméni schopnost kolagenu agregovat struktury a v podstaté se
zachovavaji nezménéné piirozené vlastnosti ptivodnich molekul, jako je predevsim stabilita
v kontaktu s biologickymi tekutinami. Tato vlastnost je vyhodna v rdmci bezpec¢nosti pfi
komerénim pouziti téchto produktl. Vysledny atelokolagen je tedy velmi bezpecny
biomaterial pouzivany do medicinskych implantati, nebo také jako nosic¢ 1éCiv.

(Hanai et al., 2012; Shim et al., 2013; Ruozi et al., 2007)

1.2 Biosyntéza kolagenu

Biosyntéza kolagenu je slozity vicestupniovy proces probihajici uvnitf 1 vné buiiky. Tento
d¢j zahrnuje nejen regulovanou expresi fady genil podilejici se na tvorbé molekuly kolagenu,
ale 1 komplexni interakce mezi primarnimi produkty translace a n¢kolika kotransla¢nimi
a posttranslacnimi modifikujicimi enzymy. Pravdépodobny pocet genli podilejici se na
kodovani kolagenovych peptidii neni pfesné stanoven, jejich pocet se vSak odhaduje mezi
10 az 20. Kolagenové geny jsou charakterizovany jako velmi velké, tj. cca 40 000 bazi
dlouhé, a navic obsahuji velké mnoZzstvi (vice nez 50) intervenujicich nekddujicich sekvenci.
Vzhledem k této skute€nosti zahrnuje celkova syntéza molekul kolagenové mRNA zahrnuje

velky pocet RNA sestiiht. (Owczarzy et al., 2020; Sorushanova et al., 2019; Olsen, 1981)

Pocate¢ni faze biosyntézy probihd v intracelularnim prostfedi a v zévislosti na typu
kolagenu aizoform¢ zahrnuje transkripci molekul mRNA, koédovanych odliSnymi

ttitetézcovymi kombinacemi riznych genti pro a-fetézce, a naslednou tvorbu trojSroubovice.
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Po piepisu genetické informace v bunééném jadie tedy nejprve vznika transkript v podobé
a-fetézce, ktery nasledné putuje do bunétné dutiny (lumen) endoplazmatického retikula
(ER), v némz dochazi k prekladu neboli translaci genetické informace. Timto procesem ndm
vznika molekula pre-prokolagen, ktera obsahuje jednak fragment signalniho peptidu (ktery
ma na starost doruceni polypeptidu na urcité misto v ER), a jednak fragmenty terminalni,
které byvaji ulozeny na obou koncich fetézce a jejich funkci je naptiklad zabranovat
predCasné tvorb¢ kolagenovych fibril. (Owczarzy et al., 2020; Sorushanova et al., 2019;

Kavitha and Thampan, 2008; Raghunath et al., 1994)

Nasledujici fazi je posttranslaéni modifikace, ktera probihd v ER a sklada se ze tii kroku:
odstranéni signalniho peptidu, hydroxylace a glykosylace. (Owczarzy et al., 2020;
Sorushanova et al., 2019; Raghunath et al., 1994)

Samotny pre-prokolagen s N-koncem je poté pfeménén na prokolagen odstranénim
signalniho peptidu, ato diky specidlnimu enzymu - signalni peptidaze. Dal$im
pozoruhodnym rysem biosyntézy kolagenu je syntéza zacinajici na N-konci, zatimco tvorba
trojité Sroubovice zac¢ind na C-konci. To vyZaduje, aby pro-o-fetézce zlstaly nezamotané po
dobu potiebnou k dokonceni translace fetézce, pti které se tii pro-a-fetézce presné zarovnaji
na C-konci pied zacatkem tvorby trojité Sroubovice. Regulaci proti zamotani je v tomto
procesu n¢kolik chaperonovych proteinti, véetné prolyl-4-hydroxylazy (P4-H), proteinu
disulfidové izomerazy (PDI) nebo homologu proteinu tepelného Soku (Hsp). Enzymy
lysinhydroxylaza, prolyl-4-hydroxyldaza a prolyl-3-hydroxyldza maji za kol zminénou
praveé prolyl-4-hydroxylaza (nachéazejici se v bunééné dutiné ER), ktera katalyzuje Pro za
vzniku aminokyseliny charakteristick¢é pro kolagen — hydroxyprolinu (Hyp). Mnozstvi
vzniklého Hyp je zasadni pro tvorbu intramolekuldrnich vodikovych vazeb, které stabilizuji
prostorovou strukturu tohoto proteinu, a tim ovliviiyji i jeho tepelnou stabilitu. Poslednim
krokem posttranslacni modifikace je glykosylace, probihajici za katalyzy enzymy
glukosyltransferazy a galaktosyltransferazy. Po navazani glukézy a galaktézy na zbytky
Hyp se nové vznikajici polypeptidové fetézce shlukuji k sobé a vytvaii novou strukturu —
prokolagen. Podobnému mechanismu jako Hyp zde podléha i hydroxylysin (Hyl), ktery
vznika piisobenim lysylhydroxylazy na Lys. Opét dochazi k navazani cukernych slozek na
zbytky Hyl anaslednému vzniku agregovanych struktur. (Owczarzy et al., 2020;
Sorushanova et al., 2019; Koide and Nagata, 2005)
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Poslednim krokem biosyntézy je proteolytické Stépeni kolagenu, které se jiz presouva
z buniky do ECM. Zde se trimer prokolagenu méni na tropokolagen piisobenim N-proteinazy
a C-proteinazy, které slouzi k odstranéni koncovych N- a C- propeptida prokolagenu. Vse
probiha za piftomnosti Ca*>" iontll. Vznikajici molekuly tropokolagenu jsou schopny se
navzajem spojovat a vytvaiet tak konecny produkt biosyntézy — kolagenni fibrily.

(Owczarzy et al., 2020; Sorushanova et al., 2019; Kessler et al., 1996)

Kompletni piehled biosyntézy kolagenu je uveden na Obrazku 2.
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Obrazek 2: Biosyntéza kolagenu (upraveno podle Gelse et al., 2003)
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1.3 Typy kolagenii

V soucasné dob¢ je znamo 29 druhti kolagenu. Tato rozmanitost je dana rozdily v jejich
struktufe, vlastnostech a lokalizaci. Jednotlivé typy se navic li§i kombinaci tii a-Sroubovic.
Pokud molekula kolagenu obsahuje tfi identické a-Sroubovice, nazyvame ji homotrimernim
proteinem; pokud se vSak sklada ze dvou totoznych a jednoho rozdilného fetézce, nebo jsou
dokonce vSechny fetézce odlisné, pak tuto molekulu oznacujeme jako heterotrimerni. Velka
spousta kolagenovych typt se vyskytuje pouze v homotrimerni formé (napiiklad kolagen
typu II, III nebo VII), jiné existuji jako izoformy, coz znamend, Zze mohou vznikat homo-
1 heteromery. Tuto vlastnost ma pravé kolagen typu I, ktery je nejcastéji slozen ze dvou
fetézcl al ajednoho fetézce a2, ale mize se také objevovat v homotrimerni podobé pfti

sloZeni tii al fetézcl. (Owczarzy et al., 2020; Sorushanova ef al., 2019; Hulmes, 2002)

Rodinu kolagennich proteinti lze klasifikovat riznymi zptsoby, nejjednodussi je ale
rozdéleni na fibrilarni a nefibrilarni kolageny. Jak uz nazev napovida, kolageny fibrilarniho
typu sestavaji z fibril, které tvoti zhruba 90 % veskerého kolagenu v lidském téle, a jsou
casto kombinaci riznych typt kolagenu. Do této kategorie patii kolagen typu I, II, IIL, V,
XI, XIV a XXVIL Jejich spoleénym znakem je pfi¢né¢ pruhovana struktura a pfitomnost
trojité Sroubovice s neprerusenymi Useky Gly-X-Y s délkou 300 nm. Vyskyt jednotlivych
typt fibrilarniho kolagenu je uveden v Tabulce 1. (Owczarzy et al., 2020; Sorushanova

et al., 2019; Zbikowska and Czubak, 2014)

Tabulka 1: Typy a vyskyt fibrilarnich kolagenii
(prevzato od Owczarzy et al., 2020)

Typ kolagenu Vyskyt
1 ktize, kosti, Slachy, rohovka
II chrupavka, sklivec
11 ktze, cévy, stfeva, déloha
A% ktze, kosti, rohovka, placenta
X1 chrupavka, meziobratlové ploténky
XXIV kosti, rohovka
XXVII chrupavka

Naproti tomu nefibrilarni kolagen je z hlediska vlastnosti, struktury a umisténi mnohem

rozmanitéjsi. I pfes jeho malé zastoupeni v lidském téle (cca 10 %) je nedilnou soucasti

mnoha organd. Veskeré typy kolagenu patfici do této skupiny, vcetné jejich vyskytu



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

v lidském téle, jsou zaznamenany v Tabulce 2. (Owczarzy et al., 2020; Zbikowska and

Czubak, 2014)

Tabulka 2: Typy a vyskyt nefibrilarnich kolagenii
(prevzato od Owczarzy et al., 2020)

Typ : Typ :
kolagenu Vyskyt kolagenu Vyskyt
v bazalni membrana, kapilary XVII ktze
VI kosti, cévy, kiiZe, rohovka, XVIII ledviny, plice, jatra
chrupavka
sliznice, klize, moCovy o .,
VIl méch{¥, pupetni Sitra, XIX ktize, ledviny, jatra, placenta,

plodové voda slezina, prostata

ktze, mozek, srdce, ledviny,

VIII cévy. kosti, chrupavka XX rohovkovy epitel
IX rohovka, sklivec, chrupavka XXI Zaludek, ledvmy,’cevy, srdce,
placenta, kosterni svalstvo
X chrupavka XXII tkané
XII chrupavka, Slachy, kiize XXIII mevt astaticke karcinogenni
bunky
XIII Egz‘;er:;sz:lells(t)\\g’ligiey’ 0cL, XXV o¢i, mozek, srdce, varlata
XIV E%Vz? gliiyugfli/‘;(}; Slachy, kosti, XXVI varlata, vaje¢niky
XV kapilary, Ve ecniky, srdce, . XXVIII | buiiky nervového systému
varlata, kiize, placenta, ledviny
VI srdce, ktize, ledviny, hladké XXIX Kize

svalstvo
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1.4 Fyzikalné chemické vlastnosti kolagenu

Mezi fyzikaln€ chemické vlastnosti kolagenu fadime napiiklad jeho stabilitu, rozpustnost,
degradaci a dalsi. Tyto vlastnosti jsou urCeny pifedevSim jeho molekularni strukturou.

