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Souhrn

Kardiovaskularni onemocnéni patii celosvétové mezi hlavni pric¢iny amrti.
Operacni techniky, zahrnujici pfemosténi, nahrazeni nebo plastiku
poskozené tkané, potrebuji vhodné Stépy pro tyto operace. ldedlnim zdrojem
jsou autologné ziskané Stepy, které vSak vyzaduji dalSi invazivni pfistup a
neni jich dostatek nebo nevyhovuji z hlediska anatomie. Alogenni Stépy ze
zemrelych darcl nejsou ihned k dispozici pro akutni zasahy. Syntetické
nahrady vykazuji dobré vysledky u velkych tepen, ovSem v pro nahradu cév
malého priméru dochazi k jejich resten6zdm a mnohdy vyzaduji dalsi
reoperaci. Vyuziti metod tkanového inZzenyrstvi pro modifikaci téchto nahrad
osidlenim pomoci bunék mulze poskytnou lepsi vysledky. Daéle
decelularizované xenogenni tkané jsou slibné matrice pro vyvoj tkanové
upravenych kardiovaskularnich stép(l. Diky decelularizaci je minimalizovan
jejich imunogenni komplex pfi zachovani vhodné stavebni struktury.
V kombinaci s rekolonizaci vhodnymi bunkami za pomoci Kkultivaénich
bioreaktord mohou vzniknout nové funkéni kardiovaskularni nahrady.

Klicovymi prvky pfi vytvofeni kardiovaskularnich nahrad je endotelizace
vnitfniho lumenu. Vliv smykového napéti simulovaného v bioreaktoru ma
pozitivni vliv. na modulaci ristu endotelu v kombinaci s vhodnym
substratem. Bunky hladkého svalu zase vytvareji mechanickou oporu a
zajistuji vazokonstrikci a vazodilataci. Hydrodynamicka stimulace tlakem a
natazenim podporuje proliferaci hladkého svalu, pfip. diferenciaci
kmenovych a stromalnich bunék do fenotypu hladkého svalu. V ramci prace
byly vytvoreny systémy pro automatizovanou decelularizaci tkani a systémy
pro dynamickou kultivaci bunék zajistujici stimulaci pomoci smykového
napéti a cyklické tlakové stimulace.

Tyto stimulace prokazatelné podporovaly fenotypickou maturaci bunék,
jejich proliferaci a diferenciaci. Na zakladé vysledk( byla vytvorena
optimalizovana procedura, jez vyuZivala navrzené technologie pro pripravu
rekolonizovanych kardiovaskularnich zaplat na bazi decelularizovaného
praseciho a ovciho perikardu, jez byly osidleny autolognimi stromalnimi
bunkami z tukové tkané. Vlivem mechanické stimulace doslo k homogenni
rekolonizaci decelularizované tkané za 5 dni a byla nastartovana
diferenciace stromalnich bunék smérem khladkému svalu. Takto
pripravené zaplaty byly implantovany na umély defekt a. carotis. Po
explantaci a histologické analyze bylo prokadzano, ze u rekolonizovanych
zaplat vznikla nova endotelova vrstva jiz po 1 mésici.
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Summary

Cardiovascular disease is one of the leading causes of death worldwide.
Surgical techniques, including bridging, replacing, or plasticizing damaged
tissue, need suitable grafts for these operations. The ideal source is
autologously obtained grafts, which, however, require another invasive
approach, and there are not enough of them, or they do not meet the optimal
anatomical form. Allogeneic grafts from cadaveric donors are not
immediately available for acute interventions. Synthetic replacements show
good results in large arteries, but restenosis occurs in small diameter
vessels and often require further reoperation. The use of tissue engineering
methods to modify these replacements by cell colonization may provide their
better patency. Furthermore, decellularized xenogeneic tissues are
promising matrices for the development of tissue-engineered cardiovascular
grafts. Due decellularization the immunogenic complex is minimized while
maintaining a suitable building structure. In combination with recolonization
with suitable cells using culture bioreactors, new functional cardiovascular
replacements can be created.

Endothelialization of the inner lumen is a crucial element in the formation of
cardiovascular replacements. The effect of shear stress simulated in the
bioreactor has a positive effect on the modulation of endothelial growth in
combination with a suitable substrate. Smooth muscle cells, create
mechanical support and provide vasoconstriction and vasodilation.
Hydrodynamic stimulation by pressure and stretching supports the
proliferation of smooth muscles, or differentiation of stem and stromal cells
into a smooth muscle cell phenotype.

These simulations have been shown to promote phenotypic cell maturation,
proliferation and differentiation. Based on the results, an optimized
procedure was created, which used the proposed technologies for the
preparation of recolonized cardiovascular patches based on decellularized
porcine and ovine pericardium, that were recollonized by autologous stromal
cells from adipose tissue. Due to mechanical stimulation, decellularized
tissue was homogeneously recolonized in 5 days and alo stromal cell
differentiation towards smooth muscle was maintained. These prepared
patches were implanted on an artificial defect of the carotid artery in animal
model. After explantation and histological analysis, it was shown that a new
endothelial layer formed in the recolonized patches after only 1 month.



1. Uvod

Okluzivni arterialni choroby, véetné ischemické choroby srdecni a perifernich
arteriadlnich onemocnéni, patfi mezi nejéast&jsi pficiny Umrti, jak v Ceské
republice, tak i celosvétové. Souc¢asné metody obnoveni cévniho zasobeni
do postizené tkané spocivaji v angioplastice, umisténi stentu nebo
premosténim, tzv. bypassem. Autologni cévy, zvlast vena saphena magna,
arteria thoracica interna a arteria radialis pfedstavuji standard pro nahradu
cév malého prdméru. V pfipadé nemoznosti jejich pouziti (napf. Spatny stav
cév pacienta) je mozné také vyuzit alogenni nebo xenogenni nahrady, popf.
i nadhrady zumélych materiald. Takovéto Stépy vykazuji uspokojivé
dlouhodobé vysledky pro nahrazeni tepen s velkym a stfednim priamérem,
ale pfi aplikaci na cévy malého priméru, tj. mensi nez 6 mm, jako jsou
koronarni tepny, se zvysuje riziko nezadoucich reakci. Na poli tkanového
inZzenyrstvi se tak vsoucCasnosti vyviji bunécné nahrady zalozené na
scaffoldech ze syntetického, pfip. prirodniho polymeru, v nékterych
pfipadech pripravovaného z decelularizovanych tkani. Pro vytvoreni kvalitni
tkdné je nutné pouziti dynamickych kultivaénich systému, jez zajistuji
fyziologické podminky pro proliferaci a diferenciaci bunék tvoficich budouci
tkan.

