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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je pfipravit hydrogely pro in vitro model tenkého stieva. Teoreticka
¢ast prace se zabyva popisem vybranych biomakromolekul mezibunééné hmoty (kolagenu,
fibronektinu, kyseliny hyaluronové) a popisem rtiznych typt tkanovych modeld, predevsim
téch specifickych pro tenké stfevo. Experimentdlni cast prace zahrnuje vytvoreni
kompozitniho hydrogelu kombinujiciho kolagen, thiolovanou kyselinu hyaluronovou a
fibronektin a naslednou charakterizaci hydrogelu. Charakterizace materialu byla provedena
jednak méfenim viskoelastickych vlastnosti pomoci reometru a dale stanovenim vybranych
parametri  bunécné kompatibility s vyuzitim bunééné linii mySich embryondlnich
fibroblasti NIH/3T3. Stanovena byla mira cytotoxicity pomoci dvou postupid, a to
cytotoxicity extraktu a cytotoxicity v pfimém kontaktu. Nasledné byla stanovena schopnost

bunék ruist a mnozit se uvnitt hydrogelu, a to pomoci konfokalni mikroskopie.

Kli¢ova slova: kolagen, fibronektin, kyselina hyaluronova, tenké stfevo, tkanovy model,

hydrogel

ABSTRACT

The aim of this thesis is to prepare hydrogels for an in vifro model of the small intestine. The
theoretical part of the thesis focuses on the description of collagen, fibronectin, hyaluronic
acid and different types of tissue models, especially those for the small intestine. The
experimental part of the work involves the creation of a composite hydrogel combining
collagen, thiolated hyaluronic acid and fibronectin. The characterization of the material was
performed by measuring the viscoelastic properties using a rheometer. The biological
properties of the hydrogel were also tested on the NIH/3T3 mouse embryonic fibroblast cell
line, including cytotoxicity testing of the extract and in direct contact. Cell proliferation

inside the hydrogel was monitored by confocal microscopy.

Keywords: collagen, fibronectin, hyaluronic acid, small intestine, tissue model, hydrogel
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UvVOD

Vyzkum v oblasti tkdniového inzenyrstvi se do zna¢né miry opira o bunécné testy a in vitro
modely, které umoznuji zkoumat a pochopit specifické biologické déje a procesy za riznych
podminek. Kvalita téchto experimentalnich modelti a zejména tiroven, na které reprezentu;ji
chovani bun¢k v pfirozené tkani, méa zdsadni vyznam pro porozuméni bunéénych interakei
v tkanich a organech. Tyto bunécné modely se pouzivaji jiz od pocatku 20. stoleti a zpravidla
jsou zaloZzeny na experimentech se savCimi builkami péstovanymi v mono-vrstveé
na plochych dvourozmérnych substratech. Navzdory vyznamnému rozvoji je i presto
potencidl téchto modeli omezeny, zejména ztoho divodu, Zze 2D prostfedi neodrazi
fyziologické chovani bunck v nativnich tkénich [1, 2].

AvSak pokrok v bunécéné biologii vedl k vyvoji nové generace bunécnych modeld,
které mohou Iépe napodobovat prostiedi in vivo. Za nejzajimavéjsi lze oznacit 3D modely,
které definujeme jako invitro tkanové specifické mikroprostiedi, které umoznuje
jednotlivym buiikdm rast, udrzovat si svijj tvar a funkénost, déle interagovat s okolim a
sousednimi buiikami a vytvaret dostatecné signalizacni drahy v 3D struktufe. Patii mezi né
napt. 3D modely na bazi scaffoldii (napf. na bazi hydrogelll), sféroidy ¢i organoidy.
Zajimavym zpusobem napodobeni in vivo podminek jsou pak tzv. ,,organ-on-chip“ a dalsi
organové modely, které se n€kdy pohybuji na pomezi 2D a 3D kultiva¢nich technik. Vyse
zminéné modely poskytuji pesnéjsi informace o interakcich mezi buikami a vyuZivaji se
ve vyvoji 1éCiv, vyzkumu rakoviny, kmenovych bunék a studiu rtiznych onemocnéni.
Predstavuji slibnou alternativu zejména ke zvifecim modelim, které casto nedokazi
napodobovat lidsky organismus kviili rozdilim ve fyziologii a v molekularnich a signalnich

mechanismech podilejicich se na vzniku a progresi onemocnéni [1, 2].

Dnes jsou popsany rekonstruované 3D modely fady tkéni lidského téla. Z nich jsou
v soucasné dob¢ nejpokrocilejsi modely tkané kosti, chrupavek, kize nebo plic. Model tkdné
tenkého stieva stdl delSi dobu spiSe na pokraji zdjmu, a to jednak s ohledem na jeho
strukturni slozitost a relativné mensi spolecensky vyznam. Model tenkého stieva pfitom
umoznuje studium zanétlivych stfevnich onemocnéni €1 celiakie, pomaha pii vyvoji 1éciv
hodnocenim jejich absorpce a dale je uzitecny pii nutri¢nich studii, vyzkumu mikrobiomu,

testovani toxicity ¢i v regenerativni medicing [3, 4].
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Uvodni &ast diplomové prace se zabyva popisem biomakromolekul vyskytujicich se
v mezibunééné hmoté, zejména pak kolagenu, fibronektinu a kyseliny hyaluronové. Text
pokracuje popisem tkanovych modell, s dirazem na tkanovy model tenkého stfeva.
V praktické casti byly ptipraveny kompozitni hydrogely a otestovany jejich viskoelastické a
biologické vlastnosti. Cilem bylo pfipravit materialovou zakladnu pro pfipravu modelu

tenkého stfeva na bazi vySe zminénych biomakromolekul.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KOLAGEN

Kolagen (COL) je nejrozsifenéjSim proteinem v extracelularni matrix (ECM) pojivové tkané
a tvofi pfiblizné 25 % vSech télesnych bilkovin. Diky svym fyzikalné-chemickym
vlastnostem je kolagen zodpovédny za integritu, pevnost a pruznost tkani. Dale hraje
dalezitou roli v procesu hojeni ran, ristu tkani a podili se také na procesech adheze, rastu a
diferenciace bun¢k. Kolagenové a Sroubovice agreguji za vzniku pravotocivé trojSroubovice
nazyvanou tropokolagen. Tato struktura je zpevnéna vodikovymi miustky, které vyznamné

zvySuji teplotni stabilitu a pfispivaji k pruznosti molekuly [5, 6].

1.1 Klasifikace

U obratlovcd je dnes popsano 29 typu kolagenu, které jsou klasifikovany na zaklade
struktury, umisténi a vlastnosti. V souladu se zavedenou nomenklaturou jsou jednotlivé typy
kolagenil oznaceny fimskymi ¢islicemi (I az XXIX) podle chronologického potadi, v jakém
byly objeveny [5, 6]. Tyto typy se rozd€luji do dvou hlavnich skupin na fibrildrni a
nefibrilarni kolageny. Nejrozsifené;jsi jsou fibrildrni kolageny, které tvoii 90 % veSkerého
kolagenu ptitomného v lidském téle. Maji jedinecnou hierarchickou strukturu, pfi niz se
molekuly kolagenu skladaji do dlouhych fibrilarnich struktur. Tyto kolagenni fibrily jsou
v pojivovych tkénich zodpovédné za odolnost proti zatézi a tahu. Tato skupina ma také
nejvetsi uplatnéni v tkanového inzenyrstvi, predevsim typ I, IT a III. V této diplomové praci

byl pouzit pro ptipravu hydrogell praveé kolagen typu I.

Druhou skupinou jsou nefibrilarni, také nazyvané sitotvorné, kolageny tvotici zbylych 10 %
veskerého kolagenu v lidském téle. PfestoZe jsou v organismu méné zastoupené, jsou diky
své rozdilné struktuie a vlastnostem dileZitou souc¢asti mnoha orgénii. Sit€ kolagenu se
nachazeji ptfevazné v bazalnich membranach, kde poskytuji mechanickou oporu a ukotveni

pro bunky nebo slouzi jako filtra¢ni bariéra pro makromolekuly v ledvinéch [5, 7, 8].

Tabulka 1 a Tabulka 2 uvadi ptehled vSech 29 typi kolagenu a jejich umisténi ve tkanich.
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Tabulka 1 Umisténi jednotlivych typi fibrilarniho kolagenu v tkénich podle [5]

Kuze, kosti, Chmpavka, ,
I y XI  meziobratlova
Slachy, rohovka .
ploténka
11 Chmp avka, XXIV Kosti, rohovka
sklivec
mp Kze cévy, XXVII Chrupavka
stfeva, déloha
v Kuze, kosti,
rohovka, placenta

Tabulka 2 Umisténi jednotlivych typl nefibrilarniho kolagenu v tkénich podle [5]

Bazalni membrana Cévy, nervy,
v o > XIV  Slachy, kosti, XXII  Spoje tkani
kapilary .
ktze, chrupavka
Kosti, cévy, klize, quila}"y, Metastazujici
vajecniky, srdce, ! ,
VI  rohovka, XV o XXHI  karcinogenni
chrupavka varlata, kiiZe, bunk
p placenta, ledviny y
nl\félrlr(lgiz;a kiaze Srdce, kiize, Mozek, srdce
VIl N . XVI  ledviny, hladka XXV ’ ’
pupecnik, plodova 4 varlata
svalovina
voda
Kuze, mozek,
v Srdee, ledviny, XVII  Kize XXVI Varlata, vajecniky
cévy, kosti,
chrupavka
X Rohovka, sklivec, XV Eedvmy, plice, XXV Bunky nervového
chrupavka Jjatra systému
Kize, ledviny,
X Chrupavka XIX  jatra, placenta, XXIX Kuze
slezina, prostata
XTI C}lvrupavka, Slachy, XX thovkovy
ktze epitel
Kosterni svalstvo, Zgludzﬁgzdwny,
XIIT  srdee, kite, XXI l;lcyénta ’
endotelialni buiiky placenta,
kosterni svalstvo
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1.2 Struktura

Jak znazornuje Obrazek 1, primarni struktura kolagenu je tvofena tripeptidovou
sekvenci -(Gly-X-Y )a-. Glycin (Gly) se vyskytuje na kazdém tfetim zbytku a diky tomu, ze
ma tato aminokyselina maly postranni fetézec, umoznuje tésné sbaleni polypeptidovych
fetézcl do trojité Sroubovice. Aminokyseliny X a Y zavisi na typu kolagenu, nejcastéji se
vyskytuje prolin a posttranslacné¢ modifikovany 4-hydroxyprolin. Sekundarni struktura je
tvofena opakovanim tripeptidové sekvence za vzniku levotoCivé o Sroubovice. Terciarni
struktura se nazyva tropokolagen a vyznacuje se pravotoc¢ivou trojSroubovici tvofenou tfemi
a fetézci stabilizovany pomoci vodikovych vazeb. Tato jedinecnd struktura trojité
Sroubovice je charakteristickym rysem kolagenu a pfispiva k jeho pevnosti a stabilité.
Kolagenové vlakna neboli fibrily oznacuji kvartérni strukturu, kterd je tvofena

usporadanim mnoha molekul tropokolagenu [8—10].

