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B. Bunky, mezibunééna hmota, interakce
bunék s biomaterialy

Druha sekce je veénovana bunécné biologii, mezibunééné hmoté a interakci bunck s
tkanovymi nosici. Je zde popsana zakladni biologie bunky a tkani, testovani tkanovych
nosi¢u v laboratornich podminkach (in vitro) a na Zivych organismech (in vivo). Posledni
kapitola se vénuje etickym otazkam, které souvisi s oborem tkaniového inzenyrstvi.



1. Chemické sloZeni Zivych organismii
Jana Horédkova

Dulezité pojmy. biogenni prvky, stopové prvky, lipidy, fosfolipidy, nukleové kyseliny, DNA,
RNA, exprese genetické informace

Tato kapitola se bude zabyvat pfedstavenim prvkii a makromolekul, které se vyskytuji v zivych
systémech. Jedna se o propojeni znalosti biologie a chemie (obecné a organické). Nejprve
budou predstaveny biogenni prvky vyskytujici se v bunikach. V dalsi ¢asti kapitoly pak budou
kapitoly pak bude pojednano o vztazich mezi nukleovymi kyselinami a bilkovinami, coz je
zasadni informace pro fungovani zivych systémda.

1.1. Biogenni prvky

V bunkéach se nachazi tzv. biogenni prvky. Nejvice zastoupené prvky v zivych buikach jsou
uhlik (C), vodik (H), kyslik (O) a dusik (N). Predstavuji vice nez 95% hmotnosti lidského
téla. Uhlik je ctyfvazny prvek, je schopen tvofit rizn€ dlouhé fetézce, které se oznacuji jako
organické molekuly. Kyslik a vodik se také vyskytuji v té€chto organickych slou¢enindch. Dusik
muze tvofit 3 vazby, je soucasti aminokyselin (bilkovin), nukleovych kyselin. Déle se v Zivych
organismech nachdzi sodik (Na), hor¢ik (Mg), fosfor (P), sira (S), chlor (Cl), draslik (K),
vapnik (Ca). Tyto prvky se v bunkach vyskytuji v mensi mife, piiblizné 0,1-1,5%. Dale se
v zivé hmot¢ nachazi tzv. stopové prvky, které maji nejcastéji funkci katalytickou. Mezi tyto
stopové prvky patii zelezo (Fe), méd’ (Cu), kobalt (Co), mangan (Mn), zinek (Zn) a jod (I).

Nejvétsi zastoupeni v bunikach mé voda, tvoti asi 70% hmotnosti buiiky. Voda rozpousti polarni
a iontové slouceniny, Ucastni se hydrolytickych reakci a acidobazickych dé&ji, urcuje tvar
makromolekul diky hydrofilnim / hydrofobnim interakcim.

Dale se v bunkach nachazi 4 hlavni skupiny malych organickych molekul (slou€eniny
obsahujici az 30 atomi uhliku): cukry, mastné kyseliny, aminokyseliny a nukleotidy. Tyto
monomerni jednotky mohou byt vyuzivany pro stavbu obrovskych makromolekul:
polysacharidy, lipidy, proteiny, nukleové kyseliny. Dale mohou byt vyuzity v nejriiznéjSich
metabolickych drahach buiiky.

Polysacharidy a proteiny jiz byly pfedstaveny v pfedchozi sekci A. Scaffoldy — Kapitola 2.
Pfirodni materialy pro vyrobu tkanovych nosici. Zde bude detailnéji popsana struktura lipidi
a nukleovych kyselin.

1.2. Lipidy

Lipidy jsou latky, které zajist'uji ukladani energie, ochranu organii a v neposledni fad¢ jsou
dilezitou slozkou bunéénych membran. Z chemického hlediska se jednd o estery vysSich
mastnych kyselin a alkoholl. Jako mastné kyseliny (MK) se oznacuji karboxylové kyseliny s 4-
26 uhliky. Mohou obsahovat pouze jednoduché vazby (=nasycené MK) nebo mohou obsahovat
jednu nebo vice dvojnych vazeb (=nenasycené¢ MK). Mezi nasycené MK patii napiiklad
kyselina palmitova (C16) a kyselina stearova (C18). Jednu dvojnou vazbu obsahuje kyselina
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olejova (C18:1), dvé dvojné vazby kyselina linolova (C18:2), tfi dvojné vazby kyselina a-
linolenova (C18:3), ¢tyfi dvojné vazby kyselina arachidonova (C20:4). Diky ptitomnosti
dvojné vazby nemiize dochazet k volné otacivosti atomu, rozliSuji se 2 izomerie — CIiS a trans.
V bunéénych membranach se nejcastéji vyskytuje cis izomerie, kdy se oba zbytky MK nachazi
na stejné stran¢ dvojné vazby.

V organismu se vyskytuje n€kolik typt lipidi. Miize se jednat o jednoduché lipidy ve formé
triacylglyceroli (TAG). Molekula TAG je slozena ze tii fetézci MK, které jsou pripojeny
k molekule glycerolu (trojsytny alkohol). Dalsim typem lipidt jsou tzv. slozené lipidy, mezi
které se fadi naptiklad glykolipidy, lipoproteiny a fosfolipidy (FL). Glykolipidy jsou molekuly
sacharidt, které jsou glykosidickou vazbou spojené s lipidy. Nachazi se na povrchu
eukaryotickych bun¢k, kde zajist'uji bunééné rozpoznavani. Lipoproteiny jsou micely lipida
S proteiny na povrchu, které zajistuji transport ve vodé nerozpustnych lipida v krvi. Posledni
skupinou slozenych lipidii jsou fosfolipidy, které tvoii bunécnou membranu. Jedna se o
amfipatické molekuly, které maji polarni a nepolarni ¢ast (viz obr. 1). Polarni ¢ast je tvofena
fosfatovou skupinou ptipojenou k malé hydrofilni slozce (napt. cholin, ethanolamin, serin).
Nepolarni ¢ast je tvotena stejn¢ jako u TAG fetézci mastnych kyselin.
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Obr. 1: Obecny vzorec fosfolipidu: 2 nepolarni hydrofobni ,,ocasy “(R1, R2 — Fetézce mastnych
kyselin) a 1 poldarni “hlava“ (X — cholin / serin / ethanolamin, ...).

1.3. Nukleové kyseliny

Dalsi velkou skupinou makromolekul vyskytujicich se v buiikdch jsou nukleové Kyseliny:
deoxyribonukleova kyselina (DNA) a ribonukleova kyselina (RNA). Nukleové kyseliny jsou
tvofené jednotkami nukleotidii spojenymi fosfodiesterovymi vazbami. Ve své strukture
uchovavaji genetickou informaci, fidi syntézu bilkovin a tim i1 ¢innost bunky. Samotné



nukleotidy jsou slozené ze 3 casti: kysela cast (1), kterou predstavuje zbytek kyseliny
fosforecné (hydrogen fosfore¢nanovy anion), zasadita cast (2), kterou tvoii pyrimidova baze
(cytosin C, thymin T, uracil U) nebo purinova baze (adenin A, guanin G), a cukerna ¢ast (3),
ktera je tvofena ribézou u RNA ¢i 2-deoxyrib6zou u DNA.

1.3.1. DNA

Deoxyribonukleova kyselina je nositelem genetické informace. Je tvofena 2-deoxyribdzou,
dusikatymi bazemi adeninem (A), thyminem (T), cytosinem (C) a guaninem (G). Jako primarni
struktura se oznacuje pofadi dusikatych bazi v fetézci. Molekula DNA je dvouvlaknova,
protilehlé fetézce mifi opacnym smérem (=sekundarni struktura). DNA ma tvar pravotoCivé
dvousroubovice (viz obr. 2) diky vzniku vodikovych mustki mezi komplementarnimi bazemi.
Adenin se paruje s thyminem pomoci 2 vodikovych mustku, cytosin se paruje s guaninem
pomoci 3 vodikovych mustka.

1.3.2. RNA

Ribonukleova kyselina je tvofena ribonukleotidy obsahujici cukr rib6ézu a dusikaté baze adenin
(A), guanin (G), cytosin (C) a uracil (U). RNA je obvykle jednovlaknova a je mén¢ stabilni nez
DNA. Jeji hlavni funkci je prepis genetické informace z DNA do proteinti. RozliSuji se 3 typy
RNA: mediatorovd RNA (mRNA), ktera obsahuje piepis genetické informace z DNA,
transferovd RNA (tRNA), kterd zajist'uje prenos aminokyselin do vznikajiciho bilkovinného
fetézce a ribozomalni RNA (rRNA), ktera je se spolecné s proteiny podili na stavb¢ ribozomtl.
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Obr. 2: Struktura nukleovych kyselin: RNA, DNA, komplementarita bazi.

Jelikoz je DNA nositelka genetickd informace, buitka musi mit néstroje, jak tuto dédi¢nou
informaci uchovévat a uplatiovat ji. Pfed bunéénym délenim dochazi ke zdvojeni DNA, k tzv.
replikaci. Béhem procesu replikace dojde k oddaleni dvou vldken Sroubovice a dotvoteni
fetézce podle komplementarity bazi. Tak je zajiSténo, Ze vysledkem jsou 2 stejné molekuly
DNA. Cely proces je velmi komplexni, podili se na ném fada enzyma (DNA polymeraza atd.).

Pokud buiika potiebuje syntetizovat urcity protein, musi dojit k tzv. expresi genetické
informace = piepis genetické informace ulozené v DNA pies mRNA do struktury proteinu.
Prvnim krokem je tzv. transkripce, ktera oznacuje ptepis casti genu z DNA do mRNA. Vlakno



mRNA se opét tvoii na zdkladé komplementarity bazi (pouze misto thyminu se v RNA
vyskytuje uracil). Tento krok probiha v bunééném jadru, vysledna mRNA pak prechazi z jadra
do cytoplazmy. Dalsim krokem genetické exprese je pak translace, ktera umozni prepis mRNA
do struktury proteinu. Tento d¢j se odehrava na ribozomech. Tyto procesy se souhrnn¢ nazyvaji
jako centralni dogma molekulédrni biologie (viz obr. 3).

transkripce translace
E——) ) .
DNA RNA proteiny
{(Eesssss——
reverzni
transkripce
replikace replikace

Obr. 3: Schéma centralniho dogmatu molekuldarni biologie: replikace, (reverzni) transkripce,
translace.

Pouzita a doporucena literatura:

Alberts B. Zaklady bunécné biologie: tivod do molekuldrni biologie buiiky. 2. vyd. Usti nad
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Necas O. Obecna biologie pro lékarské fakulty. 3. pteprac. vyd., H & H, 2000. ISBN 80-86022-
46-3

Institut Galenus [online], 2023 [cit. 2023-10-26]. Dostupné z:
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2. Struktura a funkce bunky
Jana Horédkova

Diilezité pojmy: opticka mikroskopie, bunécna teorie, prokaryontni bunika, bakterie, eukaryotni
burnika, bunécné jadro, endoplazmatické retikulum, Golgiho apardat, lysozomy, mitochondrie,
cytoskelet — mikrotubuly, mikrofilamenta, intermedidrni filamenta, cytosol, cytoplazmaticka
membrana, fosfolipidova dvouvrstva, membranové proteiny, glykokalyx, membranovy
transport — difuze, prenasecove proteiny, iontové kanaly

Buiiky jsou zakladnimi stavebnimi a funkénimi jednotkami vSech zivych organismi, které jsou
schopné se samostatn¢ délit. Nékteré organismy jako napft. bakterie jsou jednobunécné, kdy
jedna bunka zajistuje vSechny funkce. Vyssi organismy (rostliny, zivoCichové) jsou tvofeny
nekolika typy bunék, které spole¢né vytvaii funkéni organismus.

Bunky je mozné pozorovat svételnym mikroskopem, jejich velikost se nejcastéji pohybuje
v fddech desitek mikrometrd. Prvni objevy bunc¢k byly spojeny Srozvojem svételné
mikroskopie. Robert Hook roku 1665 sestrojil jednoduchy mikroskop se zvétSenim asi 300x,
kterym zkoumal korek. Ve své zpraveé pro kralovskou spolecnost popsal, Ze je korek slozen
z malych komiurek, které nazval bunky (latinsky cellulae). Hook pozoroval ve skute¢nosti
bunééné stény, oznaceni ,,bunka“se vSak pouzivalo i nadale. Dalsim prukopnikem v oblasti
mikroskopie byl Anthony van Leeuwenhoek, ktery sestrojil dokonalejsi mikroskopy, kterymi
pozoroval mikroorganismy, krevni buiiky, spermie, svalova vladkna. Dal§i vyznamny meznik
V buné¢né biologii nastal v 19. stoleti, kdy se mikroskopie zac¢ala rutinné€ pouzivat k pozorovani
a studiu bun¢k. Roku 1838 botanik Matthias Schleiden po vyzkumu rostlinnych pletiv a o rok
pozd¢ji (1839) zoolog Theodor Schwann po studiu Zivoc€iSnych tkani nezavisle na sobé€ popsali
a dokézali, ze buniky jsou univerzalnimi stavebnimi jednotkami zivych tkéni. Pozdé&ji Jan
Evangelista Purkyné postuloval, Ze buiiky vznikaji délenim jiz existujicich buné€k. Toto tvrzeni
bylo dokazano Louisem Pasteurem v 60. letech 19. stoleti.

Na zakladé téchto vyznamnych objevl byla formulovéana tzv. bunécna teorie, ktera tvrdi:

e Bunky jsou zakladni a strukturni jednotkou Zivych organismi.

e Vsechny organismy se skladaji z jedné nebo vice bungk.

e Bunky vznikaji z jinych bunék bunéénym délenim.

e Bunky obsahuji geneticky material, ktery pfedavaji dcefinnym bunkam.

e Chemické sloZeni bun¢k a biochemické procesy odehravajici se uvniti bunck se
zasadné nelisi.

Bunky maji rozméry obvykle v fadech mikrometrt, obvykle cca 5-30 um v praméru. Existuji
viak i vyjimky. Napf. nervové buiiky maji vybézky dlouhé az 1 metr. Zenské zarodeéné buiiky
jsou také vétsi, maji primér okolo 0,1 mm. Mensi rozmér bun€k maji napt. bakterie, jejich
velikost se pohybuje okolo 0,5 um. Jak jiz bylo feceno, builky lze pozorovat optickym
mikroskopem, ktery vyhovuje svym rozliSenim (cca 0,2 um, zvétSeni cca 1000x). RozliSovaci
schopnost optického mikroskopu je limitovana vinovou délkou viditelného svétla. Optickym
mikroskopem lze pozorovat cytoplazmatickou membranu ohranic¢ujici butiku a jadro. Ostatni
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organely lze obarvit specidlnimi fluorescenénimi barvivy a pozorovat je pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu. VéEtsi detaily lze také zkoumat transmisni elektronovou
mikroskopii po zhotoveni ultratenkych fezi.

Rozlisuji se 2 zédkladni typy bunck podle svého vnitiniho uspotadani. Fylogeneticky starsi

24

stavbou.

2.1. Prokaryontni buiika

Prokaryontni bunka je charakteristickd tim, Ze ma jednodus$i uspofddani v porovnani
s eukaryontni, 1 jeji rozmér je cca o fad mensi (velikost 0,2-3 pum). Prvni prokaryontni
organismy se vyvinuly pravdépodobné pied 3,5 miliardami let. Nazev pochdzi z feckého pro
(pfed) a karyon (jadro). Geneticka informace je uspotadana do tzv. nukleoidu, ktery je tvoien
jednou velkou molekulou DNA. Nukleoid neni ohrani¢en zadnou membranou, plave volné
Vv cytoplazmé. V prokaryontni buiice se nevyskytuji Zadné organely. V cytoplasmé se nachazi
ribozomy. Cytoplazmatické membrana je chranéna bunéc¢nou sténou obsahujici peptidoglykeny
(murein). Jedna se o biopolymer vyskytujici se nad cytoplazmatickou membranou bakterii,
ktery pomaha udrzovat tvar buiiky, ma ochrannou funkci. Prokaryontni buiika mize obsahovat
dalsi pridatné struktury, jako napt. bi¢iky umoziujici pohyb, ochranné pouzdro, fimbrie (pili)
zajistujici adhezi prokaryont k sobé€ navzdjem nebo na urcity povrch.

Prokaryontni organismy se déli na 2 domény — bakterie a Archea. Archea tvofi rozsahlou
skupinu jednobunéénych mikroorganismi, které se nachazi zpravidla v extrémnim prostiedi
(vysoké teploty, nizké pH, vysoky obsah soli). Bakterie jsou nejrozsifenéjsi skupinou
organismu na svété, vyskytuji se ve vode, v pudé, ve vzduchu a v neposledni fadé maji také
velmi vyznamnou ulohu jako symbionti mnohobunéénych organismi. V lidském téle je
pfitomno piiblizné stejné ¢ dokonce vice prokaryontnich bunék (10'%14) neZ eukaryontnich
(10%). Nejvice bakterii se nachazi v travici soustavé, zejména ve stievech. Tato stievni
mikrofléra oznaCovand jako mikrobiom plni nespocet funkci, na coz se zamétuje intenzivni
vyzkum poslednich let. Bakterie vS§ak mohou mit i negativni dopad na lidské zdravi, mohou byt
puvodci infekénich onemocnéni. V oboru tkanového inZenyrstvi je nutné zabranit rozvoji
jakékoliv infekce, ktera mize nastat pfi implantaci scaffoldu. Vyvijené tkanové nosie by
idealné¢ nemély umozZnovat adhezi bakterii. Toto hledisko je velmi slozité splnit, jelikoZz
prokaryontni a eukaryontni buiiky maji podobné znaky, bakterie se navic mnozi daleko rychleji
V porovnani s buitkami vysSich organismil. Po adhezi na povrch materidlu mohou patogenni
bakterie vytvofit tzv. biofilm, coz je struktura slouZici k ochrané a komunikaci mikrobti. Vznik
biofilmu na povrchu tkdnového nosice miiZze byt velmi nebezpecnou, Zivot ohroZzujici situaci.
Utinnou strategii boje proti infekci povrchu scaffoldu je spravna sterilizace materialu a
asepticka prace béhem implantace.
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2.2. Eukaryontni buiika

vvvvvv

samostatné u jednobunécnych organismli (napf. prvoci) nebo mohou byt soucésti
mnohobunéénych organismu (rostliny, zZivocichové). Nazev pochézi z feckého eu (pravy) a
karyon (jadro). Eukaryontni buiika ma genetickou informaci ve formé DNA uzavienou v jadre.
V buiice se nachazi bunécné organely, které jsou ohrani¢ené membranou. Tim je zajisténa
organizace bunéénych pochodi. V cytoplazmé bunék se nachazi cytoskelet. V nasledujicich
odstavcich budou popsany jednotlivé organely zivocisnych bunék, viz obr. 4.

drsné endoplazmatické retikulum  fadro

L] '
&

\ Jadérna blana
jademy por
~ ribozomy

hladké endoplazmatické retikulum

vyluéovaci vacek

’ lyzozom
\ > lazmaticka
_ Cytoplazmaticka

membrana

Golgiho aparat

Obr. 4: Schéma zivocisné buiiky. (Pozn. — pouze struktury shodné s popisky v textu).

vvvvvv

informaci. MiZe mit riznou velikost i tvar. Praimérna velikost se pohybuje okolo 5-10 um, tvar
byva nejcastéji kulovity ¢i ovalny. Existuji vSak i buiniky s lalocnatym jadrem jako napf.
neutrofilni granulocyty (bilé krvinky). Tvar i velikost jadra se méni dle aktudlniho stavu
bunécného déleni, jedna se o dynamickou strukturu. Pocet jader mize byt také variabilni.
Nejcastéji bunka obsahuje jedno jadro ulozené centraln€. V organismu jsou vSak i bunky
bezjaderné (Cervené krvinky) ¢i vicejaderné (osteoklasty). Na povrchu jadra je dvojita
membrana (vnitini a vné&jsi), kterd obsahuje mnoZstvi pori umoznujici komunikaci s ostatnimi
kompartmenty bunky. Uvniti jadra se nachédzi tzv. chromatin tvofeny DNA a bilkovinnymi
histony. Jaderna DNA obsahuje genetickou informaci pro tvorbu bilkovin. Dlouhda linedrni
molekula DNA (2-8 cm) je v jadie komplexné uspotfadana. V dobé¢, kdy se bunka piipravuje na
bunécné deleni, je mozné pozorovat mikroskopicky pfitomnost chromozomu, které jsou
tvofeny komplexem histonovych bilkovin a DNA. Somatické lidské buniky jsou tzv. diploidni,
obsahuji 2 sady chromozomovych part (2nx23). Celkem obsahuje buitka 46 chromozomti,
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piicemz polovina pochézi od otce, polovina od matky. Pohlavni buiiky (spermie, vajicka)
obsahuji pouze jednu sadu chromozomd, oznacuji se jako haploidni. Jadro miize obsahovat
jedno nebo nekolik jadérek (nukleolus), kde je soustiedéna ribozomalni rRNA. Tato RNA se
podili na vzniku ribozomt, které jsou dtlezité pii syntéze bilkovin v buiikéach.

Endoplazmatické retikulum (ER) tvoii systém propojenych vacki a kanalkd, které navazuji na
bunééné jadro. Jedna se o membranou ohraniCenou organelu, kterd ma dulezitou funkci
v syntéze molekul (proteint, lipidi, sacharidfl). RozliSujeme drsné a hladké endoplazmatické
retikulum. Drsné endoplazmatické retikulum mé na svém povrchu piisedlé ribozomy a jeho
funkce spociva v syntéze proteint,, jejich modifikaci a degradaci. Na hladkém
endoplazmatickém retikulu nejsou piitomné ribozomy, probihd v ném metabolismus tukl a
hormonit, modifikace proteint, castni se procesu detoxikace. Dalsi velmi vyznamnou funkci
je skladovani a uvolfiovani vapenatych iontt. V nitrobunééné tekutiné (cytosolu) je mnohem
niz§i koncentrace Ca?*, jeji koncentrace musi byt udrzovana na uréité hlading. Napi. ve
svalovych buiikach dochazi diky uvolnéni Ca?" z hladkého endoplazmatického retikula ke
svalovému stahu.

Golgiho aparat (GA) navazuje na systém endoplazmatického retikula. Jedna se o soustavu
vackl, které slouzi predevs§im k transportu a uprave bilkovin, dale k syntéze polysacharidi a
glykoproteint’.

Lysozomy jsou kulovité membranové utvary slouzici k hydrolytické degradaci latek. Obsahuji
velké mnozstvi enzymi, piedev§im kyselé hydroldzy, které vedou k rozkladu sacharidi,
proteint, lipidi a nukleovych kyselin. Uvnitt lysozomi je nizsi pH, obvykle mezi 5,0-6,0.
Vznikaji odstépenim z endoplazmatického retikula ¢i Golgiho aparatu. Rozlisuji se 3 typy
lysozomi. Primarni lysozom piedstavuje pouze vacek s enzymy. Po pohlceni materidlu
uréeného ke zpracovani vznika sekundéarni lysozom. Terciarni lysozom vznikd, pokud doslo
k pohlceni materialu, ktery jiz nelze pfitomnymi enzymy rozlozit. Nestraveny material se mize
hromadit v buiice nebo muze byt vyloucen ven zbuiiky po splynuti s cytoplazmatickou
membranou. Lysozomy mohou také rozkladat latky ptijaté z okoli buiiky pinocytdzou (kapalné
latky) nebo fagocytdzu (pevné latky).