1.1 Cévni ndhrady a tkanové inzenyrstvi

Okamzita obnova tkanové perfuze je kliGova pro prevenci srde¢niho selhani
u pacientl s ischemickou chorobou srdeéni a poskozeni ischemickych
koncetin. Stale tak k nejcastéji provadénym kardiovaskularnim chirurgickym
vykonlim patii nahrazeni poSkozené tkané vhodnym Stépem pomoci
premosténi (bypass), nahrazeni poskozené tkané (substituce) nebo
angioplastika pomoci zaplat (Chlupaé et al. 2009). Stépy pro tyto uvedené
vykony mohou byt tzv. autografty tj. viastni tkan pacienta (Zila nebo tepna);
alografty nejcastéji ziskané od zemrelych darcu (v pfipadé cévnich nahrad);
xenografty, neboli tkdné z jiného Zivoc¢iSného druhu, a v neposledni radé
umélé syntetické nahrady. Autologni nahrady jsou obecné brany za zlaty
standard pro nadhradu poskozenych cév malého primér (< 4 - 6 mm) a jsou
branné jako prvni mozné feSeni. Na druhou stranu je pro pouZziti autolognich
nahrad vyzadovan invazivni pristup pro jejich ziskani a stejné tak je jejich
mnozstvi limitované.

Implantace umélych nahrad vyrobenych z biologicky nerozlozitelnych
polymerd, tj. polytetrafluorethylenu (PTFE), Gore-Tex a Dacronu, se ukazala



jako ac¢inna pfi vyméné velkych cév. AvSak pri pouZiti pfi aplikaci
vaskularnich stépd o malém pridméru byly komplikovany trombogenezi
(Takagi et al. 2010). Z toho dlvodu zacaly vznikat nahrady cév, jez kombinuji
vice metod s cilem poskytnout alternativni a inovativni rfeSeni pro cévni
nahradu malého prdmeéru, interdisciplinarni pristup by mohl nabidnout Sanci
navrhnout Stép pro jakoukoli konkrétni cilovou tkan a klinické potreby.

Soucasné pouzivané nahrady Ize tedy dle pouzitého plvodu leseni rozdélit
na nahrady s vyuzitim syntetickych, pfirodnich nebo hybridnich materiald.
Pfirodni polymery mohou byt dale roztfidény na material zalozeny na
extracelularni matrici (ECM) a decelularizované prirodni matrice.

Vyroba bunécénych cévnich nahrad s vyuZitim syntetickych polymerl ma
vyhodu v moznosti upraveni vlastnosti Stépu tak, aby vyhovovaly klinickym
potfebam. Na druhou stranu je vSak nevyhodou naro¢nost technologie a
potreba specifického materialu. DalSimi vyznamnymi nevyhodami téchto
materialll, jsou nedostatek vazebnych mist pro bunky a nutnost zajistit
antitrombogenni vlastnost lumenu. Bylo testovano mnozstvi polymerl a
kopolymer(l. Navzdory fadé téchto studii vS8ak pouze minimum studii
vyhodnotilo tyto nosice jako vyuzitelné. VétSina téchto nosi¢l vykazovala
sklony ke tvorbé trombu, ¢imZ doslo k ucpani cévy po nékolika dnech az
tydnech po implantaci, pfipadné nevykazovaly dostate¢nou mechanickou
odolnost nebo nepropustnost.

Nedostatek biologické aktivity syntetickych nosiét vedl k vyrobé leseni
z prirodnich polymert ziskanych z ECM. Prirozené polymery jsou uznavany
jako platné alternativy pfi vyrobé cévnich nahrad s malym priimérem, kvali
jejich vySSi biokompatibilité a schopnosti remodelovat in vivo. Nicméné
prirodni polymery obecné nabizeji snizenou mechanickou pevnost ve
srovnani se svymi syntetickymi protéjSky a mohou byt nachylnéjsi k
degradaci, ktera, pokud neni peclivé kontrolovana, mize vést k prasknuti a
tvorbé aneurysmatu (Carrabba a Madeddu 2018).

Nesoulad mechanickych vlastnosti, pokud jde o pevnost, elasticitu,
dlouhodobou odolnost a Gnavu, mezi scaffoldem vyrobenym z pfirodnich
polymer( a nativni cévou vedl k vyvoji Stépl se strukturou vice podobnou
biologickym tkanim. Dalsi pokusy se tak zaméfily na vyuziti
decelularizovanych tkani odebranych z alogennich nebo xenogennich
zdroja. Eliminace bunék je nutnd, aby se zabranilo imunologické reakci od
prijemce, ale tento proces musi zachovat struktury a funkci ECM. Obvykle se



pouzivaji detergenty, jako je dodecylsulfat sodny, oktylglukosid, deoxycholat
sodny a enzymy, jako je dispaza ll, nukleazy, fosfolipaza a termolysin, ¢asto
v kombinaci s mechanickymi a fyzikalnimi metodami k urychleni procesu
(Crapo et al. 2011).

Nehledé na puvod tkané vykazuji i tyto nahrady mnohé limity. Hlavni pficinou
selhani je imunitni reakce vyvolana zbytky ciziho bunécného materialu.
Ackoli biologicky plivod tkdné zmenSoval mezeru mezi vlastnostmi nativni
cévy a vestavéného Stépu, pretrvavajici omezeni spociva v odliSném chovani
pfi dlouhodobé zatézi (Shetty et al. 2009). Tento rozdil vede k selhani stépu
a moznému vytvoreni aneurysmatu (Gossl et al. 2012). Kromé toho jsou
decelularizované Stépy pochéazejici z nevaskularni tkdné nevhodné pro
aplikace, ve kterych je leSeni nutné prizpUsobit se ristu spolu s pacientem.
U téchto pacientu jsou aterosklerotické a fibrotické remodelace a kalcifikace
nejcastéjsSimi dusledky Spatné integrace Stépu s okolni tkani, coz ma za
nasledek stenézu a selhani Stépu a vyZaduje vicenasobné intervence pro
substituci (Woo et al. 2016).

1.1.Dynamicka kultivace endotelovych bunék a bunék hladkého
svalstva cév

Arterialni strom, ktery se sklada z velkych elastickych a svalovych cév, je
neustale vystaven hemodynamickym silam, které se méni v Sirokém
rozsahu amplitudy, frekvence a sméru. Hemodynamické sily se skladaji z
tlaku pUsobiciho kolmo na sténu nadoby, cyklického napéti a smykového
napéti pldsobiciho paralelné ke sténé, coz vytvaii treci smykovou silu na
povrch endotelu (Davies 1995). U velkych tepen je rozsah smykového
napéti v rozmezi 10 - 40 dyn/cm2 a je umocnén pulzni charakteristikou
prutoku, 6imzZ vznika gradient smykového napéti o daném rozsahu (Langille
et al. 1986).