i %OH OH'“"""“'NDH
HEN\)‘\ Y !
OH \ “—NH 0

—NH 0

@ Glycin @ Prolin O Hydroxyprolin

Sekvence aminokyselin Wm

Alfa Sroubovice

Trojsroubovice

Kolagenové vlakno

Obrazek 1 Schématické znazornéni struktury kolagenu upraveno podle [11];
vytvofeno v BioRender.com
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1.3 Interakce s bunéénymi receptory

Interakce kolagenu s receptory na povrchu bunék reguluji mnoho bunécnych procesi
(napft. adhezi, proliferaci ¢i migraci), naopak interakce s dalSimi slozkami ECM
(napf. fibronektin ¢i GAG) jsou dilezité pro samotnou strukturu matrix a jeho remodelaci.
Kolagen se muze vazat na vice typd receptorii a vyvolavat tak odlisné bunécné odezvy
v zavislosti na formé ve které interaguje. Kolagenové fibrily inkorporované do ECM, malé
kolagenové fragmenty vznikajici pii remodelaci matrix ¢i trojSroubovice kolagenu interaguji
s bunéénymi receptory odlisné. Buitkky mohou stabilné adherovat ke kolagenu ve tkanich,
migrovat pies matrix bohaty na kolagen jako soucast morfogenniho procesu nebo
interagovat s kolagenem pii hemostaze. Vzhledem k rozmanitosti procest existuje nékolik
riznych skupin bunéénych receptori, které interaguji s kolagenem nebo jeho fragmenty.
Jedna se o integrinové receptory, DDR (discoidin-doménové receptory), glykoprotein VI,

OSCAR (receptor osteoblasttl) a LAIR-1 (receptor imunitnich bunék) [12—14].

Integriny jsou hlavni receptory pro komponenty ECM, kter¢ jsou rozsifeny témeét ve vSech
bunkach a reguluji vyvoj a patologické procesy v orgdnech. Jsou popsany Ctyfi typy
integrinti vazajicich kolagen a to alfl, a2p1, al0B1, allBl. Tyto jednotlivé typy jsou
primarn¢ exprimovany buiikami v riiznych tkanich a poskytuji jedinecné signaly. Integrin
alP1 signalizuje proliferaci fibroblastl; a2B1 adhezi krevnich desticek a migraci bunck
v epitelu; al0B1 se exprimuje na chondrocytech a o111 je exprimovan pfi vyvoji embrya a
ve svalové tkani. Pfi hojeni ran dochédzi ke kontrakci vldken kolagenu a reorganizaci

kolagenni matrix pravé pomoci integrinti (kapitola 2.4) [14].

Kolagen interaguje také se slozkami ECM, jako je fibronektin, heparin, proteoglykany ¢i
glykosaminoglykany (GAG). Na degradaci nativniho kolagenu se podileji matrixové
metaloproteindzy, véetné kolagendz které $tépi trojSroubovici v jednom specifickém miste a

zelatindz, které dokazi $tépit denaturovany kolagen a kolagen typu IV [12].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

2 FIBRONEKTIN

Fibronektin (FN) je adhezivni glykoprotein ECM, ktery hraje zasadni roli pii obnove¢ tkani
a migraci bunék. Jedna se o dimer, ktery je kovalentn¢ vazany disulfidickymi vazbami
o hmotnosti 500 kD s multimoduldrni strukturou skladajici se z opakovani tii casti

(viz kapitola 2.2). V téle existuji dva typy fibronektinu, plazmaticky a bunécny.

2.1 Klasifikace

Fibronektin se d¢€li na bunécny FN (cFN) a na plazmaticky FN (pFN). Plazmaticka forma
FN cirkuluje v krvi a pfi poranéni tkdn¢ se zacletiuje do fibrinovych srazenin ovlivitujici
funkcei krevnich desticek. Bunéény FN je pak syntetizovan a sestavovan buitkami, které
migruji do srazeniny, aby obnovily poskozenou tkan [15, 16]. Oba tyto typy fibronektinu
maji za kol regulovat adhezi bun¢k, avsak odliSuji se v syntéze, rozpustnosti, velikosti

1 struktute [17].

2.1.1 Plazmaticky fibronektin

Plazmaticky FN je syntetizovan pfevazné hepatocyty a vyluCovan do krevni plazmy, kde
cirkuluje ve vysoké koncentraci 300-400 ug/ml v rozpustné, kompaktni, neaktivni forme.
Bezprostfedné po poranéni se v blizkosti zasazenych cév pFN navaze na krevni desticky

ve formé kratkych fibril spolu s fibrinem [15, 17].

Pro ptipravu hydrogeld v této diplomové préci byl pouzit rozpustny fibronektin, ktery se
bézné vyuziva pro piipravu scaffoldi pravé v kombinaci s kolagenem typu I. Diky jejich
synergickému efektu, kombinace kolagenu a plazmatického fibronektinu podporuje adhezi

bunék a vice se ptiblizuje nativnimu ECM [18].

2.1.2 Bunéény fibronektin

Bunécny FN je produkovan fibroblasty, chondrocyty, myocyty a synovialnimi buiikami,
které jej lokaln€ vylucuji ve formé nerozpustné sité. V krevni plazmé cFN cirkuluje bézné
ve velmi nizké koncentraci 1,3 pg/ml, ale pii poSkozeni cév, po zanétu ¢i aterosklerdze se
hladina cFN zvySuje, a navic vykazuje 150krat vyS$si G€innost pti hemaglutinaci neZ pFN.
JakoZto hlavni slozka ECM zprosttedkovdva cFN Sirokou Skalu bunéénych interakci
s ostatnimi molekulami ECM, podporuje hojeni ran prostfednictvim bunécné adheze,

migrace a cytoskeletalni organizace [17, 19, 20].
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2.2 Struktura

Fibronektin ma multidoménovou strukturu (Obrazek 2) ktera je slozena z fady opakujicich
se moduli. Ve struktufe se opakuje 12krat typ I, 2krat typ II, 15krat typ III, ktery je
alternativné spojen pomoci EDA a EDB, a variabilni oblast (V). Tyto moduly jsou
uspofadany do tfi funkénich domén: N-koncové domény, centrdlni vazebné domény a
kone¢né domény vazajici heparin. Tyto specifické domény mohou interagovat s mnoha
vazebnymi partnery, véetn¢ dalSich slozek ECM a bunécnych receptort. Fibronektin se

vylucuje jako dimer spojeny dvéma disulfidickymi vazbami na svém C-konci [15].

EDB EDA \
Bunéény FN = N I_|_|

S s

Plazmaticky FN

S S
. TypI U TypII ' Typ 1II

Obrazek 2 Schematické zndzornéni primarni struktury bunééného a
plazmatického fibronektinu upraveno podle [21]; vytvofeno v BioRender.com

Bunéény FN se miiZe nachazet ve 20 isoformach a to diky obsahu 3 oblasti nazyvanych EDA
(Extra Domain A), EDB (Extra Domain B) a V (Variable region). EDA a EDB piedstavuji
oblasti, které jsou do struktury plné zatfazeny nebo vylouceny naopak oblast V vede

ke vzniku 5 izoforem.

Izoformy obsahujici EDA hraji roli pfedevSim v migraci, diferenciaci, signalizaci, hojeni ran
a udrzovani tkani ve zdravém stavu. Tyto izoformy maji také zvySenou vazebnou afinitu

k integrintim.

Isoformy obsahujici EDB pfispivaji ke stabilité proteinu, vaskularizaci a fagocytéoze. EDB
zvySuje proteolytickou citlivost FN, ¢imz podporuje rekonstrukci ECM pfi hojeni ran.
Ptitomnost této sekvence také zvysuje expresi vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru

(VEGF, vascular endothelial growth factor), proliferaci endotelidlnich bun¢k a angiogenezi.
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Izoformy obsahujici oblast V hraji roli pfi uvoliovani dimert FN, rozpustnosti, buné¢né
adhezi, fibrilogenezi, vazb¢ ligandi a koagulaci. Oblast V se vyskytuje v 5 variantach: Vo,
V4, Vgo, Vos a Va9 (Cislo indexu odpovida jejich aminokyselinové délce). Tato izoforma se

objevuje v synovialnich kloubech, meziobratlovych ploténkach, pFN a ve fetalnich tkanich.

U plazmatického FN je variabilita ve struktuie mensi oproti cFN, neobsahuje domény EDA

a EDB, ale pouze variabilni doménu V [17, 19].

2.3 Interakce s bunéénymi receptory

Fibronektin interaguje v tkanich s mnoha makromolekulami, jako je kolagen typu I, II a I,
glykosaminoglykany nebo fibrinogenem. Také zprostfedkovava interakci bunck
s komponenty ECM prostfednictvim vazebnych domén, z nichZ nejbéZznéjsi je zejména

peptidova sekvence arginin-glycin-aspartat (RGD-sekvence) integrint [16].

Bunéény FN se vyskytuje ve formé komplexni fibrilarni sit¢€ a interakce mezi bunikou a touto
siti je z velké Casti zprosttedkovana integriny. Fibronektin se vaZe na integrinové receptory,
které po jejich aktivaci castecné fidi usporadani cytoskeletu, coz vede k natahovani molekul

fibronektinu a pozitivni zpétné vazbé pro tvorbu fibril [21].

Tato FN matrix mtiZe také vazat riistové faktory, napf. kostni morfogeneticky protein (BMP,
Bone Morphogenetic Protein), ktery je diilezity pfi regeneraci kostnich defektt ¢i VEGF,
ktery reguluje bunéfnou signalizaci pfi hojeni ran. Zatimco fibronektinova matrix je
pfi tomto procesu bunikami pribéZné sestavovana a remodelovana, sestavuje se na ném

zralejsi a stabilngjsi sitt ECM [15, 21].
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2.4 Uloha p¥i hojeni ran

Hojeni rany je proces, ktery probiha ve Ctyfech na sebe navazujicich fazich: hemostaza,

zanétliva, granulacni a epitelizacni. Oba typy fibronektinu se aktivné ticastni ve vSech fazich.

vvvvvv

rany, kdy se béhem hemostazy vaze na trombocyty a fibrin za vzniku srazeniny. (2) Poté se
pomoci trombocytil zaCina sestavovat prvotni matrix z fibril pFN prostfednictvim zvySeni
exprese vazebného mista pro tyto bunky. (3) Pozdé&ji v priibéhu hojeni vstupuji do okoli rany
fibroblasty, které zacinaji ukladat bunécny fibronektin. V této fazi se tvofii granulacni tkan
z doCasné matrice cFN, ktera stimuluje také ukladani kolagenu typu III a kontrakci rany.
Nakonec se tato matrice v kone¢né tazi hojeni remodeluje na sit’ kolagenu typu I obklopenou
cFN, ktery na sebe vaZe pomoci integrinl buiiky a stabilizuje tak ECM. Fibronektin navic
vaze glykosaminoglykany, napf. heparin sulfat a kyselinu hyaluronovou, které¢ podporuji

hojeni rany. (4) V posledni fazi dochazi k zaceleni a epitelizaci rany [19, 22].