Systém endoplazmatického retikula, Golgiho aparatu a lysozomil umoziuje neustdlou vyménu
organickych latek. Makromolekuly jsou transportovany do mista potieby v uzavienych
vaccich, uvoliuji se po splynuti s membranou cilového kompartmentu (viz obr. 1). Tyto
procesy umoziuji buiice presné a cilen¢ fidit distribuci latek dle aktualnich podminek.

Peroxizomy jsou membranou ohrani¢ené vacky s enzymy zajistujicimi oxidaci skodlivych
latek a degradaci mastnych kyselin.

! glykoproteiny — proteiny s navazanymi sacharidy, syntéza proteinu probiha v drsném ER, proces
glykosylace (navazani sacharidl na bilkovinny fetézec) v GA
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Ribozomy jsou ribonukleoproteiny vyskytujici se volné v cytoplazmé nebo vazané na drsné
endoplazmatické retikulum. Jejich funkci je ucast na syntéze proteinti. Jsou slozeny
z ribozomalni RNA (rRNA) a proteind. Skladaji se ze dvou podjednotek, malé a velké.

Mitochondrie jsou obsaZzeny v buiikach ve vétsim poctu, slouzi jako energetické centrum
buniky. Jsou ohrani¢eny dvojitou membranou. Vnitini membrana je ¢lenéna ve vybézky, tzv.
kristy, dochazi tak k u€innému zvétSeni povrchu. Na membrané mitochondrii jsou piitomny
enzymy dychaciho fetézce, ktery vede k produkci adenosintrifosfatu (ATP, molekula slouzici
jako ,,palivo® pro dalsi aktivni bunééné déje vyzadujici pfisun energie). V mitochondriich
probihaji 1 dalsi dalezité metabolické procesy. Pocet mitochondrii v bunice se odviji od jeji
metabolické aktivity. Primérna bunka obsahuje kolem stovky mitochondrii, metabolicky
aktivni buiitka mtze obsahovat az tisice mitochondrii pro zabezpeceni dostatecného mnozstvi
ATP. Mitochondrie se oznacuji jako tzv. semiautonomni organely, jelikoz obsahuji vlastni
DNA oznacovanou jako mtDNA. Plvod mitochondrii se vysvétluje na zakladé pohlceni
bakterie eukaryotickou buiikou, kdy doslo k endosymidze?.

Cytoskelet je dynamicky systém vlaken a tubuli. Sklada se ze 3 slozek — mikrotubuly,
mikrofilamenta a intermediarni filamenta. Funkci cytoskeletu obecné je poskytnuti mechanické
opory bunky, udrzovani jejiho tvaru, transport latek a bunéénych kompartmentti a i¢ast na
bunééném déleni.

Mikrotubuly jsou nejsilnéjsimi vlakny cytoskeletalni soustavy, maji pramér 25 nm. Jsou
slozeny z bilkoviny tubulinu, ktera je uspofadana do dimerovych jednotek a- a B-tubulinu.
Jedna se o velmi dynamické struktury, dle potieb buiky dochézi k polymeraci tubulinu a vzniku
dutého mikrotubulu, ktery je tvofen seskupenim 13ti protofilament. Polymerace tubulinu je
podminéna pfisunem energie ve formé& guanosintrifosfatu (GTP). Mikrotubuly slouzi
K transportu organel uvniti bunék, vytvari délici vieténko zajist'ujici pohyb chromozomii béhem
bunééného déleni, umoziuji zménu tvaru buiiky. Pohyb organel umoZiiuji tzv. molekulové
motory jako napf. kineziny a dyneiny za spotfeby energie ve form& ATP, které se vazi na
mikrotubuly a na organelu, kterd ma byt premisténa.

Mikrofilamenta (aktinova filamenta) jsou tenka vlakna s pramérem 7 nm. Jejich funkci je
udrZovani tvaru a vnitini organizace buiiky. VéEtSina vlaken se nachazi ve formé svazkl pobliz
cytoplazmatické membrany. Velmi dtlezitou funkci maji ve svalovych buiikéach, kde se asociuji
S proteiny myosinem a tropomysinem a zajist'uji svalovy stah.

Intermediarni filamenta (stfedni filamenta) maji primér 8-12 nm, jsou tvofeny rliznymi
vlaknitymi bilkovinami (keratin, desmin, vimentin). Pfredstavuji nejpevnéjsi a nejodolné;si
cytoskeletarni vldkna, kterd zajistuji mechanickou oporu bunky. Na rozdil od mikrotubull a
mikrofilament jsou intermedidrni filamenta pomérné stalou strukturou.

2 endosymbiodza — souziti dvou organismil, z nichz jeden zije uvniti druhého organismu
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Cytosol (intracelularni, vnitrobunééna tekutina) je tekuta slozka obklopujici bunééné organely.
Cytosol se skladd predevsim zvody (70%), iontd (K*, Na*, ClI, HCOs, Mg?", Ca%),
rozpusténych latek (aminokyseliny, metabolity) a makromolekul (bilkovin). Vnitrobunééné pH
je udrzovano v rozmezi hodnot 7,0-7,4.

Cytoplazmaticka membrdna ohranicuje buiiku od okoli, umozinuje prenos latek a komunikaci
s okolnim prostiredim. M4 tloustku cca 5-7 nm, je pozorovatelna pouze elektronovym
mikroskopem. Je slozena z dvouvrstvy fosfolipidi s proteiny a cholesterolem (viz obr. 5).
Fosfolipidy jsou tzv. amfipatické molekuly — obsahuji hydrofilni a hydrofobni ¢ast. Molekuly
fosfolipidl jsou usporadany v dvouvrstve tak, ze hydrofobni konce sméfuji dovnitit membrany,
hydrofilni konce jsou v kontaktu s extra-/intracelularnim prostorem. Molekuly fosfolipidu se
mohou pohybovat — rotovat, ménit pozice v ramci jedné vrstvy, ptipadné se piesouvat i do
druhé vrstvy za dodani energie. Tento jev zptusobuje, Ze se membrana chova jako tekutina, jeji
slozeni se popisuje tzv. modelem tekuté mozaiky. Mezi fosfolipidy jsou vmezefeny proteiny,
které vykonavaji specifické funkce. Mohou fungovat jako pfenasSeCe (napf. sodno-draselna
pumpa), spojniky (integriny), receptory (napf. receptory pro rustové faktory), enzymy (napft.
enzymy dychaciho fetézce v mitochondriich). Proteiny mohou prostupovat celou membranou
(transmembranové / integralni proteiny) nebo jen vnitini ¢1 vngjsi Casti (periferni proteiny).
Diky své velikosti tvofi proteiny az 50% objemu cytoplazmatické membrany. Dal$i soucasti
bunécné membrany Zivocichil je cholesterol, ktery se vyskytuje mezi hydrofobnimi konci
fosfolipidi, snizuje tekutost membrany.
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Obr. 5: Schéma slozeni cytoplazmatické membrany.

V extracelularnim prostiedi se nad cytoplazmatickou membranou vyskytuje tzv. glykokalyx,
coz je vrstva glykoproteinii a proteoglykant. Kazd4d bunka mé typické slozeni tohoto
ochranného plasté, proto muze slouzit k bunéénému rozpoznévani. Pfitomnost sacharidli ve
slozkach glykokalyxu zptisobuje absorpci vody, proto se vytvaii na povrchu slizovity povrch,
ktery funguje jako ochrana bunky pfed mechanickym a chemickym poSkozenim
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Transport latek pfes membrany musi byt striktné regulovan, aby bylo udrzovano stalé vnitini
prostiedi uvnitf bunék, které je odliSné od slozeni mezibunééné hmoty. Cytoplazmaticka
membrana je polopropustna (semipermeabilni). Latky mohou dovnitf bunky a ven z bunky
pronikat difuzi, pasivnim nebo aktivnim transportem pomoci iontovych kandll ¢i
prenasecovych proteind. Fosfolipidova dvouvrstva propousti volné malé nepolarni molekuly
jako napf. kyslik a oxid uhli¢ity, malé nenabité polarni molekuly jako je voda a ethanol. Vétsi
molekuly jako napft. glukoza prostupuji membranou samovolné jen velmi omezené. VSechny
ionty a nabité molekuly jsou zcela nepropustné, k jejich pienosu jsou vyuzivany membranoveé
transportni proteiny. RozliSujeme 2 tfidy transportnich proteinli — pfenasecové proteiny a
iontové kandly. Prenasecové proteiny umoznuji transport malych organickych molekul jako
napi. cukry, aminokyseliny. Nejprve dojde k vazbé specifického substratu, ktery ma byt
pfenesen, na ptenaseCovy protein. Poté probéhne zména konformace ptenasecového proteinu a
substrat je pfenesen na druhou stranu membrany. Tento pfenos muze probihat pasivné (po
koncentracnim spadu) nebo aktivné (proti koncentracnimu gradientu) za doddni energie ve
formé ATP. Ptikladem aktivniho transportu pomoci pfenaSecového proteinu je sodno-draselna
pumpa, kterd se vyskytuje v membrané vétSiny bunck lidského téla. Tento pfenaSec zajistuje
transport Na* ven z buiky a K" smérem do buiky (proti elektrochemickym gradientim obou
iontll) za spotteby energie ve form¢ hydrolyzy ATP. Druhym typem transportnich proteini jsou
iontové kandaly. Kanalové proteiny jsou selektivni pro ur€ity typ iontdl. V zavislosti na priméru
a tvaru iontového kanalu dochézi k propustnosti pouze urcitého iontu. Iontové kanaly jsou
uzaviratelné. Pfechod mezi otevienim a zavienim je regulovan podminkami uvnitf a vné buiiky
(membranovym potencidlem, vazbou specifického ligandu, mechanickymi podnéty). Ve
srovnani s pfenasecovymi proteiny vynikaji iontové kanaly vysokou rychlosti transportu.

Dale miize buiika vyuzivat transport pomoci membranovych vackt (cytoza). Pti téchto déjich
dochazi k tvorbé vacka (vezikul), které vznikaji odst€penim membrany (cytoplazmatické ¢i
membrany organel — ER, GA). Umozniuje transport vétsich ¢astic a molekul pomoci pohybu
cytoskeletdlni soustavy bunék. Jednd se o fizeny proces vyZzadujici dodani energie.
Endocytoézou dochézi k transportu pevnych latek dovnitt buiiky. Pokud jsou pohlcovany tekuté
latky (extracelularni tekutina), proces se nazyva pinocytédza. Pii exocytéze dochazi k transportu
latek ven z buiiky. Vacek splyne s cytoplazmatickou membranou buiiky a jeho obsah se uvolni
do okoli.
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3. Zivotni cyklus buniky, buné¢né déleni, bunééna smrt
Jana Horakova

Diilezité pojmy: bunécny cyklus (M faze, Gl faze, S faze, G2 faze, GO faze), regulace
bunecného cyklu, mitoza, chromozomy, meioza, proliferace bunék, apoptoza, nekroza

3.1. Zivotni cyklus buiiky a jeho regulace

Vsechny zivé bunky se rozmnozuji pomoci bunécéného déleni. Po prikazu bunécné teorie se
dale bunéénym délenim zabyval Rudolf Virchow, ktery postuloval znamou vétu:“Omnis cellula
e cellula“ (Bunky vznikaji délenim jiz existujicich bun¢k). Buiniky zdvojnasobi svlij obsah a
pak se rozd€li na dvé dcetinné buiiky. Obdobi mezi jednotlivym bunéénym délenim se oznacuje
jako Zivotni cyklus buriky. Doba trvani této doby se oznacuje jako generacni doba. Ta je odlisna
u riznych typt bun€k. Nekteré buniky se déli velmi Casto jako napft. stfevni epitelové bunky
nebo krvetvorné bunky v kostni dieni. Jiné typy bunck se naopak déli velmi pomalu (napf.
jaterni buniky) nebo dokonce viibec (nervové, svalové buiky). Schéma bunééného cyklu je
Znazornéno na obr. 6.

©\daughter cells
1 CELL GROWTH
3 gf\II-ILSION AND CHROMOSOME
REPLICATION

CELL
CYCLE

2 CHROMOSOME
SEGREGATION

Obr. 6: Bunecny cyklus — 1: replikace chromozomii a bunécny rust, 2. oddéleni chromozomuil,
3: bunécné déleni.

Bunééné déleni bakterii mize probihat za pfiznivych podminek velmi rychle. Napfi. bakterie
Escherichia coli je schopna se mnozit kazdych 20 minut. Bakterie nemaji bunééné jadro a jejich
DNA je uspofadana v jediném chromozomu, proto mize bunétné déleni probihat vyssi
rychlosti, nez je tomu u eukaryotnich bun¢k. Déleni prokaryontnich buné€k se oznacuje jako tzv.
binarni déleni. Dochazi ke zdvojeni (=replikaci) DNA, ktera zlstava pfichycena k plazmatické
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membran¢. Dale dochazi k ristu buiiky. Poté nastava rozd€leni jednoduchym délenim, kdy se
nova plazmatickd membréana a bunécénd sténa dostanou mezi kopie DNA.

vvvvvv

do vice chromozomii a diky komplexni struktufe buiky, ktera obsahuje nezbytné bunécné
organely. Jednd se tedy o proces slozeny z nékolika d&ju, které jsou presné regulovany.
Samotny bunéény cyklus je rozdélen do Ctyt fazi: G1 faze, S faze, G2 fize a M faze (viz obr.
7). Mikroskopicky viditelna je pouze M faze (mitoticka faze), kdy dochazi k déleni jadra
(=mitdza) a déleni bunky (=cytokineze). Tato faze trva fddoveé hodiny, piedstavuje pouze maly
zlomek bunécného cyklu.

Are all chromosomes

Is all DNA replicated? attached to the spindle?
Is environment favorable? METAPHASE-TO-ANAPHASE
TRANSITION
G,/M CHECKPOINT
M PHASE TRIGGER ANAPHASE AND
PROCEED TO CYTOKINESIS

! mitosis V
v (nuclear LN

; cytokinesis M

.

division) S \
(cytoplasmic A g
4 M division) .-~ @ CONTROLLER

ENTER CELL CYCLE AND PROCEED TO S PHASE
G, PHASE START CHECKPOINT

G, PHASE

S PHASE

(DNA replication) Is environment favorable?

Obr. 7: Bunécny cyklus + kontrolni body.

Po M fazi bunka vstupuje do tzv. interfize, béhem které dochazi ke zvétSovani bunky. G1 faze,
ktera navazuje na mitotickou fazi, se nazyva jako postmitoticka faze. Dochazi ke kontrole a
opravam DNA. Buiika roste, syntetizuje latky pottebné k nasledné replikaci DNA. V této fazi
se také nachazi hlavni kontrolni bod. Pokud by nebyly vhodné podminky pro dal$i mnoZeni,
nepokroc¢i bunéény cyklus do nasledujici S faze. Tato faze se oznacuje jako syntetickd, dochazi
k replikaci DNA. Poté buriky vstupuje do G2 faze, kdy se zdvojuji jednotlivé organely a tvofi
se struktury zajiSt'ujici bunécné déleni. V této fazi lezi dalsi kontrolni bod bunécného cyklu,
kdy je kontrolovana spravnost replikace DNA. Tteti kontrolni bod se nachazi v mitotické fazi,
kdy je kontrolovano spravné ptichyceni chromozomil k délicimu vieténku (mezi metafazi a

anafazi)

Nékteré buniky mohou ztratit schopnost déleni jako napft. diferencované bunky. Tyto buiiky
vstupuji do tzv. GO faze. Po probéhnuti mitdzy buiikky mohou vstoupit do klidové GO faze, ktera
muze byt trvala (jako napf. u nervovych bunék, které jiz nemaji schopnost se d¢lit) nebo
docasné (napft. u jaternich bunék, které se obnovuji ptiblizné€ jednou za rok).
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3.2. Bunééné déleni

Bunééné déleni se skldda z mitézy (déleni bunééného jadra) a cytokineze (déleni bunky).
Mikroskopicky viditelna znamka bunécného déleni je kondenzace chromozomi, ktera nastava
na konci G2 faze. V buiice se nachazi 2 kopie kazdého chromozomu, které byly syntetizovany
béhem S faze. Kazdy chromozom je tvofen dvéma sesterskymi chromatidami. Béhem mitozy
pak dojde k rozstépeni téchto chromatid, které jsou mitotickym vieténkem tazeny k opacnym
poélim bunky. Samotny prabéh mitdzy lze délit do 5ti fazi (viz obr. 8):

1) Profaze — Béhem profaze dochézi ke kondenzaci zreplikovanych chromozomii, ke vzniku
mitotického vieténka mezi dvéma centrozomy tvofené¢ho mikrotubuly.

2) Prometafaze — Prometafdze zacina rozpadem jaderného obalu, coZ umozni navazani
chromozom na mitotické vieténko.

3) Metafaze — Chromozomy jsou béhem metafaze setfazeny v ekvatoridlni rovin€ mezi pdly
déliciho vieténka.

4) Anafdze — Béhem anafaze dochazi k oddaleni sesterskych chromatid k opa¢nym pdlim
buitky pomoci zkracovani kinetochorovych mikrotubuli.

5) Telofaze — V konec¢né telofazi jsou jiz dcefinné chromozomy u po6la vieténka, tvofi se novy
jaderny obal. Zacina se tvofit kontraktilni prstenec.

ZavereCna faze bunécného déleni je ukoncena cytokinezi, kdy dojde k rozdéleni bunék
kontraktilnim prstencem aktinovych a myozinovych vldken. Kontraktilni prstenec se stadhne a
vzniknou dvé€ dcefinné buriky s jednim jadrem. Podobné dojde i k rozdéleni organel mezi nové
vzniklé buniky.

PROPHASE PROMETAFAZE METAFAZE ANAFAZU TELOFAZE CYTOKINEZA

-

Vywverte & viastni na Storyboard That

Obr. 8: Schéma bunécného déleni: profaze, prometafize, metafize, anafdze, telofize,
cytokineze.

VeétSina bun€k se déli prostiednictvim mitdzy, vysledkem jsou 2 buiiky s se stejnym poctem
chromozomu. Zarodecné bunky (gamety - spermie a vajicka) se dé€li tzv. redukénim délenim =
meidzou, které vede ke vzniku 4 bun€k s poloviéni sadou chromozomi (haploidni bunky).
Jednd se o 2 naslednd déleni. Béhem prvniho déleni dochazi parovani homolognich

chromozomu a k jejich kiiZeni (crossing-over). Druhé déleni pak probiha velmi podobné
mitotickému déleni.
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3.3. Bunécna smrt

Normalni zivoc¢isné builkky maji omezeny pocet déleni, kterym muzou projit. Naptiklad mysi
fibroblasty se mohou v kultuie délit pfiblizné 40x, poté vstupuji do klidového stadia, tzv.
senescence. Existuji i tzv. imortalizované bunécné linie, které je mozné in vitro kultivovat po
neomezené dlouhou dobu, jedna se vétSinou o bunky nadorové.

Rozlisuji se 2 typy bunécné smrti — programovana bunécné smrt = apoptoéza a nahodna bunécéna
smrt = nekrdza (viz obr. 9). Apoptoza je plné regulovany fyziologicky proces. Probiha napt.
pfi vyvoji organismu (odstranéni tkdné¢ mezi prsty béhem embryogeneze, odstranéni
nadbyte¢nych neuront pfi utvareni synapsi v mozku), pti ochrané organismu (likvidace bun¢k
infikovanych viry, nadorové¢ trannsformované buiky). Morfololgicky Ize u bunék
prochazejicich apoptdézou sledovat smrSténi bunky, tvorbu vackovitych vybeézkl
cytoplazmatické membrany a zménu jeji struktury, rozpad buiiky na tzv. apoptoticka téliska,
ktera jsou poté fagocytovana okolnimi buitkami. Béhem téchto zmén je stile uzavien obsah
buniky a nedochazi k vyliti jejiho obsahu.

Nekroza oznacuje patologickou smrt bunék, je doprovdzena vznikem zanétlivé reakce.
Morfologicky se projevuje jako zdufeni buiiky, ktera nasledné praskne a dojde k vyliti jejiho
obsahu.
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Obr. 9: Rozdil mezi apoptézou a nekrézou.
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4. Bunécné kultury

Jana Horakova

Diilezité pojmy: bunécné kultury primarni / sekundarni, suspenzni / adherentni, kmenové /
diferencované, podminky kultivace bunék in vitro, sloZeni kompletniho média, sérum, ristova
krivka bunek, pasazovani bunek, trypsin, pocitani bunék, Burkerova komurka, trypanova modr,
zamrazeni bunék

Bunécéné kultury se zacaly rutinné pouzivat v laboratofich az od 50. let 20. stoleti. MySlenka
kultivace bunék v in vitro podminkach vznikla uz v 19. stoleti, k jejimu vyuziti vSak doslo az
pozdéji. Jednim z prikopnika kultivace bun¢k in vitro byl Wilhelm Roux, ktery kultivoval
kufeci embryonalni buniky v solném roztoku mimo télo (1885). Problémem vsak byla
dlouhodobé kultivace diky casté kontaminaci. DalSim vyznamnym védcem, ktery piispél
k rutinni kultivaci bun¢k byl Alexis Carrel, francouzsky 1ékat a laureat Nobelovy ceny (1912
NC za fyziologii a medicinu za prace tykajici se seSivani cév a transplantace). Carrel svymi
experimenty prokazal, ze je mozné udrzet organy ¢i tkané€ nazivu i po vyjmuti z organismu. Pro
zajisténi kultivace bunék in vitro je nutné zajistit optimalni slozeni kultiva¢niho média. Roku
1959 Harry Eagle publikoval praci popisujici piesné slozeni syntetického média pouzivaného
pro kultivaci bun¢k. Do té doby se pouzivala nedefinovand média z krevni plazmy, z extraktl
hovézich embryi, kterd se liSila svym slozenim. Eaglovo médium se pouzivéa dodnes, je zndmé
pod zkratkou MEM (Minimal Essential Medium), ptipadné DMEM (Dulbecco's Modified
Eagles Medium). Diive se véfilo, ze je mozné kultivovat buiiky po neomezené dlouhou dobu.
Tento fakt vyvratili védci Leonard Hayflick a Paul Moorhead (1961), kteti prokazali, Ze
fibroblasty v tkanové kultufe je mozné kultivovat pouze po urcity pocet pasazi. Tento jev je
znamy jako tzv Hayflickiv limit. Tento fakt neplati pro vSechny bunécné kultury, napft.
nadorové linie je moZzné kultivovat po neomezené dlouhou dobu. Jako piiklad lze uvést
bunéénou linii HeLa bungk, které byly ziskany od pacientky Henrietty Lacks v roce 1951 a od
té doby jsou pouZzivany rutinné v mnoha laboratotich.

4.1. Déleni bunéénych kultur

Bunééné kultury lze délit z nékolika hledisek viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Rozdéleni bunécnych kultur podle jejich zdroje, zpiisobu riistu v in vitro podminkdch
a stupné diferenciace.