(Owczarzy et al., 2020)

1.4.1 Stabilita kolagenu

Pojem ,,stabilita kolagenu* se muze vztahovat bud’ obecné ke stabilit¢ Sroubovicové
struktury, anebo ke stabilité tepelné. Ob€ moznosti spolu tizce souvisi. V prvnim piipadé
maji na stabilitu trojSroubovice vliv rizné typy vazeb. Jedna se o vnitro- a mezifetézcové
vazby, nebo zesiténi mezi specifickymi skupinami fetézci. Napiiklad obsazeny glycin
zvySuje stabilitu molekuly vytvafenim vodikovych vazeb mezi tiemi fetézci superhelixu
struktury kolagenu. AMK (jako napiiklad hydroxyprolin a prolin) tvoii vodikové vazby
nebo vodikem véazané vodikové mustky v kazdém fetézci. Naopak stabilitu trojSroubovice
maji za ukol lysin a hydroxylysin — svou alicyklickou povahou zpeviiuji a-fetézec a tvori
vodikové vazby omezujici rotaci. Kromé toho existuji kovalentni intramolekularni vazby,
které spojuji dva nebo tfi peptidové o-fetézce téze molekuly avedou ke vzniku
B- (2 a-fetézcl) a y- (3 a-tetézcli) slozek. Intramolekularni vazby v§ak nemaji zadny vliv na
stabilitu fibril kolagenu (Woodhead-Galloway, 1980). DalSimi mezimolekularnimi
nekovalentnimi silami hrajicimi diileZitou roli jsou napiiklad sily elektrostatické, van der
Waalsovy sily nebo hydrofobni interakce. Nejdulezitéjsi jsou vSak vodikové vazby mezi
a-Sroubovicemi, vcetné¢ vodikové vazby N-H (Gly) --- O=C (X) nebo vodikové vazby

zprostiedkované vodou. (Zhang et al., 2020; Brodsky and Persikov, 2005)

Pokud jsou tyto vazby vystaveny vétSimu mnozstvi tepla, dochazi k jejich Stépeni
a naslednému smrsténi vlakna zhruba o 1/3 jeho délky. Pro charakterizaci tohoto jevu se
pouziva veli¢ina nazyvana jako teplota smrsténi (Ts), kterd je povazovana za teplotu tani
kolagenu v krystalickych oblastech. Jakmile teplota pfesahne teplotu denaturace (Tq),
dochdzi k rozpadu kolagenu na Zelatinu. S rostoucimi hodnotami Ts a T4 se zvySuje i tepelna
stabilita kolagenu. Tohoto lze dosdahnout napiiklad vétSim zesitovanim kolagenovych

vldken. (Peterkova and Lapcik, 2000; Zhang et al., 2020; Burjanadze and Veis, 2009)
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1.4.2 Rozpustnost kolagenu

Vlastnost rozpustnosti kolagenu je zptisobena jednak strukturou, kdy nejbézngjsi typy
kolagenu jsou ve form¢ vlaken (fibril), ajednak kovalentnimi vazbami propojujicimi
molekuly pravé v kolagenovych fibrilach (Vate et al., 2023). Rozpustnost kolagenu také
zavisi na prostiedi, ve kterém se kolagen pravé nachézi. Naptiklad ve vode¢ je kolagen témét
nerozpustny diky své Sroubovicové strukture a schopnosti zadrzovat vodu — s tim souvisi

také jeho odolnost viici travicim enzymtm jako je pepsin, trypsin, nebo chymotrypsin.

V roztocich s niz§im ¢i vys$Sim pH se rozpustnost kolagenu zvysSuje. Je znamo, Ze nékteré
kolageny je mozné rozpustit ve zfedéné kyselin€é octové nebo v jinych organickych
kyselinach o nizké koncentraci. V takovych roztocich potom kolagen vypada jako protahla
tenkd ty€inka s délkou 280 nm a primérem 1,6 nm. Po urcitém zpracovani se nerozpustny
kolagen méni na zelatinu, kterd jiZ rozpustna je, ale zato ztraci n¢které zdkladni vlastnosti
kolagenu, jako napiiklad jeho pevnost. Kolagen lze rozpustit také ve studenych roztocich
soli se zasaditym nebo neutrdlnim pH. Bylo zjisténo, Ze pro pouziti kolagenu jako
biomaterialu je vhodné&j$i pouzit alkalickou upravu, protoze — na rozdil od Gpravy kyselé —
kladn¢ ovliviiuje tepelnou stabilitu kolagenu a zabraiiuje tvorbé fibril pfi neutrdlnim pH.

(Owczarzy et al., 2020; Telis et al., 2006; Peterkova and Lapcik, 2000)

Protoze kolagen patii k pfechodnym koloidnim soustavam (geltiim), za¢ne kolagenové
vladkno po ponofeni do vody botnat, pficemz se meni jeho objem, délka a pruznost. Botnéni
muizeme rozd€lit na osmotické (nabojové) a lyotropni. V prvnim piipadé dochazi
k prichodu vody diky gradientu osmotického tlaku, ktery vznika vlivem rozdilu koncentraci
iontll mezi vnitini fazi (gelem) a vnéjsi fazi (roztokem). Jakmile je botnaci tlak vyrovnan,
nastava tzv. Donnanova membranova rovnovaha. V piipadé lyotropniho botnani dochézi
pusobenim lyotropnich ¢inidel k poruseni stabilizujicich vazeb, a rovnovaha se ustavi az pfi

vys$s§i mife nabotndni. (Mladek, 1971; Peterkova and Lapcik, 2000)

Voda se miZe v nabotnalém kolagenu nachazet volng, vazané, nebo ve vyjimecnych
ptipadech interfibrilarné — mezi vlakny. Zaroven zde u vody rozliSujeme dva typy — vodu
botnaci odstranitelnou mechanicky, a vodu hydratacni, kterou lze odstranit pouze suSenim.

(Lloyd et al., 1933; Peterkova and Lapcik, 2000)
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1.4.3 Mechanické vlastnosti

Mechanické vlastnosti tkani (jako jsou Slachy, vazy a kosti) pfimo souvisi s usporadanim
jejich soucasti. Vzhledem k tomu, ze kolagen (typu I) je nejhojnéjSim proteinem v téchto
tkanich, oznacujeme ho jako hlavni slozku nesouci tahové napéti téchto tkani. Tuto vlastnost
tkan¢ ziskavaji prave typickym uspotddanim kolagenové trojité Sroubovice, kde jsou
sestaveny do fibril a zesitovany prostfednictvim aminokyselin lysinu a hydroxylysinu
pritomnych v jejich telopeptidovych oblastech. Proto je hlavni funkci fibrilotvornych
kolagenti poskytovat strukturni rdmec a biomechanické vlastnosti tkani (Silver et al., 2003).
Za mechanické vlastnosti kolagenu oznacujeme jeho vynikajici pevnost v tahu a pruznost.
Tyto aspekty, véetné¢ vysoké hustoty zesitovani vlaken, chrani tkan pied poskozenim
mechanickymi silami a zvySuji celkovou odolnost kolagenu. Naopak vyssi stari vladken tuto

odolnost snizuje. (Owczarzy et al., 2020; Meyer, 2019)

Obecné se da fici, ze prumér fibril ma vliv na mechanické vlastnosti kolagenu. Vétsi
fibrily (s SirSim prifezem) zlepsuji jejich pevnost v tahu, naopak fibrily mensiho prifezu
jsou zodpovédné za mezibunécnou vazbu a vyssi sitovani vlaken. Oba druhy fibril tedy plni

svoji mechanickou funkei. (Ottani et al., 2001)

1.4.4 Denaturace kolagenu

Denaturaci kolagenu se obecné rozumi zména jeho pivodnich vlastnosti a molekularni
struktury vlivem vnéjSich faktori, nejéastéji pisobenim tepla nebo chemikalii. Tato zména
muze byt reversibilni ¢i ireversibilni.

K reversibilni neboli vratné denaturaci miZe dojit naptiklad u¢inkem malého mnozstvi tepla,
jehoz vliv doc¢asné prerusi mensi pocet vodikovych vazeb, coz zplisobi rozbaleni vlaken
kolagenu. Po obnoveni pocatecni teploty se struktura kolagenu opét vrati do ptivodniho
stavu. Pokud je vSak kolagen vystaven vlivu vétSiho mnozstvi tepla ¢i chemikalii, dojde
k denaturaci nevratné neboli ireversibilni, coz znamend, Ze struktura kolagenu jiz nikdy
zcela nedosahne svého plivodniho stavu. Produktem tohoto typu denaturace je v pripadé

kolagenu Zelatina. (Wright et al., 2002; Peterkova and Lapcik, 2000; Privalov, 1982)

Vime, ze zakladni strukturni jednotkou kolagenu je tropokolagen slozeny ze tii
levotocivych a-Sroubovic. Kolagen, stejné tak jako jiné proteiny, miiZze naruSit proces
denaturace a destruovat tak jeho sekundarni, terciarni, popiipadé kvartérni strukturu.
Denaturacni proces vSak neni natolik silny, aby narusil strukturu primdrni, tj. peptidové

vazby mezi aminokyselinovymi zbytky (Zhang et al., 2006). Pfi ireversibilni denaturaci
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dojde nejprve k rozpadu jednotky tropokolagenu, tzn. k rozpojeni vSech Sroubovic od sebe,
coz je s nejvetsi pravdépodobnosti zplisobeno prerusenim velkého mnozstvi vodikovych
vazeb zajisStujicich stabilitu makromolekuly kolagenu (sekundérni struktura). Nasledné se
tropokolagen svine do statického klubka — zde jsou polypeptidové fetézce jesté stale
navzajem propojeny. Zanedlouho se toto klubko rozpadne na tii frakce a, B, a v, které jsou
tvofeny rdznym poctem polypeptidovych fetézcl: frakce a je tvofena jednim fetézcem,
frakce B dvéma fetézci, a frakci y tvofi tfi polypeptidové fetézce ptvodni Sroubovice.
Dochazi tedy k naruSeni trojrozmérné organizace kolagenu — tercidrni struktury. Proces
denaturace lze také zvratit v opacny proces zvany renaturace; v tomto piipadé se jedna
o dlouhodobé ptisobeni nizké teploty na denaturovany roztok tropokolagenu. (Wright et al.,

2002; Peterkova and Lapcik, 2000; Zhang et al., 2006)

1.4.5 Degradace kolagenu

Pro degradaci kolagenu se obecné udava teplotni rozmezi od 5 do 50 °C, které zavisi na
molekularni struktuie a podminkéch reakce, jako je pH, koncentrace soli ¢i elektrolytl, nebo
také mnozstvi hydroxyprolinovych zbytkidi v molekule kolagenu. (Owczarzy et al., 2020)
Dalsim faktorem je také stafi kolagenu. Bylo totiz zjiSténo, Ze starsi kolageny jsou méné
nachylné k degradaci nez kolageny nové syntetizované, a to z diivodu, Ze se v jejich fibrilach
jiz stacilo vytvofit vétsi mnozstvi kovalentnich pfi€nych vazeb, ¢imz byla zajiSténa lepsi

stabilita a odolnost molekuly. (Laurent, 1987)

Degradace miize probihat tfemi rGznymi zplsoby — hydrolyticky, enzymaticky
a oxidacnim St€penim. K prvnimu zplisobu dochazi v ptipadé, Ze se kolagen nachazi
v roztoku. Dochdzi zde k rozpadu pti€nych kovalentnich a peptidickych vazeb. Rychlost
hydrolyzy v tomto pfipadé€ zavisi hlavné na teploté (pfi jejimz zvySovani rychlost degradace
roste) a pH roztoku. Za neutralniho pH se degradace §ifi relativn€ pomalu, ale ¢im zasadité;si
(¢i kyselejsi) roztok je, tim je degradace rychlejsi. (Mladek, 1971; Peterkova and Lapcik,

2000)

Druhym typem je jiz zminovana degradace zprostiedkovand enzymy, které primarné
pusobi na vazby s aromatickymi zbytky, peptidové vazby, estery a amidy. Bylo zji§téno, Ze
kolagenovéa vladkna jsou ve vétSin€ piipadi velmi odolnd vici plisobeni proteolytickych
enzymu. Tato podminka vSak prestava platit za zvySené teploty, kdy dochazi k rozpadu
sekundarni struktury kolagenu, a kolagen se tedy stava vice nachylnym na ptisobeni enzym1l.