(2) zines

Jei=> ~— 7 ~al=li - !

— —~_

Fibronektin Kolagen- Trombocyt  Fibroblast

Obrazek 3 Faze hojeni ran upraveno podle [19]; vytvofeno v BioRender.com
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3 KYSELINA HYALURONOVA

Kyselina hyaluronova (HA), nazyvana také jako hyaluronan, je linearni glykosaminoglykan
(GAQG), ktery ptedstavuje hlavni slozku vSech télesnych tekutin a ECM. Tento vysoce
viskozni polysacharid je nejen lubrikantem, ale také vyznamnym regulatorem bunécného
chovani béhem embryogeneze, morfogeneze, migrace, proliferace a podili se také na hojeni
ran a regeneraci kosti. Hyaluronan je syntetizovan na vnitinim listu plazmatické membrany
jako velky nerozvétveny polymer opakujicich se jednotek kyseliny glukuronové a
N-acetylglukosaminu. Od ostatnich glykosaminoglykanii se li§i vysokou molekulovou

hmotnosti a chybé&jicimi sulfatovymi skupinami [23, 24].

3.1 Struktura

Kyselina hyaluronova se sklada z opakujicich se jednotek -1,4-D-glukuronové kyseliny a
B-1,3-N-acetylglukosaminu (Obrazek 4). Retézec HA muze mit délku az 25 000
disacharidovych jednotek a také ma Siroky rozsah molekulovych hmotnosti pohybujici se
od5 kDa az po 20 MDa. Biologické uc¢inky HA jsou tedy do zna¢né miry zavislé

na molekulové hmotnosti [25].

OH
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Obrazek 4 Struktura kyseliny hyaluronové s vyznaenymi karboxylovymi a
hydroxylovymi skupinami pro chemickou modifikaci upraveno podle [26]

Kyselina hyaluronovd s molekulovou hmotnosti 20-200 kDa ma antiangiogenni,
regeneraci tkdni a hojeni ran. Vysokomolekularni HA s molekulovou hmotnosti
nad 500 kDa je vysoce viskoelasticka a viskozni, ¢imz ptsobi jako lubrikant v synovialni
tekutiné. Naproti tomu HA se stfedni a nizkou molekulovou hmotnosti podporuje

angiogenezi a ma imunostimulacéni vlastnosti [27, 28].
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3.1.1 Chemicka modifikace

Nativni kyselina hyaluronovd ma mnoho zadoucich vlastnosti, jako je zadrzovani vody,
biokompatibilita ¢i viskoelasticita, ale jeji nachylnosti k degradaci hyaluroniddzou ji Cini
nevhodnou pro vyuziti v tkaniovém inzenyrstvi. K vyfeseni téchto problémii se HA chemicky
modifikuje za vzniku materialu s lep§imi mechanickymi vlastnostmi, rozpustnosti a rychlosti
degradace. Tyto modifikované derivaty HA nachazeji uplatnéni pro ptipravu scaffoldii
v tkanovém inzenyrstvi, v chirurgii meékkych tkani, jako je augmentace hlasivek,

pro systémy podavani 1é¢iv ¢i hojeni ran.

Tyto modifikace cili na karboxylové a hydroxylové skupiny HA (Obrazek 4). Karboxylové
skupiny se modifikuji esterifikaci, amidaci a reakcemi zprostfedkovanymi karbodiimidy,

zatimco hydroxylové skupiny podléhaji esterifikaci, etherifikaci a divinyl sulfonaci [23, 29].

3.2 Interakce s bunéénymi receptory

Kyselina hyaluronova hraje klicovou roli v regulaci bunééného chovani a ovliviiuje procesy
jako je migrace, proliferace a diferenciace. Pfitomnost HA pfispiva k lokalni hydrataci tkané
a zéaroven oslabuje ukotveni bunék v ECM. Tento proces usnadiiuje buikdm jejich
oddélovani za ucelem migrace ¢i déleni. Interakce mezi HA a bunkami, zejména
prostfednictvim receptort jako je CD44 a RHAMM, vyznamné ovliviiuje pravé napiiklad
migraci €1 proliferaci. Hromadéni HA v ECM je spojeno s migraci bun¢k naopak degradaci
téchto receptori nebo blokovanim jejich aktivity l1ze dosdhnout opaéného efektu, tedy

bunécnou migraci inhibovat [30].

Prvnim receptorem pro HA je CD44, multidoménovy transmembranovy glykoprotein.
Existuji tii aktivacni stavy CD44, neaktivni, indukovatelny a konstitutivné aktivni. Tyto
stavy jsou ovlivnény postrannim fetézcem sacharidi CDA44, tedy urovni glykosylace.
Konkrétné ptitomnost nebo neptitomnost urcitych postrannich sacharidovych fetézct urcuje
jeho aktivacni stav a nasledné jeho schopnost vazat se na HA. Tento receptor ma afinitu také
k dal$im ligandiim vcetné osteopontinu, kolagenu, chondroitinu ¢i fibronektinu, avSak HA

ma nejvetsi vazebnou afinitu ke vSem izoformam CD44 nez ostatni komponenty ECM.
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Pti interakci HA s receptorem dochazi ke konformacnim zménam a aktivaci signalnich drah,
které se podileji na migraci, proliferaci, pteziti a apoptdze bunek. Diky tomu hraje vazba HA
s CD44 dulezitou roli pii regulaci aktivity nadorovych buné€k, progresi nadoru a metastéz.
Dale vede aktivace CD44 k expresi genti multirezistence a anti-apoptotickych genti, coz vice
podporuje proliferaci nadorovych bunék. Diky multifunkéni roli CD44 v nadorovém
mikroprostiedi 1ze jeho interakci s HA povazovat za dilezity cil pfi vyvoji protinddorovych

16&iv [24, 31, 32].

Dal$im receptorem je RHAMM (Receptor for Hyaluronic Acid-Mediated Motility), ktery se
vyskytuje v jadfe, cytoplazmé a na cytoplazmatické membrané. RHAMM je méné
prostudovan nez hlavni CD44, ale pti absenci CD44 mize RHAMM c¢éste¢né kompenzovat
nekteré jeho funkce. Tento receptor mé zdsadni vyznam pro bunéénou motilitu, sestavovani
a stabilitu mikrotubulti. RHAMM je také nadmérné exprimovan napt. u karcinomu prsu a

prostaty, coz prispiva k progresi nadoru a tvorbé metastaz [24, 31, 33].

Tfetim vyznamnym bunéénym receptorem pro HA je LYVE-1 (Lymphatic Vessel
Endothelial Hyaluronan Receptor), uzce piibuzny s CD44 a exprimovany vyhradné
na endotelidlnich buinikach v lymfatickém systému. LY VE-1 sdili silnou homologii s CD44
a ma spojovaci doménu, ktery mu umozinuje vazat HA. Tento receptor lze vyuzit jako marker

pro zkoumani struktury lymfatickych cév v benignich 1 malignich tkani prostaty [24, 31].

3.3 Uloha p¥i hojeni ran

V kapitole 2.4 bylo jiZ zminéno, Ze se HA také ucastni procesu hojeni ran. Kratce po vzniku
rany se v misté lokaln¢ zvySuje jeji koncentrace. To je zplsobeno dvéma dulezitymi
funkcemi, které HA plni béhem tohoto procesu. V ranych fazich hojeni rany slouzi HA jako
docasna struktura predevsim diky velikosti molekuly. Jeji struktura usnadiuje difiizi zivin a
odpadnich produktli z mista poranéni. Dllezitéjsi je vSak vliv HA na proliferaci a migraci
keratinocytli, jejichz funkci je produkovat v kizi keratin a vytvafet tésné spoje
(angl. tight junctions). U¢inek HA na hojeni rany zavisi také na molekulové hmotnosti.
molekuly s niz§i molekulovou hmotnosti zanét vyvolavaji. Zanétlivou odpovéd’ vyvolanou

nizkomolekuldrnimi fragmenty HA je disledkem jejich afinité ke CD44 receptoru [30].
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4 TKANOVE MODELY

Dvourozmérné metody kultivace bunék byly zédkladem pro pochopeni zakladnich
biologickych procest, které zahrnuji bunécné interakce, mechanismy onemocnéni, produkci
proteinli a bunécnou biologii. Rovnéz poskytly principy pro vyvoj umélych tkani. Pfi tomto
tradi¢nim pfistupu buiiky pfilnou a rostou v monovrstvé na plochém plastovém povrchu.
Ackoli jsou tyto in vitro metody neocenitelné pro studium bunéénych reakci na biochemické
tkanovych struktur, protoze 2D prostiedi neodrazi fyziologické prostfedi a tedy ani chovani

bunék v nativnich tkanich [1, 34].

V poslednich letech se prechazi k trojrozmérnym bunéénym kulturadm, které jsou schopny
Iépe napodobit slozitou architekturu tkani a organti, vcetné dulezitych interakci mezi
buitkami a ECM. ECM funguje pod definovanymi biochemickymi signaly a reguluje
bunécné chovani jako je proliferace, adheze, migrace ¢i diferenciace. Z tohoto divodu se
vyvijeji 3D modely s kombinaci bun¢k a biomakromolekul, které maji napodobit nativni
organy a slozeni i architekturu ECM. Za timto ucelem mohou 3D bunééné kultury
poskytnout dobie kontrolované mikroprosttedi podobné in vivo, které je specificky
pfizptisobeno kazdé aplikaci, at’ uz napt. v oblasti testovani 1éciv ¢i tkdnovém inZenyrstvi

[1, 34]. Tabulka 3 obsahuje stru¢ny ptehled vyhod a nevyhod téchto modelt.

Tabulka 3 Srovnani vyhod a nevyhod 2D a 3D modeli podle [35]

Typ bunécné , ,
kultury Vyhody Nevyhody
Cenov¢ dostupnéjsi Buiiky rostou pouze
V monovrstve
2D model
Vysoka reprodukovatelnost a Nedostatek interakci mezi
vykonnost buiikami a s ECM
Rust podobnylj ak,o vV rvivo Nékladné a ¢asove ndrocné
podminkach
Poskytuje interakce mezi Omezena reprodukovatelnost a
3D model bunikami a s ECM vykonnost
Distribuce zivin podobna in vivo | Narocnéjsi postupy a protokoly
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4.1 Typy tkanovych modelu

Diky vyhoddm v porovnani s 2D modely, se postupné zacaly vyvijet rizné typy a piipravy
tkanovych modeli. Tato kapitola popisuje zékladni biotechnologie pro vyrobu tkanovych
modeld, zahrnujici sféroidy a organoidy, scaffoldy na bazi hydrogeli, modely organ-on-chip

a 3D biotisk, jak zndzornuje Obrazek 5.