Hledisko déleni Zdroj bunék Zpusob rastu Stupen diferenciace
V bunéénych
kulturach
Oznaceni bunécného Primarni / Adherentni / Kmenové /
typu sekundarni buniky suspenzni buiky terminalné
diferencované buiiky

Jednim aspektem je rozdéleni na primarni a sekundéarni buniky. Primdrni buiiky jsou ziskavany
piimo z tkani po jejich izolaci. V laboratornich podminkéch pak dojde k mnoZeni bunék, jejich
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nafedéni a prenosu do novych kultivacnich nadob (proces pasdzovani), tyto bunécné linie se
nazyvaji sekunddrni bunécné kultury. Primarni buiikky jsou mnohem citlivéjsi, jsou dostupné
pouze v omezeném poctu, maji omezenou zivotnost (n€kolik dni). Pro rutinni testovani se proto
vyuzivaji spiSe sekundarni bunééné kultury. Primérni buiiky lze izolovat nejcastéji dvéma
zpusoby. Jednim z nich je tzv. explanta¢ni metoda, kdy se umisti tkan do kultivacni nadoby a
buitky postupné vyristaji na dno kultivaéni nadoby. Cast&ji je vSak nutné tkai narusit
mechanicky a enzymaticky (ptisobenim kolagenazy a dalSich proteaz, napf. tryspinu) a poté
izolovat bunky. Tkané jsou obvykle sloZeny z vice bunécnych typt, proto je po izolaci bunék
nutna selekce vybranych bunéénych typt. Existuji nejriiznéjsi ptistupy pro identifikaci a selekci
bunécnych typl, principy téchto metod jsou nad ramec této kapitoly. Nejjednodussim
zptisobem pofizeni bunécné linie je zakoupeni v bunéénych sbirkach, k nejrozsifenéjSim pari
The European Collection of Authenticated Cell Cultures (ECACC) a American Type Cell
Collection (ATCC).

Dalsi mozné hledisko déleni bunéénych kultur je podle zptisobu rustu v Kultufe. Rozlisuji se
buiiky adherentni, které rostou pevné prichycené k podkladu a buriky suspenzni, které se volné
vznasi v médiu. Mezi suspenzni buiiky patii krevni bunky, které se i v organismu nachazi volné
V krevnim feciSti. V oboru tkanového inzZenyrstvi jsou nejcastéji vyuzivany makrofagy pro
studium imunitni reakce a dal$i krevni buniky pro testovani hemokompatibility viz nésledujici
kapitola 5. Krevni buriky a jejich vyuziti v tkanovém inzenyrstvi. U suspenznich bunéénych
kultur musi byt zajiSténo jejich stdlé promichavéani, aby nedochézelo k pfisednuti bunck
k podkladu. Suspenzni bunky se tedy kultivuji nejcastéji na kyvaci michacce, v rota¢nich
véalcovitych nadobach nebo ve specialnich zafizenich obsahujicich michadlo. Dal§i mozny
pristup zabranéni adheze suspenznich bunck na povrch kultiva¢nich nadob je potazeni jejich
povrchu antiadhezivni latkou, k tomu ucelu se vyuziva napt. agaroza, ktera je piili§ hydrofilni
a neumoznuje bunkam adherovat k povrchu. VétSina bunék v organismu patii mezi adherentni
buriky, které¢ vyzaduji pevné piichyceni k podkladu. V organismu je toto spojeni zajistovano
ptitomnosti mezibunééné hmoty. V podminkach in vitro buiky adheruji na dna kultiva¢nich
nadob, kterd jsou pro tyto ucely specialné upravena. Kultiva¢ni lahvi¢ky jsou vyrabény
Z povrchové upraveného polystyrenu, jejichZ povrch je mirné hydrofilni, coz zlepSuje bunécnou
adhezi. Pro nékteré bunky je potieba zajistit pfitomnost adheznich bilkovin, proto je mozné
povrch kultiva¢nich nadob potahovat napt. fibronektinem, lamininem, kolagenem ¢i Zelatinou.

Dalsim aspektem je rozdéleni bunek podle jejich stupné diferenciace. Kmenové buiiky jsou
nediferencované bunky, které maji schopnost se délit (=proliferace) a zachovat tak svij
potencial kmenové buniky a zaroven se mohou preménit v jiny bunéény typ (=diferenciace).
Diky témto vlastnostem jsou podstatou regenerativni mediciny, kterd vyuziva jejich potencial
pro 1écbu zavaznych onemocnéni jako napt. diabetes mellitus 1. typu, onemocnéni nervové
soustavy (Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba), obnova pohybového aparatu apod.
Kmenové buiky se dale déli na embryondlni a dospélé. Embryondlni kmenové bunky
(embryonic stem cells ESC) maji schopnost diferenciace v jakoukoliv jinou specializovanou
buitku. Tato vlastnost se nazyvé pluripotence. Embryonélni kmenové bunky zajistuji vyvoj
jednotlivych organi. Jsou povazovany za ideélni zdroj pro tkdnové inZzenyrstvi a regenerativni
medicinu, problém vsak byva s etickymi otazkami a s jejich zdrojem. Dospélé kmenové buriky
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(adult stem cells) se vyskytuji pfevazné v kostni dieni, dale v tukové tkani a v periferni krvi.
V dospélosti zajist'uji kmenové buiiky regeneraci poranénych tkani a organti. Jejich schopnost
diferenciace je na rozdil od embryondlnich kmenovych buné¢k omezend. Béhem zivota je
absolutni mnozstvi kmenovych bunék v organismu konstantni diky jejich sebeobnové. Dospélé
kmenové buiiky se mohou pfeménit pouze v ur¢ité bunééné typy, jsou tzv. multipotentni. Jako
piiklad Ize uvést mezenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells MSC) nachazejici
se V kostni dfeni, v pupecnikové $itife, pupecnikové krvi a v tukové tkani. Tyto kmenové buiky
jsou také vyznamné vyuzivany v tkdnovém inZenyrstvi a regenerativni medicin€ pro svou
schopnost diferenciace v buiiky kostni (osteocyty), butiky chrupavky (chondrocyty), tukové
tkan¢ (adipocyty), svalové tkdné (myocyty), srdecni tkané (kardiomyocyty) ¢i nervové tkané
(gliové buiiky). Specialnim typem mezenchymadlnich kmenovych bunék jsou buiiky izolované
Z tukové tkang (adipose derived stem cells ADSC), které ziskavaji na vyznamnosti v poslednich
letech diky své dostupnosti. Zdrojem téchto bun¢k je tukova tkan odsatd béhem liposukce.
Vyhodou pouziti téchto bunc¢k je velkd vytéZnost v porovnani s ostatnimi zdroji
mezenchymalnich kmenovych bun¢k. Dale se v dospélém organismu nachazi tzv. unipotentni
kmenové buiiky oznacované také jako progenitorové bunky, které mohou diferencovat pouze
V jeden urcity bunécny typ, maji vSak stale schopnost sebeobnovy. Mimo kmenové buiiky se
V organismu vyskytuji terminalné diferencované bunky, které vykonavaji specializované
funkce a maji omezenou schopnost déleni.

4.2. Kultivace bunék v prostiedi in vitro

Udrzovani bun¢k v laboratornim prostfedi mimo jejich pfirozeny vyskyt vyzaduje specialni
zachéazeni. Kultivace bunék probihd ve specidlné vybavenych laboratotich, kde musi byt
zajisténo Cisté prostiedi, aby nedochédzelo ke kontaminaci bunéénych kultur. S technikami
aseptické prace stejné jako s vybavenim laboratofe bunéénych kultur budou studenti seznameni
Vv pritbéhu praktickych cviceni.

Pro spravny riist bunék je nutné zajistit optimdlni kultivacni podminky. Laboratorni podminky
se snazi simulovat pfirozené télni prostiedi. Optimalni teplota kultivace je nastavena na 37°C,
udrzuje se pomoci inkubatoru, do kterého se buniky v kultivacnich lahvi¢kach ukladaji.
Atmosféra inkubatoru je obohacena o oxid uhli¢ity (5%), ktery opét napodobuje prostiedi
mezibunééné tekutiny, podili se na udrzeni pH médi obsahujicich bikarbonatovy pufr. Dale se
v COzinkubatoru udrzuje vysoka relativni vlhkost, aby nedochéazelo k odpafovani média béhem
kultivace. Bunécné kultury v inkubatoru musi byt ve sterilnim prostiedi, proto je nutné udrzovat
jeho ¢istotu pravidelnou udrzbou a sterilizaci povrch.

Dalsim velmi dilezitym parametrem pro bunécnou kultivaci je sloZeni média. Kultivacni
médium musi zajistit dostate¢nou vyZzivu buné€k, obvykle se méni dle potieby (cca 2x-3x tydné).
U adherentnich buné¢k tvofi médium tenkou vrstvu kapaliny nad bunkami, takze je zajisténa
optimalni difuze plynii (O2 a CO>). SloZeni kultivaéniho média je velmi komplexni, obsahuje
az desitky slozek. Kazdy typ bun¢k vyzaduje ptitomnost specifickych Zivin a rustovych faktori,
které je mozné do komercné dostupnych médii ptidavat jednotlive. Kultivatni médium
obsahuje anorganické soli, pufry pro udrzeni pH, glukozu, vitaminy, bilkoviny, peptidy a
aminokyseliny, ristoveé faktory, mastné kyseliny, lipidy a stopové prvky.
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Anorganickeé soli jsou nezbytné pro fyziologické funkce buné€k, podileji se na udrzeni
osmotického tlaku média a maji podil na udrzovani pH (uhli¢itany, fosfaty). Nejzakladné;si
ionty vyskytujicich se v médiich jsou Na*, K*, Mg?*, Ca%*, CI,, SOs*, PO4*, HCOj3". Dalsi
soucasti zékladniho média jsou organické pufry, které se také podili na udrzeni stalého pH.
Béhem kultivace bunék je udrzovano pH 7,4 stejné jako v organismu. Hodnota pH je velmi
dulezita pro kultivaci bunék, proto se do média piidava také acidobazicky indikdtor — fenolova
cerven. Pii spravném pH ma médium jasn¢ Cervenou barvu. Béhem kultivace buiniky produkuji
kyselé odpadni latky, které okyseluji médium. To se pfitomnosti indikatoru méni nejprve pii
pH 7,0 na oranzovou, pozd¢ji az na zlutou pii hodnoté pH 6,5. Pti posunu do zasadité oblasti
pH na 7,8 (mtze byt zptsobeno napt. vlivem starnuti média) se médium méni do fialova.

Kultiva¢ni médium musi zajistit zdroje energie pro bunky ve formé jednoduchych sacharidu,
nejcastéji glukozy, ptipadné galaktozy ¢i fruktozy. Dale se jako zdroj energie vyuziva L-
glutamin (neesencialni aminokyselina).

M¢édium urcené pro piimou kultivaci je nutné ptipravovat vzdy Cerstvé, aby vSechny slozky
byly aktivni. Stabilita kompletniho média se pohybuje v fadu dnli aZ tydni (maximalni doba
pouzitelnosti byva 1 mésic). Kultivaéni médium se obvykle ptipravuje ze 3 slozek: médium
(MEM, DMEM), sérum a antibiotika. Sérum je zdrojem biologicky aktivnich latek jako napf.
rastovych faktord, adheznich bilkovin, inhibitorti proteaz jako napf. antitrypsinu. Pfitomnost
bilkovin v séru zajistuje mechanickou ochranu buné€k v kultuie. Dale mtize obsahovat stopové
prvky (Zn, Se, Cu, Mn), vitaminy, hormony, lipidy, sacharidy. Sérum obvykle tvoii 5-10%
kultivacniho média, dodava cely komplex latek dalezitych pro kultivaci. Nejcastéji se pro
kultivaci bun¢k vyuziva fetalni bovinni sérum (FBS), které ma vysoky obsah rstovych faktort
a nizkou hladinu protilatek. Jeho hlavni bilkovinnou sloZkou je bovinni sérovy albumin (BSA).
Hlavnim problémem s pfidavkem séra do médii je jeho nedefinované slozeni, které se lisi
s kazdou Sarzi. Jako kazdy biologicky material je zde riziko variability slozeni, které muze
kultivaci bun€k ovlivnit. Proto jsou dostupna i tzv. bezsérova, pln¢ definovana média, v rutinni
praxi vSak prozatim nejsou plos$n¢ vyuzivana diky finan¢ni a uzivatelské narocnosti. Existuji 1
dal$i moznosti obohaceni kultivatniho média o riistové faktory jako napt. pomoci lyzath
krevnich desticek.

Pro ochranu pfed kontaminaci bunécnych kultur se do médii mohou piidavat antibiotika
(penicilin, streptomycin) a antimykotika (amfotericin B). Je potfeba mit na védomi, Ze
pfitomnost antibiotik miZe ovlivnit chovani bunék, jejich pouZzivani pro rutinni kultivaci by
meélo byt zvaZeno. Pfidavaji se do kompletniho média v nizké koncentraci (1%).

4.3. Rustova krivka bunék

Rist bun¢k v kultufe charakterizuje tzv. rustova kiivka, kterd je zobrazena na obr. 10. Po
nasazeni bunék do nové kultivaéni nadoby nastava tzv. lag faze, kdy dochazi k aklimatizaci
bunék v novém prostiedi. Poéet bunék je pomérné nizky (obvykle se nasazuje cca 10* bunék /
1 ml), mnoZeni bun€k je pozastaveno diky nizké koncentraci ristovych faktorti, které jsou
normalné produkovany buitkami v kultute. Po fazi adaptace, ktera trva obvykle 2 dny, nastava
faze exponencidlniho mnoZeni bunék, tzv. log faze. Béhem této faze dochazi
k exponencialnimu nartistu poctu bun¢k v kultute, kdy bunky postupné pokryvaji povrch

26



kultivacni nadoby a vycCerpavaji Ziviny z média. Béhem kultivace se buiilky mikroskopicky
pozoruji a sleduje se tzv. konfluence, kterd vyjadiuje procento povrchu obsazeného buiikami.
Pti kultivaci buné€k je snaha o udrzeni log faze. Pfi hodnoté konfluence okolo 80% je vhodné
provést pasazovani bun€k, pii niz se nafedénd bunécna kultura ptenese do nové kultivacni
nadoby s Cerstvym médiem. Pokud by nedoslo ke zpasazovani bunééné kultury, v kultivacni
lahvic¢ce by nastala faze plato, kdy je déleni bunék pozastaveno z divodu nedostatku zivin a
prostoru. VétSina bun¢k ma tzv. kontaktni inhibici. Po dosazeni 100% konfluence (vytvoteni
souvislé vrstvy bun€k na povrchu kultiva¢ni naddoby = monolayer) se buiiky vzajemné dotykaji,
coz je pro né signal k zastaveni proliferace. U nékterych bunék dojde k zastavé déleni jiz v
momenté, kdyz dojde ke styku bunéénych vybézkl. Pokud ani v této fazi nedojde k natedéni
bunék, nastava faze odumirani bunék.

Phases of Cell Growth

Obr. 10: Rustova kiivka bunék v bunécné kulture: lag faze (1), log faze (exponencialni, 2), plato
faze (3), faze odumirdni (4). Sipka znaci doporuceny cas pasdzovani.

4.4. Pasazovani bunék

Proces pasazovani bun¢k (subkultivace) patii k zakladnim technikam v biologické laboratofi,
ktery se provadi nékolikrat do tydne. Studenti si piesny postup vyzkousi na praktickém cviceni,
budou ho dale pouZivat i1 pfi nasazeni bun€k na testované materialy. Jak jiz bylo zminéno,
pasdzovani by se melo provadet pii konfluenci bunek cca 80%, kdy bunky pokryvaji vétSinu
povrchu kultivacni naddoby. Stupeil konfluence se stanovuje pouze odhadem pfii pohledu do
mikroskopu pfi kaZzdodenni kontrole ristu buné&cnych kultur. PasaZovani se provadi
Vv laminarnim boxu za aseptickych podminek, aby nedoSlo ke kontaminaci kultury. Po
mikroskopické kontrole je nutnd ptiprava vSech laboratornich pomicek (sterilnich pipet,
odsavacky, zkumavek) a nahtati reagencii potfebnych k provedeni pasdzovani (trypsin, cerstvé
médium). Po peclivé pfipravé se v laminarnim boxu odsaje médium z kultivacni lahvicky
(buiiky jsou stale adherované ke dnu) a jemné& se povrch oplachne fosfatovym pufrem
(PBS=phosphate buffered saline). Je nutné pracovat rychle, aby nedoslo k vyschnuti bunék.
Oplach pufrem se provadi z diivodu odstranéni zbytkti média, které obsahuje al-antitrypsin
blokujici u€innost enzymu trypsinu, ktery je pouzit v nasledujicim kroku. Po oplachu pufrem
je do lahvi¢ky ptidano malé mnozstvi trypsinu tak, aby pokryval vrstvu bunék. Trypsin je
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proteaza (enzym S$tépici proteiny), kterd zplisobi naruseni vazeb mezi bunikami a povrchem
kultivaéni nadoby. Uéinkuje pii 37°C, proto se lahvigka s trypsinem vklada na 1-2 minuty do
COzinkubatoru. Behem této kratké doby dojde k oddéleni bunck od povrchu kultivaéni nadoby.
Buiiky také zméni sviyj tvar, vzniknou zakulacené buriky, které volné plavou. Pokud je ¢ést
bunék stale prisedla ke dnu, je mozné podpoftit jejich uvolnéni od povrchu kultivaéni nadoby
jemnym mechanickym poklepem na boc¢ni sténu lahvi¢ky. Trypsinizace se mikroskopicky
zkontroluje a proces pasazovani pokracuje opét ve sterilnim prostiedi laminarniho boxu. Po
probéhnuté trypsinizaci se do lahvicky piida v nadbytku kompletni médium, které diky obsahu
al-antitrypsinu inhibuje pfitomny trypsin. Piisobeni trypsinu nesmi byt piiliS dlouhé, aby
nedoslo k poskozeni bunék. Nafedénd bunécnd kultura se rozdéli do novych kultivacnich
lahvicek a pfida se ¢erstvé médium, aby mohlo pokracovat exponencialni déleni bunék.

Pti prvotni praci s novou bunécnou kulturou je nutné pocitat bunky a nasadit doporucované
mnozstvi do novych kultiva¢nich nadob. Jednd se o hodnotu doporucenou dodavatelem,
oznaduje se v angl. jako cell seeding density. Obvykle se pohybuje mezi 10* bunék/ 1 ml
(fibroblastova bun&éna linie) a 10°bun&k/ 1 ml (epitelové buiiky). Po tomto ovéfeni se jiz buiiky
pii pasazovani nepocitaji a fedi se ve znamém pomeru.

4.5. Pocitani bunék

Stanoveni poctu bunék také patii k zadkladnim postuptim vyuzivanym v biologické laboratofi.
Bunky se pocitaji napt. pii zacatku experimentu, kdy je nutné nasadit idealni pocet bunck na
testované materidly tak, aby béhem doby testovani mohlo dojit k adhezi a proliferaci bunék na
materidlu. Pokud by se nasadilo pfili§ méalo bun€k, nedoslo by diky velkému nafedéni bunck
k adhezi a nasledné proliferaci a vysledky testu by mohly vést k nespravnym zavéram. Pokud
by bylo nasazeno pfili§ mnoho buné¢k a testovani probihalo n¢kolik dni az tydnti, mohlo by dojit
k rychlému proriistani buitkami nasledované fazi plat6 a poté fazi odumirani bunék viz ristova
ktivka bunék. Proto je nutné na zacatku experimentu spocitat buriky a nasadit spravné mnozstvi.

Pti pocitani bun¢k je nutné pracovat rychle, jedna se tedy spiSe o fadové odhady. Bunky se
pocitaji v suspenzi, coz pro adherentni bunikky neni ptirozené prostiedi. Pfed pocitanim bunék
je nutné suspenzi fadné, avSak jemné, promichat. Poté se bunééna suspenze napipetuje do
piislusné pocitaci komurky, obvykle postaci velmi malé mnozstvi (jednotky pl). Nejzakladné;si
pomiucka pouzivand pro pocitani bunck je tzv. Bilirkerova komiirka. Jedna se o specialni
podlozni mikroskopické sklicko, které je tvofeno soustavou ¢tvercli o piesné definovanych
rozmérech. Na podlozni sklicko je umisténo kryci sklicko ve vysce 0,1 mm. Jsou tedy piesné
znamée objemy nad jednotlivymi ohrani¢enymi ¢tverci a je mozné tak spocitat bunky v pfesném
objemu a pomoci troj¢lenky pak urcit pocet bun€k na 1 ml. Praci s Biirkerovou komirkou si
studenti osvoji béhem praktického cviceni. Dal§i moznosti ur€eni poc¢tu bunék je vyuZiti
automatickych analyzatord se specialnimi sklicky, do kterych se kapne bunécna suspenze a
pfistroj spocita bunky v suspenzi. Analyzatory poctu bunék mohou hodnotit i dalsi parametry
jako napft. velikost bunék apod. Vyuziti jednotlivych technik zavisi na zvyklostech a vybaveni
jednotlivych laboratofi.

Mimo pocet bungk je jesté mozné rozlisit zivé a mrtvé bunky. Béhem procesu trypsinizace,
ktera je nutna pro uvedeni bunék do suspenze, miize dojit k poskozeni uréité ¢asti bungk. Casto
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se tedy stanovuje nejen pocet buné€k, ale zejména pocet viabilnich (=zivotaschopnych) bun¢k.
K tomuto rozliSeni se vyuziva specialniho barveni, které se prida k bunécné suspenzi pred
pocitanim bunek. K nejrozsitenéjsim barviviim patii trypanova modf, kterd se dostane pouze
do nezivych bunck s porusenou cytoplazmatickou membranou. Viabilni buiiky trypanovou
modrf nepropusti a jevi se v mikroskopu jako neobarvené kulaté buiky. Mrtvé buiky jsou
V mikroskopu zbarveny do tmavé modré. Trypanova modi se pfidava do bunécné suspenze
Vv pom¢éru 1:1, toto ziedéni bunécné suspenze je nutné zohlednit pti vypoctu koncentrace bunck
pii pouziti Biirkerovy komurky.

4.6. Priklady bunéénych kultur

Pro testovani tkdnovych nosict se vyuzivd mnoho bunéénych kultur, vybér vzdy zalezi na
specifické aplikaci scaffoldu. Prvotni testy jsou obvykle provadény na fibroblastovych
bunéénych liniich, s kterymi se v laboratornich podminkach dobie pracuje. Dalsi pokrocilé
testovani se voli dle ucelu vyuziti scaffoldu, voli se bunky dané tkan¢, ktera ma byt materidlem
obnovena. V nasledujicich odstavcich jsou uvedeny piiklady bunénych kultur a jejich
vlastnosti.

3T3 fibroblasty — jedna se o bunétnou linii mysich fibroblasti, jejiz nazev je odvozen od
zpusobu kultivace, tzv. 3T3 protokolu. Kazdy tfeti den se buiiky pasédzovaly a ptenaselo se (z
angl. ,transfer) 3x10° bunék do nové kultivacéni lahvicky. Mysi 3T3 fibroblasty patii
k adherentnim buitkdm. Mikroskopicky l1ze pozorovat buné¢né jadro s jadérky a éetné vybézky
cytoplazmy. PasdZovani by mélo probihat alesponi dvakrat do tydne, ndsada bunék by se méla
pohybovat kolem 3-5x10° bun&k / cm? kultivaéni nadoby (kultiva¢ni lahvicka, Petriho miska)
nebo testovaného materialu.

L929 — také patii mezi adherentni fibroblastovou buné¢nou linii izolovanou z mysi. Tato linie
je doporu¢ovana normou CSN EN ISO 10993 pro testovani biologické bezpecnosti
zdravotnickych prostredki.