Endotelové bunky usporadané do jednovrstvé vystelky cév tvofi
semipermeabilni membranu pro prestup latek mezi krvi a hlubSimi vrstvami
cévy, dale vSak také maji vyznamnou regulacni funkci. Schopnost endotelia
reagovat na prutok krve byla objevena pred vice nez 150 lety patologem
Virchowem, ktery upozornil na heterogenni morfologii endotelia podél
arteridlniho stromu, ktera korelovala s vyvojem pratoku, kterym byly buriky
ovlivnéné (Galbraith et al. 1998). To vedlo k dalSim studiim in vivo i in vitro
s cilem charakterizovat vliv pritoku na endotel. Mnoho studii upozornuje, ze
biomechanické sily vzniklé z pritoku ovliviiuje endotelovou strukturu a



funkci, vCetné zvySené permeability pro makromolekuly, akumulaci
lipoproteinl a zanik a obnovu bunék okolo vétveni a bifurkaci (Davies et al.
1984; Gimbrone et al. 2000; Lee et al. 2008).

Proliferace endotelovych bunék je zavisla na pusobeni smykového napéti,
pusobiciho na bunééné mechanoreceptory (membranové receptory, iontové
kanaly, integriny apod.) majici vliv na dalsi procesy (hladiny intracelularniho
kalcia, oxidu dusného, prostacyclin, remodelace cytoskeletu) (Davies 1995).
Pratokové systémy vyuzivaji dvou konfiguraci (Obrazek 1). Jednou je rotace
kénického kuZele kolmo uloZzeného nad povrchem desky (tzv. orbitalni
tfepacka, Obrazek 1a). Druhou hlavni konfiguraci je sestava rovnobéznych
desek, mezi kterymi protéka médium (Obrazek 1b).

Rotation P

SEE l

(a) (b)

Boundary Pressure Gradient ’J

Obrazek 1 - konfigurace systémU s pritokovym namahanim: a) rotujici kuzel, b) paraleini
desky. Obrazek prevzat z (Brown 2000).

Biomechanické sily, jako je tlak a pritok, jsou nezbytné pro diferenciaci
kmenovych bunék do SMC a Ize je pfirovnat k napéti béhem fyzické aktivity.
Bunky se prizplsobuji zménam v mechanickém prostfedi zménou
morfologie a zménou genové exprese a fenotypu. Kromé toho produkce
kolagenu a tvorba elastickych vlidken jsou rozhodujici pro vyvoj tunica media
(Yokoyama et al. 2017). Diferenciace kmenovych bunék v(i¢i VSMC vyZzaduje
pulzujici tlak a cyklické namahani, podobné jako pusobi hemodynamické
namahani na cévy in vivo.

Pro mechanické namahani SMC a diferenciaci kmenovych bunék smérem
k hladké svaloviné se nejcastéji pouzivaji systémy na bazi kompresivniho
tlaku a podélné jednoosé tenzi. . Hydrostatickd komprese (Obrazek 2) ma
nékolik podstatnych vyhod: jednoduchost zafizeni, prostorovd homogenita
stimulu, snadnost konfigurace vice zatézovych replikatl (pomoci
rozdélovaée) a snadnost dodani a prenosu bud statickych nebo
prechodnych zatézovych vstupl (Brown 2000). Vzhledem k nepfimému
kontaktu se zatéZovacim systémem desky, nevznikd zadné nebezpedi
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ohledné lokalniho stlaceni vzork(l a dochazi tak k plynulému prenosu
metabolitl mezi kultivaéni vrstvou a zivnym médiem.

Load
Platen
l Displacement
Z J’

(a) (b)

Obrazek 2 - Sestavy pro kompresivni namahani. A) kompresivni namahani 2D bunééné

kultury prostfednictvim tlaku Siticiho se kultivaénim médiem. B) tlakové namahani bunék
inkorporovanych do bunécného nosice, ktery je pfimo tlakové komprimovan pistem.
Obrazek prevzat z (Brown 2000).

Systémy pro podélné jednoosé namahani (Obrazek 3) jsou ¢asto vyuzivany
zejména kvlli jednoduché implementaci a nizké cené. Podstatou je
pUsobeni sily vjednom sméru na substrat osazeny bunkami, pficemz
substrat musi byt do jisté miry elasticky. Ztoho dlvodu se nejcasté;ji
pouzivaji silikonové, polystyrenové Gi polymerové substraty, prip. nativni
tkané.

Grip Displacement

Load or
Displacement

e |

Obrazek 3 - Systémy s jednoosym namahanim a) podélnou tenzi, b) flexi substratu. Obrazek
prevzat z (Brown 2000).

(b)
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2. Cile prace

Cilem prace bylo prokazat pozitivni vliv dynamické kultivace bunék
v kultivacnich systémech (bioreaktorech) na proliferaci, diferenciaci a
genovou expresy bunék oproti bézné pouzivané statické kultivaci. Hlavnim
zamérem bylo vyuziti téchto kultivacnich systému pro vyzkum a vyvoj novych
implantabilnich tkanovych nahrad pro kardiovaskularni aplikace.

Jednotlivé dilci hypotézy a cile prace Ize nasledovné shrnout:

2.1. Decelularizace tkani a jejich priprava pro rekolonizaci burikami
Vyvoj a optimalizace metody pro automatizovanou decelualrizaci planarnich
praseci a ovcich perikardl a karotid. Pfi decelularizaci vznika tkan u niz je
potlacen imunogenni komplex. Takto pfipravena tkan je vhodna pro pouziti
jako xenogenni nahrada. Decelularizace vyzaduje optimalizaci procesu
decelularizacnich ¢inidel a proplachu pro ziskani netoxické a sterilni tkané.
Zaroven pri decelularizaci dochéazi ke zhorSeni mechanickych vlastnosti
tkané které musi byt minimalni. Pro automatizaci byl vyvinut unikatni
systém. Publikovano v ramci praci (Matéjka et al. 2020a; Vondrasek et al.
2018)

2.2.Stimulace smykovym napétim pro modulaci ristu endotelovych
bunék v in vitro podminkach

Endotelové bunka jsou kliGovym prvkem pro zajisténi antitrombogenniho
povrchu kardiovaskularnich nahrad. V téle je endotel stimulovan protékajici
krvi jez plGsobi smykovym napéti pro jeho fenotypickou maturaci a vyvoj.
Endotelizace povrchu umélych cévnich nahrad s predkultivovani
v kultivaénim bioreaktoru napomUze fenotypické maturaci endotelu pro
vytvoreni souvislé odolné vrstvy. Publikovano v ramci praci (Chlupac et al.
2014; Matejka et al. 2013) a technické feSeni v uzitnych vzorech (Matéjka
et al. 2017; Matéjka et al. 2016a)