(Peterkova and Lapcik, 2000) Jednim takovym proteolytickym enzymem je ZivociSna
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kolagenaza, kterd se prokazatelné nachazi v kazdé tkéani, kde k degradaci dochéazi. Ma
schopnost rozstépit vSechny tii fetézce kolagenové trojSroubovice na jednom misté. Prvnim
krokem takovéto degradace je Stépeni kolagenového vldkna v extracelularnim prostoru
kolagenazou, poptipad¢ také tkanovymi elastazami. Timto dojde k rozpadu vlakna na malé
fragmenty, které jsou endocytovany makrofagy, a po spojeni s lysozomy dojde ke vzniku
travicich vakuol. Uvnitf makrofagi probihd intraceluldrni faze degradace, a to predevSim
pusobenim lysozomalnich katepsinti, diky kterym dojde na zavér k rozkladu kolagenového
fetézce na jednotlivé aminokyseliny ¢i peptidy. (Etherington, 1977)

vvvvvv

enzymatickd, a to z divodu, ze rizna oxidacni Cinidla reaguji s kolagenem velmi odlisné.
Obecné vSak mizeme fict, Ze toto Sté€peni je zalozeno na plsobeni piislusného oxidacniho
¢inidla na sacharidy nachazejici se v kolagenu. (Peterkovd and Lapcik, 2000;

Ramachandran, 1967)

1.4.6 Chemické modifikace

Principem chemické modifikace je zavedeni funkénich skupin do molekuly kolagenu, coz
vyrazn€é ovlivituje fyzikélné-chemické vlastnosti ptivodni kolagenové struktury, jako
napiiklad tepelnou a mechanickou stabilitu, degradaci, konformaci molekuly a dalsi.
Hlavnim cilem chemickych modifikaci je usnadnit vznik intra- a intermolekuldrnich
chemickych vazeb, které zvySuji miru zesitovani a stabilitu molekuly, diky ¢emuz néasledné
dochdzi k vyraznému zpomaleni biodegradace materidlu. K tomuto pouZzivame rlzna
chemicka ¢inidla, jako napfiklad aldehydy (kam patii glutaraldehydy a dialdehydové
slouCeniny), genipiny, karbodiimidy, rostlinné¢ tfisloviny (taniny), acylazidy

a polyepoxidové slouceniny. (Yu et al., 2016; Ryglové et al., 2017)

Aldehydy

Glutaraldehyd (GA) je alifatickd slouCenina o péti uhlicich, kterd ma na obou koncich
svého fetézce aldehydovou skupinu. Diky své nizké cené, vysoké reaktivité a vysoké
rozpustnosti ve vodném roztoku je hojné vyuzivan jako sitovaci ¢inidlo. Vyuziti nachazi pti
ptipravé srdecnich chlopni, umélé kiize, nebo elastickych chrupavek. Adici GA na volné
primarni aminy v bilkovinach (které maji ve své molekule postranni fetézce lysinu, ptipadné
argininu), nebo na karboxylovou skupinu glutaminu, vznikaji nové molekuly. Samotné

sitovani je poté zprostiedkovano reakci aldehydové skupiny GA s lysinovymi nebo
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hydroxylysinovymi zbytky. Tato reakce vede ke vzniku meziproduktu Schiffovy baze.
(Adamiak and Sionkowska, 2020; Yu et al., 2016; Ryglova et al., 2017)
V souvislosti s GA jsou casto uvadéna rizika spojend sjeho pouzitim. Muzeme zminit
naptiklad jeho cytotoxické vlastnosti, které jsou zpusobeny ptitomnosti zbytkového GA
v zesitovaném materidlu. Tento zbytkovy GA lze vSak odstranit promytim scaffoldu
deionizovanou vodou, oSetfenim lyofilizovaného scaffoldu ve vakuu, nebo snizenim pH pfi
prabéhu reakce, jelikoz pii kyselém pH se jej tvoii méné. Druhym rizikem je fakt, ze GA
scaffoldy implantované do lidského téla mohou podléhat kalcifikaci, a tim zpusobovat
zanéty ¢i zpomalovat hojeni dané tkané. (Adamiak and Sionkowska, 2020; Yu et al., 2016;
Ryglova et al., 2017; Nimni et al., 1987)

Jinym aldehydem pouZivanym k zesitovani kolagenu je dialdehydovy Skrob neboli
D, L-glyceraldehyd. Je to netoxicka a biologicky odbouratelnd molekula ptirodniho plivodu
schopna vytvofit intra- a intermolekularni chemické vazby mezi trojSroubovicemi kolagenu.

(Ryglova et al., 2017)

Genipin

Dalsi slouceninou ur¢enou k chemickym modifikacim je genipin (GP). Tato pfirodni
chemicka latka, ziskavana z plodi gardénie jasminovité (Gardenia jasminoides), se pouziva
jako chemické sitovadlo pro bilkoviny, kolagen, ¢i Zelatinu. Vyznacuje se
GA, ovSem za piedpokladu, Ze je pouZit pii koncentraci niz$i nez 5 mM (obecné se
doporucuje pouzivat GP v koncentraci 1 mM). Protoze GP reaguje s volnymi NH>
skupinami v kolagenu, dochézi nejen ke tvorb¢ tmaveé modrych pigmentt, ale také ke tvorbé
sekundarné aktivované formy GP, ktera je schopna polymerace s ostatnimi molekulami GP.
Tento d¢j je schematicky zobrazen na Obrazku 3, a kromé vzniku ptiénych vazeb ma na
svédomi také nasledné zvyseni odolnosti kolagenu vii¢i enzymatické degradaci.

Mechanismus plsobeni GP na kolagen spociva v nukleofilnim ataku primarnich
aminoskupin na C3 atom GP, pfi¢emz dochdazi k otevieni dihydropyranového Sesticlenného
kruhu, kam se na misto atomu kysliku zabuduje terciarni dusik GP.

Je znamo, ze GP dokéze sniZovat porovitost a ménit uspofadani vlaken kolagenu. Bylo
také zjiSténo, ze pii pouziti GP jako sitovaciho ¢inidla vznikaji latky s autofluorescenci,
¢ehoz se vyuziva naptiklad pfi sledovani bunééné adheze, migrace nebo proliferace. I ptes

jeho Siroké spektrum vyuziti byly vzneseny otazky tykajici se jeho pouziti v budoucnosti,
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protoze extrakce GP z gardénie je pomérné¢ cenové nakladny proces. (Adamiak and

Sionkowska, 2020; Yu et al., 2016; Ryglova et al., 2017)
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genipin  otevieni kruhu (meziprodukt)
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meziprodukt

polymerizovany genipin

Obrdazek 3: Mechanismus polymerizace genipinu (upraveno podle Yu et al., 2016)

Taniny

Taniny, nazyvané také jako polyfenoly, jsou tiisloviny extrahované z kofent, stonki
a listli rostlin. Jsou pouzivany ke zvySeni stability kolagenu a délime je na hydrolyzovatelné,
které jsou schopny vytvaret kyselinu gallovou, akondenzované tfisloviny, které jsou
odvozeny od flavanoli. Jejich molekula obsahuje spoustu aktivnich skupin, znichz
nejznaméjsi je praveé fenolova skupina, kterd diky vazbé na karboxylové, aminové, ¢i jiné
skupiny v kolagenu tvoii pomoci vodikovych mistkl pficné vazby. Sitovani pomoci taninli
je v8ak povaZovano za reverzibilni reakci a stabilita kolagenu vii¢i enzymatické degradaci

neni pii pouZiti taninti tak vysoka, jako u ostatnich latek. (Mao et al., 2011; Yu et al., 2016)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

2 BIOMEDICINSKE APLIKACE KOLAGENU

2.1 Regenerativni medicina a tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi a regenerativni medicina, zkrdcené¢ TERM, jsou védecké obory
vyuzivajici inZenyrskych a biologickych principti. (Dzobo et al., 2018) Cilem této discipliny
je obnovovat nebo 1é¢it poskozené tkané a organy, at’ uz s vyuzitim vlastniho systému téla,
¢i za pomoci ruznych biologickych materialti. (Tissue engineering and regenerative

medicine, © 2013)

V tomto oboru je kolagen jako biomaterial pouzivan ptedevSim diky své schopnosti
vytvafet velice pevna a stabilni vldkna za zdklad¢ sitovéani a autoagregace. Ve srovnani
s ostatnimi pfirodnimi ¢i syntetickymi polymery vykazuje skvélou biokompatibilitu
a biologickou odbouratelnost, je dobrym povrchové aktivnim ¢inidlem a disponuje nizkou
antigenicitou. (Maeda ef al., 1999; Lee et al., 2001) V zavislosti na shod¢ s biologickymi
vlastnostmi nativniho kolagenu, ktery se jiz vyskytuje v télesném systému, mize kolagen
slouzit jako bunécna konstrukce. Tato biokompatibilita s nativnim kolagenem zdiiraziuje
jeho potencialni ulohu pii vytvafeni biomateridlti, které mohou ovliviiovat a definovat
vlastnosti vétSiny kolagenem zavislych tkani. Jakozto univerzalni biomaterial se vyskytuje
vruznych formach, aproto nalézd své vyuziti v oblastech regenerativni mediciny
a tkanového inZenyrstvi. Jeho pouzitelnost v aplikacich TERM ma v poslednich desetiletich
intenzivni vzrist. Biomateridly zaloZené¢ na kolagenu obecné podporuji opravu tkani
(predevsim kozni tkang, kosti, vaziva a pojivové tkan€) a mohou byt vyuzity také pro

nahrady umélych krevnich cév a chlopni (Cen ef al., 2008; Muthukumar et al., 2018).

2.1.1 Lékarské implantaty a nahrady tkani

Vyuziti kolagenu v 1€katstvi je velmi obsihlé. Mezi oblasti, ve kterych se miizeme v rdmci
1ékatskych implantétii a nadhrad pohybovat, patii naptiklad oblast kardiovaskularni, nahrady
kozni tkdné€, regenerace kosti ¢i parodontalni oblast. V nasledujici ¢asti textu jsou jednotlivé

kategorie popsany podrobnéji.

Pokud budeme chtit pouzit kolagen za ucelem tkanovych ¢i koznich nihrad, je nutné, aby
tento biomaterial spliioval urcitd kritéria: musi byt ucinny, bezpecny k implantaci, a musi
byt snadné jej aplikovat. (Mohd Hilmi ef al., 2015) Pro kozni ndhrady se nejcastéji vyuziva
kolagen ve formé tzv. kolagenové houby (z anglického ,,collagen sponge®). Tato forma

kolagenu je pro obnovu kiize velmi G¢inna, a proto se zacaly vyrabét dalsi typy umélé ktize
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na podobném principu. Jiny zpiisobem, pouzivanym k regenera¢nim uceliim, je kultivace
umélé kiize na kolagenové miizce, kterd slouzi jako podpora pro rast bunck. Aby
nedochazelo ke kontaminaci vytvofeného biomateridlu, pouzivaji se zde rlzna

antimikrobialni 1éCiva, ktera zaroven urychluji hojeni koznich ran. (Lee et al., 2001)

Kolagenové houby jsou cCasto pfipravovany kombinaci vice latek — naptiklad Zelatiny
s fibrilarnim kolagenem, nebo také zelatiny s gelovou pénou, ¢ehoz se vyuziva pfi regeneraci
chrupavky. Protoze tento zpiisob s sebou nese ncktera omezeni, zacalo se vyuzivat
kombinace kolagenu s riiznymi proteiny, jako je glykosaminoglykan, fibrin a biotin.
Naptiklad kozni membrany pfipravené z kolagenu a glykosaminoglykanu nachdzeji Siroké

vyuziti pti kultivaci lidskych keratinocytl. (Boyce ef al., 1988; Lee et al., 2001)