3D BIOTISK JlII" i

. ]

y o

Tkanové
modely

Obrazek 5 Piehled 3D tkanovych modelii; vytvofeno v Biorender.com
4.1.1 Sféroidy

Stéroidy jsou kulovité bunécné agregaty neadherujici na povrch, které vykazuji nizkou
komplexnost danou nahodilym uspofadanim bunék. Agregace bunék do sféroidu je mozna
diky membranovym proteinim. Po poCateCnim kontaktu mezi buitkami dochdzi
k hromadéni E-kadherinu na povrchu bunék, kdy se poté sféroid stdva kompaktni strukturou
diky silnym mezibunécnym interakcim pomoci E-kadherinu [36, 37]. Sféroidy se nejcastéji
vyuzivaji pii tvorbé nddorovych model, vyzkumu kmenovych bunék ¢i tkanovém
inZenyrstvi. Vyhody spoc¢ivaji v tom, Ze usnadiiuje interakce bun€k s ECM a napodobuje
fyzikélné-chemické prostiedi in vivo a zlepSuje Zivotaschopnost a proliferaci buné¢k. Priprava
sféroidil je také pomérné rychld a jednoducha. Nevyhodou této metody je omezeny piisun
zivin do jadra sféroidu kvili absenci krevniho fecisté a i prestoze vykazuji 3D strukturu,

stale postradaji komplexnost nativnich tkani [34].
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Na vyrobu sféroidli se vyuziva pomérné jednoduchych technik. Metoda visici kapky je
jednou z nejstarSich metod a spoc¢iva v pipetovani 20-40 ul bunécné suspenze na vicko, které
se poté prevrati, coz vede k agregaci bunék plisobenim povrchového napéti a gravitacni sily.
Velikost sféroidu lze upravit pocatecnim poctem bunék a spolecnou kultivaci vice typt
bunék 1lze wvytvorit heterocelularni sféroidy. Dalsi jednoduchou metodou je
tzv. ,Jiquid-overlay*. Pti této metod€ se bunéné suspenze nanaseji na desticky zabramujici
prichyceni bun¢k k povrchu. Neustalé kyvani destickou na tfepacce podporuje shlukovani
bunck. Tato metoda lze provadét na 96-jamkovych destickach, coz z n¢j €ini jednoduchou a
efektivni metodu. Nejjednodussi technikou je tzv. ,pellet culture. Tato metoda zahrnuje
centrifugaci bunécné suspenze za ucCelem koncentrace bunék, pficemz odstiediva sila

napomaha jejich adhezi. Vyhodou této metody je tvorba sféroidii o velkém praméru [34, 36].

4.1.2 Organoidy

Organoidy jsou trojrozmérné kultivacéni systémy, které se podobaji skuteCnym lidskym
organim a v nékterych ptipadech jsou od nich histologicky nerozeznatelné. Spole¢nym
znakem vsech organoidil je, Ze jsou vytvafeny z kmenovych buné€k, které se mohou samy
organizovat a diferencovat do 3D bunécnych tutvard, jejichz morfologie a funkce jsou

podobné tém, které maji organy in vivo [38, 39].

Ve srovnani s tradiéni dvourozmérnou bunéénou kulturou maji organoidy jedine¢nou
vyhodu v tom, ze zachovavaji genovou expresi, ptipadné¢ i mutace, rodi€ovskych bunék, dale
dlouhodobé udrzuji funkci a biologické vlastnosti bun€k in vitro. VSechny tyto vlastnosti
organoidil jsou uZzitecné pti vyvoji 1é¢iv, studovani organogeneze, v regenerativni mediciné
¢1 modelovani chorob, zejména nékolik dédi¢nych chorob, které se obtizné modeluji in vitro,
bylo modelovdno pomoci organoidii v kombinaci s editaci genomu. Stejnym problémem
jako u sféroida je absence cévniho teciste, jejich rust a vyvoj tedy zavisi na difuzi zivin
z okolniho prostiedi. Zatimco u malych organoidli to nemusi znamenat problém, v pfipadé
nekterych vétSich organoidit mize dochazet v jejich jadru k nekroze, a tim ke snizeni

dlouhodobé¢ zivotaschopnosti systému [1, 39].

Ptiprava organoidl je podobna jako u sféroidi. Rozdilem je, Ze pii tvorbé organoida je
pluripotentnim a embryonalnim kmenovym bunikam poskytovano specifické médium

s rustovymi faktory a morfogeny, které napodobuje vyvojové stimuly in vivo [34].

Tabulka 4 obsahuje piehled zékladnich charakteristickych vlastnosti sféroidii a organoidt.
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Tabulka 4 Srovnani sféroidil a organoidd upraveno podle [36]

Vlastnosti Sféroidy Organoidy
« Vice typl buné¢nych linii, Pfevazné embryonalni a
Typ bunck nadorové buiiky pluripotentni buiiky
Diferenciace bunék v reakci na
Tvorba 3D Agregace a adheze bun¢k fyzikalné-chemické podnét
struktury gree y p Y,

tvorba komplexni struktury

Vrstvy proliferujicich, ne¢innych a
Fyziologie nekrotickych bunék, prechodné
organi pfipominaji 3D bunécnou

Razné bunécné linie, které alespon
¢astecné odrazeji strukturu a funkci

. organu
organizaci
Podminky Kultivace s nebo bez ECM a VyZaduje ECM a mnoZstvi
kultivace rustovych faktorii rustovych faktort

4.1.3 Hydrogely

Vzhledem k dilezitosti interakce ECM s buitkami v nativnich tkdnich byly vyvinuty
biomaterialy napodobujici ECM pro pfipravu 3D modeld, pfic¢emz nejrozsifenéjsi metodou
je praveé zapouzdieni bun€k do hydrogelu. Hydrogel je tvofen ze zesitovaného polymeru,
dokaze absorbovat a zadrZzovat zna¢né mnozstvi vody, aniz by se rozpoustél a diky své
struktufe a polymeru ze kterého je vyroben, velmi dobfe napodobuje nativni ECM.
Hydratace a porovitost hydrogelu také usnadiiuje lepsi vymeénu Zivin a plynii mezi buiikami
a odstraiovani odpadnich produkti. Diky témto vlastnostem jsou idedlni pro in vitro modely
mekkych tkani, protoze struktura hydrogelu napodobujici ECM velmi dobte podporuje rist
a diferenciaci bunék. Existuji dv€ zakladni kategorie podle zdroje materidlu, ze kterého byl

hydrogel vyroben, a to na ptirodni a syntetické [1, 35, 40].

Hydrogely na bazi ptirodnich polymert, jako je kolagen, chitosan, elastin, alginat, kyselina
hyaluronova ¢i fibrin, jsou biokompatibilni, 1€pe interaguji s bunikami a obvykle vykazuji
pfirozenou bioaktivitu. Zatimco ty na bazi syntetickych polymerd nejsou tak biologicky
aktivni, ale poskytuji moznost 1épe definovat jejich mechanické vlastnosti, jako je pruznost
¢1 tuhost. Mezi béZné vyuZivané syntetické polymery patii polyethylenglykol, kyselina
polymlécnd, polykaprolakton ¢i kyselina polymlécna-a-glykolova. Protoze hydrogely
vyrobené Cisté z jednoto typu polymeru neodpovidaji celkovym strukturnim ani funkénim
aspektiim nativni tkané, byly vyvinuty hybridni hydrogely, které ve své struktufe kombinuje

vice typi ptirodniho ¢i syntetického polymeru [40, 41].
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4.1.4 3D biotisk

3D biotisk, znamy také jako bioprinting, je pokrocila biotechnologie, ktera umoziuje
vytvaret slozité struktury tkani ¢i organti s mimotradnou piesnosti. Cilem této technologie je
napodobit pfirozenou bunéfnou architekturu nanesenim materidld a bun€k urcitym
zpisobem, ktery muze obnovit normalni strukturu a funk¢nost slozitych tkéni. Pii 3D
biotisku se buiiky nebo biomolekuly tisknou pomoci specifickych bioinkti pfimo na substrat
ve specifickém vzoru tak, aby vytvofily pozadovanou 3D strukturu. Mezi hlavni metody
bioprintingu mizeme zatadit extruzivni, laserem asistovany, svétlem fizeny a na bazi kapek

[35, 42].

Mezi nejbéznéjsi metody patii extruzivni bioprinting (Extrusion-Based Bioprinting, EBB),
ktery se pouziva pro vyrobu 3D modeld napt. aortalni chlopné, nervové tkané ¢i kosti,
pouzivanych pfi screeningu 1é¢iv a toxikologickych vyzkumech. UmoZziuje vytvaret 3D
tkanové modely postupné, vrstvu po vrstve, prosttednictvim davkovani bioinkl s buitkami
ptes trysku. Mezi nejvyuzivanéjsi bioinky mizeme zatadit kolagen, kyselinu hyaluronovou,
alginat, PEG, Zelatinu ¢i chitosan. Nevyhodou této metody je relativné nizké rozliSeni, tudiz
nelze tisknout komplexnéjsi struktury a smykové napéti béhem vytlatovani ohrozuje

viabilitu bun¢k [35, 43].

Laserem asistovany bioprinting (LAB) vyuzivd laserové impulsy k pienosu bioinku
na podklad. LAB umoziuje depozici jednotlivych bunck v jedné kapce s vysokym

rozliSenim. Nevyhodou této metody je Spatné Skalovatelnost a vysoka cena [35].

Biotisk na bazi svétla (LBB) zahrnuje pouziti ultrafialového nebo viditelného svétla
pro vytvrzeni fotosenzitivniho bioinku, coz umoznuje postupnou tvorbu slozitych modeld.
Jako bioinky se vyuzivaji fotopolymery, napt. akrylatové derivaty polyethylenglykolu, jako
je dimetakrylat (PEGDMA) ¢i diacrylat (PEGDA) [35, 42].

Biotisk na bazi kapek (DBB) vznikl z konven¢nich inkoustovych tiskaren a nyni se Siroce
pouziva k vytvareni 3D modelt tkani. Pfi této metodé je bioink s buiikami rozprasovan
z n€kolika trysek pomoci tepelnych nebo piezoelektrickych mechanismi. Nastavenim napéti
1ze pfesné tidit velikost a tvar kapicek bioinku, coZ zajist'uje pfesné nanaSeni bunék a jejich

delsi Zivotaschopnost [35].
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4.1.5 Organ-on-chip

Organ-on-chip (OoC) je mikrofluidni kultivaéni zafizeni jehoz cilem je napodobit funkce
na urovni organii nebo dokonce celého organismu. Tyto mikrofluidni systémy maji duté
kanaly vystlané zivymi bunikami a tkanémi kultivovanymi za podminek dynamického
proudéni tekutin. Néktera zatizeni napodobuji struktury na Grovni organti, jako jsou rozhrani
mezi tkdnémi, a zaroven poskytuji prislusné mechanické podnéty, jako je dychani a pohyby
podobné peristaltice, které jsou kliCové pro piesné modelovani fyziologie organt a

onemocnéni [44].