MG-63 osteoblasty — Osteoblasty pochazi z lidské kosti, jedna se o nadorovou bunéénou linii
(buniky jsou izolovany z osteosarkomu — kostniho nadoru). Morfologicky jsou podobné
fibroblastiim, kultivace v laboratornich podminkach probiha také obdobné.

HelLa bunky — Jedna se o bunéénou linii lidskych epitelialnich bunék izolovanych z karcinomu
délozniho hrdla pacientky Henrietty Lacks. Mohou se neomezené mnozit v laboratornich
podminkach, jsou vyuzivany v mnoha oblastech vyzkumu. Pfibéh vzniku téchto bunék
dokumentuje kniha i stejnojmenny film ,,Nesmrtelny zivot Henrietty Lacksové®.

4.7. Uchovani a transport bunék

NamnoZené buiiky je mozné dlouhodobé uchovavat v -80°C (mésice aZz roky). Také novée
bun¢k. Biologické laboratofe proto byvaji vybaveny potfebnymi zafizenimi pro tzv.
kryokonzervaci bun¢k. Jedna z moZznosti uchovavani bunék je umisténi do par kapalného
dusiku. Dal§i mozZnosti je umisténi zamrazenych bun¢k do hlubokomraziciho boxu, ktery
udrzuje potfebnou teplotu.
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Zamrazeni bun¢k musi probihat Setrn€, aby nedoslo k poskozeni bun¢k vznikajicimi krystalky
ledu. SniZzovani teploty musi probihat velmi zvolna a fizené (ochlazovani cca o 1°C / min).
Ktomu tucéelu jsou vyuzivany specialni nadoby s otvory na ependorfovy zkumavky se
zamrazenou bunéénou suspenzi, které se umisti do hlubokomraziciho boxu. Nadoby jsou
naplnéné nemrznoucim roztokem isopropanolu, ktery zajist'uje spravnou rychlost chlazeni. Do
bunécné suspenze se pro ochranu bunck piiddva vEétsi mnozstvi séra (cca 20%) a
kryoprotektivum, kterym je nejcastéji dimethylsulfoxid (DMSO).

Rozmrazeni bunék je naopak nutné provést co nejrychleji. Ependorfova zkumavka se
zamrazenou bunécnou suspenzi se po vyndani z hlubokomraziciho boxu umisti do vodni lazné
nahtaté na 37°C, po rozmrazeni se jeji obsah pfenese do nadbytku kompletniho média
V kultiva¢ni lahvicce. Po adhezi bun¢k na povrch lahvicky (cca 1-4 hodiny) se vyméni médium,
aby doSlo k odstranéni kryoprotektiva, které je pro buiky toxické. Piipadné se buiky po
rozmrazeni zcentrifuguji a pfenesou do Cerstvého nahfatého média.

Zamrazeni bun€k umoznuje planovani experimentli (rozmrazeni bunék dle potieby). Pred
experimentem by bunky mély byt alespont jednou zpasaZovany, aby doSlo ke stabilizaci
bunécné kultury. Také je diky kryoprezervaci mozné vytvaret si zdsoby bunék — z jedné
eppendorfovy zkumavky bunék je mozné namnozit nékolik zkumavek ,,zdsobnich“. Po
rozmrazeni nové bunééné linie je nutné sledovat Cislo pasaze (kolikrat byly bunky
zpasazovany), n¢které¢ bunécné linie maji pouze omezeny pocet pasazi, kdy si zachovavaji své
vlastnosti a mohou byt pro testovani vyuzivany.

4.8. Kontaminace bunécnych kultur

Pti praci v laboratofi bunéénych kultur je velmi dilezité dodrzovat zasady aseptické prace, aby
nedoslo ke kontaminaci. Kontaminace je zptisobena mikroorganismy, které¢ se mnozi rychleji
nez eukaryotické buniky. Nejcastéji dochazi ke kontaminaci bakteridlnimi kmeny, které jsou
pfitomny v okolnim prostfedi. Jako ochrana ptfed bakterialni kontaminaci se proto ptidavaji
antibiotika do kompletniho média. Bakterialni kontaminace je viditelnd pfi béZné
mikroskopické kontrole. Dochazi k rychlému vy€erpani Zivin média, médium rychle Zloutne.
Pti vétsim zvétSeni (400x) lze pozorovat bakterie pohybujici se v médiu. Déle miize dojit ke
kontaminaci kvasinkami a plisnémi, tato kontaminace je patrnd i makroskopicky. Virova
kontaminace buné¢nych kultur je pomérné vzacna a tézko se detekuje.

Pokud dojde ke kontaminaci bun&tné kultury, je zapotiebi provést né&kolik opatfeni.
Infikovanou kulturu je nutné zlikvidovat, stejné tak jako pouzivané médium a dalsi roztoky,
které mohly byt zdrojem kontaminace. Dale je zapotiebi provést dukladnou sterilizaci a
dezinfekci celé laboratote. Po diikladném vyciSténi Ize obnovit buné€nou kulturu ze zmrazené
zalohy, pfipravit Cerstvé roztoky a kultivaéni médium. Vyskyt kontaminace v laboratofi je
velkym problémem, proto je skutecné zapotiebi vénovat pozornost spravné laboratorni praxi
Vv Cistych prostorech.
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5. Krevni bunky a jejich vyuziti v tkinovém inZenyrstvi
Jana Horédkova

Diilezité pojmy: krevni plazma, sérum, cervené krvinky, bilé krvinky, neutrofilni granulocyty,
lymfocyty, monocyty, makrofagy, krevni desticky, hemokompatibilita

Krevni bunky patii mezi tzv. suspenzni bunky, jelikoz se pfirozen¢ vyskytuji jako pevna cast
krve. Krev je tvofend suspenzi krevnich element (45% objemu krve - Cervenych a bilych
krvinek, krevnich desti¢ek) v krevni plazmé (55% objemu krve), jak je zobrazeno na obr. 11A.
Fyziologické pH krve je 7,40, je udrzovano na konstantni hodnoté (£0,04) pufracnimi systémy.

Pro tkanové inzenyrstvi jsou velmi dulezité znalosti o krvi, resp. o interakci mezi krvi a
implantovanym materidlem. U materialt ur¢enych pro implantaci do téla pacienta vzdy dochézi
k interakci s krvi, proto je dtlezité znat a ptedpovédét toto chovani. Biomaterialy musi byt tzv.
hemokompatibilni. K tomuto ucelu slouzi laboratorni testy, které¢ budou nastinény v zavéru této

kapitoly.

ey FORMOVANE KREVNI ELEMENTY
Cervené krvinky  Bilé krvinky Desticky
erytrocyty leukocyty trombocyty
” i ol 5.101/1 4-10.10°1 150-400.10°/1
. Krevni plazma W@ .’,.(
A e
granulocyty agranulocyty
4¢— Bilé Krvinky
neutrofil bazofil eozinofil monocyt  lymfocyt

Cervené krvinky a
krevni desticky

Obr. 11: Slozeni krve (krevni plazma + krevni elementy a jejich pomérné zastoupeni v krvi,
A), rozdéleni krevnich bunek (B).

5.1. Krevni plazma

Krevni plazma je naZloutla tekutina tvofend prevazné vodou (>90%). Déle obsahuje
anorganické latky (cca 1% - Na¥, K*, Ca?*, Mg?*, CI', HCOs") a organické latky (cca 8% -
bilkoviny — albumin, fibrinogen?, antitrypsin, imunoglobuliny; glukoza, aminokyseliny, lipidy,
mocovina, cholesterol). Z plazmy lze pfipravit sérum, které ma vyuziti napt. pfi in vitro
péstovani bun€k. Sérum vznika centrifugaci krve, ve které prob&hlo krevni srazeni

3 Fibrinogen — plazmaticky protein uastnici se srazeni krve (=koagulaéni faktor I). Psobenim trombinu
(koagula¢niho faktoru II) je fibrinogen St€pen za vzniku fibrinu, ktery tvoii sit’ vlaken béhem srazeni
krve.
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(=hemokoagulace*), neobsahuje tedy fibrinogen a koagula¢ni faktory. Pro péstovani bunéénych
kultur je hojné vyuZzivano tzv. fetalni bovinni sérum (FBS).

Pro tkdnové inzenyrstvi jsou zajimavé proteiny krevni plazmy, resp. jejich interakce
s povrchem scaffoldu. Jejich navazani pak predurcuje adhezi bunék. Pokud se navazi na povrch
scaffoldu vazebné proteiny ve spravné konformaci (laminin, fibronektin, vitronektin), dochazi
nasledné k adhezi bun¢k. Mlize ale nastat situace, kdy se na povrch tkdnového nosice navazi
tzv. nevazebné proteiny jako napt. albumin a poté k adhezi bun€k nedochéazi. Je mozné testovat
in vitro interakci scaffoldu s krevni plazmou a stanovovat navazané proteiny. Jedna se vSak o
techniky vyzadujici specialni laboratorni vybaveni, proto byva mnohdy jednodussi testovat
piimo interakci s bunécnymi liniemi.

5.2. Cervené krvinky

Cervené krvinky (erytrocyty) jsou bezjaderné elementy obsahujici ¢ervené krevni barvivo
hemoglobin. V krvi jsou zastoupeny Vv nejhojné&jsim poétu (cca 5x10'%/ 1 krve) Nejedna se o
buiikky v pravém slova smyslu, jelikoz neobsahuji jadro ani nékteré organely. Erytrocyty
neobsahuji mitochondrie, proto jsou zavislé na ptijmu glukdzy pro zajisténi metabolismu. Jejich
plazmatickd membrana je velmi elasticka, Cervené krvinky prochdzi volné i nejtencimi
kapilarami. Na povrchu membrany je tzv. glykokalyx, jehoz sloZeni ur¢uje krevni skupinu
jedince.

Jejich hlavni funkce je pienos dychacich plyni (O2, CO2). Maji bikonkavni tvar, jejich velikost
se pohybuje kolem 7,5 um. Krevni buniky jsou neustdle obnovovany, Zivotnost erytrocytl
Vv periferni krvi je cca 120 dni. Tvofi se v dospélosti v kostni dfeni, odbouravany jsou prevazné
ve slezing.

5.3. Bilé krvinky

Bilé krvinky (leukocyty) se vyznamné podileji na imunitni odezve organismu. Jejich zastoupeni
v Krvi je asi o 3 fady nizsi nez pocet cervenych krvinek (4-9x10% 11 krve), z celkového objemu
krve zaujimaji asi 1 % (viz obrdzek 11A). Jedna se o buiiky obsahujici jadro. Jejich velikost je
riznorodd, pohybuje v tadech jednotek az desitek mikrometri. Podle pfitomnosti granuli
V cytoplazmé (vnitrobunéné vacky ohrani¢ené membranou) se déli na tzv. granulocyty a
agranulocyty.

Granulocyty obsahuji v cytoplazmé specificka granula, vyznacuji se ¢lenénym jadrem na
nékolik segmentil, byvaji proto oznaCovany jako polymorfonuklearni leukocyty. Granulocyty
jsou déle déleny podle barvitelnosti granuli na neutrofilni, eozinofilni a bazofilni granulocyty.

Neutrofilni granulocyty jsou nejhojnéji zastoupené leukocyty, tvoii asi 60-70 % bilych krvinek
v organismu. Maji velky vyznam v protiinfek¢ni imunité, podileji se na akutni fazi zanétlivé
odpovédi. Clenéné jadro neutrofilu je tvofeno 2-5 segmenty. Granula jsou pfi b&zném barveni
jemna, svétle rizova. Tvoii se v kostni dfeni, kde se nachdzi zdsobarna téchto bun¢k (>90 %

* Hemokoagulace — soubor d&jii vedouci k zastavé krvaceni diky vytvofeni fibrinové sit&, ve které se
zachytavaji krevni elementy a vytvofi se tzv. trombus (=krevni srazenina). Jedna se o kaskadovité déje
fizené aktivaci tzv. koagulacnich faktora.
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neutrofil). Pouze ¢ast z celkového poctu neutrofilti se vyskytuje v periferni krvi. Pti aktivaci
imunitniho systému pomoci cytokinli a chemokinti dochazi k pfesunu neutrofili do mista
zanétu. Pfestup z cévniho fecisSté do tkané nastava v kapildrach procesem tzv. diapedézy
(prostoupeni mezi endotelialnimi buiikami). Zivotnost neutrofilu je kratka, cca 6-12 hodin
Vv krevnim ob¢hu a 4-5 dni ve tkéni. Neutrofily jsou jedny z prvnich bunék Gc€astnici se imunitni
odpovédi organismu. Jsou schopné fagocytdzy (pohlceni cizorodych Castic), degranulace (vyliti
obsahu granuli do extracelularniho prostoru) a produkce dalSich cytokini regulujicich
zéanétlivou odpoveéd'.

Eosinofilni granulocyty obsahuji dvoulalo¢naté jadro a specificka granul barvici se do tmaveé
rizova. Tvoii asi 1-3 % leukocytd v organismu, jejich zivotnost v periferni krvi je 8-12 hodin.
Jejich hlavni funkeci je ochrana pted parazitarnimi infekcemi a ticast na alergickych reakcich.

Bazofilni granulocyty obsahuji obvykle dvoulalo¢naté jadro, které vsak byva pii bézném
barveni skryto specifickymi granulemi barvicimi se do tmavé fialova. V krvi cirkuluji po dobu
2-3 dnt. Jejich zastoupeni nejmensi ze vSech bilych krvinek (< 1 %). Podileji se na alergickych
reakcich, jejich degranulaci dojde kuvolnéni latek (histaminu), kter¢ vedou
k charakteristickym projeviim alergii.

Agranulocyty neobsahuji v cytoplazmé specificka granula, déli se na lymfocyty a monocyty.

Lymfocyty jsou kulaté bunky s jednim jadrem, které vypliuje vétSinu objemu bunky. Tvoii 24-
40% vsech leukocyti v periferni krvi. Lymfocyty maji schopnost cirkulace mezi krvi a tkanémi.
Zajistuji tzv. specifickou imunitu, coZ znamend, Ze mohou reagovat na antigeny, se kterymi se
jiz organismus setkal. Piezivaji v organismu po dlouhou dobu (roky). Rozlisuji se 3 typy
lymfocytt — B-lymfocyty, T-lymfocyty a NK buniky. B-lymfocyty jsou zodpovédné za imunitu
zprostfedkovanou protilatkami, tvofi asi 15 % lymfocyta v periferni krvi. B-lymfocyt je
schopen rozpoznat antigen, zacit se mnozit a vytvaret tzv. plazmatické bunky, které produku;i
protilatky namifené pfimo proti danému antigenu. B-lymfocyty maji velky vyznam pro
imunitni pamét,, ¢ehoz se vyuziva i pro o¢kovani. T-lymfocyty zajistuji specifickou buné¢nou
imunitu zejména proti nadorovym buiikdm a bunkam napadenym viry. NK bunky (z angl.
natural killers) se podili na nespecifické imunité, jsou schopné indukovat apoptozu v cilovych
bunkach, které rozpoznaji jako nebezpecné pro organismus.

Monocyty jsou velké buiiky s jednim jadrem, které je nevyrazné zbarveno. Tvoii asi 3-8 %
z celkového poctu leukocytu. Jejich Zivotnost v krevnim fecisti je asi 8 hodin, poté vstupuji do
tkani, kde se méni na efektorové builky, tzv. makrofagy. Makrofdgy jsou vétsi nez monocyty,
obsahuji vetsi mnozstvi lysozomi a povrchovych receptord. Makrofagy zajistuji fagocytozu
poskozenych ¢i,,nebezpecnych® bunék, produkci cytokinil a tzv. prezentaci antigenu. Makrofag
na svém povrchu ,,prezentuje kratké peptidy pohlcenych ¢astic dalSim slozkdm imunitniho
systému (zejména T-lymfocytim). Makrofagy maji obrovsky vyznam pii vzniku zanétu
Vv organismu, kde jsou zodpovédné za rychlou nespecifickou reakci. RozliSuji se 2 podtypy
makrofagl — tzv. M1 a M2 makrofagy. M1 makrofadgy jsou oznacovany jako prozanétlivé,
produkuji cytokiny zesilujici zdnétlivou odpoveéd’. M2 makrofagy jsou oznacovany jako tzv.
regeneracni. Po implantaci tkanovych nosict je proto zaddouci polarizace makrofagi do M2
podtypu, aby byl podpoten remodelacni proces tkan¢.
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5.4. Krevni desti¢ky

Krevni desticky (trombocyty) jsou bezjaderné krevni elementy, které zajist'uji zastavu krvaceni.
Jejich pocet v periferni krvi se pohybuje v rozmezi 150-300 x 10° v 1 | krve. Trombocyty se
tvofi z megakaryocytli v kostni dieni. Krevni desticky jsou fragmenty cytoplazmy téchto
obrovskych buné¢k. Jejich zivotnost v periferni krvi je 9-12 dni. Jednéd se o nejmensi krevni
elementy dosahujicich velikosti cca 2-4 um v praméru. Nejedna se o pravé buiky, jelikoz
neobsahuji jadro. Obsahuji v§ak mitochondrie a ¢etnd granula s obsahem rustovych faktort,
latek ovlivilyjicich srazeni krve apod.

Rustové faktory vyskytujici se v krevnich destickach jsou velmi vyuzivané v regenerativni
medicing a tkanovém inzenyrstvi. Jednd se o smés nékolika proteint, které maji vliv na krevni
srazeni a na proces hojeni. Daji se pouzit jako tzv. plazma bohat4 na desticky (PRP platelet rich
plasma) nebo ve formée lyzati krevnich desti¢ek (lyofilizat desticek obsahujici riistové faktory).
Mezi nejvyznamnéjsi ristové faktory nachazejici se v krevnich destickach patii destickovy
rastovy faktor (PDGF platelet derived growth factor), vaskularni endotelovy ristovy faktor
(VEGF vascular endothelial growth factor), fibroblastovy rastovy faktor (FGF fibroblast
growth factor), inzulinu podobny ristovy faktor (IGF insulin like growth factor), transformacni
rustovy faktor B (TGF B transforming growth factor 8), destickovy faktor 4 (PF 4 platelet factor
4), interleukin 8 (IL 8). Kombinaci téchto ristovych faktorti a cytokinti dochézi k ovlivnéni
bunééné proliferace, angiogeneze, syntézy mezibunééné hmoty, chemotaxe a celkové na
prabéhu zanétu.

5.5. Testovani hemokompatibility

Testovani hemokompatibility se provadi podle normy CSN EN ISO 10993-4 Biologické
hodnoceni zdravotnickych prostredkti — Vybér zkousek na interakce s krvi, ktera je rozdélena
do né€kolika ¢asti. Materialy mohou ovliviiovat v§echny krevni elementy i prib¢h krevniho
srazeni (hemokoagulaci).

Interakce s ¢ervenymi krvinkami se testuje tzv. testem hemolyzy. Pokud material narusi
cytoplazmatickou membranu cervenych krvinek, dojde kuvolnéni krevniho barviva —
hemoglobinu do roztoku. Cervené zbarveni pak indikuje poskozeni erytrocytii. Test lze provést
jednoduSe inkubaci materidlu ve ziedéné plné krvi. Jako kontrola je pouzivan pufr (PBS) a
voda. Prostiedi pufru nezptisobuje zadné poniceni erytrocytd (0% hemolyza), naopak vodné
prostiedi vede k naruSeni membréany cervené krvinky a k vyliti obsahu hemoglobinu (100%
hemolyza). Po hodinové inkubaci je zfedéna krev centrifugovana a supernatant obsahujici
uvolnény hemoglobin je méfen pomoci absorbance pro kvantifikaci hemolyzy.

Dale mize material ovliviiovat krevni srazeni (hemokoagulaci). Hemokoagulace spociva ve
vytvoreni fibrinové sité, ve které jsou zachytavany krevni elementy, a vznikd tzv. trombus.
Hemokoagulace probihé celou fadou dé&ju, které se oznacuji jako koagula¢ni kaskada, ucastni
se ji n€kolik koagula¢nich faktort. Laboratorné 1ze méfit krevni sraZeni pomoci automatickych
analyzatorti — mé&ii se aktivovany parcialni tromboplastinovy ¢as (APTT) nebo protrombinovy
¢as (PT). Test materialu probiha po inkubaci s plazmou, kdy se méti zména koagulaéniho Casu.
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Velmi dualezitou charakteristikou je tzv. trombogenicita materidlu. Laboratorn¢ 1ze inkubovat
material s plazmou bohatou na krevni desticky (PRP) a sledovat mnozstvi adherovanych
trombocytl (pomoci mikroskopickych technik — SEM, méfenim jejich metabolické aktivity).
Zvysené mnozstvi trombocytl pak signalizuje trombogenicitu materidlu, coz je nezadouci
vlastnost, zejména pro materidly uréené pro aplikace v kardiovaskularnim systému.

Pouzita a doporucena literatura:
Pecka M. Prehled laboratorni hematologie. Praha: Galén, 1995. ISBN 8085824280

Horakova J., Mikes P., Saman A., Svarcova T., Jencova V., Suchy T., Heczkova B.,
Jakubkova S., Jirousova J., Prochazkova R. Comprehensive assessment of electrospun
scaffolds hemocompatibility. Materials Science and Engineering C 2018, 82: 330-5. DOI:
10.1016/j.msec.2017.05.011

TECHNICKE NORMY CSN. Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedii CSN EN 1SO

10993-4 (855220) Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedkti — Vybér zkousek na
interakce s krvi, 2017

36



6. Mezibuné¢na hmota

Jana Horakova

Diuilezité pojmy: fibrilarni bilkoviny - kolagen, elastin, adhezni bilkoviny - fibronektin,
laminin, amorfni hmota - proteoglykany, glykosaminoglykany

Mezibunéénd hmota neboli extracelularni matrix (ECM) je material, ktery se nachdzi hojné
mezi bunikami piedevSim pojivovych tkanich. Nejednd se o pouhy ,,vypliiovy materidl®, ma
nezbytné funkce pro spravné fungovani organismu. Znalost struktury a funkci mezibunécéné
hmoty je velmi dilezita v oboru tkanového inZenyrstvi. JelikoZ vyvijené tkanové nosic¢e musi
co nejlépe napodobovat piirozené prostfedi bunck, je nutné znat slozeni a vlastnosti
mezibunéné hmoty dané tkang. Zastoupeni bunc¢k a mezibunécné hmoty se v jednotlivych
typech tkani velmi 1i8i. Zatimco u pojivovych tkdni pfevlada mnozstvi mezibunééné hmoty nad
zastoupenim bungk, v epitelové tkani se nachazi jen minimum mezibunééné hmoty. Nasledujici
popis extracelularni matrix se tyka pojivové tkané.

Mezibunééna hmota se skladéa ze 3 zékladnich slozek: vldkenné proteiny, adhezni bilkoviny a
amorfni hmota tvofena proteoglykany. Schéma slozeni mezibuné¢né hmoty a propojeni
S buiikou je zobrazeno na obr. 12.
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Obr. 12: Schéma interakce bunky a mezibunécné hmoty pres integrinovy receptor
V cytoplazmatické membrané bunék a adhezivni bilkovinu fibronektin, kterd je dale napojena
na kolagenovd vidkna.
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6.1. Vlakenné proteiny

Mezi vlakenné (fibrilarni) proteiny vyskytujici se v mezibunééné hmot€ patii kolagen, elastin
a retikularni vlakna. Pritomnost a zastoupeni jednotlivych bilkovin urcuje mechanické
vlastnosti tkan¢ — kolagen zajist'uje pevnost v tahu, elastin zajist'uje elasticitu tkané. Retikularni
vlakna jsou extrémné tenka vlakna, ktera tvoii v nékterych organech rozsahlé site. Jsou tvotrené
pievazné kolagennimi fibrily typu III. Vlastnosti vlakennych proteinii (kolagenu a elastinu)
jsou podrobné popsany v sekci A. Scaffoldy, v kapitole 2. Pfirodni materialy pro vyrobu
tkanovych nosicu.