Kolagenu lze také vyuZit pfi fizené tkanoveé regeneraci parodontalniho vaziva —tzv. GTR,
coz je terapie, jejiz cilem je obnovit ztracené parodontalni tkané ¢i kosti. V. GTR se pouzivaji
membrany, které zabranuji migraci bun¢k dasnového epitelu do rany. Tyto membrany
mohou byt neresorbovatelné (jejichz nevyhodou je vSak nutnost provedeni sekundarniho
chirurgického zékroku), anebo resorbovatelné, které jsou diky své vstiebatelnosti podstatné
vhodnéjsi k pouziti. Jako materidl pro bioresorbovatelné membrany zde slouzi kyselina
polyglykolova, polymlécna, nebo pravé kolagen, ktery v prostfedi udrZzuje homeostazu,
podporuje rust cév a tkani a funguje jako bariéra proti migrujicim buitkam. (Patino et al.,

2002)

Mezi dal$i vyznamné implantaty patii umélé srdecni chlopné. Pfed samotnym pouZitim je
nutné tyto biomaterialy stabilizovat, k ¢emuz se pouZziva nejcastéji GA, ktery s sebou vSak
nese omezeni v podob¢ kalcifikace tkan€. Proto byl vyvinut produkt odvozeny z hovéziho
perikardu s nazvem CardioCel™, ktery byl stabilizovan za nizkého obsahu GA a vysokych
teplot, coz redukovalo kalcifikaci na minimum. Diky tomuto procesu bylo mozné fizené
ovlivnit vlastnosti tohoto scaffoldu (jako je vysoka pdrovitost nebo flexibilita), coZ nasledné
umoznilo nasazeni mezenchymalnich kmenovych bunék na CardioCel™ slouzicich
k produkci kolagenu. (Ramshaw, 2016) Kolagen hraje v pouziti umélych cév a chlopni
velkou roli, protoze ma hemostatické vlastnosti podporujici srazlivost krve. Ke zminéné
srazlivosti dochazi na zékladé zprosttedkovani agregace krevnich desticek kolagenem, coz
vede ke tvorbé krevni sraZzeniny neboli trombu. Diky tomu kolagen urychluje celkovou

obnovu tkani. (Lee ef al., 2001)

Jinymi lékafskymi pfipravky mohou byt také vySe zminéné kostni ndhrady. Tyto scaffoldy

maji za ukol poskytnout docasnou mechanickou oporu a tvofit vysokoporézni strukturu,
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kterd umozni migraci kostnich bun¢k do scaffoldu, ¢imz podpofi novotvorbu kosti. Kostni
scaffold by mél opét spliovat urcita kritéria: m¢l by byt sterilizovatelny, mél by uvoliiovat
pozadované molekuly ¢i 1éCiva, a nasledné by se mél dokazat rozlozit takovym zpiisobem,
aby u tohoto procesu nevznikaly zadné vedlejsi degradacni produkty, které by byly toxické
nebo jinak nebezpecné pro zdravi pacienta. Pro vyrobu kostnich nahrad byly zkoumany jak
pfirodni, tak syntetické biomaterialy. K t€ém pfirodnim se pochopitelné fadi také kolagen,
ktery je pro tyto aplikace atraktivni hlavné diky své biokompatibilité, biodegradabilité
a schopnosti interagovat s buiitkami. (Ferreira et al., 2012) Kolagen se zde uplatituje jako
nosi¢ proteini napomahajicich tvorbé nové kostni tkdné. V kombinaci s jinymi latkami je
pouzivan k 1écbé ortopedickych defektt, ale diky svym osteoindukénim vlastnostem muze
byt pouzit i samostatn¢. Po demineralizaci a ndsledné kombinaci s hydroxyapatitem najde
vyuziti ve vyrobé kostnich §tépi slouzicich k 1é€be vrozenych i ziskanych vad pohybového
aparatu. Bylo také zjisténo, ze kombinaci kolagenu a kyseliny retinové dochazi k lepSimu
propojeni kostni tkané a rychlejsi regeneraci v misté defektu. (Lee ef al., 2001; Sela et al.,
2000) Nevyhodou kolagenu a obecn¢ pfirodnich biomaterialt je vSak jejich mozné botnani
¢1 denaturace pii zpracovavani, ddle imunogenita, nebo obtizna zpracovatelnost. (Ferreira

etal., 2012)

2.1.2 Regenerace a hojeni ran

Hojeni ran je povazovano za slozity, ale zato velmi dilezity proces, ktery se sklada
z n€kolika za sebou jdoucich d&ji. BéZzné jej d€lime na Ctyfi hlavni faze (hemostazu, zanét,
proliferaci a remodelaci), které se vzajemné prekryvaji. Prvni faze zahrnuje sraZeni krve,
které¢ je zprostiedkovano trombocyty. Nasledné do rany vstupuji neutrofily, monocyty
a T-lymfocyty, ¢imZ se proces hojeni plynule ptesouva do faze zanétu. Tato faze je dilezita
z toho diivodu, aby se organismus vyhnul pfipadnému vzniku infekce. Velkymi pomocniky
jsou zde praveé neutrofily, které slouzi primarn€ k odstranéni cizorodych ¢astic ¢i bakterii
nachazejicich se v rané. Poté zacina faze proliferacni, pti niz dochézi k tvorbé nového pojiva,
cév a fibrozni tkané, které spolecné tvoii zaklad pro posledni, remodela¢ni fazi. Vysledkem
remodelace je kolagenni jizva. Piestoze tato faze miZe trvat az 12 mésicii, ve vétsing piipadl
celkové hojeni probihd v rdmci dnti az tydnid. (Diller and Tabor, 2022; Mathew-Steiner

etal.,2021)

Kolagen zastavéa v procesu hojeni ran ne€kolik funkci. Béhem sraZeni a koagulace krve je
aktivovan trombocyty, a nasledné¢ napomaha vzniku fibrinové srazeniny. Bylo zjisténo, Ze

kolagen vyvolava fazi zanétu, pii niz shlukuje imunitni buiky, a tim zajistuje plynuly
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ptechod do prolifera¢ni faze. Podporuje také migraci keratinocytl,, pfispiva k pevnosti
a elasticité tkani, a slouzi jako scaffold pro uchyceni tkdnovych bunék. Vyznamnou roli
hraje pii novotvorb¢ krevnich kapilér. (Diller and Tabor, 2022; Mathew-Steiner et al., 2021,
El Masry et al., 2019)

Zdrojem kolagenu jsou v tomto piipad¢ nejcastéji produkty zivocisného piivodu (napf.
hovézi, ptaci, ¢i konsky kolagen), které s sebou vSak nesou urcita rizika. Mezi tyto nevyhody
fadime alergické reakce, mikrobidlni kontaminace a ptenos prionovych chorob. Z tohoto
divodu se zvazuje pouzivani jinych, at’ uz ptirodnich (moisky kolagen) ¢i syntetickych
alternativ. (Mathew-Steiner et al., 2021) Dal§im zdrojem muze byt také lidska kolagenova
membrana, kterd se vyuziva pro tvorbu vySe zminénych kolagenovych hub. Tento typ
biomaterialu je vhodny predevsim k 1é¢bé tézkych popalenin, bércovych viedl a prolezenin.
Vyhodou kolagenovych hub je jejich schopnost tésné pfilnout k mistu rany, udrzovat jeji
nizkou vlhkost a chranit ji pfed mechanickymi vlivy a bakteriemi. Ptes tyto vyhody je vSak
jejich pouziti ztizeno nizkou mechanickou pevnosti a neschopnosti 1é¢it infikované rany.

(Yannas, 1990; Lee et al., 2001)
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2.2 Kosmeticky a farmaceuticky priamysl

Vyuziti naSel kolagen iv dalSich odvétvich vcetné kosmetického a farmaceutického
pramyslu. V oblasti kosmetiky patii mezi hlavni slozky kosmetickych ptipravki diky svym
jedineénym  vlastnostem: zvlh¢uje, vyhlazuje aregeneruje pokozku, snizuje
transepidermdlni ztratu vody (TEWL) a napomahd zadrzovéani vody v pokozce. Ve formé
injekci je v estetické mediciné aplikovan podkozné za ucelem redukce vrasek a znamek
starnuti. (Sionkowska et al., 2020) K vyuziti ve farmaceutickém primyslu se fadi nejen
aplikace zminéné v kapitole 2.1.1., ale také systém cileného podavéani 1€ka, ktery je

podrobnéji rozebran v nasledujici kapitole.

2.2.1 Systém cileného podavani léku

r_r_r

Systém cileného podavani léki, zkracené DDS (z anglického ,,drug delivery system®) je
technologie slouzici k dodavani 1é¢iva do cilového mista v organismu. DDS na bazi
kolagenu existuji v mnoha formach — patfi sem kolagenovy film/list, kolagenovy Sstit,
kolagenovéa houba, gel a hydrogel, pelety a nanocastice. (Khan and Khan, 2013; Friess,
1998)

V ptipadé kolagenovych filmi jsou 1é¢iva uchycena pomoci vodikovych ¢i kovalentnich
vazeb. VyuZiti nachazeji pii 1écbé riznych tkanovych infekei, rakoviny jater, ¢i jako nosice
antibiotik. Jejich vyhodou je moznost sterilizace. Pokud je film vytvofen kombinaci
kolagenu aelastinu, je moZzné jej pouzit také pro fizené podavani léCiv pfi

kardiovaskularnich onemocnénich. (Khan and Khan, 2013; Minabe et al., 1989)

Kolagenové §tity jsou vhodné pro vyrobu postupné se rozpoustéjicich kontaktnich ¢ocek
pfi onemocnéni epitelu o¢ni rohovky. Princip jejich fungovani je takovy, ze slzy zvlh¢ujici
oko rozpoustéji kolagenové Stity, ¢imz se tvofi kolagenovy roztok. Tento roztok nésledné
napomaha lubrikovat povrch oka a chrani rohovku pfed mrkanim o€nich vicek. Vyhodou
tohoto biomaterialu je jednoduchost pouziti i v pohodli domova. (Khan and Khan, 2013;

Podos et al., 1972)

Dalsim typem DDS jsou jiz zminované kolagenové houby, které se osveédcily pii 1écbé
tézkych popalenin a ran. Kromé toho je 1ze pouzit jako nosice steroidl ¢i kyseliny retinové,
vyuzivajici se pti 1é¢be prekancerdzy (neboli pfednadorového stavu délozniho hrdla) u zen.