2.3.Stimulace hydrodynamickym tlakem pro modulaci rustu a
diferenciace hladkych svalovych bunék v in vitro podminkach
Hladké svalové bunky tvofi hlavni opornou funkci cév a zajistuji jejich
vazokonstrikci a vazodilataci. Hlavnim stimulem je mechanicka zatéz
v podobé hydrodynamické zatéze tvorené cyklickym hydrostatickym tlakem
a elastickym tahem. Tyto stimuly zajistuji fenotypickou maturaci hladkého
svalu a zaroven v kombinaci s vhodnymi rdstovymi faktory (TGF-B, BMP-4)
podporuji diferenciaci kmenovych a stromalnich bunék do fenotypu
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hladkého svalu. Zaroven tato stimulace podporuje proliferaci bunék a
formaci stavebnich extracelularnich proteind. Publikovano (Bacakova et al.
2020; Bacakova et al. 2018a; Bacakova et al. 2019) a technické feSeni v
uzitnych vzorech (Matéjka et al. 2020c)

2.4.Priprava implantabilnich kardiovaskularnich nahrad
v bioreaktoru in vitro

Kombinace decelularizovanych nosi¢li rekolonizovanych autolognimi
stromalnimi bunkami je moznosti pripravy kardiovaskularnich nahrad u
kterych bude urychlena schopnost regenerace in vivo a bude podpofena
naslednd endotelizace. KliCovym prvkem je ziskani homogenné
rekolonizovaného nosite k cemuzZ je mozné vyuzit mechanické stimulace
stromalnich bunék coZz podpofi jejich proliferaci, penetraci do tkané a
nastartuje diferenciacni proces. Publikovano v ramci prace (Matéjka, et al.
2020a) a technické feSeni v uzitnych vzorech (Matéjka et al. 2020b;
Matéjka et al. 2016b)

2.5.Implantace pfipravenych nahrad a jejich pilotni testovani in vivo
Pripravené Kkardiovaskularni nahrady v podobé cévnich zéaplat budou
otestovany v animalnim modelu in vivo a bude po mési¢éni periodé sledovana
jejich celkova remodelace v téle a tvorba endotelové vrstvy. Tyto zaplaty
budou pfipraveny ve vyvinutych a optimalizovanych systémech pro
bunécnou kultivaci.
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3. Materialy a metody

Vramci realizace prace byla vytvorena fada kultivaénich systému
skladajicich se ze specialné navrzenych kultivaénich komor a systému pro
zajisténi perfuze kultivaénino média a generovani mechanickych stimul(.
Jak kultivaéni komory, tak stimulaéni systémy byly postupné optimalizovany
pro zajisténi vhodnych podminek pro kultivaci bunék, jejich proliferaci nebo
diferenciaci. VeSkeré navrhy systému byly optimalizovany pro instalaci uvnitf
bunécéného inkubatoru. Konstrukéni feSeni oproti fadé jinych
experimentalnich navrhd nebo i komerénim feSenim bylo optimalizovano pro
dlouhodobé experimenty a pro opakovatelné pouziti. V priibéhu realizace
byly pribézné testovany vesSkeré konstrukéni materidly z hlediska
cytotoxicity a byly prabéiné vystavovany cyklim parni sterilizace
v autoklavu. Valna vétsina systému byla chranéna formou uzitnych vzor(, jez
dokumentuji detailnéji technické feSeni a jsou uvedeny v prilohach. Na
Obrazek 4 jsou zachyceny vybrané systémy.

Obrazek 4 - Vybrané kultivaéni komory a systémy. A - komora pro decelularizované vzorky
perikardu, B - komora pro tlakovou stimulaci na skle, C - komora pro tlakovou stimulaci
v kultivaénich jamkach, D - automatizovany decelularizaéni systém, E - rotaéni osazovaci
systém pro endotelizaci tubularnich nahrad, F - komora pro elasticko-tlakovou stimulaci na
silikonovém substratu, G - komora PPFC pro stimulaci pomoci smykového napéti, H -
mikroperfuzni stimulaéni systém s pripojenou komorou a rezervoarem.
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3.1.Systém pro automatizovanou decelularizaci zvitecich planarnich
a tubularnich tkani
Pro potfeby automatizace procesU decelularizace byl vytvofen specialni
systém. Tento systému se sklada ze dvou peristaltickych Cerpadel, sestavy
ventild a specialnich komor pro uchyceni tkané. Prvni ¢erpadlo zajistuje
pfipravu a plnéni decelularizaénich komor roztoky detergentl, enzym( a
destilované vody. Druhé derpadlo zajiStuje recirkulaci  roztok(
v decelularizaénich komorach a homogenni oplach tkané. Dulezitym prvkem
je pak samotné fizeni procesu decelularizace. Jednotlivé etapy, tj. rozklad
pomoci detergentd, enzymatické Stépeni a proplach probiha v cyklech. P
kazdém tomto cyklu je naplnéna decelularizacni komora s tkani diléim
mnoZstvim pozadovaného roztoku/vody. Nasleduje recirkulace a oplach
tkdné o daném Gasovém intervalu. Po tomto intervalu je komora vypusténa
a je naplnén znovu koncentrovany roztok/cCista demineralizovanéa voda. Diky
tomu vznika pfi kazdém cyklu vysoky chemicky gradient. Pro uchyceni tkani
vznikly dvé specialni komory - pro planarni a tubularni tkané.
Optimalizovany byly protokoly pro praseci a ovéi perikardy a karotidy.
Schématické zobrazeni systému a jeho instalace je znazornéna na Obrazek

teplotné fizena

i
i sDs DNAza dH;0 komora na 37 °C

i

|

:

H

| SméSovaci pumpa o Recirkulaéni

i s ventily ezl pumpa

compactRIO
kontrolér

Obrazek 5 - schematické znazornéni systému na decelularizaci tkani a jeho instalace v
temperované komore.
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1.2 Kultivaéni komory pro stimulaci pomoci smykového napéti

Pro stimulaci endotelovych bunék a testovani endotelizace povrchu byla
vytvofena specialni kultivaéni komora. Navrh na kultivacni komory vychazel
z osvédcenych feseni typu PPFC, tj. planparalelni desky s lGzkou pritocnou
Stérbinou.  Konstrukce byla realizovana ztfiskové obrabéného
polykarbonatu. Substrat pro kultivaci bylo standardni kryci sklicko rozméru
24x40 mm. V ramci prace vznikly dvé postupné realizace. Prvni konstrukce
vyZadovala predpéstovani bunék na substratu (sklicko s potahem) které
bylo nasledné sterilné viozeno do komory, ktera byla pripojena k perfuznimu
stimulaénimu systému.