6.2. Adhezni bilkoviny

Dalsi vyznamnou slozkou mezibunééné hmoty jsou adhezni bilkoviny. Jejich ulohou je
zajisténi spojeni mezi fibrilarnimi bilkovinami (kolagenem) a bunikami, jak je zobrazeno na obr.
12. Mezi zastupce adheznich bilkovin patii fibronektin zajist'ujici toto spojeni v pojivové tkani
a laminin, ktery spojuje bunky s mezibunéénou hmotou v epitelové tkani. Jedna se o
glykoproteiny, které se jednou ¢asti molekuly vazi na mezibunéénou hmotu a druhou casti na
integrinové receptory v cytoplazmatické membrané bunék. Adhezni bilkoviny obsahuji ve své
struktufe aminokyselinové sekvence, které jsou rozpoznavany bunéénymi integrinovymi
receptory. Piikladem muze byt sekvence 3 aminokyselin arginin-glycin-kyselina asparagova
(Arg-Gly-Asp), oznacovana jako RGD sekvence. Existuji i jiné aminokyselinové sekvence 0
délce nékolika jednotek aminokyselin, které mohou byt rozpozndny integriny a pies néz
dochézi k vazbé& bunék. Adhezni bilkoviny se vyznacuji tim, Ze ve své struktufe tyto specifické
aminokyselinové sekvence obsahuji. Integrinové receptory jsou déle uvniti buitky napojeny na
aktinové vladkna cytoskeletu. Timto spojenim je tedy zajiSténo propojeni a komunikace mezi
buitkami a mezibunéénou hmotou obéma sméry. Informace z okoli buiiky (mezibunécné
hmoty) se pfes integrinové receptory a aktinovad vldkna dostanou az do jadra, kde mohou
ovliviiovat bunécné funkce. Adhezni bilkoviny jsou velmi zasadni pro interakci buné&k
s tkdnovymi nosici. Jejich adsorpce na povrch scaffoldii predurcuje bunécénou adhezi, vice je
zminéno v samostatné kapitole Interakce mezi buitkami a biomaterialem.

6.3. Proteoglykany

Tteti dalezitou slozkou extracelularni matrix jsou proteoglykany, které zabranuji stlacovani
tkané diky zajisténi hydratace. Jejich struktura je zobrazena na obr. 13. Jedna se o obrovské
molekuly o molekulové hmotnosti v fadech milionli tvofené jddrovym proteinem, na kterém
jsou navazany glykosaminoglykany (GAGs). Glykosaminoglykany jsou tvofené opakujicimi se
disacharidovymi jednotkami. Sacharidova slozka tvofi vétSinu struktury (az 95 %).
Glykosaminoglykany jsou silné hydrofilni. Obsahuji mnoho negativnich naboju, které ptitahuji
osmoticky aktivni kationty (Na*, K*). Proto GAGs zajist'uji hydrataci tkdni. Dochazi tak ke
vzniku botnavého tlaku, ktery je v rovnovaze s napétim kolagenovych vldken. Mezi dalsi
funkce proteoglykanli patii vazba ristovych faktorti a signdlnich proteind, které ovliviuji
bunécné funkce. Glykosaminoglykany tvoii diky své velké molekulové hmotnosti gely i pfi
velmi nizké koncentraci. Takové prostiedi zajiStuje mezibunééné hmoté regulaci priichodu
molekul. Mezi zastupce glykosaminoglykant patii napf. kyselina hyaluronova (vice informaci
viz sekce A. Scaffoldy, Kapitola 2. Ptirodni materialy pro vyrobu tkafnovych nosi¢t), heparan
sulfat, chondroitin sulfat, keratan sulfat, dermatan sulfat.
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Obr. 13: Usporddani proteoglykanovych agregatii tvorenych kyselinou hyaluronovu, jadrovym
proteinem a navazanymi glykosaminoglykany.
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6.4. Funkce mezibunééné hmoty

Mezibunéénd hmota ma tedy unikatni slozeni, které ji zajiStuje mnoho vyznamnych funkeci.
Predevs§im poskytuje bunkam ptirozené prostfedi, dochazi k prenosu signal do nitra bunék a
v tkénich je tak zarucena idedlni bunécnd adheze, rtst, migrace, diferenciace. Bunky i
mezibunéfna hmota jsou velmi dynamické struktury, které se v ¢ase méni v zavislosti na
okolnich podminkach. Mezibunéna hmota je produkovéana buikami ve formé prekurzord,
které jsou v mimobunécném prostoru uspotraddany do specifické struktury. Mezibunéénd hmota
mize tedy byt oznaCovana jako bioaktivni diky pfimému propojeni s buitkami. Toto spojeni je
zajistovano adheznimi bilkovinami (fibronektinem, lamininem). V mezibuné¢né hmoté se
nachazi mimo jiné 1 ristové faktory, které ovlivituji bunécnou proliferaci. Dal$i neméné
vyznamna funkce ECM je zajiSténi mechanickych vlastnosti. Pevnost dodava kolagen,
elasticitu elastin, proteoglykany zajistuji odolnost proti stlaceni. Uspotadani fibrilarnich
proteint ovliviiuje mechanické vlastnosti i usporadani bunek v tkéanich.
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7. Tkané

Jana Horakova

Diilezité pojmy: epitelova tkan, kadheriny, integriny, pojivova tkan, vazivova tkan, chrupavcita
tkan, kostni tkan, fibroblast, chondrocyt, osteoblast. osteocyt, osteoklast, mineralizace kostni
tkane, svalova tkan, aktin, myozin, nervova tkan, neuron, troficka tkan, tkanovy mok, lymfa

V ptedchozich kapitolach byly popsany buiky jako zékladni stavebni kameny zivé hmoty a
mezibunécna hmota, ktera je obklopuje. Soubor morfologicky podobnych bunék plnicich
urcitou funkci se specificky uspofadanou mezibunécnou hmotou se nazyva tkan. Tkan ma tedy
slozku bunécnou (obvykle obsahuje vice typi bunék) a bezbunécnou. Studiem tkani se zabyva
obor histologie. Rozlisujeme 5 zakladnich typt tkani: epitelova tkan, pojivova tkan, svalova
tkan, nervova tkan a troficka tkan. Ve vybranych aplikacich tkanového inzenyrstvi bude
zamétena pozornost pfedevsim na nihrady epitelové a pojivové tkanég, proto budou tyto typy
tkani zminény podrobné&ji nez ostatni.

7.1. Epitelova tkan

Epitelova tkan je tvofena predevs$im bunikami, mezibuné¢na hmota se vyskytuje v minimalnim
mnozstvi. Epitel se oznacuje také jako kryci tkan, jelikoz se nachazi na povrchu téla a vystyla
vSechny télni dutiny. Jeho funkce vSak nespociva pouze v pasivnim kryti, ale mize vykonavat
také funkci smyslovou, Zzldzovou (sekrece hormont, slz), absorpéni (vystelka stfeva),
smyslovou (fotoreceptory oka, vlaskové bunky ucha). Epitelova tkan neobsahuje krevni cévy,
vyziva tkané je zajiStovana difuzi. Epitelové bunky mohou mit nejriznéjsi tvar (plochy,
kubicky, cylindricky), mohou byt usporadany do jedné vrstvy (napft. u vystelky stfeva) nebo do
vice vrstev (napf. v kizi). Mezibunécnd hmota je zastoupena tzv. bazalni laminou, coz je tenka
vrstva, na které lezi buniky. Bazalni lamina ma tloustku né€kolik desitek nanometrti (30-100
nm), je viditelnd pouze elektronovym mikroskopem. Oddéluje epitelovou tkan od ostatnich
tkani. Obsahuje kolagen typu IV a glykoprotein laminin, ktery zajiStuje spojeni s buiikami.
Buniky epitelové tkané jsou tzv. polarizovany, lze rozlisit apikalni a bazalni stranu, ktera se
morfologicky i funkéné 1isi. Tato polarizace bunék je velmi dulezita pro funkci epitel. Apikalni
strana je v kontaktu se vzduchem nebo vodnym roztokem, bazalni strana naseda na bazalni
laminu a zajistuje kontakt s dalSim typem tkang, obvykle se jedna o pojivovou tkan, jak je
znazornéno na obr. 14.
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Obr. 14: Schematické zndzornéni usporadani epitelové a pojivové tkané.

7.1.1. Mezibunécné spoje

Bunky v tkdnich musi pracovat soucinné tak, aby byla zajisténa funkénost celych tkani. V
epitelové tkani tvofi bunky souvislé vrstvy, proto u nich existuje nékolik typt bunéénych spoji,
které jsou shrnuty na obr. 15. Spojeni mezi bunkami také zvysuje odolnost epitelové tkang.
Jedna se o dynamickd uskupeni, spoje mezi buitkami se mohou vytvaret a zanikat podle
aktualniho stavu tkané. Pouze tésny spoj je charakteristicky pro epitelovou tkan. U ostatnich
typt tkdni se vyskytuji modifikované podoby mezibunéénych spoji typu adhezniho spoje,
hemi/desmosomu, mezerového spoje.
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Obr. 15: Hlavni typy spojii nachazejici se mezi buiikami.

Mezibunééné spoje Zajiét’uji transmembrénové proteiny, tzv. kadheriny Jejich funkénost je
extracelularnich domén (3 z nich vazi Ca?"), a jedné intracelularni domeny, kterd je vazana na
cytoskelet buiiky. Kadheriny patii mezi tzv. homofilni molekuly, coz znamena, ze se vazi na
stejnou molekulu v membrané sousedni bunky. Zajistuji mechanické (adhezni) spoje a spojeni
typu desmosom.

Dalsi skupinou transmembranovych proteint zajistujicich spojeni bunék jsou integriny. Jejich
funkce je pfedevsim pro zajisténi spojeni mezi buiitkami a mezibunénou hmotou, ptipadné jeji
nahradou tvotfenou scaffoldy. Integrinové receptory se vyskytuji u hemidesmosomu a dale u
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tzv. fokalnich adhezi, které jsou podrobnéji popsany v ndsledujici kapitole Interakce mezi
buitkami a biomateridlem.

Tésny spoj (tight junction, zonula occludens) zajistuje v epitelovych tkanich neprodys$nost.
Tato funkce je velmi dulezita v travicim systému. Tésné spoje se vyskytuji napft. ve stieve, kde
dochazi k regulovanému vstfebavani latek. Dale se nachazi v zaludku, kde udrzuji kyselinu
chlorovodikovou na Zalude¢ni sliznici a zabranuji jejimu piestupu do krve a ve slinivce, kde
zabranuji pronikani travicich enzymt do krevniho ob&hu. Tésné spoje udrzuji polaritu
epitelovych buné€k tim, Ze zabraiuji difuzi membranovych proteint z apikalni do bazalni strany
a opacng, ¢imz jsou zachovany rozdilné vlastnosti obou polt bun¢k. Tésné spoje vypadaji tak,
ze dojde v urcitych mistech ke spojeni membran sousednich bunék provazci proteinti. Timto
tésnym spojenim je zabranéno prutoku kapalin mezi buikami. Tésné spoje mohou také slouzit
Kk praniku malych iontti a vody mezi buiikkami takto spojenymi.

Adhezni spoj (zonula adherens, pasovy desmosom) je tvofen kadheriny, které jsou uvniti bunck
napojeny na svazky aktinovych vladken cytoskeletu. V epitelialnich tkanich se ¢asto nachézi pod
zonou tésnych spojli, kde mohou vytvaret souvisly adhezni pas. Diky napojeni na cytoskelet
zajistuji mechanickou oporu.

Desmosom (macula adherens) je mezibunécny spoj zajiStovany kadheriny napojenymi na
intermediarni filamenta buné¢ného cytoskeletu. Desmosomy jsou velmi pevné typy spojd,
vyskytuji se ve stifevnim epitelu, v klizi.

Mezerovy spoj (gap junction, vodivy spoj, komunikacni spoj) se vyskytuje u vétSiny tkani. Je
charakteristicky tim, zZe mezi interagujicimi plazmatickymi membranami dvou sousednich
bunék jsou vytvoreny kanalky o Sifce 2-4 nm. Tato Stérbina je tvofena proteinovymi komplexy
tzv. konexony, které vytvari komunikacni kanal. Umoznuji prichod malych molekul (iontd,
malym vodorozpustnym molekulam do 1000 Da) pfimo z buiikky do bunky. Mezerové spoje
jsou uzaviratelné, pfi zvysené koncentraci vapniku dochazi k jejich uzavieni.

Hemidesmosom je typ spojeni mezi epitelialnimi buiikami a bazalni laminou, konkrétné s
adheznim proteinem lamininem. Bunécny spoj je uskute¢novan mezi integrinovymi receptory,
které jsou dale v buiice napojeny na intermediarni filamenta.

7.2. Pojivova tkan

Pojivova tkan se sklada z bun€k a mezibunééné hmoty, jejiz zastoupeni je mnohem vyraznéjsi,
Casto zapliiuje vétSinu objemu tkané. Schematicky nékres pojivové a epitelové tkané je
zobrazen na obr. 14. Slozeni bunétné a bezbunécné slozky pojivové tkané se 1isi podle
konkrétniho typu tkané. Mezi pojiva patfi napi. vazivo, chrupavka, kost. Buriky jsou tvofeny
bunécnymi typy produkujicimi mezibunéénou hmotu (tzv. blasty — fibroblasty, osteoblasty,
chondroblasty), klidové bunky (fibrocyty, osteocyty, chondrocyty) a bunky odbouravajici
danou tkan (osteoklasty). Mezibunééna hmota pojivovych tkani je sloZena z vldkennych
proteint (kolagen, elastin, retikularni vlakna), z adheznich proteinti (fibronektin) a z amorfni
hmoty (proteoglykany). Jednotlivé komponenty jsou blize popsany v predchozi kapitole 6.
Mezibuné¢na hmota.
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7.2.1. Vazivova tkari

Vazivova tkan se Vv téle vyskytuje v podobé slach a vazi, tvoii blanitd pouzdra organti a vyplné
mezi organy. Bunécna slozka vazivové tkané je tvofena predevSim z fibroblastii a fibrocyti.
Fibroblasty jsou protahlé, vietenovité bunky, které produkuji mezibunécnou hmotu. Fibroblast
se miize premeénit ve fibrocyt, coz je metabolicky méné aktivni buiika. V téle se vyskytuje
nekolik typll vaziva liSicich se slozenim mezibunééné hmoty napt. 7idké kolagenni vazivo
vyskytujici se mezi organy a v podkoznim vazivu, husté kolagenni vazivo (hlubsi vrstvy klize,
Slachy), elastické vazivo (zluté vazy u obratld, hlasové vazy), retikularni vazivo (obsahuje
retikularni vlakna a retikuldrni buniky, vyskytuje se v kostni dfeni, slezin¢), tukové vazivo (bila
/ hnéda tukova tkan, obsahuje tukové buiky).

7.2.2. Chrupavcita tkar

Chrupav¢ita tkan je pevnd a pruzna. Bunécnd slozka je zastoupena predev§im chondrocyty,
vyjimecné se mohou vyskytovat chondroblasty produkujici mezibunéénou hmotu. Chondrocyty
maji velmi nizkou proliferacni aktivitu a nejsou schopny regenerace. Builkky nejsou
V chrupav€ité tkani piiliS§ pocetné, nejveétsi cast tkan€é zaujima mezibunéénd hmota.
V mezibunééné hmoté je hojné¢ zastoupena amorfni slozka tvofend proteoglykany a
glykosaminoglykany, dale je zastoupen kolagen typu II. Povrch chrupavek kryje vazivovy obal
tzv. perichondrium, ktery zajistuje latkovou vymeénu a ptipadné hojeni. Doposud se nepodafilo
najit idealni scaffold pro nahradu chrupavcité tkané, jelikoz je jeji regenerace slozitd vzhledem
k obtizné kultivaci chondrocytl a faktu, Ze se jedna o bezcévnou tkan. Rozlisuji se 3 typy
chrupavky lisicich se slozenim. Hyalinni chrupavka (sklovita, kloubni chrupavka) je tvrda,
hladka a kiehka, vyskytuje se na povrsich kosti a kloubti, v dychacich cestach (skelet hrtanu,
pradusek). Hyalinni chrupavka obsahuje asi 50 % kolagennich vldken II. typu, mé uspofadané
uskupeni kolagennich fibril odpovidajici zatizeni chrupavky. Elastickd chrupavka je tvotena
kolagennimi (IL.typ) a elastickymi vlakny. M4 zluté zabarveni, je velmi pruzné a ohebna diky
piitomnosti elastickych vlaken. Vyskytuje se v uSnim boltci, v piiklopce hrtanové (epiglottis),
ve sténé prudusek. Tretim typem je vazivovd chrupavka. Je tvofena silnymi kolagennimi vlakny
L. a IL. typu, kter¢ ji dodavaji vysokou mechanickou odolnost. Vyskytuje se v meziobratlovych
ploténkach.

7.2.3. Kostni tkari

Kostni tkan je tvrdd mineralizovana pojivova tkan, ktera predstavuje diky své struktuie
nejtvrdsi a nejpevnéjsi pojivo v téle. V kostni tkani se vyskytuji 3 typy bunék, které zajistuji
neustalou prestavbu tkané, tzv. remodelaci. Osteoblasty produkuji mezibunéénou hmotu a
podili se na mineralizaci kostni tkdné€ diky produkci enzymu alkalické fosfatazy. Osteocyty jsou
JiZ soucasti kostni tkan€ — jsou zaclenény do mezibunécné hmoty a uzavieny mineralizovanou
kosti. Jejich schopnost syntetizovat mezibunéénou hmotu je nizsi neZ u osteoblastt, podili se
na fizeni uvolnovani minerala (pfedevsim vapniku) z kostni tkang. Osteocyty také slouzi jako
mechanoreceptory. Tfetim typem bunck nachéazejicim se v kostni tkani jsou osteoklasty, které
zajistuji odbouravani kosti plisobenim enzymu kolagenazy a kyselé fosfatdzy. Soucinnost
vSech tii typt bun¢k v kostni tkani je velmi dualezita pro spravnou funkci kostni tkané.
Mezibuné¢éna hmota je tvotena z vlaknitého kolagenu typu I (aZ 90 % organické hmoty kosti),
ktery dava kosti pruznost. Dale je pfitomna amorfni hmota tvofena proteoglykany. Tvrdost a
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pevnost tkané zajiStuje mineralizace. Mineralni slozka je tvoiena pfedevSim fosforeCnany
vapniku, které jsou prostoroveé usporadany jako hydroxyapatit. Podil mineralni slozky v kosti
tvori cca 60-70 %, dalsich 25 % ptipada na organické latky, 5 % na vodu. V lidském téle jsou
zastoupeny 2 typy kosti podle uspotaddani. Vidknita kost (fibrilarni) se vyznacuje
nepravidelnym uspofaddnim kostni hmoty, proto je méné odolnd mechanickému namahani.
Vyskytuje se u mladych jedinct, v dospélosti v nékterych kostnich vybézcich ¢i v mistech
svalovych upont. Vrstevnata kost (lamelarni) tvoti prevaznou Cast skeletu dospélych jedinct.
Kolagenni fibrily jsou upofadany do lamel, které jsou dale organizovany a vytvaii pravidelnou
strukturu odolnou mechanickému namahani. Mezi lamelami jsou pfitomné osteocyty v tzv.
lakunach (komirky zvépenatélé kostni matrix). Lamelarni kost se déale déli na hutnou
(kompaktni) kost nachdzejici se na povrchu kosti a houbovitou (spongiozni) kost vyskytujici se
uvniti kosti.

7.3. Svalova tkan

Svalova tkan zajistuje aktivni pohyb pomoci pfemény chemické energie v kinetickou energii.
Mezi charakteristické vlastnosti svalové tkan¢ patii excitabilita (draZzivost — schopnost reagovat
na podnéty), kontraktibilita (schopnost zkracovat se), distenzibilita (schopnost prodlouZit se),
elasticita (schopnost vratit se do plivodniho stavu po zatizeni). Pohyb je zajiStén kontraktilnimi
bilkovinami — aktinem a myozinem, které tvoii tzv. myobrily. Pti stahu myofibril dochazi
k zasouvani tenkych aktinovych vlaken mezi tlustad vlakna myozinova. Aktinova vlakna jsou
soucasti cytoskeletu, jak je popsano v kapitole zabyvajici se popisem cytologie. Ve svalovych
buiikach jsou aktinova vlakna stabilni. Myozin se fadi mezi tzv. molekulové motory. Svalovy
stah je zajiStovan chemickymi reakcemi (vzristem koncentrace vapenatych ionti), je podminén
zasobou energie ve svalu.

V téle se nachdzi 3 typy svalové tkdné liSici se svou vnitini strukturou a funkci. Hladka
svalovina se nachazi ve sténach vétsiny dutych organt (zazivaci trakt, moc¢ovy méchyt, cévy),
ve vazivu kiiZze. Funkce hladké svaloviny jsou fizeny nervové a hormonalné, nelze je ovladat
vili. Hladkd svalovina je sloZena z protdhlych jednojadernych bunék. Pricné pruhovana
(kosterni) svalovina je zakladni tkani kosternich svalli. Je ovladatelna vili. Mikroskopicky je
v myofibrilach. Kazdy sval se sklada ze svazku svalovych vlaken, které jsou tvoreny velkou
mnohojadernou bunkou. Srdecni svalovina se nachéazi v srde¢ni stén¢ (myokard). Srde¢ni stahy
nelze ovladat vili. Zakladni bunéfnou jednotkou srdecni svaloviny je kardiomyocyt,
jednojaderna svalova bunika obsahujici myofibrily. Buniky tvofi trojrozmérnou sit” propojenou
tzv. interkaldrnimi disky. Sousedici buniky jsou spojeny elektrickymi spoji, které zajiStuji
srdecni ¢innost. Mikroskopicky také jevi srde¢ni svalovina pfi¢né pruhovani.

7.4. Nervova tkan

Nervova tkan zajiStuje pfenos informaci prostfednictvim specializovanych bunék — neurond.
Déle se v nervovém systému vyskytuji buiiky gliové, které plni podpirnou, vyzivovaci a
ochrannou funkci. Neurony jiZ nemaji schopnost se délit, proto pfedstavuji nahrady nervoveé
tkan¢ velkou, dosud nevyieSenou, vyzvu. Neurony se skladaji z bunééného téla a dvou typt
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vybézkl — n¢kolika dendritl a jednoho axonu. Télo neuronu obsahuje bunééné jadro s velkym
jadérkem, vyrazné endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat, mitochondrie a lysozomy.
Dendrity slouzi k pfijmu informaci do nitra neuronu, jedna se o kratké, bohat¢ vétvené vybezky.
Axon (neurit) vede informaci z neuronu na dalsi efektorovou buiiku, kterou mtize byt neuron ¢i
svalova buiika. Spojeni s dalsi buitkou se nazyva synapse. V tomto misté¢ dochézi k prenosu
informaci pomoci chemickych signalti. Axony mohou byt velmi dlouhé, nejdelsi nervovy
vybézek meéti asi 1 m, dosahuje od patete po konecky prstli na nohou. Axony jsou obvykle
obaleny myelinovou pochvou, kterd je preruSovéana tzv. Ranvierovymi zatezy. Tato stavba
neuronu umoziuje rychly pienos Sifeni vzruchii pomoci Sifeni tzv. akéniho potencialu.
Cytoplazmatickd membrana neuronu je velmi bohata na iontové kandly. Na membrané dendritt
a téla se nachazi prevazné chemicky fizené iontové kandly, v membrané axonu jsou zastoupeny
predevsim iontové kandly fizené elektricky.