(Khan and Khan, 2013)
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Gely ¢i hydrogely tvotené kolagenem jsou diky své kapalnosti vyuzivany predevsim pro
podavani 1éki ve forme injekcei. Uplatiiuji se také v o€nim l€katstvi jako kapalné preparaty
Gely mohou fungovat ijako nosi¢e novych chondrocytii pii poruchdch a poranénich

chrupavky. (Khan and Khan, 2013)

Dale existuji tzv. minipelety, coz jsou malé ty¢inky pfipravené z roztoki kolagenu, které
je mozné aplikovat pod ktizi injek¢ni jehlou. Timto zplisobem se do téla dostavaji napiiklad
latky zvané minocykliny urcené ke zmirnéni piiznaki parodontitidy. (Khan and Khan, 2013;

Friess, 1998)

A na zavér do DDS fadime nanocastice, jejichz cilem je vychytavat rizné latky (naptiklad
léky proti HIV) a dopravovat je do ostatnich bunék. Slouzi také k transportu cytotoxickych
sloucenin. (Khan and Khan, 2013)

2.3 Vyhody a nevyhody biomedicinskych aplikaci

S pouzitim kolagenu jako biomateridlu pro biomedicinské aplikace souvisi i1 jeho vyhody
anevyhody. K hlavnim vyhoddam fadime Casto zmiflovanou biologickou odbouratelnost,
biokompatibilitu, snadnou dostupnost a velkou pevnost v tahu. Nevyvolava v téle imunitni
reakci aneni toxicky; podporuje srazeni krve, ¢imz urychluje hojeni ran, aje také
kompatibilni s jinymi biomateridly. Na druhou stranu je hydrofilni a bobtna, coz nemusi byt
u nekterych biomedicinskych aplikaci Zddouci. Dal$i nevyhodou je skutecnost, Ze kolagen
je obtizné sterilizovat, s ¢imZ se poji riziko pfenosu nemoci pii pouziti kolagenu
z zivocisnych zdroji. Vyhody kolagenu vsak ptevazuji jeho nevyhody, coz z n¢j déla velice
zadany biomaterial s Sirokym spektrem vyuziti. (Parenteau-Bareil et al., 2010; Collagen

Uses, © 2019)
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3 IN VITRO SAMOSESTAVENI EXTRACELULARNI MATRIX

Extracelularni matrix (ECM) je nebunécné slozka tkdni a organti, ktera se diky své
vlastnosti propojovat builky adrzet je pohromadé casto piirovnava k trojrozmérné
komplexni siti poskytujici predevSim strukturdlni podporu. Dulezitou roli hraje také pfti
iniciaci riznych bunéénych procest, mezi které¢ fadime proliferaci, diferenciaci a migraci

bunék. (Frantz et al., 2010; Kular et al., 2014)

3.1 Struktura a sloZeni extracelularni matrix

Hlavni slozkou ECM jsou proteiny, které 1ze rozdélit na strukturni a nestrukturni (zndmé
také jako glykoproteiny). Do skupiny strukturnich proteint fadime kolagen a elastin; mezi
nestrukturni proteiny patfi fibronektin, lamininy a tenasciny. DalSimi ddlezitymi slozkami
jsou rustové faktory (GF) a matrixové metaloproteinazy (MMP). Veskeré informace
zahrnujici funkci, vyskyt ¢i strukturu téchto makromolekul jsou uvedeny v Tabulce 3.
Jelikoz je kolagen podrobnéji rozebran v kapitole 3.3, nebude v nésledujici tabulce uveden.

(Kular et al., 2014; Frantz et al., 2010; Bosman and Stamenkovic, 2003)

Tabulka 3: Slozeni ECM (upraveno podle Kular et al., 2014 a Diller and Tabor, 2022)

Nagev Funkce Vyskyt Struktura
slozky
je sloZzen z podjednotek
Elastin navraci tkdné po natazeni do kuaze, Slachy, tropoelastinu, které jsou
puvodniho stavu cévy atd. provazany
mikrofibrilami fibrilinu
dulezity pro buncénou adhezi, | uspofadan do sité fibril
Fibronektin | Migract, hojeni ran a embryonalni | bazalni s tloustkou v rozmexz
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Nesmime zapomenout také na dulezité receptory obsazené v ECM, mezi které fadime
primarn¢ integriny. Jejich funkce spociva v propojeni ECM s buitkami a cytoskeletem.
Mizeme je povazovat za obousmérné vodice, které prenasSeji signdly mezi intra-

a extracelularnimi tekutinami. (Yue, 2014)

ECM se dé povazovat za strukturni 3D sit’ sestavajici z makromolekul, kterou délime na
dvé formy — pericelularni a intersticidlni matrix. Typem pericelularni matrix je bazalni
membrana (BM), kterd se vyskytuje v epitelovych tkénich, endotelovych tkanich a v cévach,
a jejim rozdilem oproti intersticidlni matrix je vyssi hustota a nizsi porozita. BM se sklada
prevazné z lamininu, fibronektinu a kolagenu typu IV, jehoz tkolem je stabilizovat celkovou
strukturu ECM. SloZeni intersticialni matrix je vSak odlisné. Tato forma ECM obsahuje ve
své struktufe rizné typy kolagend, elastin a fibronektin, ktery uspotadava strukturu matrix.
Vyskyt intersticidlni matrix je totoZzny s BM, avSak najdeme ji i ve $lachach. (Kular et al.,
2014; Theocharis et al., 2016) Zjednodusena struktura ECM je vyobrazena na nasledujicim
Obrazku 4.

Elastin
Intersticialni
matrix { Proteoglykany
Fibrilarni
kolagen (typ I}
MNefibrilarni
kolagen (typ IV)
Basalni
membrana
Laminin
Buns&ns
membrana
Interginy

Obrazek 4: Struktura ECM (upraveno podle Bandzerewicz and Gadomska-
Gajadhur, 2022)
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3.2 Funkce ECM v biologickych systémech

ECM zastava v organismu mnoho dulezitych tloh — funguje jako opérny systém, odd€luje
tkdn€, a je nezbytnd pro bunécny rust ¢i hojeni ran. (Kumar et al., 2005) Mezi funkce
vyplyvajici z fyzikéalnich vlastnosti ECM fadime napftiklad jeji vliv na migraci bunék.
Béhem tohoto procesu se ECM mitize chovat jako drdha pohybu bunék, nebo také jako
kotevni misto, které je dilezit¢ béhem bunécného déleni. Je schopna migraci usnadnovat,
nebo ji naopak zcela zabranit vytvofenim fyzické bariéry. ECM slouzi jako zasobarna
rustovych faktori a diky svym biochemickym vlastnostem dokaze ovliviiovat zplsob

komunikace bunék s jejich extracelularnim prosttedim. (Kular et al., 2014; Yue, 2014)

3.3 Kolagen jako kli¢ova slozka ECM

Kolagen je v ECM zastoupen piiblizné¢ z 50 — 90 %, coz zn¢j déla velmi dilezity
strukturni protein. Jeho primdrni funkeci je zajiStovat pevnost v tahu, organizovat tvar
a uspotadani tkani, a podilet se na riznych bunéénych procesech jako je adheze ¢i migrace.
Zminéna pevnost v tahu je dana strukturou kolagenu, ¢ili jeho uspotfadanim do fibril. Bylo
zjisténo, ze tvorba fibril mize byt regulovana ostatnimi molekulami nachdzejicimi se v ECM
- naptiklad dekorinem, fibromodulinem ¢i integriny. Kolagen je syntetizovan fibroblasty
anajdeme jej predevSim v pojivovych tkanich (Slachy ¢i kiZe). Existuje né€kolik typh
kolagenu, pficemZ nejvice dominantni formou je kolagen typu I, ktery se nachazi obecné ve
vSech tkédnich. Jednotlivé tkané€ jsou tvofeny smésici kolagenovych typi; jeden z nich vSak
vzdy ptevlada (ptikladem miize byt kolagen typu II v chrupavce ¢i kolagen typu III
v cévnich sténach). (Dillar and Tabor, 2022; Kular et al., 2014; Yue, 2014; Frantz et al.,
2010)

3.4 Invitro ECM a jeho aplikace v tkaniovém inZenyrstvi

ECM odvozena z bunék (CAM) €astecné odrazi slozity biologicky aparat ptirozené tkané.
CAM pro vyuziti na scaffold lze ziskat z lidskych bunécnych kultur prostfednictvim jemné
decelularizace. Tento proces zachovava bioaktivitu a zaroven odstrafiuje imunogenni
slozky. In vitro ptiprava umoziuje vybér vhodnych typti bunék produkujicich ECM,
genetickou modifikaci a vystaveni specifickym stimulim, coZ usnadfiuje vytvoreni ECM
s pozadovanymi vlastnostmi. Lze také regulovat chovéani bunék, vcéetné jejich migrace,
proliferace ¢i diferenciace. Proces navic zachovava obsah bioaktivnich sloZek a signalnich

drah, a proto biomaterialy na bazi decelularizované ECM mohou slouzit jako struktury pro
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rust a adhezi bunék. (Assuncdo et al., 2020; Peiyao et al., 2024) V dusledku toho se stal
CAM vyznamnym materidlem v tkdnovém inzenyrstvi, a to predevSim diky svému
potencialu vytvaret vice biomimetickych a funkcénich tkanovych konstruktt. ECM
odvozenou z bun€k lze nasadit do hydrogeli nebo scaffoldii, ¢imz se vytvoii hybridni
materialy na bazi ECM. Alternativn¢ lze CAM generovat kultivaci bunék bez podpory
jiného materidlu ve 2D a 3D kulturach. (Assungdo et al., 2020; Oliveira et al., 2021)

V oblasti tkanového inZzenyrstvi by se mél v rdmci premény implantatu hostitelskym télem
na funk¢ni tkan vyvinout takovy scaffold, ktery odpovida strukturdlnim, fyzikalné-
chemickym a mechanickym vlastnostem nativni tkdné. Pravé pro splnéni biochemickych
vlastnosti a vyznamné roli interakce mezi buitkami a scaffoldem byly vyvinuty rtzné
biomaterialy syntetické (napft. kys. polymlécna ¢i polyglykolova) i pfirodni (napft. chitosan,
algindt akolagen). V pfipad€ syntetickych biomateridlti lze jako vyhodné vlastnosti
povazovat jak presnou kontrolu nad slozenim, tak i jejich geometrii a strukturu. Casto jim
vSak pfi vyuziti brani nevyhody, mezi které patii neptfedvidatelnd rychlost degradace,
chronicky zanét a omezend biologicka aktivita. Naopak ptirozené se vyskytujici materidly
jsou typicky odvozeny z celych ECM nebo purifikovanych jednotlivych slozek, jako je
kolagen, laminin, ¢i fibronektin. Poskytuji inherentni fyziologické interakce bunka -
scaffold, které usnadnuji regeneraci tkani. Syntetické scaffoldy by tedy mohly byt nahrazeny
ECM syntetizovanou bunkami kultivovanymi in vitro. Tyto snahy vyvrcholily vyvojem
pfislusnych implantath tkanového inZenyrstvi, jejichz vysledkem byly scaffoldy s vhodnymi

mechanickymi vlastnostmi. (Eltom ef al., 2019; Mangan et al., 2020).

Po ECM jako biomaterialu je tedy v tkanovém inZenyrstvi i regenerativni mediciné ¢im
dal vétsi poptavka (Assuncao et al., 2020). Vyuziti nachdzi v mnoha oblastech pti regeneraci
kosti, cév, kiize, ledvin a mnoha dalSich organti. (Yi et al., 2017) Jednotlivé aplikace spolu

s praktickymi ptiklady pouziti jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 4.
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Tabulka 4: Aplikace ECM (upraveno podle Yi et al., 2017)

Oblast pouziti

Priklady

Kuze

1é¢ba rozsahlych poranéni a tézkych popalenin

Kosterni soustava

a chrupavka

decelularizace prasec¢ich chondrocytti = vznik ECM scaffoldu

pro podporu regenerace chrupavky

Nervova soustava

ECM scaffold vytvoteny z praseciho optického nervu, michy
a mozku = pozitivni vliv na diferenciaci nervovych

kmenovych bun¢k

Cévni soustava

vyuziti hydrogelu vyrobeného z ECM prasec¢iho myokardu =

1é¢ba infarktu u prasat a celkové zlepSeni funkce srdce

Dychaci soustava

transplantace nahrady prudusnice vyrobené za pomoci

kmenovych bunék

nasazeni hepatocytti na decelularizovany prase¢i ECM jater -

Jatra moznost vyuziti pfi nevratném poskozeni ¢i selhani jater
(alternativa pti nedostatku darcovskych jater)
scaffold vyrobeny z ECM ledviny vyuzivany pfi zdvazném
Ledviny onemocnéni ledvin, které vyZaduje transplantaci (slouzi opét

jako alternativa pti nedostatku darct)

Tenké stievo

na modelu psa byla pro defekt tenkého stieva pouzita zaplata

z ECM tenkého stfeva
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II. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

HDF je adherentni bunécné linie odvozend od dospélé kize nebo dermis juvenilni
predkozky (kat. ¢.: 106-05n, Cell Sigma-Aldrich). Tato buné¢énd linie, pouzita ve vSech
experimentech praktické €asti bakalaiské prace, byla kultivovana v kultivacnich lahvich
(TPP Trasadigen, Svycarsko) v inkubatoru pii teploté 37 °C, 95% vlhkosti a v 5% COz
atmosfére. Pro kultivaci bun¢k bylo pouzito médium BME (Sigma Aldrich, USA) s 1%
pfidavkem antibiotik penicilin — streptomycin (GE Healthcare HyClone, United Kingdom)
a 10% fetalniho bovinniho séra (FBS, BioSera, France). Buné¢na linie HDF, kterd byla

pozorovana pomoci inverzniho mikroskopu, je zobrazena na nasledujicim Obrazku 5.