Modifikovana verze (zndzornéna na Obrazek 6) jiZz pouzivala rozhrani se
septem. Komora byla tak sestavena se suchym substratem, coz
zjednodusilo manipulaci a minimalizovalo riziko poSkozeni nebo infikovani
kultury. Nasledné byla komora pfipojena k perfuznimu okruhu a zaplavena.
V celém kultivacnim okruhu bylo poté vyrovnano pH, teplota, minimalizovaly
se veskeré vytvorené bubliny a az poté byla vstfiknuta bunééna suspenze.
Vliv na bunécnou stimulaci je znazornén na Obrazek 7, kde je jasné patrna
orientace bunék ve sméru prodéni a na fluorescenéné znaceném obrazku
tvorba kadherinovych a integrinovych proteind.

Obrazek 6 - A - nova verze kultivaéni komory a perfuzniho systému v bunééném inkubatoru,
B - detail kultivaéni komory v mikroskopu pro Zivé snimani bunék, C - barvivova zkouska
tvorby laminarniho proudéni v komore a D - ovladaci SW systému.
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Flow direction

Obrazek 7 - Dynamicka kultivace po 72 hodinach od nasazeni, vlevo orientace bunék v
proudéni, vpravo imunofluorescenéné barveny VE-kadherin (Gervené) a talin demonstrujici
vazbu mezibunéénych kontaktl a vazbu na povrch.

Pro osazeni a stimulaci v tubularnich substratech (umélé cévni nahrady,
decelularizované cévy) bylo vytvoreno feSeni umoznujici jejich osazeni a
dynamickou kultivaci, jak je znazornéno na Obrazek 8

Obrazek 8 - A drzak cévy s decelularizovana cévou, B - rotacni osazovaci komory, C - rotacni
systém umistény na kyvne podloZce, D - komora pro stimulaci.
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3.2. Kultivaéni komory pro hydrodynamickou stimulaci

Pro vytvofeni hydrodynamické stimulace pomoci pulzatilniho tlaku byly
vytvoreny dalSi kultivaéni komory. Tyto komory umozniuji uchyceni plochych
substrat jako je napf. sklo s potahy fibrinu, kolagenu, nanovlakna nebo
filmy a hlavné decelularizovanou tkan pro pfipravu rekolonizovanych zaplat.
Pro zvySeni moznosti kultivace paralelnich vzork( bylo vytvofeno i feseni
vyuzivaji vicejamkovou kultivacni desku. Komory kombinuji mikroperfuzi pro
vyménu kultivacniho média a hydrodynamickou tlakovou kultivaci tvofenou
cyklicky se ménicim hydrostatickym tlakem. Funkéni celky komory pro
tlakovou stimulaci na deceluarizovnych tkanich jsou znazornény na Obrazek
9 a pro pouziti s jinymi substraty na Obrazek 10.

Assembled cultivation chamber

Assembled cultivation
J——
7 o bl sy chamber with fixed
q decellularized tissue and

filled with culture media

Decellularized tissue aligned
in tissue holder part

Obrazek 9 - Celkovy pohled na sestavenou kultivaéni komoru (nahofre). Vlevo dole fez
komorou a jednotlivymi ¢astmi, uprostied dole detail drzaku tkané s rezervoary, vpravo dole
detail decelularizované tkané po kultivaénim experimentu.

Obrazek 10 - Kultivacni komora pro tlakovou stimulaci na skle a jinych substratech, vlievo
sestavena komora, vpravo umisténa v mikroskopu pro Zivé snimani bunék.
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3.3. Mikroperfuzni systém s tlakovou stimulaci

Za Ucelem zajisténi perfuze bunééné kultury kultivaénim médiem a zajiSténi
stimulace bunék pulznimi tlakovymi vinami byl také vyvinut unikatni systém.
Tento systém je zalozen na elektronicky fizeném linearnim ovladaci s
pripojenim stfikacky a perfuzniho okruhu. Pro tlakovou stimulaci je
v systému implementovano zpétnovazebni fizeni. Vtomto rezimu vyuziva
systém tlakovy kapalinovy senzor. Systém, ovladaci elektronika a
uzivatelské rozhrani systému je zachyceno na Obrazek 11. Tento systém byl
vyuzit pfi pouzit s vétSinou navrzenych komor a nahradil i plOvodné
pouzivané peristaltické ¢erpadlo.

File Edit Operate Tools Window Help ‘
P @ 4
F control
Manual control Pr
- z =
10k 500- [o0 || mmHg
Forward
| 450-
L = pusH)
20-
k-
e 350~ Calibration
Tk- Ve
" 300- rMG("W)
6k- 250- |0
|l stop 200-
Sk~ ‘ Voltage offset (mv) F
150~ o o  Reachlow
k- \ 100- |5 ‘U j | pressure l
Pl ( s0- Slope (mmHg/my) )
4 Backward = | 5
o] | ¢ 5 || [L2IEE_T] e -
k-] Bypass valve control
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App control [ o Open Vaive 1 stomping
i = | —— s L
= 3w, Disable [
B o (0 o |@ |8 = |
Compact DAQ setup
gwnear stage 'I. [ ] Pressure [ 1,:‘}
‘ DAQ device | | DAQ device |
et

Obrazek 11 - A - instalovany perfuzni systém v bunééném inkubatoru, B - ovladaci
elektronika, C - uzivatelské rozhrani pro nastaveni parametru.
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4. Vysledky a diskuze

4.1.Pfiprava decelularizovanych tkani

Vramci optimalizace procesu decelularizace tkané bylo optimalizovano
slozeni decelularizacnich ¢inidel, nastaveni vhodnych krok( a postupd pro
decelularizaci. Samotna decelularizace byla hodnocena jednak histologicky
na prfitomnost jader nebo jejich rezidui, tak z hlediska mechanickych
vlastnosti. PGvodni postup rucni pfipravy (Musilkova et al. 2019) za pouziti
tfepacky byl nahrazen vyuzitim automatizovaného systému (Matéjka, et al.
2020a).

Zhodnoceni Gcinnosti procesu a optimalniho nastaveni jednotlivych krokl
decelularizace bylo hodnoceno pomoci histologického barveni kryofezu o
tloustce 10 um, jez byly prabézné pfipravovany v priibéhu decelularizace.
Jak je patrné na Obrazek 12, tak v nativni tkani jsou patrné jadra plvodnich
bunék (kontrolni vzorek). Po cyklech proplachu s detergentem v podobé
0,5% roztoku SDS dochazi k poruseni struktury plvodnich bunék, nejsou
patrna jadra. Dochazi vSak zachyceni zbytkd DNA v tkani. Proto byl pouZit
krok zahrnujici i Stépeni pomoci DNAzy. Po nasledném proplachu jiz nejsou
patrné jak jadra, tak zbytky DNA v tkani. Z hlediska optimalizace procesu
byla také hodnocena cytotoxicita z lyzatl a bakteriologické testy sterility.