7.5. Troficka tkan

Trofickd (tekutd) tkan zahrnuje t€lni kapaliny jako je tkanovy mok, krev a lymfa. Krev je
popsana v samostatné kapitole 5. Krevni bunky a jejich vyuziti v tkdnovém inzZenyrstvi.
Tkanovy mok neboli intersticialni tekutina vyplituje mezibunééné prostory. Zajist'uje vymeénu
dychacich plyni, pfivod Zivin a odvod zplodin metabolismu mezi buiikami a jejich okolim.
Slozeni tkanového moku je velmi podobné slozeni krevni plazmy, z které se tvofi filtraci pies
vrstvu endotelovych bun€k diky jejich propustnosti (permeabilité). Vyjimku tvori
vysokomolekularni latky jako napt. bilkoviny krevni plazmy, které pies endotelovou vrstvu
neprochazi. Lymfa (miza) vznika z tkanového moku. Slozenim se také podoba slozeni krevni
plazmy s niz§im mnozstvim bilkovin. Lymfa obsahuje zna¢né mnozstvi lymfocyti. Proudi
Vv lymfatickém systému, ktery je tvofen lymfatickymi cévami a lymfatickymi uzlinami. Lymfa
chrani télo pfed infekénimi a nddorovymi onemocnénimi. V lymfatickych uzlinach dochézi
k filtraci a odvodu skodlivych latek. Dale umoziiuje vstiebavani a transport tukd v téle.
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8. Interakce mezi bunkami a biomaterialem

Jana Horakova

Diilezité pojmy: adhezni bilkoviny, RGD sekvence, integrinove receptory, fokalni adheze

V oboru tkénového inzenyrstvi je dilezité sledovat interakci mezi scaffoldy a bunkami.
Prevazuji aplikace, kdy je zapotiebi, aby byl tkanovy nosi¢ osidlen buiitkami v celém svém
objemu, material postupné zdegradoval a byl nahrazen mezibuné¢nou hmotou produkovanou
bunikami. V takovém piipad¢ je nutné, aby povrch scaffoldu umoznoval adhezi bunék, ktera je
zéavisla na adsorpci adheznich proteinti, jak bude vysvétleno v této kapitole. Po této prvotni
bunécné adhezi a vytvoreni pevnych spojii mezi buitkami a tkdiiovym nosi¢em dostanou buiiky
signal k dal§imu mnozeni (proliferaci), které vede k prortstani bun€k do 3D struktury scaffoldu.
Existuji vSak 1 aplikace, kde je adheze bun¢k nezadouci (napt. glaukomové drenazni implantaty,
kde adheze fibroblastli mize zpusobit nefunkénost daného materialu, antiadhezni materialy po
chirurgickych operacich viz kapitoly posledni sekce skript). Adsorpce adheznich protein a tim
i adheze bunék je ovlivnitelnd materidlovymi vlastnostmi, které budou diskutovany v této
kapitole.

8.1. Adhezni bilkoviny

Interakce mezi buitkami a povrchy biomateridli jsou zprostiedkovany pomoci adheznich
bilkovin, podobné jako je tomu u bun€k ptirozené se vyskytujicich v tkanich (spojeni bunck
s ECM). V prostiedi in vitro dochazi k adsorpci téchto tzv. adheznich proteinti z kompletniho
média, ve kterém se bunky kultivuji. V prostfedi organismu (in vivo) dochazi k adsorpci
proteini z okolnich télnich tekutin (plazma).

Mezi adhezni proteiny zajist'ujici spojeni bunek s povrchy biomateriala patii napt. fibronektin,
fibrinogen, vitronektin ¢i laminin. Jedna se o glykoproteiny vyskytujici se v télnich tekutinach.
Adhezni bilkoviny obsahuji aminokyselinové sekvence, které jsou rozpoznavany integrinovymi
receptory v membrané bun¢k. Jedna se napf. o tripeptid arginin-glycin-kyselina asparagova
(Arg-Gly-Asp), oznacovany jako RGD sekvence. Tyto specifické aminokyselinové sekvence
musi navic byt ve spravné konformaci tak, aby byly ptistupné vazbé¢ na integrinové receptory.
RGD neni jedind aminokyselinova sekvence, kterd se miize vdzat na integriny. Existuje mnoho
dal$ich aminokyselinovych sekvenci obvykle o délce n€kolika jednotek aminokyselin, které
byvaji specifické pro urcity typ bun€k. RGD sekvence je ,,univerzalni* sekvence, proto se
pouziva napt. pro modifikaci povrchu tkdiiovych nosict s cilem zlepSeni bunécné adheze.

Fibronektin je glykoprotein vyskytujici se v organismu ve dvou formach — volné a vazané.
Rozpustny fibronektin je syntetizovan jaternimi buiikami (hepatocyty) a nachdzi se volné
V krevni plazmé. Nerozpustny fibronektin se vyskytuje vazany na povrchu bungk, je soucasti
mezibunécné hmoty. Tato forma fibronektinu je syntetizovana buitkami pojivové tkan¢, mezi
které patfi napt. fibroblasty. Fibronektin se v organismu ucastni hojeni ran a ovliviiuje
bunécnou adhezi, riist, migraci a diferenciaci.

Fibrinogen je taktéz glykoprotein, ktery se nachazi v krevni plazmé a v a-granulich krevnich
desticek. Je syntetizovan v jatrech. Jeho uloha v organismu je nezbytna zejména béhem zastavy
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krvéaceni (hemostdza), pii hojeni ran, béhem zanétlivych procest a pti novotvorb¢ krevnich cév
(neoangiogeneze).

Laminin je glykoprotein tvofici zakladni slozku bazalni laminy epitelovych tkani, kde
zprostfedkovava vazbu bunék s integrinovymi receptory. Timto propojenim ovliviiuje
bunécnou adhezi, migraci a diferenciaci.

8.2.Fokalni adheze

Buniky rozpoznavaji tyto adhezivni proteiny skrze integrinové receptory vyskytujici se
Vv cytoplazmatické membrané bunék (viz kapitola 2.2. Eukaryontni buiika — cytoplazmaticka
membrana). Jedna se o transmembranové receptory glykoproteinové povahy, které zajistuji
spojeni a komunikaci mezi buikou a jejim okolim. Uvniti buiiky jsou integriny piimo napojeny
na dals$i cytoplasmatické proteiny jako napf. talin, vinkulin a dale na aktinovd vldkna
cytoskeletu, ktera jsou dale propojend sjadrem builky. Po vytvofeni pevné vazby mezi
adheznimi bilkovinami a integrinovymi receptory dojde k vytvoteni tzv. fokalnich adhezi.
Fokalni adheze zajistuji spojeni mezi bunikou a jejim okolim, které umoziuje vyménu
informaci obéma sméry. Utastni se ji asi stovka proteind, jedna se o velmi komplexni a
dynamickou strukturu. Zjednodusena struktura fokalnich adhezi je zndzornéna na obr. 16.

8.3. Vlastnosti scaffoldu ovliviiujici vazbu adheznich proteini

Vazba proteinii na povrch biomateriald je tedy klicova pro naslednou interakci s bufikami.
Adsorpce proteinil je ovlivnéna zejména povrchovymi vlastnostmi materidlu —jeho chemickym
sloZzenim, smacivosti, topografii povrchu a mechanickymi vlastnostmi tkanového nosice.
Kazdy typ bun¢k vyzaduje rozdilné materidlové podminky pro spravnou bunécnou adhezi.
V prostiedi télnich tekutin (in vivo) nebo po smoceni materialu kompletnim médiu (in vitro),
nastava okamzita interakce s proteiny, které se mohou vazat na povrch tkanového nosice
Vv zavislosti na vySe jmenovanych vlastnostech. Pro pevnou bunécnou adhezi a vytvoreni
fokalnich adhezi je nutné, aby doslo k adsorpci adheznich bilkovin na povrch materialu ve
spravné konformaci. To znamena tak, aby byly bunéénym integrinovym receptoriim pfistupné
piislusné aminokyselinové sekvence (napt. RGD) zodpové&dné za rozpoznani a navazani.

8.3.1. Smadcivost povrchu

Ideélni povrch biomateridlu umoznujici adsorpci proteini ve spravné konformaci je mirné
hydrofilni (kontaktni uhel cca 50-80°) viz schéma adsorpce proteinti a interakce s bufikou na
obr. 16. V tomto ptipad¢é dojde k adsorpci adheznich proteint tak, Ze jsou aminokyselinové
sekvence pristupné integrinovym receptorim bunék a mize dojit k vytvoreni fokalnich adhezi.
V piipad€¢ materialt s extrémné hydrofilnimi povrchy (kontaktni thel < 50°, napt. materialy
obsahujici polyethylenoxid, polyvinylalkohol) dochazi k velmi slabé adsorpci proteint, ktera
byva nasledovana odtrzenim téchto proteinii z povrchu. U hydrofobnich materialti s kontaktnim
thlem vétsim nez 100° (napf. polykaprolakton, polylaktid, polyethylentereftalat,
polytetrafluoethylen), dochazi k adsorpci adheznich proteinti v denaturované® nebo rigidni®
formé, takZe adhezni aminokyselinové sekvence neumoZiuji vytvofeni fokalnich adhezi.

® Denaturace — zména prostorové struktury zapii¢inujici ztratu funk&nosti bilkoviny
® Rigidni — tuh4, neohebna
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Povrchové vlastnosti materidlti 1ze ovlivnit fyzikalnimi ¢i chemickymi metodami. Napf.
sterilizacni techniky jako ozafovani (gamma zafeni), pisobeni plasmy, ethylen oxidu ¢i
peroxyoctové kyseliny mizou mit vliv na smécivost povrchu.

8.3.2. Mechanické viastnosti

Dal§im zmiflovanym parametrem ovliviiujicim adsorpci proteint, a tim i bunécnou adhezi, jsou
mechanické vlastnosti. Pfi vazbé bun¢k dochézi k ptisobeni sily buiiky na povrch materialu.
Pokud neni materidl dostatecné pevny, je znemoznéna tvorba fokalnich adhezi. Kazda tkan
vykazuje odlisSné mechanické vlastnosti (napt. tukova tkan vs. kostni tkan), neexistuji tedy
»idealni hodnoty*. Tkanovy nosic slouzici pro adhezi bunék by mél napodobovat tyto ptirozené
vlastnosti i z hlediska mechaniky. Buiika pii tvorbé fokalnich adhezi plisobi na substrat uréitymi
silami. Ty jsou z hlediska detekovatelnosti velmi malé, nicmén¢ je nutné, aby biomaterial byl
schopny témto malym silam odolat a poskytnout tak dostate¢nou mechanickou oporu. Snadno
se deformujici materidly jako napt. velmi tenké nanovlakenné vrstvy ¢i hydro/gely tuto oporu
neposkytuji a pfestoze mohou mit ideélni hodnoty smacivosti, k adhezi bun¢k nemusi dochézet.
Mechanické vlastnosti jsou dilezité nejen pro bunécnou adhezi, ale dochazi i k ovlivnéni
bunécné migrace, proliferace a diferenciace.
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Obr. 16: Schéma adsorpce proteinii na mirné hydrofilni povrchy a vytvoreni fokalnich adhezi

(A).
8.3.3. Drsnost a morfologie povrchu

Drsnost a morfologie povrchu jsou dal$imi dulezitymi parametry pro adsorpci proteind a
naslednou bunéénou adhezi. Drsnost 1ze rozdé€lit z hlediska rozmérd na makro-, mikro- ,
submikro- a nanodrsnost. Makrodrsnost je viditelna pouhym okem, jeji rozméry jsou udavany
od 100 pm do fadu milimetri. Jeji vliv na bunéénou adhezi je minimalni, jelikoz bunky takto
velké rozmeéry nerozeznaji. Makrodrsnost miize podporovat uchyceni tkdnového nosice
v organismu. Mikrodrsnost se pohybuje v rozmérech 1-100 um, submikronova drsnost 100 nm
- 1 pm. Jejich vliv na bunéénou adhezi se v riznych studiich 1isi, byl popsan jak pozitivni, tak
negativni efekt. Tyto rozméry jiz jsou pro buriky rozeznatelné (adherentni bunky v suspenzi po
trypsinizaci méfi obvykle 10-50 um, po rozprostfeni na povrchu biomateridlu zabiraji plochu
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nékolika stovek az tisici pm?). Problém s jasnym zavérem vlivu sub/mikrodrsnosti mize
spocivat v tom, Ze je obvykle vyhodnocovana pouze stfedni aritmetickd odchylka profilu Ra.
Pro buné¢nou adhezi jsou velmi dilezité i dalsi topografické parametry povrchu jako vzdalenost
mezi nerovnostmi, jejich tvar a $picatost. Drsnost o rozmérech mensich nez 100 nm se oznacuje
jako nanodrsnost a byl pozorovan jeji pozitivni vliv na buné¢nou adhezi. Podpora bunécné
adheze se vysvétluje na zakladé podobnosti s mezibunéénou hmotou, kterd je také organizovéana
Vv nanomé&fitku. Povrchy s nanodrsnosti umoziuji proto adsorpci proteini ve spravné
konformaci s adheznimi aminokyselinovymi sekvencemi pfistupnymi pro bunécné integrinové
receptory. Nanodrsnost také piispiva ke snizeni imunogenicity materialu a snizuje zanétlivou
odpovéd’ organismu.

8.4. Analyza adheznich proteintu

Detekce adsorpce proteinti na povrch je dulezitou charakteristikou biomateriald. Je mozné ji
sledovat v podminkach in vitro a predikovat tak interakci tkanovych nosict s buiikami. Lze
sledovat typy proteind, které jsou adsorbovany na povrch, jejich mnozstvi. Sofistikované;jsi
metody umoznuji i sledovani konformace proteind, jedna se vSak o pokrocilejsi analyzy.
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9. In vitro testovani tkanovych nosici

Jana Horakova

Diilezité pojmy: in vitro testovani, podminky in vitro testovani, svetelna mikroskopie bunek,
fluorescencni barveni bunéek, LIVE/DEAD assay, elektronova mikroskopie pro pozorovani
bunek, metabolicke testy (MTT), test cytotoxicity — extrakt / primy styk, testovani bunécné
adheze a proliferace, staticka / dynamicka kultivace bunék

Pti vyvoji tkanového nosice je nejprve navrzen produkt, ktery je fadn¢ charakterizovan
z hlediska materialovych vlastnosti (viz kapitola sekce A. Kapitola 5. Charakterizace tkafiovych
nosi¢u). Nasledné se piistupuje ke zkouskam in vitro neboli testovani ,,ve zkumavce®, které
predstavuje testovani materiali mimo zivy organismus, obvykle s vyuzitim bunécnych kultur.
Tento proces predchazi testim na zvifecich modelech (in vivo) a klinickym zkouSkam na
pacientech.

Metody in vitro jsou velmi Siroky pojem, ktery zahrnuje mnoho typi zkousek. Neexistuje
ptesny navod, jak dany scaffold charakterizovat s bunéénymi kulturami, vzdy velmi zalezi na
jeho konecném pouziti (misto implantace, doba degradace, mechanismus ucinku apod.). Pro
prikaz bezpe&nosti biomateridlu je nutné provést certifikované zkousky (viz CSN EN ISO
10993), které jsou standardizovany. Pro nové vyvijené materidly jako napf. nanovladkenné
scaffoldy vSak muze byt pouziti testli dle platné metodiky komplikované a musi se proces
modifikovat.

Pti testovani musi byt vybrana spravna bun&cna linie, opét zalezi na aplikaci scaffoldu. Obvykle
se testuje nejprve se ,,standardni* bunéénou linii jako jsou napf. fibroblasty (3T3, L929), které
jsou ,,0odolngjsi“. Dale by mély byt vyuzity i specifické bunécné linie pro danou aplikaci
(naptiklad endotelové bunky a hladkosvalové bunky pro scaffoldy urené jako néhrada
krevnich cév). Nejcitlivéjsi jsou pak primarni bun&cné kultury izolované ptimo ze tkané, které
1ze také vyuzit pro testovani nové vyvijenych materiali.

In vitro testovani probiha za sterilnich podminek, které musi byt dodrzeny béhem celého
procesu. Tento fakt se podepisuje na nakladech in vitro testovani, které jsou vyssi diky
pouzivani jednorazového sterilniho plastiku apod. Materialy tedy musi byt pro in vitro testovani
JiZ spravnym zpusobem sterilizovany. Je nutné zachdzet s materidly pecliveé, aby nedoslo
k jejich poskozeni napt. pfi manipulaci pomoci pinzet. Sterilizace a zachdzeni s materialem
muze mit velky vliv na vysledky testovani, na coZ je potieba myslet pii provadéni experimentt.

Dalsi velmi dulezity vliv na vysledky in vitro testi maji zvolené podminky testovani jako je
sloZzeni média (zejména obsah séra, mnozstvi Zivin — glukdzy, ¢etnost vymény média b&hem
testovani), doba kultivace bun¢k na scaffoldu (hodiny — tydny), zptisob kultivace (staticka /
dynamicka). VSechny tyto aspekty mohou mit vliv na vysledky in vitro testd. JelikoZ buriky
jsou zZivy ,,systém®, je nutné pocitat vzdy s pomérné vysokou biologickou variabilitou.

Pro hodnoceni interakce scaffoldu s buitkami je mozné vyuzit celou fadu metod. Tato kapitola
bude zaméfena pouze na vybrané metody, které jsou nejCastéji pouzivany pro hodnoceni
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nanovlakennych materiali s bunéénymi kulturami. Jedna se o mikroskopické metody a
metabolické testy.

9.1. Metody hodnoceni interakce bunék s tkanovymi nosici

Pro hodnoceni interakce scaffoldu s buiikami je mozné vyuzit celou fadu metod. Tato kapitola
bude zaméfena pouze na vybrané metody, které jsou nejcastéji pouzivany pro hodnoceni
nanovlakennych materiali s bunéénymi kulturami. Jedna se o mikroskopické metody a
metabolické testy.

9.1.1. Mikroskopické metody

Pro pozorovani bun¢k na tkanovych nosi¢ich se vyuzivaji vSechny typy mikroskopického
pozorovani — svételnd, fluorescencni i elektronova mikroskopie. Jiz béhem kultivace bunék se
buiikky pravidelné sleduji pomoci invertovaného svételného mikroskopu, ktery postaci k
zobrazeni bun€k na plastiku. Pfi bézném zvétSeni (100x) je patrny tvar bunék a je viditelné
jadro. Pii vétsim zvétseni (200x) 1ze pozorovat i vétsi detaily bunck jako napt. délici se jadro
apod. Neposkozené bunky maji typicky tvar — napt. mys$i 3T3 fibroblasty maji cetné vybezky.
Pokud dojde k poskozeni bun¢k piisobenim cytotoxické latky, dojde k zakulaceni bunék, které
nejsou piisedlé k podkladu a jsou hiife pozorovatelné. Jiz pouhym okem lze tedy fici, zda jsou
buiiky ,,zdravé* ¢i poskozené.

Bunky by mély také vykazovat urcitou rychlost ristu, mély by postupné zaplnovat povrch
plastiku / scaffoldu. Jedna se o tzv. stupeii konfluence, ktery se urcéuje pouze odhadem zaplnéni
plochy povrchu buiikami.

Svételnd mikroskopie ma velmi Siroké vyuziti pro pozorovani bunék prevazné na plastiku.
Hodnoceni buné¢k na scaffoldech obvykle neni mozné. Vyjimku tvoti prihledné tenké folie, kde
je mozné pozorovat buniky na povrchu nosice. Ostatni materialy jsou objemné a neprihledné, a
proto nelze buiiky na povrchu ¢i v jejich objemu pomoci svételné mikroskopie pozorovat.

K zobrazeni bunck na scaffoldech je mnohem vice vyuZivana fluorescencni a elektronova
mikroskopie. Pfed pozorovanim je vSak nutné bunky zafixovat pomoci fixacnich cinidel
(glutaraldehyd, metanol). Spravné provedena fixace zpusobi rychlé a Setrné usmrceni bunék
S co nejmensim vlivem na jejich strukturu. Po fixaci je nutné vzorky specialné ptipravit pro
dalsi mikroskopické pozorovani.

Fluorescencni mikroskopie umoznuje zvyraznéni vybranych bunécnych struktur. Nej€astéji se
barvi bunécnd jadra, ktera jednoznaéné ,,identifikuji* kazdou bunku. Pro barveni jader lze
vyuzit nékolik fluorescen¢nich barev jako napt. propidium jodid (PI— barvi jadra Cerven¢) nebo
DAPI (4, 6-diamidino-2-fenylindol — barvi jadra modte). Bunééné jadro miva obvykle kulaty
¢i elipsovity tvar, je mozné tyto obarvené struktury kvantifikovat a stanovovat tak pocet bunck
na plochu. Toto pocitani bun€k lze provadét manudlné (pocitanim bunéénych jader na
definované ploSe pozorovaného prepardtu) nebo automaticky (napf. pomoci softwaru
MATLAB).

Kromé¢ bunéénych jader je zajimavé pozorovat i tvar bunék. Toho je mozné docilit obarvenim
aktinovych filament pomoci phalloidinu. Tvar buné¢k také vypovida o ,,vhodnosti* testovaného
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materidlu. Pokud jsou bunky rozprostiené a zaujimaji sviij typicky tvar jako na kultivatnim
plastiku, jednd se o vhodny material pro danou bunécnou kulturu. Pokud jsou buiky
zakulacené, neprobéhla zde pevna adheze bunék k povrchu scaffoldu.

Na trhu je celd fada dalSich komeréné dostupnych fluorescencnich barviv, které¢ zvyraziuji
nejruznéjsi struktury bunék —napft. specifické markery bunék, fokélni adheze, bunécné organely
apod. Vyhodou fluorescenéni mikroskopie je, Ze je mozné kombinovat jednotliva barveni pro
zobrazeni vice struktur v jednom zorném poli. K bézné kombinaci barveni patii napiiklad
obarveni jader pomoci DAPI (modré barva) a cytoplazmy pomoci phalloidinu (zelena barva).

Pomoci fluorescencniho znaceni l1ze také barvit nativni buniky a rozlisit tak zivé a mrtvé bunky.
Test se oznacuje jako LIVE/DEAD assay, obsahuje 2 sady barveni. Mrtvé buriky jsou oznaceny
cervené pomoci propidium jodidu, ktery pronikne poskozenou bunéc¢nou membranou do jadra.
Zivé bunky barvivo do jadra nepropusti a dojde k obarveni cytoplazmy pomoci napiiklad
kalceinu. Na zorném poli je tedy mozné pozorovat souc¢asné zivé a mrtvé bufiky a ur€it procento
zivych bungk.