Obrazek 5: Bunécna linie HDF (zvétseni Z: 100%)

Bunéc¢na linie byla dvakrat tydné zpasazovana, aby se zvysila jeji zivotnost. Dal§im krokem
bylo vylouceni kontaminace za pouziti inverzniho svételného mikroskopu IX51 (Olympus
Japan, Japonsko). Cely objem média byl wvylit zkultivaéni lahve, bunky byly
2x promyty fosfatovym pufrem (PBS, Biosera, France), anasledné¢ byl pfidan
Trypsin/EDTA (Biosera, France). Po inkubaci a uvolnéni buné¢k ode dna kultiva¢ni nadoby
bylo ptidano kompletni kultivaéni médium, diky ¢emuz vznikla buné¢né suspenze. Pomoci
Biirknerovy komurky byla stanovena viabilita a pocet bunck. Linie byly pasdZovany

v poméru 1: 4 az 1: 6.
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4.2 Pouzité soupravy, chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

ActinGreen™ 488 (kat. ¢.: R37110, ThermoFisher Scientific, USA)

ActinRed™ 555 ReadyProbes™ Reagent (kat. ¢.: R37112, ThermoFisher Scientific,
USA)

Askorbat sodny (Cat. N.: A4034, Sigma Aldrich, USA)
Basal Medium Eagle (BME, kat. ¢.: B9639-10L, Sigma Aldrich, USA)

CELLPURE® sterilni roztok Phosphate Buffered Saline (kat. ¢.: R.9143.2, Carl
Roth, Némecko)

Dodecylsiran sodny (kat. ¢.: 151-21-3, Sigma-Aldrich, USA)

Dulbecco's Modified Eagle's médium (DMEM, kat.¢.: D5648; Sigma-Aldrich, USA)
F12 Nut Mix (kat. ¢.: 21700-018,Thermo Fisher Scientific, USA)

Fetalni bovinni sérum (FBS kat. ¢.: FB-1280; Biosera, Francie)

Formaldehyd 36-38 % (kat. &.: 14150-11000, Penta s. r. 0., Ceska republika)
Formaldehyd 36-38% (kat. ¢.:1415,-11000, Penta s. r. o, Ceska republika)

Fosfatovy pufr (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, kat. ¢.:LM-S2041/500,

BioSera, Francie)

Hoechst 33258 (kat. ¢.: H1398, ThermoFisher, Scientific, USA)

Hydrogenuhli¢itan sodny (kat. ¢.: 28000-31000; Penta Chemicals, Ceské republika)
Penicillin-Streptomycin 100X (kat. ¢.: XC-A4122/100; Biosera, Francie)

Rat Tail Collagen Coating Sollution (kat. ¢.: 122-20, Cell Applications, USA)
Triton™ X-100 solution (kat. &.: 93443-100ML, Sigma-Aldrich, USA)
Trypsin/EDTA 10X (kat. ¢.: XC-T1717/100; Biosera, France)

Zelatina (kat. &.: 28650-30500, Penta chemicals, Ceska republika)
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Pouzité roztoky a jejich priprava

Piiprava 0,66% roztoku SDS

K pfipravé tohoto roztoku si na analytickych vahach do kadinky navazime 0,66 g
praskového SDS a rozpustime v malém mnozstvi destilované vody. Roztok kvantitativné

ptevedeme do 100ml Erlenmayerovy baiiky a doplnime destilovanou vodou po rysku.

Piiprava 0,1% roztoku Zelatiny

K pfipravé tohoto roztoku si na analytickych vahach do kadinky navazime 0,1 g zelatiny
arozpustime v malém mnozstvi destilované vody. Roztok kvantitativné prevedeme do
100ml sklenéné lahve. Po pfipravé musi roztok projit procesem autoklavovani, aby byl

sterilni.

Piiprava 0.37M roztoku askorbatu sodného

K ptiprave tohoto roztoku si na analytickych vahach navazime 50 mg L-askorbatu sodného

a nésledné rozpustime v 1 ml destilované vody.
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4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
e 0,22 um stiikackové filtry (kat. ¢.: 99722, TPP — Techno Plastic Products,
Svycarsko)
e Centrifuga 5702 R chlazeny model pro vzorky zavislé na teploté (Eppendorf, CR)
e Digestof odtahovana MERCI G NextGen (MERCI s. r. 0., CR)

e Fluorescen¢ni mikroskop Olympus IX81 s fazovym kontrastem (OLYMPUS Japan,
Japonsko)

e Inkubator s ptislusenstvim Heracell™ 1501 (Thermo Scientific, USA)

¢ Inverzni mikroskop IX51 (OLYMPUS Japan, Japonsko)

e Jednorazové injekéni sttikacky Injekt (Braun, Spolkova republika Némecko)
e Laminarni box Bio130 A2 s ptislusenstvim (Alpina, Polsko)

e Ultrazvuk Elmasonic S 70 H s ohfevem (Elma, Spolkovéa republika Némecko)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Rustova krivka

Rustova kiivka je graf, ktery nam ukazuje, jak se v riznych ¢asovych intervalech méni
pocet bun¢k v dané bunécné kultufe v prubehu ristového cyklu. Tento cyklus ma obecné
Ctyfi faze, pfiCemz prvni je klidova (lag) faze, za ni nasleduje exponencialni (log) faze,
stacionarni fize, a na zavér nastupuje bunééna smrt neboli apoptodza. (Growth curve, © 2019;

Vunjak-Novakovic and Freshney, 2005)

Prvni (klidova) faze trva zpravidla 12 — 24 hodin, obecné vSak mize trvat od nékolika
hodin az po 48 hodin. Béhem tohoto Casového obdobi buitkky obnovuji sviij cytoskelet,
zotavuji se z trypsinizace a vylucuji extracelularni matrix, diky cemuz se dokazi mezi sebou
vzajemné propojit arozprostiit se na substratu. Tyto zminéné procesy poté vedou
k opétovnému zapoceti bunéného cyklu. (Assanga, 2013; Vunjak-Novakovic and Freshney,

2005)

Nésledné buiiky vstupuji do tzv. log faze neboli faze exponencidlniho ristu. Zde dochézi
ke zdvojnasobovani buné€k, jehoz rychlost se 1isi podle typu bunécné linie. Tuto rychlost
oznacujeme jako DT (z anglického ,,doubling time*). Jakmile se buiiky namnozi natolik, Ze
je jimi obsazen cely substrat, pferusi svij bunécny cyklus a vstupuji do dalsi faze.
(Assanga, 2013; Vunjak-Novakovic a Freshney, 2005) Tuto fazi nazyvame stacionarni (coz
znamena, Ze se bunécna proliferace téméf Uplné zastavi), a mize byt zplisobena napiiklad
vyCerpanim rastovych faktord v médiu nebo vysokou hustotou bunééné populace. Nékteré
bunky prejdou do GO faze, kde se jiz dale ned¢li, zastavuji sviij bunécny cyklus, ale ziistavaji
Zivotaschopné; nékteré mohou naopak ve stacionarni fazi diferencovat. (Vunjak-Novakovic

and Freshney, 2005)

Mrwe

bunck, dale také dochazi k vypotfebovani peptidovych ristovych faktorti a k omezeni
pritoku zivin mezi buiitkami. Pisobenim vSech pfedchozich faktord nastava u béznych
bunéénych linii vyfazeni z bunééného cyklu, u transformovanych bunck vsak toto konci

vetSinou bunéénou smrti neboli apoptdzou. (Vunjak-Novakovic and Freshney, 2005)
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V této Casti experimentu jsem pro sestrojeni rustové kiivky sledovala navySovani

koncentrace HDF bun¢k v bunééné suspenzi, pricemz jsem provadéla dvé méreni vedle sebe.

Buiikky HDF jsem nejprve zpasazovala, ¢imz jsem ziskala bunécnou suspenzi pro zjisténi
koncentrace bun€k pomoci Biirkerovy pocitaci komurky. Zde se jednd o manualni pocitani
bun¢k v celkovém objemu 10 pl ajejich pozorovani pomoci inverzniho mikroskopu pfti
zvétSeni 40x. Za pouziti nasledujici Rovnice 1 jsem stanovila koncentraci bunék

v 1 ml bunécné suspenze:
pxzx10*

: (1)

c

Kde ¢ je koncentrace bunék, p je pruimérny pocet bunék ve ¢tverci a z je zfed’'ovaci faktor.
Faktor 10* se rovna poméru 1 000 mm® (1 ml) a0,1 mm’ (objem definovany jednim

tvercem). Vysledna bunééna suspenze méla tedy koncentraci 1 x10* bunék na 1 ml.

Nasledné jsem do jednotlivych Petriho misek napipetovala 3 ml bunééné suspenze
a umistila jsem je do inkubatoru pfti teploté 37 °C a koncentraci CO2 5 % na 24 hodin. Po
uplynuti této doby jsem duplikdt Petriho misek zpasazovala a bunky spocitala stejnym
zpusobem, jak je uvedeno vySe. Tento postup jsem opakovala 1 v nasledujicich intervalech,
tj. 3, 5 a 9 dni; kdy vyména kultivacniho média probihala kazdych 72 hodin. Ze ziskanych
hodnot obou fad byl pro kazdy den stanoven primeér. Tyto priméry koncentrace byly

nasledné pouzity pro tvorbu ristoveé kiivky.

K vypoctu ¢asu pottebného ke zdvojnasobeni poctu bunék (tzv. doubling time — DT) jsem
pouzila nasledujici Rovnici 2:
At

DT =

log: (gp) @

Kde 4t je celkovy ¢as kultivace, AN je nartist bunééné koncentrace béhem kultivace a ANy

je pocatecni koncentrace bunck.
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4.4.2 Produkce CAM in vitro

CAM - z anglického ,,cell-assembled extracellular matrix“ — znamena v doslovném
piekladu néco jako ,,extracelularni matrix sestavena z bunék“. CAM sheet (neboli list CAM)
je v soucasné dobé¢ relativné zadany biomaterial, diky kterému se napiiklad povedlo zcela
uspésné implantovat cévni bypass do téla pacientd. (Potart ef al., 2023)

Pti tvorbé CAM sheetu jsem pouzila adherentni bunécnou linii HDF. Tato linie byla pfi
hustoté 1x 10* bunék - cm™ nasazena do osmi kultivaénich lahvi T-25 o kultiva¢ni plose
25 cm? a nasledné byla kultivovana v inkubétoru po dobu osmi tydni v médiu DMEM/12
s pridavkem 20% fetalniho bovinniho séra (FBS) a 1% antibiotika penicilin — streptomycin.
Na dosazeni struktury v podobé tenkého listu (platku) béhem samosestavovani ECM
fibroblastovych bunck mé vliv synergického efektu kultivace s pfidavkem kyseliny
askorbové jako kolagenového stimulantu (Sato ef al., 2017). Proto bylo do média pfidano
500 uM askorbatu sodného (Sigma Aldrich, USA). Vyménu média jsem provadéla tikrat
tydné.