Lze proto shrnout, Ze tento protokol implementovany do vytvofeného
systému pro automatizovanou  decelularizaci  tkani  poskytuje
decelularizovanou tkan vhodnou pro dalSi modifikaci nebo rekolonizaci
bunkami. Cely proces je optimalizovany tak, Ze takto pripravenou tkan je
mozné ziskat za 24 hod. bez nutnosti zdsahu do procesu nebo manipulaci
s tkani. Tento proces byl otestovan jak pro praseci, tak ovéi perikardy, jez
dale slouzi pro pfipravu implantabilnich cévnich zaplat na alogenni i
xenogenni bazi (Abdolghafoorian et al. 2017; Boccafoschi et al. 2017; Lin et
al. 2018).

Stejné tak i z hlediska mechanickych vlastnosti bylo ovéreno, ze metoda je
vhodna a poskytuje tkan s podobnymi vlastnostmi, jaké jsou pouZivané pro
komeréné pouzivané implantabilni tkdné na bazi decelularizovanych
bovinnich a porcinnich perikardli, nebo jejich modifikaci pomoci
kroslinkovani glutaraldehydem (Gauvin et al. 2013; Hillsmann et al. 2012)
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Combined brightfield with DAPI DAPI only

DNAse treatment Native tissue

SDS decellularization, prior

Decellularized tissue

100 pm

Obrazek 12 - Prlibéh decelularizace praseciho perikardu. Histologické kryorezy o tloustce
10 um a barvené pomoci DAPI. Nahote nativni tkan s patrnymi jadry bunék. Uprostfed tkan
po cyklech SDS pred pouzitim DNAzy s patrnymi zbytky DNA. Dole pIné decelularizovana
tkan bez patrnych zbytkl jader a DNA.
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4.2.Podpora endotelizace povrch a vliv smykového napéti
Nedostatek funkéniho endotelu na vnitini strané vaskularnich stépd malého
priméru vede k intimalni hyperplazii a trombotické okluzi. Jednou
Z moznosti pro potlaceni téchto negativnich jevl je endtolizace vaskularni
protézy (Deutsch et al. 2009; Herring et al. 1984). Pouhé nasazeni bunék je
vSak z hlediska aplikace problematické z hlediska adheze bunék a retence
bunék pfi vystaveni proudéni a smykovému napéti v in vivo podminkach.
Modifikaci povrchu biokompatilnimi proteiny beznymi v extracelularni hmoté
je mozné podporit adhezi bunék a jejich rlst (De Visscher et al. 2012;
Stegemann et al. 2007; Williams et al. 2011). Dalsi moznost predstavuji
kultivaéni bioreaktory které simuluji fyziologickou zatéz postupné pro
prekondicionovani bunééné kultury na povrchu této protézy (Chien 2007; Li
et al. 2005; Vara et al. 2008).

Pravé pro tyto potreby byl vyuzit navrzeny kultivacéni dynamicky systém
s definovanym smykovym napétim. Kultivace bunék HSVEC (lidsky endotel
zv. saphena) byla nasazen na sklicka modifikované kolagenem | (Co),
kolagenem s navazanym lamininem (Co / LM) a kolagenem s navazanym
fibronektinem pro zvySeni schopnosti adheze bunék. Takto pfipravené
kultury byly vystaveny kratkodobému laminarnimu smykovému napéti o
velikosti 12 dyn/cmz2 (1,2 Pa). Volba téchto povrchl byla uvazovana pro
pripadnou modifikaci cévnich protéz pro zvySeni schopnosti adheze
endotelovych bunék na umélych protézach.

Jiz po kratkodobém vystaveni bunék laminarnimu smykovému napéti je
vidét jejich zména v morfologii, kdy dochazi ke zméné z dlazdicového tvaru
(typického pro  statickou  kultivaci  endotelovych  bunék) ve
fyziologicky protahly tvar ve sméru proudéni, jak je znazornéno na Obrazek
13.
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Obrazek 13 - Morfologie HSVEC na kolagenu (Co), Co / LM a Co / FN. Imunofluorescence
VE-kadherinu (A1-9), Vinculin (B1-9), KDR (C1-9) a VWF (D1-9) (zelena), jadra bunék
kontrastné barvena Hoechstem (modra). Proudéni je zleva doprava, jak je naznaceno
obousmérnymi Sipkami. Epifluorescenéni mikroskop Olympus IX50, Olympus Digitaini
fotoaparat DP70, zvétSeni 100, stupnice méfitka = 20 mm. Obrazek publikovan v (Chlupac,
etal. 2014).

Role subendotelidlni extracelularni hmoty a jeji vliv na smykové napéti byla
studovana na fadé povrchl obsahujicich kolagen |, laminin a fibronektin.
Obecné kolagen | podporuje adhezi endotelovych bunék k povrchu, ovsem
v pfipadé vystaveni vySSim smykovym napétim (> 20 dyn/cm?2) dochazi k
odtrzeni bunécéné kultury z povrchu (Feugier et al. 2005). Proto byly
vytvoreny kompozity kolagenu | slamininem (Co/LM) a kolagenu |
s fibronektinem. Lamin je jednim z proteinu bazalni membrany podporujici
bunécnou adhezi a angiogenezi (Malinda et al. 1999). Jeho kovalentni
navazani na ePTFE protézy také podpofila endotelizaci vnitfniho povrchu
(Williams, et al. 2011). Fibronektin je zase protein pfitomny v mnoha
bunéénych procesech zahrnujicich bunéénou proliferaci a migraci, jeZ jsou
dilezité pro celkovou remodelaci poskozenych cév (Schwartz a Assoian
2001).
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4.3.Vliv tlakové stimulace na proliferaci kmenovych a stromalnich
bunék diferenciaci smérem k hladkému svalu

Analyza rlstu a diferenciace bunék na povrchu decelularizované matrice
ukazala, Ze mezi statickou kultivaci a dynamickou kultivaci je hlavni rozdil
po 10 dnech kultivace. Jak je znazornéno na Obrazek 14, bunky vytvareji za
statickych podminek shluky misto toho, aby se rovnomérné Sirily po celém
povrchu. Signal hl-kalponinu je také slabsi a je pfitomen v menSim poctu
bunék. Za dynamickych podminek se vSak vytvoii homogenni bunécna
vrstva a h1-kalponin je pfitomen ve vétSiné bunék, véetné bunék s dobre
vyvinutymi kalponinovymi vlakny. V tomto pripadé lze za dynamickych
kultivacénich podminek pozorovat také zvySeny rlist bunék a celkové lepsi
rdst bunék na povrchu decelularizované tkané.

Overall growth Differentiation into SMC

(F-actin and DAPI) (Calponin, F-actin and DAPI)

e Cell cluster

formations

Static cultivation

Dynamic cultivation

Obrazek 14 - RUst a diferenciace PrASC na decelularizovaném porcinnim perikardu.