Zobrazeni pomoci svételné a fluorescencni mikroskopie umoznuje sledovani bunék, zpravidla
vSak neumoziuje sledovani bunééné interakce se strukturou samotného tkénového nosice.
Tento nedostatek umi ,,vytesit* elektronova mikroskopie, ktera ma vétsi rozliSovaci schopnost.
Scaffoldy s buikami je téz mozné pozorovat pomoci elektronové mikroskopie, je vSak nutna
specialni ptiprava vzorkd. Jak jiz bylo zminéno, nejprve je nutné bunky na scaffoldu zafixovat,
k tomuto ucelu se nejcastéji pouziva glutaraldehyd. Poté je nutné buiikky odvodnit, aby nedoslo
k poskozeni skenovaci elektronové mikroskopie. Tento krok se provadi pomoci smaceni vzorka
ve vzristajici etanolové fad¢ (napt. 30-100 % etanolu), kdy dochazi k postupnému nahrazeni
vody etanolem, ktery se poté vypafi. Suché vzorky jiZz lze pozorovat pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie, kdy je patrna jak struktura scaffoldu, tak i rozprostfeni bunck. Po
nékolika hodinach od nasazeni buné€k jsou patrné jednotlivé adherované buiiky, po nékolika
dnech je vytvofen monolayer bunék a struktura scaffoldu neni patrna. Skenovaci elektronova
mikroskopie nepfinasi zpravidla zadné kvantitativni vysledky jako napf. pocet bunék, ale
umoziuje sledovat morfologii bunék a zaplnéni scaffoldu bunkami. Dnes jsou na trhu 1
pokrocilé zatizeni umoziujici pozorovat 1 vzorky s obsahem vody potazmo Zivé buniky. Nepatii
to vSak k rutinnim analyzam.

9.1.2. Metabolické testy

Metabolické testy umoznuji kvantifikaci metabolismu bunék, nepiimo vypovidaji i o poctu
bunék na scaffoldech. Na trhu je dostupna celé fada testi zaloZenych na riznych metabolickych
déjich. Obecny princip spocivd v inkubaci bunck suréitym substratem, ktery bunky
metabolizuji (odtud ndzev metabolické testy) a pfeménuji ho na urcity produkt, ktery lze
detekovat naptiklad fotometricky.

Jak ptiklad poslouzi napi. MTT test, ktery se béZné pouziva pro testovani viability bunék.
K buiikam je ptidan Zluty roztok MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium
bromid), ktery je pfeménovan mitochondrialnimi enzymy na nerozpustny formazan. Ten se
v dal$im kroku rozpusti a zabarveny roztok se méfi pomoci fotometrie pfi vinové délce 570 nm.

53



Hodnota absorbance roztoku vypovida o mnozstvi bunék a jejich metabolické aktivité (aktivni
buniky s ¢etnymi mitochondriemi budou vykazovat vyssi hodnoty nez bunky v klidové fazi).
Nelze tedy hodnoty absorbance ptepocitat na mnozstvi bunék, prestoze kalibracni kiivka
zavislosti poctu bunek na absorbanci lze sestrojit. Experiment vypada tak, ze do mikrotitracni
desticky jsou nasazeny buiiky o zndmé koncentraci a po urcité dob¢ (fddoveé hodiny) je métena
absorbance roztoku (viz sekce A. Scaffoldy, kapitola Charakterizace tkanovych nosica - Obr.
22). Puvodni pocet bun¢k vsak jiz nemusi odpovidat, jelikoz mohlo dojit k déleni bungk,
k ahynu bungk, které plné neadherovaly k podkladu apod. Naméfena absorbance by se méla
idealné pohybovat v rozmezi 0,1-1. Nizsi hodnoty (kolem 0,1) jsou na hranici meze detekce.
Hodnota absorbance vys$si nez 1 jiz také neni pfesnd (neplati jiz linearita odezvy mezi
metabolickou aktivitou a namétenou absorbanci) a v tomto pfipad¢ je nutné roztok natedit a do
vysledné absorbance zapocitat koeficient fedéni.

Dalsi metabolicky test hojné vyuzivany pro testovani metabolické aktivity bunék je cck-8, ktery
patii do skupiny testli oznacovanych jako WST (water soluble tetrazolium salt). Tyto testy maji
vyhodu oproti MTT v tom, Ze jsou ,,jednokrokové®. K buitkam je pfidan substrat a po inkubaci
se pfimo mé&fi absorbance roztoku bez nutnosti rozpousténi. Tento mezikrok vnasi u MTT testu
dalsi chybu méfeni. Metabolismus substratu pouzivaného v cck-8 testu probiha také
V mitochondriich, produktem je rozpustnd oranzova latka, kterd se uvoliiuje do roztoku. Po
inkubaci se také méti absorbance roztoku. Dalsi vyhodou cck-8 testu je vyssi citlivost a diky
snadnéjSimu provedeni test vykazuje mensi rozptyl naméfenych hodnot. Nevyhodou je jeho
vys§i cena.

9.2. Typy in vitro testovani

Pomoci vyse zminénych metod je mozné testovat interakce materialu s bunéénymi kulturami.
Na kazdy scaffold jsou kladeny jiné pozadavky z hlediska materidlového chovani i bunécnych
interakci. V kazdém pifipad¢ se musi jednat o materialy, které nebudou vykazovat cytotoxicky
ucinek. Co se tyka interakce s buiikami, obvykle je Zadouci adheze a proliferace urcitého
bunééného typu a naopak nezadouci adheze a proliferace jiného bunééného typu, ktery by mohl
znemoznit adherovat specifickym bunikam podilejicich se na regeneraci tkafiového nosice
v organismu. Tyto interakce je mozné testovat s jednotlivymi bunéénymi liniemi v izolovanych
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spocivaji v tzv. kokultivaci dvou bunéénych linii.

9.2.1. Cytotoxicita materidalu

Testovani cytotoxicity materialu vychazi z normy CSN EN 10993-5 Zkouska na cytotoxicitu
in vitro. V této normé jsou popsany 3 kategorie zkousek, z nichZ 2 jsou nejvice vyuzivany pro
testovani cytotoxicity tkanovych nosicii. Jedna se o testovani extraktu vzorki a zkouska
pfimym stykem. Samotné testovani cytotoxicity pak probihd pomoci metabolického testu (napf.
MTT / cck-8) v kombinaci s mikroskopickym pozorovanim bunék.
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Testovani extrakti vzorki

Extrakce vzorki pevnych materialt probiha ve vhodném prostiedi — napi. v pufru, v médiu.
Vzdy je dulezity pomér navazky vzorku a objemu extrak¢niho Cinidla. Pfipravuje se co nejvice
,koncentrovany“ extrakt, ktery se dale testuje v rizném fedéni tak, aby byla stanovena
cytotoxicka koncentrace. Napiiklad nanovlakenny materiél je nastfihan, navdzen a vlozen do
plastové zkumavky. Test obvykle probihd po dobu 3 dnti. Prvni den jsou nasazeny buiky do
96jamkové testovaci desticky o vhodné koncentraci (pro 3T3 mysi fibroblasty je doporuovana
koncentrace 10* bunék na jamku). Koncentrace bun&k musi byt takova, aby buiiky mély do 48
hodin méfitelnou hodnotu viability a mohl se projevit pfipadny cytotoxicky ucinek testovaného
materidlu. Zaroven je pfipraven extrakt testovaného materidlu. Do pfipravené zkumavky je
piidano kompletni médium (nebo pufr) v pfislusném objemu (napf. 10 mg materialu na 1 ml
média). Material v médiu je inkubovan pii 37 °C v inkubatoru nebo na tiepacce obvykle po
dobu 24 hodin. Doba inkubace mize byt zvolend i delSi s ohledem na pouziti scaffoldu.
V piipadé testovani cytotoxicity tekutych vzorkd (napft. latek, které jsou ptidavany do
tkaniového nosice) se pouze nafedi dand latka v koncentratnim rozmezi, které reflektuje
koncentraci inkorporovanou do materialu a vys$si, aby byla stanovena hranice cytotoxického
pusobeni.

Druhy den testovani probéhne mikroskopicka kontrola bun¢k v mikrotitra¢ni desticce, buiky
by mély byt adherované k povrchu a pokryvat vétSinu plochy jamky. Pfipravi se pridavané
extrakty / koncentra¢ni fady testované latky a kontroly (pozitivni a negativni). Mélo by byt
testovano vice opakovani (obvykle 8-10) pro kazdou testovanou koncentraci / kontrolu. Odsaje
se médium u bunék a do jamek je ptidano 100 pl vzorkt / kontrol. Jako negativni kontrola je
pouzito Cerstvé médium. Buriky inkubované v prostfedi média vykazuji 100 % viabilitu, ke
které se poté vztahuje vysledna viabilita testovaného materialu. Jako pozitivni kontrola je pouzit
material, ktery naopak vyvola maximalni cytotoxickou odezvu — napft. Triton X-100. Viabilita
bunék po inkubaci s pozitivni kontrolou by méla dosahovat 0 %. Takto ptipravena desticka se
opé&t ponecha inkubovat po dobu 24 hodin pti 37°C.

Treti den testovani opét probéhne mikroskopicka kontrola bunék. Je mozné poiidit snimky
bunék, které vypovidaji o viabilit¢ bunék. Mrtvé bunky jsou zakulacené a mohou plavat
v médiu (pozitivni kontrola), Zivé buiiky maji zachovany sviij tvar a pokryvaji povrch kultivaéni
jamky. Po této kontrole se odsaje médium, pfida se roztok MTT / cck-8 a ponecha se inkubovat
2-4 hodiny. V ptipadé pouziti MTT je pak nutné vzniklé fialové krystaly rozpustit pouzitim
isopropanolu a méfit absorbanci pti 570 nm. Pfi pouZiti cck-8 je moZné méfit absorbanci po
inkubaéni dob€. Vyslednd viabilita (Abse) je poté vztazena k viabilité negativni kontroly
(Absnc) dle vzorce: viabilita (%) = Abse / Abshc *100. Dle normy je stanovena hodnota
cytotoxicity na hranici 70 % viability oproti kontrolnim bufikam inkubovanym v médiu. Zalezi
v$ak i na mnoha dalSich faktorech jako jsou naptiklad podminky extrakce materidlu, pfitomnost
séra v médiu, které ,,chrani* bunky apod.

ZkouSka primym stykem

Zkouska cytotoxicity ptimym stykem se vyuZziva pro materidly, které pfisedaji na dno testovaci
jamky. U materidli, které se v médiu vznasi (jako napt. nékteré nanovlakenné materialy), neni
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tato zkouska vhodna a voli se spiSe testovani extraktt téchto vzorkd. Pro zkousku cytotoxicity
pfimym stykem se obvykle vyuzivaji desticky vétSich rozmért, plocha testovaného materialu
by méla zabirat 1/10 plochy jamky. Test probiha obdobné ve 3 dnech. Prvni den jsou nasazeny
buiiky do jamek ve spravné koncentraci. Druhy den po mikroskopické kontrole je vyménéno
médium, pouziji se téZ vySe zminované kontroly (negativni — médium, pozitivni — médium
s obsahem Tritonu X-100). Do pfislusnych jamek se vlozi testovany material. Tieti den
probéhne vyhodnoceni zejména pomoci mikroskopie, l1ze vSak vyuzit i méfeni metabolické
aktivity bun¢k. Mikroskopicky se zkouma rozhrani materidlu a narostlych bunék. V ptipadé
netoxického materidlu maji bunky zachovany sviij tvar a pokryvaji plochu jamky. U toxickych
materiall jsou na rozhrani materialu pozorovany poskozené bunky a zakulacené mrtvé buiiky,
které volné€ plavou v médiu. U méfeni viability je nutné pocitat s redukei viability diky mensi
plose riistu bunék. Tento fakt 1ze obejit testovanim netoxického materialu o stejném rozmeéru
jako testované vzorky.

Pro ptiklad je zde uveden test cytotoxicity folii s obsahem nanoc¢astic médi. Nylonové folie
byly vybrany pro demonstraci tohoto testovani z ditvodu, Ze jsou prihledné a je mozné testovat
cytotoxicitu extraktu materidlu i pfimy kontakt s materidlem. Pro cytotoxicitu extraktd byl
material smacen po dobu 24 hodin v kompletnim médiu v koncentraci 10 mg/ml (vzorky byly
zvazeny a poté bylo pfidano pfislusné mnozstvi média). Pro testovani byly pfipraveny také
kontroly — bunky v kompletnim médiu (DMEM) a v médiu s obsahem Tritonu X-100
(DMEM-+Triton). Extrakty materialu (S2) byly testovany v ptivodni koncentraci 10 mg/ml a
Vv polovi¢ni koncentraci 5 mg/ml, ktera se pfipravila fedénim ptivodniho extraktu. Celkem bylo
testovano 12 opakovani pro kazdy extrakt / kontrolu. Testovani cytotoxicity probihalo pomoci
metabolického testu MTT.

Vysledky testovani jsou zobrazeny na obrazku 17A-E. Na snimcich 17A-D jsou zobrazeny
snimky z optického mikroskopu. Normalni nepoSkozené buiiky s pfirozenou morfologii 3T3
mysSich fibroblastl jsou vidét na snimku kontrolnich bun¢k v médiu (obr. 17A odpovidajici 100
% viabilité bunck) a na materialu s fedénou testovanou koncentraci testovaného materialu (5
mg/ml — snimek 17D). Nejvice poskozené buriky (viabilita dosahujici 0,9 %) jsou vidét na obr.
17B, kde jsou patrné zakulacené buriky, které volné plavou v médiu. Na snimku 17C jsou
zachyceny bunky z vétsi ¢asti posSkozené, které maji zakulaceny tvar. Namétenad viabilita téchto
bunék byla 8,3 %, coz je siln€ pod limitem cytotoxicity (70 % viability kontrolnich bungk).
Hodnota viability bn¢k byla stanovena pomoci MTT testu, vysledky jsou zobrazeny v grafu na
obr. 17E.
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Obr. 17: Snimky z optického mikroskopu po zkousce cytotoxicity extrahovaného pevného
materidlu: negativni kontrola (neposkozené buiky, A), pozitivni kontrola (poskozené burky, B),
testovany extrakt materialu S2 o koncentraci 10 mg/ml (castecné poskozené buinky, C),

testovany extrakt materidlu S2 o koncentraci 5 mg/ml (neposkozené bunky, D). Graf zobrazujici
viabilitu bunék mérenou pomoci MTT testu (E).

Podobny typ materialu byl testovan také pfimym kontaktem. Buiiky byly nasazeny do 12ti
jamkové desticky. Po pfiméfeném narlstu bun€k byla do jamky pfiddna testovana folie a
sledovalo se chovani bun¢k v kontaktu s materidlem. Déle byly obdobnym zptisobem nasazeny
kontroly — burniky v médiu a bunky v médiu s obsahem Tritonu X-100, pocet opakovani byl
proveden pouze 4x. Jelikoz material v médiu volné plaval, nedochazelo k poSkozeni bunék na
dné kultiva¢ni jamky mechanicky, proto byl proveden také metabolicky MTT test pro
kvantifikaci buné¢né viability. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 18.

Kontrolni buiiky zobrazené na obr. 18A vykazujici 100 % viabilitu maji opét normalni tvar,
pokryvaji vétsinu dna kultivaéni jamky. Buniky v kontaktu s cytotoxickym Tritonem X-100 jsou
zakulacené a plavou v médiu (obr. 18B). Na obr. 18C jsou zobrazeny kulaté mrtvé bunky na
rozhrani testovaného materialu. Ve vétsi vzdalenosti od materialu pak byly nalezeny buriky
prevazné zakulacené (obr. 18D). Naméfena viabilita bun€k v kontaktu s materialem dosahla
pouhych 11,5 %, proto byl tento material oznacen jako cytotoxicky pro 3T3 mysi fibroblasty.
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Obr. 18: Snimky z optického mikroskopu po zkousce cytotoxicity extrahovaného pevného
materidlu: negativni kontrola (neposkozené bunky, A), pozitivni kontrola (poskozené bunky, B),
testovany materidl — rozhrani (C), buiiky v testovaci jamce s testovanym materidalem (D). Graf
zobrazujici viabilitu bunék merenou pomoci MTT testu (E).

9.2.2. Testy bunécné adheze a proliferace

Pro tkanové inzenyrstvi je velmi dulezita interakce scaffoldu s uréitymi typy bunék. V in vitro
podminkach Ize testovat, zda dochazi k bunééné adhezi a proliferaci pomoci vySe zminénych
metod (mikroskopické metody + metabolické testy). Testovani obvykle vypada tak, Ze na
sterilni materidly je nasazena bunécna suspenze a sleduje se v ur€itych ¢asovych intervalech,
zda bunky pokryvaji povrch scaffoldu ¢i vrustaji dovniti struktury tkanového nosice. Pti
statickych podminkéch kultivace ¢asto bunky pokryvaji pouze povrchy materialti. Pro migraci
a proliferaci bunék dovnitt scaffoldi je zpravidla nutné vyuzivat dynamickou kultivaci
S vyuzitim bioreaktort.

Pfi experimentu musi byt zajisténo, aby se buiky nasadily skutecné na povrch tkanového
nosice, coz mize byt u nékterych typti materiali obtizné. Naptiklad materialy, které v médiu
plavou, je nutné zatizit (napf. sklenénym krouzkem odpovidajici velikosti dané kultivac¢ni
jamky vit obr. 19A). Dale je mozné scaffoldy upeviiovat do specialnich drzakd, tzv. cell crowns
(obr. 19B).
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Obr. 19: Zatizeni nanovlakennych materialii pro in vitro testovani pomoci sklenénych krouzkii
(A), upevnéni modifikovaného nanovidkenného materialu do specidlniho inzertu, viozeni
materialit do testovaci desticky (B).

Bunééna adheze nastava fadove behem hodin, obvykle se vSak z praktickych divodu testuje 24
hodin po nasazeni bunék (buniky adheruji cca 4 hodiny, provedeni testil poté trva dalSich cca 6
hodin). Bunécna proliferace poté nastava pii vhodnych podminkach dokud nedojde ke
kompletnimu osidleni scaffoldu. Testovani se tedy obvykle provadi v nékolikadennich
odstupech pro sledovani kinetiky rastu bun¢k (napt. 1., 3., 7. a 14. den po nasazeni bungk).

Ke sledovani rastu bun€k se pouziva kombinace metabolickych testi a mikroskopickych
technik. Metabolické testy probihaji tak, Ze po uplynuti doby inkubace je material premistén do
jamky s obsahem MTT / cck-8, soucasné jsou testovany i kontrolni bunky na plastiku a
v ptitomnosti Tritonu X-100. Nasledné¢ je méfena metabolickd aktivita v porovnani
S kontrolnimi bunikami. Pii pouziti MTT testu lze fialové krystaly pozorovat i pomoci
svételného mikroskopu, jejich rozmisténi vypovida o pfitomnosti bunék.

Pro vizualizaci bun¢k jsou pouZivany spiSe mikroskopické techniky zalozené na fluorescencni
a elektronové mikroskopii. Fluorescenéni mikroskopie umoziiuje obarveni jader pomoci
propidium jodidu ¢i DAPI a tim jejich kvantifikaci, lze porovnavat pocet bun¢k na jednotku
plochy (pocet bunék / 1 mm?). Dale umoZiiuje obarveni bunééné cytoplazmy (phalloidin) a
hodnoceni tvaru bunék. Mira rozprostieni bunék (plochy cytoplazmy) také svéd¢i o
,vhodnosti“ materialu. Malé zakulacené bunky nemaji vhodné podminky k plné adhezi, proto
obvykle béhem par dni pocet bunék a jejich metabolicka aktivita klesa. Pokud se na povrchu
scaffoldu vyskytuji plné rozprostiené bunky, bude se zpravidla jejich pocet a metabolicka
aktivita béhem doby kultivace zvySovat.

Elektronovou mikroskopii 1ze pozorovat interakci bun¢k se scaffoldem. Pomoci SEM neni
mozné rozeznat jednotlivé buiiky. Prvni den po nasazeni lze hodnotit rozprostieni buné¢k,
Vv dalSich dnech je mozné sledovat procento pokryti povrchu buitkami.

Pro hodnoceni buné¢né adheze a proliferace je nutné testovani vétsiho poctu vzork. Pro kazdy
testovaci den je zapotiebi alespoil 4 vzorky pro metabolicky test, 1-2 vzorky pro fluorescen¢ni
a elektronovou mikroskopii + kontrolni vzorky bun€k na plastiku. Samoziejme ¢im vyssi pocet
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opakovani, tim spolehlivéjsi vysledky, ale zaroven je nutné zvazit casovou narocnost kazdé
analyzy.

Pro ptiklad zde bude uvedeno testovani proliferace fibroblastti na elektrostaticky zvlaknéném
polykaprolaktonu modifikovaném piidavkem L-Argininu (Arg). Byly vyrobeny materialy
obsahujici 1, 5 a 10 hm% argininu (PCL+1% Argm PCL+5% Arg, PCL+10% Arg) spolecné
s kontrolnim vzorkem polykaprolaktonu (PCL). Nanovldkenné materidly byly nastfihany do
velikosti dna 24jamkové testovaci desticky a sterilizovany pomoci ethylen oxidu. Po 2 tydnech
odvétrani byly materidly zatizeny pomoci sklenénych krouzkli pro zabranéni jejich plavani
v médiu diky jejich hydrofobnim vlastnostem. Na takto pifipravené scaffoldy byla aplikovana
suspenze fibroblastil o koncentraci 5x10° bunék na jamku. Bun&éna proliferace byla testovana
pomoci fluorescencni mikroskopie, metabolického MTT testu a elektronové mikroskopie.

Bunky na nanovlakenném materidlu byly vizualizovany pomoci fluorescencni mikroskopie.
Pro vizualizace byla vyuzita kombinace fluorescencnich barev DAPI a phalloidinu. Vysledky
jsou zobrazeny na obr. 20. Na nanovlakenném polykaprolaktonu jsou patrné ostrivky bunék,
které po 14ti dnech kultivace zabiraji necelou polovinu plochy scaffoldu. Na nanovlakenném
materialu obsahujicim 1% Arg jsou buiiky vice rozprostifené a zabiraji vétsi podil plochy nez u
PCL po 14ti dnech kultivace. Nejvyssi proliferace byla zaznamenana u material PCL+5% Arg,
kde fibroblasty po 14ti dnech pokryvaly souvisle celou plochu testovaného materialu. Na
materialu S nejvys$$im obsahem argininu (PCL+10% Arg) byly nalezeny pouze ojedinélé
zakulacené bunky.

PCL+1% Arg PCL+5% Arg PCL+10% Arg

PCL

Obr. 20: Snimky z fluorescencni mikroskopie fibroblastii kultivovanych na elektrostaticky
zvlaknéném polykaprolaktonu (PCL) s pridavkem argininu (1, 5, 10%) po 7 dnech (1. radek) a
14 dnech (2. Fadek). Bunky byly obarveny pomoci DAPI (bunécna jadra zbarvena modre) a
phalloidinu (aktinova filamenta zelené), meritko 50 um.