Po uplynuti osmi tydnil jsem platy extracelularni matrix z kultivacnich lahvi stdhla pomoci
pinzety, rozprostiela na Petriho misky a vzorky CAM uschovala v mrazéku pii teploté
-80 °C pro dalsi analyzu. Na nasledujicim Obrazku 6 je zpracovan jednoduchy graficky

piehled postupu produkce CAM in vitro.

}\
8 tydnli

—_— —_ =

Kultivace HDF Zrani VHDF bunéén linie Tenka 3D vrstva HDF
na pozadovanou hustotu

Obrazek 6: Postup produkce CAM in vitro
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4.4.3 Zpracovani CAM devitalizaci/decelularizaci

Pokud budeme chtit CAM sheet pouzit, musime jej nejprve upravit devitalizaci. Jedna se
o rozmrazeni vzorkd, jejich promyti ultracistou vodou (UPW) a proschnuti v laminarnim
flowboxu po dobu 1 h. V ptipadé potieby jsou znovu hydratovany fosfatovym pufrem. Pro
zjisténi struktury CAM byly vzorky timto zptsobem upraveny a vlozeny do Petriho misky
s 3 ml PBS a v tomto roztoku ponechany do druhého dne.

Proces decelularizace je hojné¢ pouzivany v tkanovém inzenyrstvi a regenerativni
mediciné k odstranéni bunéénych slozek z biologickych tkani nebo organti pti zachovani
struktury a slozeni ECM. Cilem decelularizace je vytvofit scaffold z organu, ktery miize byt
znovu osidlen novymi buiikkami, coz umoznuje regeneraci funkénich tkénovych nebo
organovych konstruktl (Neishabouri et al., 2022).

Samotna decelularizace byla provedena pomoci roztoku SDS o vysledné koncentraci
0,66 %. V pripad¢ chemického odstranovani bunééné slozky (solubilizace cytoplazmatické
membrany, lipidi a DNA) se alternativné vyuzivaji iontové detergenty. Byl pouzit iontovy
detergent SDS, ktery je ve srovnani s deoxycholatem nebo Tritonem X-100 nejicinng)si
(Schmidt et al. 2017). Tato latka byla naaplikovéna na vzorek CAM v objemu 5 ml a perfuze
trvala po dobu 1 hodiny. Po uplynuti 1 h jsem CAM sheet 5x promyla 5 ml PBS, pti¢emz
po kazdém promyti jsem CAM sheet v PBS ponechala po dobu 30 minut. Takto
decelularizovany CAM sheet byl uschovan v lednici v5 ml PBS do nasledného dne
k pouziti. Pro kontrolu spravnosti téchto postupii jsem zvolila metodu fluorescen¢niho

barveni.

4.4.4 Fluorescen¢ni mikroskopie produkovanych CAM

Fluorescencni mikroskopie vyuZziva fyzikalniho jevu zvaného fluorescence. Pii tomto jevu
dochdzi k absorpci svételného zareni o ur€itych vlnovych délkach molekulami, cemuz se
jinymi slovy Fiké excitace. Cast takto ziskané energie se opét vyzafi, &ili dojde k emisi svétla
o delsi vinové délce, které je poté mozno pozorovat mikroskopem. (Becker, 2012)

Fluorescenci délime na primarni fluorescenci (autofluorescenci) a sekundarni (neptimou)
fluorescenci. Prvni typ se vyskytuje u latek, které jsou schopny fluoreskovat samostatn¢;
druhy typ muzeme pozorovat, pokud na nefluoreskujici latku navazeme fluorescencni
barvivo. Latky, které k takovému barveni pouzivame, se nazyvaji fluorochromy. Jsou to
organické latky aromatického charakteru, v jejichz molekule se nachdzeji reaktivni skupiny
(naptiklad protilatky nebo fetézce nukleovych kyselin) slouZzici k interakci s nami

pozadovanymi strukturami. (Becker, 2012) Fluorochromy mohou byt vnitini (napiiklad
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fenylalanin, tyrosin nebo tryptofan), anebo vnéjsi, které jsou pouzivany cCastéji a podle typu
tvotici vazby se d€li na fluorescen¢ni znacky a sondy. (Kocarek et al., 2010)

Jak jiz bylo zminéno, metodu fluorescen¢niho barveni jsem pouzila za ucelem kontroly
spravnosti provedeni decelularizace CAM sheetu. Nejprve jsem opatrné odsala PBS
z Petriho misek, ve kterych byly vzorky CAM - jeden upraven devitalizaci a druhy
procesem decelularizace. Fixace vzorkli byla provedena 4% formaldehydem. Po
15 minutach byl obsah Petriho misek odsat a promyt PBS. Ptidala jsem 0,5% Triton X-100,
ktery jsem nechala 5 minut ptsobit. Objem Petriho misky s latkou byl opét odsat a CAM
sheet byl 3x promyt PBS. Pro barveni struktury CAM sheetu byl pfidan PBS, do néhoz byla
pfidana 1 kapka -ml™ barviva Actin Red™ 555 acca 5 ug'ml' Hoechst 33258 barviva.
Takto ptfipravené vzorky CAM byly ponechany 30 minut v inkubatoru ve tmé. Na zavér jsem
roztok v misce odsdla, pipetou piidala k CAM sheetu PBS, a pomoci fluorescenéniho

mikroskopu Olympus IX81 jsem vzorek nafotila.
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4.4.5 Test proliferace H9C2 bunécné linie

Proliferaci se obecn¢ rozumi novotvorba, mnozeni, nebo rist bunék. Proliferacni test byl
proveden za ucelem zjisténi, zda je buitkami vytvofeny CAM sheet dobrym scaffoldem pro
rust jiné bunécné linie. Pro tuto metodu jsem zvolila bunécnou linii H9C2 (mysi
kardiomyocyty), ktera se kultivuje v DMEM médiu s ptidavkem 10% FBS, 1% penicilin-

streptomycinu a 1% piidavkem L-glutaminu.

Tento test jsem provadéla soubézné ve trech rizné povrchoveé upravenych Petriho miskach.
Typy povrchovych uprav pouzitych pro tuto Cast experimentu, spole¢né s potiebnym
mnozstvim latek ajejich dobou inkubace po povrchové upravé, jsou uvedeny

v Tabulce 5. Jako reference byla zvolena Cista Petriho miska.

Tabulka 5: Typy povrchovych uprav

Cislo - .o Doba
misky Povrchova uprava | Mnozstvi inkubace
1 Reference (bez i i
uprav)
2 Kolagen 3ml 30 min
3 Zelatina 3 ml 30 min
4 Decelularizovany i i
CAM sheet

Dalsim krokem byla pfiprava samotné bunéfné suspenze, kterou jsem provedla
zpasazovanim bun¢k HO9C2. Nasledné bylo nutné zjistit koncentraci bunétné suspenze
pomoci pocitani bun¢k Biirkerovou komurkou, vyslednd koncentrace byla zvolena v poctu
1x 10° bunek - cm™. Takto vytvofenou bun&nou suspenzi H9C2 jsem napipetovala do jiZ
ptipravenych Petriho misek v objemu 5 ml. Petriho misky jsem inkubovala po dobu 48 hodin
v inkubatoru. Po inkuba¢nim case jsem provedla vyhodnoceni pomoci fixace bun¢k H9C2

v 4% formaldehydu a provedeni metody fluorescenéniho barveni.

Postup fluorescencniho barveni byl totozny jako v ptipad€ vyhodnoceni spravného postupu

decelularizace CAM sheetu, viz kapitola 4.4.4.
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5 VYSLEDKY

5.1 Rustova kriivka

Pro sestrojeni rtstové kiivky byla provedena dvé méteni vedle sebe. Prvni, tieti, paty
a devaty den byla vypocitana koncentrace bunck v jednotlivych duplikatech, z nichz byl

nasledné stanoven primeér koncentrace pro jednotlivé dny. Vysledné hodnoty jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Tabulka 6: Koncentrace bunék
v jednotlivych dnech experimentu

Doba kultivace | Koncentrace
[dny] bunék [10%]
0 1
1 4,2
3 6,4
5 16,9
9 84,2

Z hodnot v pfedchozi tabulce byla sestrojena rlistova kiivka zavislosti koncentrace HDF

bunck na dobé kultivace (Graf 1).
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Graf 1: Riistova krivka
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Dle teorie popsané v kapitole 4.4.1. Ize z této rustové kiivky vycist, Ze mezi 1. a 3. dnem
byly HDF buiiky v klidové (lag) fazi. Obecné tato faze trva az 48 hodin, v nasem ptipadé
vSak tato doba vzrostla na 72 hodin. Od tietiho dne jiz buiiky vstoupily do log faze neboli
faze exponenciadlniho rastu. Lze vidét, Ze v tomto pfipad¢ stacionarni faze ani apoptdza

neprobéhly.

Za pouziti Rovnice 2 jsem vypocitala doubling time na 50,81 hodin.

5.2 Produkce CAM in vitro

K produkci CAM platkti byly ptrednostné pouzity fibroblasty odvozené z lidské kiize,
oznacené jako HDF bunééna linie. HDF v kultiva¢ni lahvi s povrchem o velikosti 25 cm?
vytvofily soudrznou Zivou vrstvu po 8 tydnech kultivace. Takto vytvofeny CAM sheet
vypadal jako homogenni, tenka, poloprithlednd félie/blana. Vyprodukovany CAM sheet
jsem nasledné z kultivacni lahve presunula pinzetou na Petriho misku, kde jsem jej za
pomoci pinzety a preparacnich jehel rovnomérné rozprostela. Tento proces Ize vidét na

Obrazku 7.

Obrazek 7: CAM sheet na Petriho misce

Celkovy 8tydenni proces kultivace a nartist HDF buné¢k byl priibézné pozorovan pomoci
inverzniho mikroskopu s fotoaparatem pii zvétSeni 100x. Prvni pozorovani bylo provedeno
3 dny po nasazeni bunécné linie, druhé pozorovani probehlo 7. den. Nasledné jsem postupné
samosestavovani CAM analyzovala vzdy jednou za 7 dni, ato po dobu osmi tydni.

Fotodokumentace tvorby CAM sheetu Ize vidét na Obrazku 8.

Nejvyssi nartist bunééné koncentrace probéhl mezi 3. a 7. dnem. Na fotce potizené tieti den

muzeme pozorovat HDF buiky samostatné, zato 7. den jiz bunky vytvorily propletenou
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strukturu, kterd s pfibyvajicimi dny stale nartstala. V zévéru kultivaéni periody byla jiz

sestavena husta endogenni extraceluldrni matrix vytvorena pouze z fibroblastu.

Obrazek 8: Produkce CAM in vitro (Z: 100%)
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5.3 Zpracovani CAM devitalizaci/decelularizaci

Samotné piipravené¢ CAM sheety lze pouzit ihned po zpracovani v ptipadé€, Ze chceme
vyuzit zivé fibroblasty pro konkrétni aplikaci. AvSak v tomto piipad€ jsme pouzili proces
devitalizace za pomoci dehydratace. Jedna se o netraumatickou metodu pro ulozeni vzorki
CAM. Devitalizovany vzorek si zachovava ptivodni strukturu véetné bunéénych komponent.
Pro nasledujici experiment proliferace jiné bunécné linie bylo nutné odstranit procesem
decelularizace bunécnou Cast a zachovat pouze extracelularni matrix. Procesem plisobeni
0,66% detergentu SDS jsem ziskala silnou homogenni strukturu bez potieby jakékoli vnéjsi
podpory. Oba procesy, devitalizaci a decelularizaci CAM sheetl, jsem ovéfila a vyhodnotila

pomoci kontrastniho fluorescen¢niho barveni (Obrazek 9 a 10).