Pozitivni G¢inek na diferenciaci kmenovych bunék smérem k SMC byl
prokazan ve studiich vyuzivajicich kombinaci rlstovych faktorll TGF-81 a
BMP-4 viz Obrazek 15. To vedlo ke zvySeni produkce specifickych
diferenciaénich markerl cytoskeletalnich proteint, jako je a-aktin a hi-
calponin, které jsou pfitomny pouze v diferencovanych SMC po 7 a vice
dnech statické kultivace (Lagna et al. 2007). Diferenciaci bunék vUgi
fenotypu SMC Ize déale zvysit vhodnou mechanickou stimulaci v dynamickém
systému. Pozitivni G¢inek mechanické stimulace na diferenciaci vic¢i SMC
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byl popsan pro bunky kultivované i bez pfitomnosti TGF-81 a BMP-4
(Bacakova et al. 2018b; Dan et al. 2015). Kromé toho mechanicka
stimulace pomaha udrzovat bunky v diferencovaném stavu a zabranuje
dediferenciaci (Wang et al. 2010).

Dynamic — differentiation medium Static — differentiation medium

Fibrin

Static - proliferation medium

Glass (plasma treated)

Obrazek 15 - imunofluorescenéné barveny H1-kalponin pfi riznych typech kultivace na skle
a fibrinovém potahu.

Bunky byly mechanicky zatézovany cyklickym hydrostatickym tlakem o
prahovych hodnotach 120/80 mmHg (15.9/10.6 kPa). Tato stimulace
indukovala diferenciaci PrASC bunék do fenotypu SMC, jak prokazuje
exprese Hl-kalponinu. V této souvislosti byly popsany dvé
mechanosenzitivni signalni drahy spojené s diferenciaci SMC: draha spojena
s RhoA a draha spojena s FAK kinazou. Aktivace téchto signalnich drah vede
ke zvySené syntéze markerl diferenciace SMC v bunkach (Miralles et al.
2003). V analogické studii (Kobayashi et al. 2004) také nalezli zvySenou
expresi SMC marker(l ve stromalnich bunkach kostni dfené krys pfi tlakové
zatézi. Stejné tak v ramci praci (Maul et al. 2007; Maul et al. 2011) doSlo ke
zvySeni produkci SMC marker0, kde byly krysi stromalni bunky kultivovany
na sklickach potazenych kolagenem | pri tlakové a kombinované tlakové-
elastické zatézi.
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4.4.Recelularizace  decelularizovanych  tkani pro  pfripravu

implantabilnich cévnich nahrad v kultivaénim bioreaktoru
Analyza histologickych vzork(l (Obrazek 17) a poctu bunék v danych
hloubkach (Obrazek 16, data ziskany z dalSich histologickych vzorki)
ukazuje zasadni rozdil mezi statickou a dynamickou kultivaci. Ve statickych
podminkach neni zadny vyznamny rozdil mezi 5 a 10 dny kultivace. V obou
pripadech buriky pronikly do hloubky 50 um, ale neni prokazan rist bunék
do hlubsich oblasti tkané.

Number of cells in given depths of tissue
(comparison of static and dynamic conditions and two time intervals)
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Obrazek 16 - Pocty bunék v danych 50 um segmentech tkané. Statisticka hladina
vyznamnosti p < 0,05. Pro kazdy typ kultivace a interval bylo hodnoceno z 10 ndhodnych
vzork(. Cervena &ara predstavuje median; modry ramedek ohraniéuje 1. a 3. kvartil; hradba
ohraniéuje minimalni a maximalni hodnoty a ¢ervené body jsou odlehlé hodnoty.

Vysledky dynamické kultivace vSak ukazuji vyrazné zlepSené pronikani
bunék do vSech vrstev tkané. Také je patrny urcity klesajici charakter, kde
pocet bunék klesa s rostouci hloubkou. Tento jev je zplsoben tim, Ze pro
pripad demostrace vlivu dynamické kultivace byla osazena pouze jedna
strana decelularizované tkané. Pro pripravu homogenné rekolonizovanych
tkani byly osazeny obé strany pred dynamickou kultivaci, jak je popsano
v kapitole 4.4.2. V hloubkach >100 um je vyznamny rozdil mezi statickou a
dynamickou kultivaci. V obou ¢asovych intervalech jsou pozorovatelné
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Combined brightfield with DAPI DAPI only

Static cultivation
5 days

Static cultivation
10 days

Dynamic cultivation
5 days

Dynamic cultivation
10 days

Obrazek 17 - Srovnani rekolonizace decelularizované tkané promoci PrASC pri statickych a
dynamickych podminkach, doba kultivace 5 a 10 dni, 20 um kryofezy barvené pomoci DAPI.
Mikroskop Leica Dmi8, objektiv 10x
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buriky ve vSech vrstvach dynamicky kultivovanych vzorkd. Po 10 dnech
dynamické kultivace je vidét, Ze témér cela tkan byla nové rekolonizovana,
byt s ubyvajicim poctem oproti nizSim hloubkam.

Podobné vysledky byly ziskany v jinych studiich, ve kterych bylo zapotrebi
nékolik tydnu kultivace, aby doSlo k rekolonizaci pfipravenych tkanovych
matric bunkami a doslo k uréitému zrani bunék (Villalona et al. 2010).
Vyuziti perflznich a stimulacnich reaktorl vyznamné podporuje proces
rekolonizace tkané in vitro, jak uvadi studie autort (Melchiorri et al. 2016).
Cyklicky fyziologicky tlak nastaveny 120/80 mmHg zménil bunécnou
morfologii a zvysil rychlost proliferace v kmenovych bunkach za 7 dni, jak
popisuje studie (Maul, et al. 2007). Navic inkubace bunék v bioreaktoru
podporuje jejich maturaci a prekondiciovani pred pouzitim pro implantaci
diky simulovanym vice fyziologickym podminkam, jak je popsano ve studii
autoru (Villalona, et al. 2010).

Navrh kultivaéni komory umoznuje osazeni decelularizované tkané z obou
stran. Diky tomu bylo docileno homogenni rekolonizace celé tkané
v pribéhu jiz 5 dni dynamické kultivace. Rozdilny zpUsob nasazeni bunék a
vliv na rekolonizaci tkdné je znazornén na Obrazek 18.