Tyto mikrofluidni zafizeni mohou napodobovat funkci jednoho organu (organ-on-chip) a
vyhodnocovat specifické reakce organti na slouc¢eniny. Pokud jsou ale propojeny dva ¢i vice
OoC, mlze byt vytvofen tzv. "body-on-chip". Tento multiorgdnovy systém modeluje
systémové reakce a zkouma interakce mezi orgdny, piedevSim prostfednictvim vymény
metaboliti ¢i signalnich molekul. Hlavnim rozdilem mezi témito typy je slozitost a
komplexnost jednotlivych zafizeni, kdy jednoorganové systémy jsou biologicky
detailngj$imi modely orgénu, zatimco multiorgdnové systémy pouzivaji méné podrobné

modely orgdni a zamé&iuji se predevsim na systémové interakce mezi organy [44, 45].

0oC se také déli podle toho, ktery organ simuluji. Prvni jsou pevné organové Cipy, kde jsou
buniky kultivovany ve 3D struktuie, kterd podporuje bunécéné interakce (napf. jaterni,
srde€ni, nadorova ¢i tukova tkan). Druhou skupinou jsou bariéroveé tkanové Cipy, kde bunky
tvofi pfirozenou bariéru mezi proudicim médiem, coZ umoziuje sledovat selektivni

transportni procesy skrz tuto bariéru (napf. stfevo, plice ¢i kuze) [45].
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4.2 Tkanovy model tenkého stieva

Gastrointestinalni trakt pfedstavuje pro tkanové inzenyrstvi vyzvu, predevSim kvili
pozadavkiim na pohyblivost a vstiebavani zivin, rozdilnym hodnotdam pH a velmi
specifickou 3D strukturu. Stievni epitel, nejrychleji se obnovujici lidska tkan, je velice
komplexni tkan tvofena zmnoha typt bunék s dynamickym a multiparametrickym
mikroprostiedim. Vzhledem k funkci a slozité struktufe tenkého stfeva je obzvlasté narocné

pripravit takto komplexni tkanovy model v in vitro podminkach [46, 47].

Jak jiz bylo zminéno, 3D tkanové modely poskytuji fyziologicky ptfesnéjsi prostiedi pro rist
bun¢k ve srovnani s 2D kulturami, nicméné i pfesto postradaji nckteré tkanové modely,
pfedev§im organoidy ¢i sféroidy, organové specifické dynamické podnéty vyznamné
ovliviiyjici chovani bunék Z tohoto divodu se vyvijeji komplexnéj§i modely stfevniho
epitelu na bazi napt. organ-on-chip [48, 49], scaffoldl ¢i hydrogelti z komponent ECM
[44, 47] ¢i modely vytvotrené pomoci 3D biotisku [51].

4.2.1 Anatomie a fyziologie tenkého stieva

Tenké sttevo je klicovou soucésti travici soustavy, kterd umoznuje rozklad a vstfebavani
dalezitych zivin. Tato funkce je dosazena prostifednictvim slozité sité krevnich cév, nervii a
svall ve struktufe tenkého stfeva, které obvykle méti 3 aZ 5 metrti. Anatomicky se déli na tf1

useky a to duodenum, jejunum a ileum [52].

Podstatou jeho funkc¢nosti je stfevni epitel, ktery je zodpovédny za trdveni chymu i1
vstiebavani Zivin. Pro maximalizaci absorp¢ni plochy je sttevni epitel uspofadan do struktur
klki a krypt. Klky jsou vybézky epitelu a kazdy klk je obklopen nejméné Sesti kryptami,
tzv. Lieberkiihnovymi kryptami, coz jsou naopak invaginace epitelu. Stfevni epitel je
vystaven mechanickému obrusovani a zménam pH, cozZ vede k vysokému poctu odumirani
bunék. Aby se tento ubytek bunc¢k kompenzoval a zajistila se integrita bariéry, epitel se
priabézné obnovuje, coz ze stievniho epitelu ¢ini tkan s nejrychlejsi obnovou u dospélého

¢loveka [46, 53].
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Stievni epitel se sklada z péti typt bunck. V kryptach dochazi k proliferaci kmenovych
bun¢k a Panethovych bunék. Stfevni kmenové buiiky sidli na dné krypt, kde jsou chranény
pired agresivnim prostfedim souvisejici s travenim. Uvniti krypt se kmenové bunky
pravideln¢ d¢€li a vytvareji progenitory, tranzitorni amplifikujici bunky, které se nasledné
Ctytikrat az pétkrat déli a diferencuji se bud’ na enterocyty, gobletové buiky Cci
enteroendokrinni buiiky a zac¢inaji migrovat ke spodni ¢asti klkii. V klcich jsou bunky plné
diferencované a jiz se nedéli. Migrace bunék pokracuje smérem nahoru po ose klku a
po 3 az 5 dnech buiiky dosdhnou vrcholu, kde se vylou¢i do sttevniho lumenu a dochézi
k apoptdze. Ta je indukovéana z diivodu ztraty adheze k extracelularni matrix a nazyva se
anoikis [46, 54]. Obrazek 6 znazoriiuje klky a krypty tenkého stieva véetné typu bunck a

jejich sméru migrace.
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Obrazek 6 Mikrostruktura sttevniho epitelu; vytvotfeno v Biorender.com
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4.2.2 Parametry tkaniového modelu tenkého stieva

Pro in vitro studie se nejCastéji pouzivaji epitelidlni bunky ziskané z kolorektalniho
karcinomu. V soucasné dob¢ je k dispozici velké mnozstvi bunécnych linii, naptiklad HT-29,
Caco-2, T84, SW480 a mnoho dalSich, ale vétSina z nich vykazuje velké rozdily
v diferenciaci, metabolismu a proliferaci a vzhledem ke svému nadorovému pivodu nesou
¢etné mutace. Buitkky Caco-2 se pouzivaji nejcastéji pro testovani propustnosti a absorpce
1é¢iv a také pro diferenciaci. Tyto bunky se po dosazeni konfluence spontanné diferencuji
v polarizovany epitel a vykazuji pak vlastnosti podobné enterocytiim, jako jsou typickeé
mikroklky na povrchu, tight junctions a expresi n€kolika specifickych enzymii. Caco-2
buiky vSak nenapodobuji rozmanitost bunéénych typt pfitomnych v nativni tkani. Proto
jsou tyto buniky kultivovany spole¢né s bunécnou linii HT29-MTX produkujici mucin, ¢imz
napodobuji enterocyty i gobletové buriky. Nicméng¢ i piesto tyto bunécné linie nereprezentuji

heterogenitu celého stfevniho epitelu [46, 54].

Kromé zvoleni spravné bunécné linie je také nutno reprodukovat dalsi kli¢ové vlastnosti
tenkého stieva, a to specifické slozeni ECM, 3D architekturu, gradienty pfitomné
ve stfevnim epitelu a mechanickou stimulaci tkdn€, zahrnujici smykové napéti a peristaltické

kontrakce.

Ukolem scaffoldu je poskytovat biochemické, topologické a mechanické podnéty
umoznujici adhezi a podporujici proliferaci a diferenciaci epitelialnich bunék. Ve vétsing
uvadénych 3D stfevnich modeli je ¢astou volbou pro napodobeni ECM hydrogel. Velmi
hojné pouzivany je Matrigel, coz je rekonstituovand bazalni membrana ziskand z extraktii
mySiho sarkomu Engelbreth-Holm-Swarm. Tento nador je bohaty na proteiny ECM a jeho
hlavni slozku tvofi laminin, déale kolagen typu IV, heparan sulfatové proteoglykany, a fadu
rustovych faktord. Tato komeréné dostupnd bioaktivni matrice od firmy Corning Life
Sciences U¢inn€ podporuje rist stfevniho epitelu a tvorbu klkii a ekvivalent krypt
v systémech organ-on-chip a v organoidech. Kviili vysoké cené¢ a Spatné definovanému
slozeni se pouzivaji jiné ptirodni matrice napt. na bazi alginatu ¢i kolagenu typu I nebo 1

na bazi syntetickych polymerti, mezi které nejcastéji vyuzivané patii PEG [46, 48, 55].
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Dalsim dilezitym parametrem je rekonstrukce mikrostruktury tenkého stieva.
Z fyziologického hlediska je ptfitomnost klkii nesmirn¢ dilezitd, protoze zvétsuji plochu
povrchu tenkého stfeva, a tim 1 absorpci zivin. In vitro studie na Caco-2 buiikach na riznych
scaffoldech napodobujicich morfologii tenkého stieva s kryptami a klky ukazuji, ze 3D
architektura ovliviiuje expresi a organizaci bun¢k do proliferujicich a diferencujicich se
domén [56]. Wang a spol. [57] vytvorili kolagenovy scaffold, ktery napodoboval topografii
sttevniho epitelu. Bioptické stievni buiiky se za statickych podminek spontanné uspotadaly
do monovrstvy na zesitovaném kolagenovém povrchu. Tento scaffold strukturovany do klkt
a krypt umoznil rozdéleni bunék do ¢asti proliferacni a diferenciacni a prokazal fizenou

jednosmérnou migraci bunék smérem k vrcholu klkd.

Napodobeni topografie sttevniho epitelu mizeme dosahnout pomoci mikrofabrikace, coz je
proces zahrnujici vyrobu struktur na Urovni mikrometrii. Mezi tyto techniky patii
fotolitografie, me¢kka litografie ¢i 3D tisk. PredevSim fotolitografie a mékka litografie
vyuzivajici elastomerové razitko k replikaci 3D struktury, byly pouzity v mnoha studiich k
vytvofeni 3D modeli tenkého stieva [46]. Castafio a spol. [58] pomoci fotolitografie
vytvofili scaffoldy na bazi PEG reprodukujici stievni klky. Naopak Wang a spol. [57] diky
mekké litografie replikovali stievni architekturu v kolagenovém scaffoldti pomoci PDMS

razitka.

V neposledni fad¢ je také dulezité v in vitro modelech napodobit mechanické stimuly,
kterym je nativni stfevo vystaveno. Peristaltika vytvaii mechanické sily v travicim traktu,
které napomahaji traveni, vstfebavani Zivin a vyprazdiovani stieva, ale také vyvolavaji
smykové napéti a radidlni tlak na stievni epitel coz souvisi s tvorbou klkii a lokalizaci krypt
[48]. Vestudii od Kasendra a spol. [49] vyvinuli model organ-on-chip pro kultivaci
epitelidlnich buné¢k ziskanych ze stievnich biopsii, které byly pfedtim expandovany jako 3D
organoidy a poté disociovany a kultivovany na porézni membrané spolecné s lidskymi
sttevnimi mikrovaskularnimi buiikami. Tento model bylo koncipovano tak, aby bunkam
poskytoval jak pritok tekutiny, tak jednoosou cyklickou deformaci. Byla zaznamenana
tvorba utvarl podobajici se klkliim s apikalné polarizovanymi epitelidlnimi buiikami.
Transkriptomicka analyza navic ukézala, Ze organ-on-chip vérné¢ napodobuje lidské

duodenum in vivo.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pouzité chemikalie

ActinRedTM 555 (Thermo Fisher Scientific, USA); Calf serum (BioSera, Francie);
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Penta, Ceska republika); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) (PAA Laboratories GmbH, Rakousko); Fibronektin (lidskd plazma)
(Sigma-Aldrich, USA); Formaldehyd 36-38 % (Penta, Ceska republika); Fosfatovy pufr
(PBS) (Biosera, Francie); Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, USA); Kolagen typ I (Corning,
USA); Kyselina hyaluronova (Contipro, Ceska republika); MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium  bromid) (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko); Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH, Rakousko); Triton X-100
(Sigma-Aldrich, USA); Trypsin (Biosera, Francie).