Obrazek 9: Devitalizovany CAM sheet (Z: 100%)

Obrazek 10: Decelularizovany CAM sheet (Z: 100%)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Na devitalizovaném vzorku je Cervené zobrazen cytoskelet bun¢k; modro-fialové jsou
zabarvena bunécnd jadra. Naopak na druhém, decelularizovaném vzorku byly veskeré
bunééné komponenty odstranény, tim padem lze na fotce vidét pouze Cisty CAM sheet bez
bunck. Lze tedy konstatovat, Ze proces decelularizace je uc¢inny pro odstranéni bunécné
slozky. Tento krok zachoval slozitou architekturu extracelularni matrix, a takto upraveny
CAM sheet je mozné vyuzit jako modelovy biologicky scaffold pro nasazeni a proliferaci

dalsich bunéénych linii.
5.4 Test proliferace H9C2 buné¢né linie

Predpoklada se, Ze CAM sheet poskytuje vhodné prostiedi pro adhezi a proliferaci bunck
a ma potencial jako scaffold v oblasti tkdnového inZenyrstvi. Posouzeni mozné interakce
mezi povrchem a bunéénou linii lze provést in vitro metodou proliferace. Bunééna linie
HOC2, odvozend z embryonalni srde¢ni tkdné, byla kultivovdna na vzorku CAM sheetu
a2 povrchovych upravach — Zelatina a kolagen. Jeji morfologie, pozorovana inverznim

mikroskopem, je viditelna na Obrazku 11.

Obrazek 11: Bunécna linie H9C2 (Z: 100 %)

Schopnost bunécné linie H9C2 proliferovat na vzorku CAM sheetu a dalSich povrchovych
upravach byla hodnocena po 48 hodinach provedenim fluorescen¢niho barveni bunécné
kultury. VSechny mikrofotografie, potfizené fluorescenénim mikroskopem Olympus [X81,
lze vidét na Obrazku 12 — 15. Bunécna linie H9C2 na povrsich byla nabarvena

fluorescencnimi barvivy ActinGreen™ 488 a Hoechst 33258 s cilem zvyraznit a zlepsit
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vizualizaci bunééné morfologie a proliferace. Barvivo ActinGreen™ 488 je vhodné pro
zobrazeni struktury a funkce cytoskeletu, zatimco Hoechst 33258 slouzi jako kontrastni

barvivo pro zvyraznéni nukleovych kyselin.

Na Obrazku 12 jsou mys$i myoblasty kultivované klasicky na dvourozmérném povrchu
Petriho misky bez modifikovaného povrchu. Z hlediska morfologie jsou bunky H9C2 na

referen¢nim vzorku malé, misty az ovalné, s jednim jadrem uprostied.

Obrazek 12: Proliferace — reference

Oproti tomu na bunééné monovrstvé mySich myoblastdl na zbylych systémech
povrchovych uprav (Obrazek 13-15) maji buiiky podlouhly, vietenovity tvar casto

s jednim jadrem.

Obrazek 13: Proliferace — kolagen
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Obrazek 14: Proliferace — Zelatina

Obrazek 15: Proliferace — CAM sheet

Obecné by se tedy dalo konstatovat, ze rozdil v morfologii mizeme pozorovat pouze
u buné¢k na vzorku s referenci. U vzorku povrchové upravy kolagenu, Zelatiny a CAM sheetu
nebyly pozorovany vyrazné rozdily v morfologii, ale kultivace H9C2 bunék na vzorku CAM
sheetu vykazovaly vzdjemnou provazanost. Provazanosti bunék atvarem jader bunck
(modra barva), které jsou obklopeny vyrazné vymezenym cytoskeletem (fluorescencné
zvyraznén zeleng), se prokazalo, ze buiiky linie HOC2 kultivované na CAM sheetu vykazuji

pfiznivé prostfedi pro vzajemnou interakci bunék.
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6 DISKUZE

Cilem této prace bylo za pouziti bunééné linie HDF vytvofit CAM sheet (neboli
samosestavenou ECM) a dokézat, ze je tento biomateridl vhodnym scaffoldem pro rust jiné
bunécné linie.

ECM se da povazovat za slozitou podparnou sit,, kterd hraje v bunikdch velmi dilezitou
diferenciace, proliferace, adheze nebo apoptoza. Podili se na mechanickych vlastnostech
tkani, na hojeni ran a ovliviiuje bunécnou aktivitu a reakce probihajici v buiice. Pravé diky
biochemické aktivit¢ ECM dokéazou buiiky komunikovat s jejich extracelularnim prostfedim
pomoci pfendSeni chemickych signali. Naopak na zprostfedkovani fyzikalnich signdll se
podili fyzikalni vlastnosti ECM, mezi které patii jeji tuhost, hustota ¢i porovitost. (Yue,
2014; Kular et al., 2014) Slozeni ECM je rtiznorodé, nejvetsi roli zde vSak hraji
makromolekuly, jako jsou napfiklad proteiny ¢i sacharidy. Hlavni molekulou obsazenou
v ECM je kolagen, jehoz zastoupeni se v ECM pohybuje okolo 50 — 90 %. Kolagen je
produkovan priméarné fibroblasty a hraje roli pfi adhezi ¢i migraci bunék. Diky svému
strukturnimu usporadani ve formé fibril je zodpovédny za mechanickou pevnost a odolnost
v tahu u pojivovych tkani. (Kular ef al., 2014; Diller and Tabor, 2022; Sorushanova et al.,
2019)

K vytvoteni CAM sheetu byla pouzita jiZ zminénéd bunécna linie HDF, ktera byla pro tuto
praci vybrana na zaklad¢ jejich schopnosti produkovat proteiny ECM. HDF buiiky jsou
dalezité pti obnoveé a regeneraci tkani a jejich pouziti je navic pomérné snadna zalezitost.
(Mesdom et al., 2020; Zuo et al., 2019; Kiesel and Klar, 2019)

Samotné piipravé CAM sheetu predchazelo sestaveni rlstové kiivky, jejiz teoreticky
prubéh a faze jsou jiz popsany v kapitole 4.4.1. Lze konstatovat, Ze HDF bunky setrvaly
v klidové fazi cca 72 hodin, pficemz priimérnd doba trvani této faze byva 48 hodin. Od
tretiho dne buiiky vstoupily do faze exponencidlniho riistu. Ke zdvojeni poctu bunék doslo
za 50,81 hodin. Dle Grafu 1 lze vidét, ze stacionarni faze ani apoptéza neprobehly, coz
mohlo byt zplisobeno kratkou dobou kultivace. Celkovy prabéh rastové kiivky vSak dle
literatury pouzité v kapitole 4.4.1 koreluje s teorii bunécného ristu, z cehoz plyne, ze
bunécna suspenze byla spravné ptipravena pro dlouhodobou kultivaci CAM sheetu.

Celkovy prubéh produkce CAM sheetu trval 8 tydnll. K médiu s HDF bunikami byl pfidan

vvvvv

v koncentraci 0,5 mM, coZ byla koncentrace pouzitd i v této praci. (Torres et al., 2021)
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Za tuto dobu se na spodni ¢asti kultivacnich lahvi vytvofila tenka poloprtihledna folie/blana,
jejiz vzhled se shodoval s popisem jinych studii zabyvajicich se timto tématem (ptikladem
je studie, kterou publikovali Torres et al. v roce 2021).

V soucasné dobé se CAM sheet vyuziva primarné jako biomateridl potiebny pro vyrobu
implantabilnich cévnich $tépl. Funguje také dobie jako scaffold, ktery podporuje vyvoj
bunck a obnovu tkani — je vSak nutné, aby byl decelularizovany. (Potart et al., 2023;
Chaudhari et al., 2016) Takové scaffoldy, tzn. scaffoldy vytvoiené na bazi nativni ECM,
jsou obvykle svou strukturou i slozenim mnohem piivétiveéjsi nez jiné umelé scaffoldoveé
materialy, jako jsou hydrogely nebo 3D podklady vytvotené biotiskem. Pravé ptitomnosti
nativnich strukturnich proteinti a dal$ich makromolekul mize CAM sheet jako scaffold 1épe
obnovit vzajemné plsobeni bun¢k a ECM, ¢imZ poskytne buitkdm vysoce biomimetické
mikroprostiedi.  Navic dlouhodobou kultivaci lidskych dermalnich fibroblasti lze
kontrolovat v in vitro podminkach a udrzovat je téméf v bezpatogennim stavu. V zavéru
takové dlouhodobé kultivace je tedy vysledny CAM sheet usporadan do podoby podptirného
systému v podobé nanovlakenného listu, ktery obsahuje hlavni strukturalni proteiny ECM
a dal$i makromolekuly véetn¢ kolagent, fibronektinu, lamininu a elastinu. (Xing et al.,
2015) Vysledky se téméf shoduji s informacemi v publikacich, kdy se dlouhodobou
kultivaci lidskych dermalnich fibroblastli za fizenych podminek podaftilo ziskat neporusenou
ECM se zachovanym slozenim a architekturou ptivodni bunécné linie. ECM kultivovéana
in vitro tedy potencialn€ vede k vytvofeni struktur podobnych tkani se zvySenymi bunécné-

instrukénimi vlastnostmi.
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ZAVER

Kolagen je vyznamny heterogenni protein, ktery je v soucasné dobé ve velké miie
vyuzivan jako biomaterial, ato ptredevSim diky své biokompatibilité, biodegradabilité
a mechanickym vlastnostem. Je nejhojnéjsi slozkou extracelularni matrix savcl a najdeme
jej ve vétsing tkani. S kolagenem a extracelularni matrix izce souvisi ECM odvozena

z bun¢k, tzv. CAM. Ne¢které bunky, naptiklad lidské dermalni fibroblasty, jsou schopny
CAM produkovat a vytvaiet tak CAM sheet.

V této praci byla zminénd bunécna linie HDF pouzita k GspéSnému vytvoreni CAM
sheetu, jehoz vysledny vzhled se shodoval s popisem jinych odbornych studii zabyvajicich
se timto tématem. CAM sheet byl nasledn¢ devitalizovan, decelularizovéan a otestovan, zda
by byl vhodnym scaffoldem pro rist jiné bunécné linie. Proliferacni test byl proveden
nasazenim bunécné linie H9C2 na povrch CAM sheetu, pti¢emz schopnost proliferace té€chto
buné¢k byla vyhodnocena fluorescenénim barvenim apozorovana fluorescencnim
mikroskopem. Ve vysledku lze fici, Ze kultivace bunécné linie H9C2 byla Uspé&Sna.
Experiment tedy ukazal, Ze mechanické vlastnosti a biokompatibilita CAM sheetu jakozto
vhodného prostiedi pro adhezi a proliferaci bun€k podtrhuji jeho potencidl jako scaffold

v oblasti tkanového inZenyrstvi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AMK Aminokyselina

CAM Cell-assembled extracellular matrix
DT  Doubling time

ECM Extracelularni matrix

ER  Endoplazmatické retikulum

FBS Fetalni bovinni sérum

GA  Glutaraldehyd

Gly Glycin

GP  Genipin

GTR Rizena tkafiova regenerace

HDF Lidské dermalni fibroblasty

Hsp Homology proteinu tepelného Soku
Hyl  Hydroxylysin

Hyp Hydroxyprolin

Lys Lysin

P4-H Prolyl-4-hydroxylaza

PDI  Protein disulfidové izomerazy

Pro  Prolin

SDS  Dodecylsiran sodny

Ta Teplota denaturace

Ts Teplota smrsténi

UPW Ultracista voda

TEWL Transepidermalni ztrata vody

rrrrr

TERM Tkanové inZenyrstvi a regenerativni medicina
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GF  Raistovy faktor
MMP Matrixové metaloproteindzy

BM  Bazalni membrana
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