Combined brightfield with DAPI DAPI only

Seeded cells

Cell ingrowth

Single side cell
seeding procedure
Tissue thickness
200—250 um

Seeded cells

Tissue thickness
200—250 pm

Both side cell
seeding procedure

Seeded cells

Obrazek 18 - Srovnani metod osazeni decelularizovanych tkani pfed kultivaci v reaktoru.
Nahofe jednostranné dole oboustranné osazeni decelularizované tkané. Dynamicka
kultivace 5 dni, bunky praseéi stromalni buriky PrASC. 20 um histologické fezy v parafinu,
barvené pomoci hematoxylinu-eozinu a DAPI.
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Dale, jak je demonstrovano na 20 um histologickych fezech na Obrazek 19
je prasedi i (a v praci uvedeny i ovéi) perikard homogenné rekolonizovany
bunkami pro implantabilnich pouziti. Takto pripravené tkané slouZzily pro
vytvofeni autologné osidlenych cévnich zaplat na bazi decelularizované
alogenni (praseci perikard) a xenogenni (ovéi perikard) tkané.

Recellularized porcine pericardium

HE staining

Combined brightfield with DAPI DAPI only

DAPI staining

Obrazek 19 - Decelularizovany praseci perikard a jeho nasledna recelularizace praseéimi
stromalnimi burikami PrASC. Oboustranné osazeni tkané v kultivacni komore. Dynamicka
kultivace v reaktoru 5 dni. 20 ym histologické fezy v parafinu, barvené pomoci
hematoxylinu-eozinu a DAPI.

VySe uvedené vysledky byly vyuzity pro in vivo ovéreni pripravenych
autologné osidlenych kardiovaskularnich zaplat v praseti. Cévni zaplaty
osidlené autolognimi burikami daného prasete byly implantovany na uméle
vytvoreny defekt na karotickém povodi, jak je znazornéno na Obrazek 20.

Po mésiéni observaci zvitete byly tyto ¢asti cévy se zaplatou explantovany a
byla provedena imunohistologicka analyza. Jak je patrné na Obrazek 21, tak
v pfipadé nativni cévy je jasné patrna endotelova vrstva tvofici tunica intima.
U pouze decelularizované zaplaty doslo kremodelaci vtéle pomoci
hladkosvalovych bunék, ovSem vnitfni lumen cévy je bez zjevné formace
CD31 pozitivnich (endotelovych) bunék. V pripadé rekolonizované cévy
pomoci autolognich stromalnich bunék doSlo po 1 mésici k formaci nové
CD31 pozitivni vrstvy bunék. Oproti nativni vrstvé EC bunék neni tato vrstva
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tvofena monovrstvou. Tento vysledek vyznamné podporuje celkovy vyznam
kultivacnich systéma pro pripravu implantabilnich stépa.

Obrazek 20 - Zleva, operacni preparace a.caritis, priprava umélého defektu, nasiti cévni
zaplaty, obnoveni pratoku.

Nativni céva Decelularizovana Rekolonizovana

Obrazek 21 - imunofluorescenéné barvené histologické fezy explantované nativni cévy,
zaplaty tvorené pouze decelularizovana tkani a zaplaty rekolonizované autolognimi
stromalnimi burnikami. Imunofluorescenéné znacné CD31 (zelené), F-aktin (Cervené) a jadra
modre.
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5. Zavér

Vramci prace bylo vyvinuto nékolik technologickych feSeni kultivacnich
systém(l, u kterych byl prokazatelné potvrzen pozitivni vliv dynamické
kultivace na bunécnou proliferaci, fenotypickou maturaci, diferenciaci a
genovou expresi. Tyto vysledky jsou prezentovany vramci 5 publikaci a
technické feSeni navrzenych technologii je popsano v 5 uzitnych vzorech, jez
jsou prilozeny k praci.

Jednotlivé etapy Ize shrnout:
Decelularizace tkani a jejich priprava pro rekolonizaci bunkami

Byla vytvorena optimalizovana metoda pro decelularizaci prasecich a ovéich
perikard(, ktera poskytuje za 24 hodin decelularizovanou tkan bez zbytkd
plavodnich bunék. Tato tkan je sterilni bez znamek cytotoxicity. Takto
pfipravena tkan je vhodna pro dalSi pouZiti jako zakladni material pro
pfipravu kardiovaskularnich nahrad.

Stimulace smykovym napétim pro modulaci ristu endotelovych bunék v in
vitro podminkach

Vliv smykového napéti simulovaného v bioreaktoru a jeho pozitivni vliv na
modulaci rdstu endotelu byl prokdzan u povrchi tvorenych kolagenem a
kolagenem s navazanym laminimem a fibrinem. Tato stimulace mize
pomoct pro sniZzeni trombogenicity umélych cévnich nahrad. Pfi nasazeni ve
statickych podminkach neni schopen endotel vydrzet naslednou zatéz
v pritoku. Prekondiciovanim v bioreaktoru dochazi k produkci integrin(i
zvySujicich vazbu mezi burikami a mezi bunkou a povrchem.

Stimulace hydrodynamickym tlakem pro modulaci ristu a diferenciace
hladkych svalovych bunék v in vitro podminkach

Navrzené systémy pro tlakovou stimulaci pozitivné ovliviuji diferenciaci
kmenovych a stromalnich bunék smérem k hladkému svalu a podporuji jeho
proliferaci. Byla prokazana tvorba proteinu specifickych pro hladky sval.
V kombinaci s rlistovymi faktory typu TGF-B a BMP-4 byly signifikantni
vysledky diferenciace smérem k hladkému svalu jiz po 3 dnech dynamické
kultivace. Tyto vysledky byly prokazany jednak na fibrinovych potazich, dale
na nanocelul6zovych vlaknech s nanotrubicovym potahem a také na
decelularizovanych tkanich.

30



Pfiprava implantabilnich kardiovaskularnich ndhrad v bioreaktoru in vitro

Na zakladé vysledkl byla vytvofena optimalizovana procedura, jez vyuzivala
navrzené technologie pro pripravu rekolonizovanych kardiovaskularnich
zaplat na bazi decelularizovaného prasec¢iho a ovciho perikardu, jez byly
osidleny autolognimi stromalnimi bunkami ztukové tkané. Vlivem
mechanické stimulace doslo k homogenni rekolonizaci decelularizované
tkané za 5 dni a byla nastartovana diferenciace stromalnich bunék smérem
k hladkému svalu. Tato procedura zahrnoval izolaci stromalnich bunék,
jejich prekultivaci, nasazeni na tkan a kultivaci v reaktoru. Celkovy ¢as pro
pripravu takovychto autologné osidlenych zaplat byl 8 - 10 dni pro izolaci a
prekultivaci bunék z tukové tkané, 5 dni kultivace reaktoru pro rekolonizaci.

Implantace pfipravenych nahrad a jejich pilotni testovani in vivo

V bioreaktoru pripravené cévni zaplaty na bazi decelularizovaného
praseciho perikardu byly osidleny pomoci autolognich stromalnich bunék.
Takto pfipravené zaplaty byly implantovany na umély defekt a. carotis. Po
mésicni observaci byly explantovany. U zaplat, které byly pfed implantaci
rekolonizovany bunkami, doslo k tvorbé nové endotelové vrstvy ve vnitfnim
lumenu.
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