5.2 Priprava hydrogeli

Celkové ¢tyti typy hydrogeli byly ptipraveny z kolagenu typu I (COL), fibronektinu (FN) a
thiolované kyseliny hyaluronové (HA-SH), za pouziti HEPES pufru, ktery zvySuje pH
v roztoku z kyselého na neutralni a nasledné umoznuje gelaci sloZek bez ptidani sitovadla.
Chemickd modifikace kyseliny hyaluronovad na jeji thiolovany derivat byla provedena

na pracovisti Centrum polymernich systému ve Zlin¢€ postupem podle Bian a spol. [59].

Pfed samotnou ptipravou piedchazelo rozpusténi HA-SH v UPW (ultrapure water)
o koncentraci 1 mg/ml po dobu 4 hodin a nafedéni 704 pl zasobniho COL v 336 pl 0,2%
roztoku kyseliny octové (COLacA).

SloZzeni hydrogelii je uvedeno v Tabulka 5 a byly pfipraveny nésledujicim zplsobem.
(1) Hydrogel byl piipraven pouze smichanim COLaca s HEPES pufrem. (2) Hydrogel byl
pfipraven smichanim FN s COLAaca, tento roztok byl promichdn na vortexu a nasledovalo
pfidani HEPES pufru. (3) Hydrogel byl opét pfipraven z FN s COLaca, zvIast' ale bylo
smichano 2 % HA-SH s HEPES pufrem, kdy byl tento roztok az poté piidan k FN s COLaca.
(4) Hydrogel byl ptipraven obdobnym zpiisobem, pouze se navysil objem HA-SH na 10 %.
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S takto ptipravenymi roztoky, které jiz obsahovaly HEPES puft, bylo nutno pracovat rychle
aby nedoslo ke zgelovaténi jiz ve zkumavce. Do jamek (Obrazek 7) ¢i insertii (Obrazek 8)
bylo ptfidéno 1 ml pfislusného roztoku hydrogelu. Tyto hydrogely se nechaly inkubovat
pii 37 °C po dobu 1 hodiny, poté se jiz ke ztuhlym geliim ptidalo PBS aby se zabranilo
pfipadnému vysychani. Za 24 hodiny tyto roztoky pln¢ zgelovatély a mohly byt pouzity

thned k testovani, pfipadné se mohly ponechat v inkubatoru piiblizné po dobu 2 tydnt.

Tabulka 5 Slozeni hydrogelt

Objem slozek [pl]
Typ hydrogelu
COLAca | HEPES FN HA-SH
(1) COL 840 280 0 0
(2) COL + FN 840 280 11,2 0
(3) COL + FN + 2 % HA-SH 840 300 12 24
(4) COL + FN + 10 % HA-SH 840 280 12,8 126

Obrazek 7 Hydrogely ptfipravené do 12-jamkového plata
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Obrazek 8 Hydrogely pfipravené do insertl

5.3 Bunécna linie

In vitro testovani biologickych vlastnosti hydrogeli bylo provedeno s vyuzitim bunééné
linie mySich embryonélnich fibroblasti NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Fibroblasty
byly kultivovany v polystyrenovych kultivaénich nadobach T-75 (TPP, Svycarsko)
za stalych podminek v inkubatoru Heracell 1501 (Thermo Scientific, USA) pfi teploté 37 °C
s fizenou atmosférou (5 % CO») a za stalé relativni vlhkosti 90 %. Jako kultiva¢ni médium,
které je vhodné pro fibroblasty bylo pouzito DMEM s 10 % Calf séra a 1 %
Penicillin/Streptomycin. Pasdzovani bun¢k pomoci trypsinizace bylo provedeno

pred kazdym testovanim.

5.3.1 Pasazovani fibroblastu

Kultivované bunky byly pfed pasdzovanim zkontrolovany pomoci inverzniho mikroskopu.
Z kultivaéni ladhve bylo odsato médium a bunky byly proplachnuty pomoci PBS. Poté byl
k buitkdm pfidan enzym trypsin, ktery §tépi vazby mezi buiikami a kultiva¢ni nadobou a
dochazi k uvolnéni adherentnich bunck. Kultivaéni nadoba s trypsinem byla umisténa
do inkubatoru po dobu 4 minut. Po vyjmuti z inkubéatoru bylo ptfidano stejné mnozstvi
DMEM média jako trypsinu k zajisténi neutralizace. Obsah kultiva¢ni nadoby byl preveden
do zkumavky. Zkumavka sbunéénou suspenzi byla odstfedéna pomoci centrifugy
Eppendorf 5702 R po dobu 3 minut, pii otd€kach 1100 rpm a pfi teploté 37 °C. Po odstiedéni
byl odsan supernatan a ponechaly se pouze buiiky, které se usadily na dn¢ zkumavky. Tyto
butiky byly rozpipetovany v 1 ml DMEM média o koneéné koncentraci 2x107 bunék

ve zkumavce.
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5.4 Testovani cytotoxicity

Testovani cytotoxicity bylo provedeno podle normy CSN EN ISO 10993-5 Biologické
hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.

Na hydrogelech bylo provedeno testovani cytotoxicity extraktu i v pfimém kontaktu.

5.4.1 Cytotoxicita v pfimém kontaktu

Stejné€ jako u testovani cytotoxicity extraktu, byly nejprve zpasazované buiky pipetovany
do 24-jamkové desti¢ky o koncentraci 10° na 1 ml DMEM média a néasledné kultivovany
v inkubdatoru pii 37 °C po dobu 24 hodin. Poté se jednotlivé vzorky hydrogel pomoci
pinzety vlozily do stfedu jamek (Obrazek 9). Hydrogely se nechaly v pfimém kontaktu
s buiikkami kultivovat v inkubatoru po dobu 24 hodin a poté opét nasledovalo vyhodnoceni

cytotoxicity pomoci MTT testu.

Obrazek 9 Testovani cytotoxicity v pfimém kontaktu

5.4.2 Cytotoxicita extraktu

Podle normy CSN EN ISO 10993-12 byl pfipraven extrakt v poméru 0,1 g hydrogeluna 1 ml
DMEM média. Hydrogely se v médiu extrahovaly na tfepacce pti 37 °C po dobu 24 hodin.
Zpasazované buniky byly pipetovany do 96-jamkové desticky o koncentraci 10° na 1 ml
DMEM média a nésledné kultivovany v inkubétoru pti 37 °C po dobu 24 hodin. Extrakty
hydrogela byly ptidavany k buikdm v koncentracich 100 %, 75 %, 50 % a 25 %, kdy niZzsi
koncentrace byly natedény pomoci DMEM média. U bunék, které slouZzily jako reference
bylo pouze vyménéno kultivatni médium. Bunky v desticce byly kultivovany po dobu

24 hodin, poté nasledovalo vyhodnoceni cytotoxicity pomoci MTT testu (kapitola 6.4.3).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 38

5.4.3 MTT test

MTT test je kolorimetricky kvantitativni test, ktery se pouzivd k hodnoceni metabolické
aktivity bun¢k jako ukazatele jejich viability. Principem je redukce zluté tetrazoliové soli
(MTT) na fialové krystaly formazanu aktivné metabolizujicimi bunikami pomoci
mitochondridlniho enzymu. Mrtvé buiikky nemaji schopnost pfeménit MTT na krystaly
formazanu, tmavsi roztok tedy znamena vyssi pocet zivotaschopnych, metabolicky aktivnich
bunék. Nerozpustné krystaly formazanu se poté rozpusti pomoci solubilizacniho roztoku
napf. dimethylsulfoxidu (DMSO) a vysledny barevny roztok se kvantifikuje méfenim

absorbance pti vinové délce 570 nm pomoci spektrofotometru.

Nejprve byl pripraven roztok MTT rozpusténim 5 mg MTT v 1 ml ultracisté¢ vody (UPW).
U vSech bunc¢k bylo vyménéno kultiva¢ni médium, v ptfipadé testovani cytotoxicity
v piimém kontaktu byly zjamek vzorky odstranény, a nésledné¢ bylo do kazdé jamky
napipetovano 10 pl roztoku MTT. Roztok MTT se nechal pisobit po dobu 3 hodin, poté se
opatrn¢ odsal obsah jamek. Nésledné bylo pfidano 80 pul DMSO pro rozpusténi krystalii
formazanu v butikach. Po 15 minutach byla zméfena absorbance pomoci pfistroje Infinite
M200, pticemz referencni vlnova délka byla nastavena na 690 nm. Byla provedena
srovnavaci analyza vysledkil extraktu s referen¢ni hodnotou, kterda predstavovala buiky
kultivované v €istém médiu jejichz Zivotaschopnost byla stanovena na hodnotu 1 coZ nam

predstavuje 100% zivotaschopnost bunék.

Obrazek 10 Buiiky s extrakty hydrogela ptipravené pro MTT test
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5.5 Proliferace bunék

Na sledovani proliferace bun¢k byly pouzity hydrogely pfipravené v insertech. Na hydrogely
byly napipetovany buiiky o koncentraci 10° na 1 ml DMEM média. Kultivaéni médium bylo
ptidano také pod insert, a to z divodu zabezpeceni dostate¢ného ptisunu zivin v piipadé ze
by bunky migrovaly hydrogelem az k polopropustné membrané insertu. Takto se buiky
nechaly inkubovat po dobu 48 hodin pii 37 °C. Po uplynuti této doby byla nabarvena

bunécna jadra a aktinova vlakna.

Pti barveni bunék bylo nejprve odsato kultivaéni médium a nasledovalo promyti pomoci
PBS. Pro fixaci bun¢k byl pfidan 4% roztok formaldehydu po dobu 15 minut. Poté se
formaldehyd odsél a miska se znovu promyla PBS. Nasledné byl na 5 minut pfidan 0,5%
Triton X-100, ktery se nasledn¢ také odsal. Nakonec byly hydrogely tfikrat promyty pomoci

PBS, kdy se na zavér ke vzorkiim piidalo samotné PBS, aby se zabranilo vysychani.

Samotné barveni musi probihat za tmy. Dvé kapky Cerveného fluorescenéniho barviva
ActinRed™ 555, které se vaze na aktinové vldkna v cytoskeletu, bylo pfiddno spolu
s modrym fluorescencnim barvivem Hoechst v koncentraci 10 pg/ml, které se vaze
na jadernou DNA. Miska byla obalena hlinikovou f6lii, aby byla barviva chranéna
pred svétlem a ponechéna 30 minut pii laboratorni teploté. V poslednim kroku se odsal
veskery obsah a bylo znovu pfiddno PBS. Snimky proliferujicich bunék byly potizeny
pomoci konfokalniho mikroskopu Olympus FV 3000.

5.6 Meéreni viskoelastickych vlastnosti

Viskoelastické vlastnosti hydrogeld byly méfeny pomoci reometru Anton Paar MCR 502
(Anton Paar, Rakousko). Ze vzorki hydrogelt piipravenych do jamek byla vyseknuta téliska
o priumeéru 1 cm. Pro méfeni bylo zvoleno uspofaddani rotacniho reometru deska-deska, kdy
spodni podkladové deska byla vyhtivana na teplotu 37 °C. Rozmezi uhlovych rychlosti bylo

pfi frekvenci 1 az 10 Hz pfi konstantni deformaci 1 %.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Cytotoxicita v pfimém kontaktu

Pii stanovovéani cytotoxicity v pfimém kontaktu bohuzel dochézelo k mechanickému
poskozeni bunék. Buiiky byly schopné za 24 hodin naadherovat na vzorek hydrogelu a
pifi manipulaci se vzorkem dochdzelo ke strzeni ¢asti bunééné kultury. Po ptidani MTT soli
bylo viditelné, ze opravdu vétSina bunck byla strzena. Nebylo tedy mozné cytotoxicitu
hydrogela v ptimém kontaktu vyhodnotit, protoze by vysledek z tohoto testu nebyl validni
a vyhodnotil by vzorky jako znaéné cytotoxické. Z tohoto ditvodu jsme pfistoupili

k stanoveni cytotoxicity pomoci cytotoxicity extraktu.

e " HT_ : -
i e ]

Obrazek 11 Buiky po testovani cytotoxicity v ptimém kontaktu
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6.2 Cytotoxicita extraktu

Protoze byly vysledky ze stanoveni cytotoxicity v pfimém kontaktu negativni, nasledovalo
testovani cytotoxicity extraktu. Tyto testy jsou prvotnimi ukazateli toho, jaky ma material
efekt na buiiky. Podle normy CSN EN ISO 10993-5 je stanoveno, Ze nad hodnotu
0,7 relativni bunécné viability referencniho vzorku povazujeme extrakt za netoxicky.
Stanoveni cytotoxicity extraktu hydrogeli bylo provedeno pomoci metody MTT u bunécné

linie NIH/3T3.
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Koncentrace extraktu

Obrazek 12 Bunééna viabilita pii kontaktu s extraktem z COL gelu

Jak znazoriiuje Obréazek 12, pti kontaktu s extraktem z hydrogelu obsahujici pouze kolagen
se nesnizuje bunécnd viabilita oproti referenci. Naopak pii koncentraci extraktu 100 % a

75 % se zvySuje az k hodnoté 1,3.
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Koncentrace extraktu

Obrazek 13 Bunécna viabilita pii kontaktu s extraktem z COL + FN gelu

Pti kontaktu bunék s extraktem z kolagenového hydrogelu s piidavkem 1 % fibronektinu,

jak znéazorituje Obrazek 13, mizeme vidét, Ze opét nedoslo ke snizeni bunécné viability

pod referencni hodnotu. Nejvyssi viabilita bun¢k byla pti kontaktu se 75% extraktem.
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Koncentrace extraktu

Obrazek 14 Bunécna viabilita pfi kontaktu s extraktem z COL + FN + 2 % HA-SH gelu

Hydrogel s fibronectinem a niz§im piidavkem HA-SH, tedy 2 %, také zvySoval bunécnou

viabilitu oproti referenci. Jak znazoriiuje Obrazek 14, bunécna viabilita v kontaktu s timto

extraktem dosahuje az hodnot 1,3.
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Obrazek 15 Bunééna viabilita pii kontaktu s extraktem z COL + FN + 10 % HA-SH gelu

U hydrogelu s fibronektinem a 10% ptidavkem HA-SH byly naméfeny nejvyssi hodnoty
bunécné viability ze v§ech, pohybujici se od 1,3 az po 1,5 (Obrazek 15). Tyto vyssi hodnoty
mohou byt zpiisobené pravé vyssim obsahem HA-SH v hydrogelu, ktery podporuje rtst

bunék.

Vsechny piipravené hydrogely mély pozitivni u¢inek na bunéénou viabilitu. Zadny z nich
nesnizoval viabilitu pod referencni hodnotu a Ize je tedy oznacit za necytotoxické. Miizeme
také fici, Ze extrakt z hydrogelu, ktery obsahoval vice sloZek vyraznéji podporoval bunéény

rust.
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6.3 Proliferace bunék

Sledovani proliferace bun¢k bylo provedeno na hydrogelech které byly pfipraveny
do insertii. Jako reference slouzily buiiky, které byly nasazeny na tkanovy plastik a na insert
bez hydrogelu. VSechny tyto vzorku byly poté obarveny pomoci fluorescenénich barviv.
Pomoci barviva ActinRed™ 555 byl obarven cytoskelet Gervené a pomoci barviva Hoechst
byla obarvena jadra bunék modie. Snimky byly pofizeny pomoci konfokéalniho mikroskopu

Olympus FV 3000.

I prestoze byly vSechny vzorky nabarveny i barvivem Hoechst, samotny hydrogel pohlcuje
barvivo a nebylo tedy mozné poftidit snimky pouze samotnych jader. Z tohoto diivodu
pozorujeme u téchto vzorkli proliferaci bunck pouze znazornénim jejich cytoskeleti.
Protoze bunky rostou uvnitt 3D struktury, odliSuji se morfologicky od téch, které rostou na
2D povrchu (Obrazek 20). Na Obrazek 16 mulzeme vidét builky rostouci uvnitf

kolagenového hydrogelu, které se v ném shlukuji do klastra.

300 pum

Obrazek 16 Proliferace bun¢k na COL hydrogelu
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I v ptipadé€ kolagenového hydrogelu obsahujici 1 % fibronektinu, se uvniti tvofi bunécné
klastry (Obrazek 17). Oproti kolagenovému hydrogelu (Obrazek 16) se zda ze pocet bun¢k,
které¢ dokdzaly proliferovat v tomto hydrogelu, je vyssi. Jak bylo i zminéno vyse (viz
kapitola 2), fibronektin podporuje adhezi bun¢k a dokéaze interagovat s kolagenem, takze se
dalo predpokladat, ze zaclenéni fibronektinu do hydrogelu podpoii adhezi a proliferaci

bunék.

300 pm

Obrézek 17 Proliferace bunék na COL + FN hydrogelu

Obrézek 18 a Obrazek 19 ukazuje rast bunék na hydrogelech s pifidavkem HA-SH. U obou
vzorkl se buniky shlukuji do menSich klastrti. I pfestoze z vyhodnoceni cytotoxicity extraktl
u téchto hydrogelti dosahovaly buniky vyssi viability, ze sledovani proliferace na téchto
gelech se zda, ze 1 nizsi ptidavek HA-SH zvySuje hydrofilitu hydrogela a tedy i ovlivituje

schopnost bun¢k adherovat na tento material.
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300 ym

Obrazek 18 Proliferace bun€k na COL + FN + 2 % HA-SH hydrogelu

300 um

Obrazek 19 Proliferace bunék na COL + FN + 10 % HA-SH hydrogelu
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A dal$ich snimcich mizeme vidét rist referencnich bunék, Obrazek 20 ukazuje rist bunck
na tkanovém plastiku a Obrazek 21 riist bun¢k na insertu. Buniky rostou na 2D povrchu, tudiz

se jejich morfologie bude odliSovat od téch ptfedchozich rostoucich na hydrogelech.

Obrazek 21 Proliferace referen¢nich bunék na insertu
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6.4 Viskoelastické vlastnosti

Viskoelastické vlastnosti hydrogeli byly analyzovany pomoci reometru pti frekvenci thlové
rychlosti 1 az 10 Hz za konstantni deformace 1 % a pfi teploté spodni desky 37 °C. Obrazek
22, Obrazek 23 a Obrazek 24 znazornuji zavislost dynamického, ztratového a komplexniho
modulu na thlové frekvenci. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tabulka 6, Tabulka 7 a

Tabulka 8.

6.4.1 Dynamicky modul G’

Tabulka 6 Naméfené hodnoty dynamického modulu G’

COL +FN + COL +FN +
Frekvence coL COL+FN | 50, HA-SH | 10 % HA-SH
o [1/s] G’ [Pa] Chyba G’ Chyba G’ Chyba G’ Chyba
[Pa] | [Pa] | [Pa] | [Pa] | [Pa] [Pa] | [Pa]
1 6300 90 6166 241 5813 127 6850 354
1,58 7306 100 7083 275 6743 136 7850 69
2,51 8453 147 8133 290 7787 123 9197 267
3,98 9723 169 9300 295 8943 96 10533 321
6,31 11133 152 10500 300 10200 0 11933 321
10 12600 264 11800 360 11600 0 13433 321
14000+
= - COL
o 12000- -4 COL+FN
o ~& COL+FN +2 % HASH
3 10000- - COL +FN + 10 % HA-SH
£
% 80004
5 6000
&
4000 : : . . .
0 2 4 6 8 10

Uhlova frekvence [1/s]

Obrazek 22 Zavislost dynamického modulu na thlové frekvenci

Z Obréazek 22 miizeme vidét, Ze vys§i dynamicky modul G” je u vzorku obsahujici FN a
10 % HA-SH, jehoZ mezni hodnoty dosahuji (13433 + 321) Pa. Nejniz$i dynamicky modul
ma hydrogel obsahujici FN a 2 % HA-SH, jehoz mezni hodnoty dosahuji (11600 + 0) Pa.
Pribéh kiivek a hodnoty G* modulu jsou u vsSech vzorki velice podobné. Z méfeni

dynamické modulu nam vypliva, Ze u vSech vzorki hydrogelt pfevlada cast elasticka.
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6.4.2 Ztratovy modul G’

Tabulka 7 Namétfené hodnoty ztratového modulu G™

Uhlova frekvence [1/s]

Obrazek 23 Zavislost ztratového modulu na thlové frekvenci

COL + FN + COL + FN +
Frekvence COL COL +FN 2%HA-SH | 10 % HA-SH
o [1/s] G” | Chyba| G~ |Chyba| G | Chyba| G | Chyba
[Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa]
1 3570 26 3180 101 3223 68 3827 266
1,58 4043 50 3570 131 3670 56 4283 246
2,51 4557 64 3967 156 4103 50 4733 206
3,98 5060 72 4337 175 4533 35 5240 243
6,31 5563 81 4707 199 4970 62 5743 258
10 6110 92 5103 251 5420 61 6283 294
8000 -
_ » COL
i — COL+FN
 6000. —& COL + FN + 2 % HA-SH
3 @ COL + FN + 10 % HA-SH
3
F 40004
&
2000 : : : : .
0 2 4 6 8 10

Pti méfeni ztratového modulu G”* (Obréazek 23) jsou nejvyssi mezni hodnoty u hydrogelu

obsahujici FN a 10 % HA-SH a to (6283 +294) Pa. Hodnoty ztratového modulu jsou u v§ech

vzorkl ptiblizné o ad niZsi nezZ u modulu dynamického. Rozdilné hodnoty vidime i u podilu

HA-SH v hydrogelu, hydrogel s 10 % HA-SH je vice elasticky, 1 z toho diivodu ze HA-SH

situje za vzniku disulfidickych vazeb které dodavaji hydrogelu elasti¢nost, oproti hydrogelu

pouze s 2 % HA-SH, ktery je viskdzné;jsi.
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6.4.3 Komplexni modul G*

Tabulka 8 Namétfené hodnoty komplexniho modulu G*

COL +FN + COL +FN +

Frekvence coL COL+EN 2%HA-SH | 10 % HA-SH
o [1/s] G* Chyba G* Chyba G* Chyba G* Chyba

[Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa] [Pa]

1 7240 95 6940 261 6647 143 7847 416
1,58 8353 115 7933 300 7677 126 8947 114
2,51 9600 159 9050 330 8803 100 10333 321

3,98 10967 208 10243 337 10020 72 11767 379
6,31 12467 208 11500 361 11367 58 13233 404

10 14000 | 265 12833 | 416 12800 0 14800 | 436
16000-
= -+ COL
= ~+- COL+FN
Q 9 -
2 120004 —& COL + FN +2 % HA-SH
7 —# COL+FN+ 10 % HA-SH
E
=
s 8000-
s
E
=]
x
4|]|]|] T T 1 1 1
0 2 4 6 8 10

Uhlova frekvence [1/s]

Obrazek 24 Zavislost komplexniho modulu na thlové frekvenci

Komplexni modul G* je vypocitan jako ¢tverec odmocniny souctu dynamického modulu G’
a ztratového modulu G''. Vysledky jsou fadové podobné t€ém pro elasticky modul.
Z Obrazek 24 mizeme videt, ze nejvyssi komplexni modul ma opét hydrogel s FN + 10 %
HA-SH a to (14800 £ 436) Pa, coz nam potvrzuje Ze tento hydrogel je spolu se vzorkem
obsahujici pouze COL vice elasticky. Oproti tomu hydrogely s ptidavkem FN a 2 % HA-SH

se chovaji nepatrné viskdznéji.
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6.5 Budoucnost materialu

Ve spolupraci s Ing. Michaelou Kurkovou (Centrum polymernich systémi, Zlin) byly
pfipraveny hydrogely, které by méli byt vhodnéjsi pro tkdfiovy model tenkého stieva a také
1épe napodobovat jeho nativni strukturu. Oproti ptipravy hydrogell, kterd byla popséna
v této praci, rozdil spofivd v pouziti raznice vytisténé na 3D tiskdrné Ing. Markétou
Kadleckovou, Ph.D. (Centrum polymernich systému, Zlin) (Obrazek 25), kterd simuluje
klky vyskytujici se na povrchu sliznice tenkého stfeva tvorbou definovanych jamek do
hydrogelu. Klky jsou v tenkém stieve klicové pro vstiebavani zivin a je tedy nutné tkanovy

model pfizplsobit nejen ve slozeni hydrogelu, ale i v napodobeni struktury nativni tkédné.

Obrazek 25 Raznice pro tkanovy model

Pro prvotni studii byly pouzity dva hydrogely obsahujici COL + FN a COL + FN + HA-SH.
Po obarveni bun¢k mizeme vidét, ze v ptipadé prvniho hydrogelu (Obrazek 26) buiky
proliferuji po obvodu jamky, kdezto u hydrogelu s ptidavkem HA-SH (Obréazek 27) migruji
i do stfedu jamky. I pfestoze se jedna o pouze malou studii, je z vysledki patrné, ze pro
vytvoreni tkaniového modelu tenkého stieva, je velice kliCové napodobit jeho typickou
strukturu a také optimalizovat slozeni hydrogeli ptiblizujici se ECM této tkané, protoze
pridavek dalSich slozek do hydrogelu, v naSem piipadé HA-SH, podporuje proliferaci bunék
uvnitt uméle vytvorenych klki.
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Obrazek 26 Rust bun¢k na hydrogelu COL + FN s pouZzitim raznice

Obrazek 27 Rust bun¢k na hydrogelu COL + FN + HA-SH s pouzitim raznice
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ZAVER
Cilem diplomové prace bylo sepsat resersi zabyvajici se zakladnimi komponenty ECM a

problematikou tkanovych modell a nasledné ptipravit kompozitni hydrogely vyuzitelné jako

zakladni prvek pro in vitro model tkan¢ tenkého stieva.

Praktickd cast se skladdala ze Ctyf Casti. Prvni Céast se zabyvala pfipravou samotnych
kompozitnich hydrogelii na bazi kolagenu typu I, rozpustného plazmatického fibronektinu a
thiolované kyseliny hyaluronové. Tyto latky byly vybrany ztoho divodu, Ze se hojné
nachdzi v ECM a vyznacuji se vlastnostmi, které jsou vyhodné pro pouziti v tkdnovych
modelech. Naptiklad kolagen typu I s plazmatickym fibronektinem synergicky napoméhaji
adhezi bungk. Celkové byly pfipraveny ctyii typy hydrogelt ve dvou provedenich, a to
hydrogel na bazi kolagenu, déle na bazi kolagenu s fibronektinem a na bazi kolagenu,
fibronektinu a thiolované kyseliny hyaluronové v koncentraci 2 % a 10 %. Tyto hydrogely
byly pfipraveny bud’ v insertech, které byly dale pouzity pro sledovani proliferace bun¢k
nebo ve 12-jamkové desticce, které dale slouZily pro testovani cytotoxicity a méfeni

viskoelastickych vlastnosti.

Druha a tieti ¢ast se zabyvala testovanim biologickych vlastnosti hydrogeld na bunééné linii
mySich embryonalnich fibroblasti NIH/3T3. Nejprve se zainalo s testovanim cytotoxicity
v pfimém kontaktu. BohuZel pii tomto testovani dochazelo k mechanickému poskozeni
bunék, kdy béhem manipulace s hydrogelem byly adherované bunky strzeny, a tudiz
vysledek z tohoto testu vychazel jako cytotoxicky a nebyl validni. Z tohoto divodu bylo dale

piistoupeno k testovani cytotoxicity extraktu.

Testovani cytotoxicity extraktu bylo provedeno podle normy CSN EN ISO 10993-5
Biologické hodnoceni zdravotnickych prosttedkil — Cast 5: Zkousky na cytotoxicitu in vitro.
Ptipravené hydrogely mély pozitivni vliv na bunécnou viabilitu a zddny z nich ji nesnizil
pod 70 % referen¢ni hodnoty a mizeme je tedy povazovat za necytotoxické. Pfedpokladalo
se, ze tyto kompozitni hydrogely nebudou snizovat bunéénou viabilitu, protoZze se vSechny
komponenty bézn¢ vyskytuji v nativni tkani, ale testovani cytotoxicity in vitro je nezbytnou

a doporucenou soucasti pii hodnoceni biologické bezpecnosti vSech biomateriala.
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Treti Cast praktické ¢asti se zabyvala sledovanim proliferace mysich fibroblasti uvnitf
hydrogelu. Buriky byly obarveny pomoci ActinRed™ 555, ktery obarvuje cytoskelet
¢ervené a snimky byly pofizeny pomoci konfokalniho mikroskopu. Uvnitt hydrogelu na bazi
kolagenu a na bazi kolagenu s fibronektinem se tvofily bunécné klastry. U hydrogelu
s ptidavkem fibronektinu se zda mnozstvi bunéénych klastrii vyssi, a to z divodu, zZe
fibronektin podporuje adhezi bunék. Naopak u hydrogelt s 2 % a 10 % thiolované kyseliny
hyaluronové se snizil pocet bunécénych klastrt. I prestoze u téchto hydrogelii pii testovani
cytotoxicity byla viabilita bun¢k vyssi oproti ostatnim, ptidavek HA-SH zvysuje hydrofilitu

materiald z ¢ehoz vypliva zhorSena schopnost bun¢k adherovat na jeho povrch.

Ve c¢tvrté Casti byly méfeny viskoelastické vlastnosti hydrogelti na rotaénim reometru
v uspotfadani deska-deska. Z méfeni vypliva Ze u vSech hydrogeli pievlada elasticky
charakter a také Ze hydrogely s 10% obsahem HA-SH vykazuji vyssi elasticitu ve srovnani
s ostatnimi hydrogely, a to z divodu tvorby disulfidickych vazeb, které dodavaji materialu

vétsi elastiénost.

V posledni ¢asti byly ve spolupraci s kolegy ptipraveny hydrogely, které 1épe napodobuji
strukturu tenkého stfeva. Na rozdil od pfedchozich publikovanych postupti, byla pouZita
raznice vytiSténa na 3D tiskarné, ktera vytvoftila definované jamky na povrchu hydrogelu
simulyjici klky nachdzejici se ve stfevnim epitelu. Snimky z konfokalniho mikroskopu
ukazaly, Ze buiiky na hydrogelu s HA-SH migruji 1 do stfedu jamek. V tomto ptipad€ naopak
HA-SH podporovalo adhezi a migraci buné€k, neZ jak tomu bylo u hydrogel bez pouZiti

raznice.

Vsechny tyto vysledky naznacuji, Ze pro vytvoteni in vitro tkanového modelu tenkého stieva
je klicové nejen napodobit strukturu stievniho epitelu, ale také optimalizovat sloZeni
hydrogelt tak, aby vice odpovidalo stavbé ECM. Je tedy nutné splnit mnoho aspektl

pfi vyvoji tkdnovych modelll coZ jen potvrzuje komplexnost této problematiky.

Zavérem lze fici, Ze se uspéSné podafilo pfipravit a charakterizovat kompozitni hydrogely
slouzici pro in vitro model tenkého stieva. Hydrogely slozené z kolagenu, thiolované
kyseliny hyaluronové a fibronektinu vykazovaly slibné viskoelastické vlastnosti a vysledky
z hodnoceni biologickych vlastnosti nasvédcuji jeho potencial pro podporu ristu a
proliferace bunék. Samoziejm¢e je zde misto pro zdokonaleni tkanového modelu a jeho
kvalitu by zlepsSilo pfesnéjsi napodobeni architektury stfevniho epitelu nebo pouziti

vhodnéjsi bunécné linie jako je napt. Caco-2.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMP Bone Morphogenetic Protein
cFN Bunécny fibronektin

COL Kolagen

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

ECM Extracelularni matrix

EDA Extra Domain A

EDB Extra Domain B

FN Fibronektin

GAG Glykosaminoglykan

Gly Glycin

HA Kyselina hyaluronova

HA-SH Thiolovana kyselina hyaluronova

LYVE-1 Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor
pFN Plazmaticky fibronektin

RHAMM Receptor for Hyaluronic Acid-Mediated Motility
UPW Ultrapure water

A% Variable region

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
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