Pomoci obarveni jader byla také provedena kvantifikace bunéénych jader pomoci
automatického pocitani v programu MATLAB. Vysledky jsou vyjadieny jako pocet bunék na
1 mm?. Vysledky jsou zobrazeny na obr. 21A.
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Metabolicka aktivita méfend pomoci MTT testu je zobrazena na obr. 21B. Prvni testovaci den
(3. od nasazeni bun¢k na materidly) byla metabolickd aktivita bunék na PCL okolo 0,2,
S obsahem argininu 1% a 5% se metabolicka aktivita zvySovala (PCL+1% Arg 0,24, PCL+5%
Arg 0,36). Nejvyssi obsah argininu PCL+10% Arg vykazoval nejnizs$i metabolickou aktivitu
(0,07). Druhy testovaci den (7. den od nasazeni bun¢k) doslo k mirnému poklesu metabolické
aktivity bun¢k na materialech se stejnym trendem jako po 3 dnech kultivace. Po 14ti dnech
kultivace metabolicka aktivita na vSech materialech krom& PCL+10% Arg vzrostla —u PCL na
0,26, PCL+1% Arg na 0,32, PCL+5% Arg na 0,61. Nejnizsi hodnotu metabolické aktivity
konstanté béhem celého testovani vykazoval material PCL+10% Arg (kolem hodnoty 0,7 po3,
7 1 14ti dnech).
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Obr. 21: Vysledky poctu bunék na 1 mm 2 povrchu elektrostaticky zviaknénych materialii (PCL,
PCL+1% Arg, PCL+5% Arg, PCL+10% Arg) po 3, 7 a 14ti dnech kultivace (A). Vysledky
metabolické aktivity bunék na testovanych materialech (B).

Pro zachyceni bun€k byly pofizeny i snimky pomoci elektronové mikroskopie, vysledky jsou
zobrazeny na obr. 22. Testovani probihalo prvni den po nasazeni, kde jsou patrné jednotlivé
bunky a lze hodnotit jejich rozprostfeni po povrchu nanovlakenného tkanového nosice (1.
fadek). U scaffoldu s nejvyssim obsahem argininu je na snimku patrna zakulacena buika, coz
obvykle znaci nevhodny povrch pro bunéénou adhezi. Na ostatnich testovanych materidlech
doSlo k rozprostieni fibroblastl. Dale pak byly pofizeny snimky na konci testovani po 14 dnech
kultivace, kde lze pozorovat pokryti povrchu vrstvou fibroblasti. Na materialu PCL+5% Arg
lze vidét témét konfluentni vrstvu bunck, naopak na materidlu PCL+10% Arg se nevyskytuji
zadné bunky.
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PCL+1% Arg

Obr. 22: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie fibroblastii kultivovanych na
elektrostaticky zvlaknéném polykaprolaktonu (PCL) s pridavkem argininu (1, 5, 10%) po 1 dni
(1. Fadek, meéritko 10 um) a 14 dnech (2. radek, méritko 50 um).

9.3.Statiska vs. dynamicka kultivace

Vyse zminéné postupy popisovaly tzv. statickou kultivaci, pii které je bunétna suspenze
aplikovana na tkaiovy nosi¢ a inkubace probihd v termostatu pii 37°C. Obvykle tyto
experimenty vedou K osidleni scaffoldu pouze na jeho povrchu, jelikoz vnitiek 3D struktury
neobsahuje dostatek Zivin a neptfedstavuje tak idedlni misto pro rist bunék. Rovnomérnému
rozmisténi bunék ve 3D strukturach napomaha tzv. dynamickd kultivace s vyuzitim
bioreaktorti, které Iépe simuluji pfirozené prostiedi organismu v in vitro podminkach.
V bioreaktoru dochézi k proudéni ¢i promichavani média, coz umoziuje prorastani bunék do
celé struktury tkdnového nosice. Navic miiZze byt material umistény v bioreaktoru vhodnym
zpiisobem stimulovan napiiklad mechanickym naméhanim, coz vede ke zvySené produkci
extracelularni hmoty a k ,,pfestavbé* scaffoldu do spravné podoby pted implantaci. Bioreaktor
by mél byt zkonstruovan s ohledem na cilovou aplikaci. Je nutné pouZiti netoxickych materiald,
které jsou snadno sterilizovatelné.

Velikost bioreaktort pii dynamické kultivaci se miize znacné lisit. Jednim ze sméri je tzv. scale
up, kdy je mozné vyuzivat objemné bioreaktory napf. pro testovani 3D tkanovych nosict. Jejich
nevyhodou je vysoka spotfeba média. Druhym smérem je miniaturizace, ktera vede k vyvoji
organd na ¢ipu, o kterych pojednava nasledujici kapitola.

62



Pouzita a doporucena literatura:

Swar S., Makova V., Horakova J., Kejzlar P., Parma P., Stibor I. A comparative study
between chemically modified and copper nanoparticle immobilized Nylon 6 films to explore
their efficiency in fighting against two types of pathogenic bakteria. European Polymer
Journal 2019, 122: 109392. DOI: 10.1016/j.eurpolym;.2019.109392

Horakova J., Oulehlova Z., Novotny V., Jencova V., Mikes P., Havlickova K., Prochazkova
R., Heczkova B., Hadinec P., Sehr S., Wendel H.P., Bell C.M., Krajewski S. The assessment
of electrospun scaffolds fabricated from polycaprolactone with the addition of L-Arginine.
Biomedical Physics & Engineering Express 2020. DOI: 10.1088/2057-1976/ab756f

63


http://dx.doi.org/10.1016/j.eurpolymj.2019.109392
https://iopscience.iop.org/journal/2057-1976
https://doi.org/10.1088/2057-1976/ab756f

10. Organy-na-¢ipu
Markéta Klicova
Dulezité pojmy. organ-na-cipu, mikrofluidika, dynamicka kultivace

10.1. Uvod

V poslednich letech je Casto skloniovan termin ,,organ-na-cipu®, vznika fada odborné literatury,
pfedni svétova pracovi§t¢ pracuji na jejich rozvoji, a dokonce jsou zaklddany nové
technologické start-upy, které si kladou za cil komercionalizovat tato testovaci zafizeni.
Organy-na-¢ipu nejsou nahrady nativnich organi a tkani a nejsou ani uré¢ené k implantaci do
kapitolach). Organy-na-Cipu jsou mald (jednotky cm) vétSinou prihledna zafizeni, kterad
napodobuji hierarchii, mechaniku a funkci zivych lidskych organii. Takové plice na Cipu se
mohou skladat z plicnich bun€k ve vice vrstvach, na které je ptisobeno mechanickymi silami
tak, Ze je tkan natahovana a stlacovana jako v ptipadé¢ procesu dychani. Dal§im ptikladem muze
byt napf. srdce-na-¢ipu, slozené z bun€k srdecniho svalu, které biji ve stejném rytmu jako lidské
srdce. Tento princip umoziuje zkoumat fungovani lidského organismu v laboratornich
podminkach. Organy-na-¢ipu slouZi k co nejptesnéjSimu chovani organd v nasSem téle, tak aby
mohl byt studovan napt. vliv novych 1é¢iv na organovou funkci, a to i bez pouziti zvitecich
modelt. Nase télo je velmi dynamickym systémem a b&zné testovéani lidskych bunck ve
statickém prosttedi neboli ,,na Petriho misce* pfestava byt dostacujici nebo minimalné nestiha
trend rychlého vyvoje novych 1éCiv a jejich komercionalizace.

Dals$im podstatnym diivodem vedoucim k potiebé vyvoje organi-na-Cipu je personalizovand
medicina. Aktualné neni mozné piesné predikovat reakci pacientova té¢la na konkrétni 1éCiva,
jejich kombinaci, dostacujici koncentraci apod. V budoucnu by bylo mozné osadit jednotlivé
organy-na-¢ipu piimo pacientovymi buitkami a nejprve laboratorné vyzkouset jejich odezvu na
danou kombinaci 1é¢iv, experimentalni 1é¢iva apod. Jednalo by se o rychlou a bezpecnou
analyzu bez ohrozeni lidského zdravi ¢i pouziti jinych zivych modeld. Tim se dotykdme dalsi
problematiky, kterou by technologie organii-na-Cipu vyfesila. Aktualné je naprosto nezbytné
otestovat nov€ vznikajici 1é¢iva v preklinickych studiich na zvifecich modelech. Takova
testovani jsou opiedena fadou etickych otazek, které jsou do jisté miry nefeSitelnd, jelikoz
v soucasné dobé nejsou vhodné alternativy k ovéfeni biokompatibility vyvijenych latek.
Nesmime také zapomenout na fakt, Ze Zddny zviteci model pfesné neodpovida realité chovani
lidského organismu. Vzdy se jedna o pouhé aproximace a v historii existuje nékolik ptipadd,
kdy vysledky zviteciho testovani fataln¢ zkreslily biokompatibilitu novych 1€¢iv. Napt. V roce
2016 bylo testovano nové 1€€ivo s celem 1écby symptomi Parkinsonovy choroby. Pii testovani
léciva BIA 10-2474, nebyla na mySich modelech pozorovana neurotoxicita, zatimco v malé
klinické studii na lidskych pacientech 1éc¢ivo zpilisobilo zavazné neurologické symptomy u
testovanych osob, které dokonce v jednom z ptipadi vedly ke smrti dobrovolnika. Pokud by se
v budoucnu dokazaly vyvinout dostate¢né funkéni organy-na-cipu, pak by se mohly zapojit do
organovych-soustav-na-Cipu a vytvofit ,,télo-na-cipu* (viz Obr. 23) a tim minimaln¢ vyrazné
redukovat pocet animalnich studii a preventovat ohrozeni lidskych dobrovolniki pro klinické
studie. Na této problematice pracuje fada svétove uznavanych védcu.
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Hlavni diivody k podpote vyvoje organi-na-cipu:

e Urychleni a zlevnéni vyvoje novych Ié¢iv. ZvySeni Gi¢innosti, koncentrace, davky apod.
S minimalnim pouzitim zvifecich modeld a bez ohrozeni lidskych pacientt.

e Omezeni testovani na zvifatech.

e Personalizovand medicina, kterd mlze byt realizovany pomoci osazeni modelovych
organu-na-¢ipu pacientovymi bunkami. Vznika tak moznost sledovat specifické odezvy
1 bez pfimé expozice.

e Moznosti sledovani chovani organt na bunééném levelu s podstatné vysSim
statistickym vyhodnocenim. Testovani na organech-na-¢ipu mize byt provedeno
v takika libovolném rozsahu opakovani. (Napf. stovky opakovani v laboratoti na ¢ipech
neni problém, zatimco na realnych modelech by bylo velice ¢asové narocné realizovat
takto rozsahly experiment.)
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e Moznost studia jednotlivych onemocnéni, jejich mechanismu pisobeni, Siteni apod.,
coz muze vést k zefektivnéni postupti 1é¢by, vyvoji novych 1é¢ebnych metod, prevence
onemocnéni a jejich vymyceni.

Ineune resconss
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Obrazek 23: Plice-na-cipu, prvni organ-na-cipu v historii (vlevo). Moznost propojeni
Jjednotlivych organu-na-cipu do komplexniho systému tvz. téla-na-cipu (vpravo).

Zdroje obrdzkiu: (vlevo) https://wyss.harvard.edu/media-post/lung-on-a-chip/  (vpravo)
https://www.elveflow.com/microfluidic-reviews/organs-on-chip-3d-cell-culture/a-review-
about-organ-on-chip/.

10.2. Jak funguji organy na ¢ipu?

V tivodu bylo vysvétleno, pro¢ jsou pro nds organy-na-cipu tak prospésné. NaSe télo neni
pouhou monovrstvou bun€k na plandrni Petriho misce, kterd je staticky kultivovana
Vv inkubatoru. Neékteré primarni kultury jsou sice v podobném prostiedi (za ptredpokladu
piitomnosti vhodného média, teploty a pH) schopné zivota, nicméné pii této kultivaci jsou zcela
opomijeny biomechanické procesy realnych tkani. Nejen proto byly v poslednich letech
vyzkouseny dalsi pfistupy moznosti kultivace bun¢k, kdy napt. buiiky cévniho endotelu byly
péstovany v mikrokanalcich, ve kterych konstantné protékalo kultivacni médium. Dynamicky
zpiisob kultivace je pro tento typ bunck daleko pfirozenéj$i v porovnani S vypéstovanim
planarni vrstvy bun¢k v Petriho misce. Pravé ptfirozen¢ho chovani bunék se snazime dosahnout
Vv laboratornich podminkach, jelikoz ¢im vice se uméle péstované buiky pfiblizi redlnému

*vree

chovani v lidském organismu, tim ,,spravnéj$i* odezvu a predikci ziskame. Tim se vracime opét
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k organiim-na-¢ipu. Organy-na-¢ipu predstavuji lidské buriky péstované na malych (jednotky
cm krat jednotky cm) biokompatibilnich substratech. Tyto struktury byly navrzeny tak, aby co
nejvice simulovaly tvar, mechaniku a funkci lidskych organd. Proto se také védni obor nazyva
organy (buriky) na ¢ipu (mikro-prostredi).

Pro ptipravu funkéniho modelu orgdnu-na-Cipu jsou tak potieba builky, jejichz typ zalezi na
konkrétni aplikaci. Plice na Cipu jsou slozeny z plicnich bunék, které vsak nejsou jedinym
typem bunék, které se nativn¢ vyskytuji v nasich plicich. Bézn¢€ se nase organy skladaji z vice
typt bunék, které jsou uspotadany ve vice vrstvach. Plicni sklipky se skladaji z epitelovych
bun¢k, které se vyskytuji v misté proudéni vzduch, a které jsou odlisné od bun¢k, které jsou
pritomné na jinych mistech plicnich sklipkt, kde proudi krev skrze cévy. Do ¢ipu mohou byt
vloZeny napft. buitky odebrané biopsii piimo od lidskych darct, pfipadné vypéstované bunky
Z darcovskych kmenovych bunék, bunky z nadorovych linii apod. Buiiky jsou kultivovany na
poréznich membranach uprostied Cipu, jak 1ze vidét na Obr. 23.

Cip musi byt designovan tak, aby bylo co nejvice napodobeno piirozené prostiedi. Kromé toho,
7e bézné testovani na Petriho miskach, které se snazi orgdny-na-Cipu prekonat, neumoziuje
pusobeni mechanickych sil, je také struktura bézného kultivaéniho plastiku velmi rigidni.
V naSem téle jsou vSak organy méekké a flexibilni. Z téchto diivoda jsou Cipy pfipravovany
Z materidll, které se prizpiisobi mechanickému namahéni. Jedna se Casto o silikonové struktury
(napt. na bazi polydimethylsiloxanu — PDMS), jejichz biokompatibilita je dobfe ovéiena a
nedochdzi tak ke zpomaleni bunééné adheze a proliferace. K dynamické kultivaci je pak
zapotiebi dal$i zafizeni, kterym mohou byt mikropumpy pro rozvadéni kultivaéniho média
kanalky Cipu.

10.3. Prvni organ-na-¢ipu: plice

V roce 2010 publikoval profesor Donald E. Ingber a jeho tym (Wyss Institute for Biologically
Inspired Engineering, Harvard Medical School) v prestiznich ¢asopise Science zminku o
prvnim organu-na-¢ipu na svété, kterym byly plice. Védec Dongeun Huh z tymu profesora
Ingbera kultivoval rizné bunétné typy v malych kultivac¢nich systémech s mikro-fluidnimi
kanalky. Védci se tehdy sousttedili na co nejpresnéjsi simulaci plicnich sklipkt. Uprostied Cipu
(uvnitf v podélném horizontdlnim fezu stfedového kanalku) se vyskytovala polopropustna
membrana, na které byly z jedné strany nasazeny plicni epitelové builky, a z druhé strany
membrany byly nasazeny plicni endotelové buiikky. Membrana rozdélila kanalek podélné na dvé
¢asti. V jedné ¢asti kanalku pak proudil vzduch (nad epitelovymi buitkami) a ve druhé protékala
krev (v kontaktu s endotelovymi buiikami). Cip byl mechanicky natahovan a stla¢ovan, aby
bylo simulovano dychani. Ve vyzkumu bylo ukazano, Ze pokud dojde k této specialni kultivaci,
zlstane zachovédna funkcénost plicnich bunék a dojde k pomérné piesné simulaci plicnich
sklipkt in vitro. Bylo také provéteno, ze tyto plice-na-¢ipu mohou slouzit k demonstraci
raznych plicnich onemocnéni od bakteridlnich infekei po patologickou akumulaci tekutin.
Pozd¢ji v roce 2020 mohl byt tento model okamZité pouzit pfi zkoumani onemocnéni covid-19.
Moznost rychlého laboratorniho experimentu bez schvalovacich procest je naprosto zdsadnim
pokrokem. Profesor Ingber poukdzal, Ze tento vynalez neni pouze pokroc¢ilou metodou
dynamické kultivace buné€k, ale Ze se skutecné podafilo napodobit funkci celého orgéanu.
Vynalez byl tak vyznamny, Ze vyvoj organu-na-Cipu doposud ziistava hlavnim vyzkumnym
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smérem prestiznich svétovych pracovist,, plice-na-¢ipu byly pouzity farmaceutickymi firmami,
FDA (Food and Drug Administration)’ a dal§imi subjekty. Vznikla fada start-upi v tomto
oboru. Profesor Ingber se stal jednim z nejcitovanéjsich védct svéta a obdrzel fadu ocenéni.

LUNG-ON-CHIP
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Obr. 14: PREKRESLIT. Hierarchie plic-na-cipu. Popis mikrofluidniho systému a zpiisobu
dynamické kultivace bunék.

7 Utad pro kontrolu potravin a 16¢iv — vladni agentura USA zodpovédna za regulaci potravin, doplitki
stravy a 1éCiv
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11. Invivo testovani tkanovych nosica

Jana Horakova
Diilezité pojmy: in vivo testovani, modelové organismy, princip 3R, plan pokusu na zvifeti

Pfedchozi kapitol pojednavaly o testovani v laboratornich podminkach — in vitro pfi statické
kultivaci ¢i s pokrocilejSimi technologiemi vyuzivajicimi modelové tkan¢ v mikrométitku.
Soucasna metodika hodnoceni bezpecnosti biomaterialii se vSak opird mimo jiné i o testovani
materiali na laboratornich zvifatech — tzv. testovani in vivo (=v Zivych organismech). Tento
typ testli pfedchazi klinickému testovani na lidskych subjektech.

11.1. Historie pokusii na zviratech

Historie experimentii na zvitfatech je velmi dlouha, prvni pisemné zminky se objevuji uz od
starovékych Rektl a Rimand. Napiiklad ¥imsky lékai Galén provadél vefejné zakroky na
zvitatech, aby demonstroval, jak funguji zivé organismy. Jednalo se o kruté zakroky, které by
k objasnéni mnoha neznamych faktd o lidském téle. Dfive se prosazovala myslenka pochazejici
od feckého filozofa Aristotela o nadfazenosti ¢lov€ka nad zvifaty. Aristoteles tvrdil, Ze zvitata
jsou predstupném cloveka, majici tzv. citovou dusi, lidem pak byla pfipisovana tzv. rozumova
duse.

Zpocatku byly experimenty na zvifatech kruté, nicméné co do Cetnosti se jednalo spiSe o
ojedin€lé pokusy. S postupujici dobou vSak rostla zvédavost a zafalo se testovat vice
systematicky. Jednim z dalSich ,,zvifecich experimentatort* byl anglicky 1é¢kat William Harvey
(16.-17. stoleti), ktery se proslavil objevem krevniho ob&hu. Svou teorii ovétoval na 90ti
zivoci$nych druzich. Poprvé spravné popsal fungovani srdce a cévniho systému. Ve stejném
obdobi ptisobil 1 filozof René Descartes, ktery tvrdil, Ze zvifata nemaji dusi ani védomi, a tudiz
nemohou citit bolest. Jeho myslenky tak ,,legalizovaly* tehdej$i experimenty na zvitatech.

Dal$im vyznamnym védcem vyuzivajicim zvifata pro své objevy byl francouzsky biolog a
chemik Louis Pasteur (19. stoleti). Studoval ptenos infekénich chorob a polozil zaklady
vakcinace. Vyvinul o¢kovani proti vztekling.

Ve 20. stoleti dochazi k dalSim vyznamnym objevim diky vyuziti laboratornich zvifat.
Kanadsky 1ékat Frederick Banting ziskal Nobelovu cenu za objev 1é¢ebného t¢inku insulinu
(1923), coz vedlo k prilomu v 1écbé diabetu. Své experimenty zacinal na psech, pozdéji je
potvrdil také na kravéch.

Vycet vyznamnych objevl by mohl byt mnohem delsi, je v§ak nad ramec této kapitoly. Vyuziti
zvitat pro vyzkum piineslo mnoho vyznamnych objevi, které zachranily nespocet lidskych
experimentovani na zvifatech nijak regulovano, dnes samoziejme je vyuziti zvifat zakotveno
v legislativé, v Ceské republice se konkrétng jednd o zakon &. 246-1992 Sb. Na ochranu zvitat
proti tyrani.
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11.2. Princip 3R

Snahy o feSeni regulace testovani na zvifatech se vyskytuji od 19. stoleti v Evropé i v USA.
V roce 1959 biologové Russel a Burch stanovili tzv. koncepci 3R v knize ,,Principy humanni
experimentalni techniky*, ktera ma zajistit odpovédné pouziti zvifat ve védeckych studiich.
Jedna se o zkratku 3 slov: Replacement, Reduction, Refinement. Prvnim principem je tzv.
nahrazeni (Replacement). Pokud existuje alternativni metoda pro dosazeni stejného védeckého
poznatku, méla by byt primarn¢ vyuzita. Jako ptiklad lze uvést in vitro modely tkani nebo
organy-na-¢ipu. Druhym principem je snizovani (Reduction). Ve studii by mélo byt pouZzito co
nejméné zvitrat pro ziskani dostate¢né informace. Z kazdého experimentu by také mélo byt
ziskano co nejvice informaci (napt. aplikace vice materiali na jedno zvife, pokud je to mozné
— napi. kozni kryty apod.). Prili§ nizky pocet zvirat by ale mohl vést k nepritkaznosti testované
hypotézy, proto je vhodna konzultace s odborniky na statistiku. Poslednim principem je tzv.
zmirnovani (Refinement), které ma zajistit zmirnéni potencialniho utrpeni zvifat béhem
experimentd.

11.3. Experimenty se zvifecimi modely

Pro vyzkum se nej€astéji pouzivaji laboratorni my$ a potkan diky nizkym ndkladtim, snadné
manipulaci a rychlé reprodukci. Laboratorni my$ domaci (Mus musculus) je nejpocetnéji
vyuzivané laboratorni zvife pro in vivo experimenty. Potkan (Rattus norvegicus) je vétsi nez
mys, jedna se o druhy nejcastéji vyuzivany druh pro experimenty. Dale se hojné vyuzivaji
krélici, morcata, kocky, psi, prasata (doméci / miniprasata), ovce, primati. Zvifata jsou
specialné chovéna k testovacim uceliim, pokusy musi byt schvalené na n€kolika tirovnich.

Pokud se planuje experiment na zviteti jako napf. testovani vyvijeného scaffoldu na zvifecim
modelu, je nutné sepsat tzv. projekt pokusu, kde je ptesné specifikovano, kolik zvitat bude ve
studii pouzito, jak dlouho se bude zvite sledovat, jaka bude podavana medikace, jaké parametry
se budou hodnotit apod. Projekt pokusu je zavazny a nelze se od n& bcéhem samotného
experimentu odchylit! Pokud by doslo k neplanovanym zméndm, je nutné sepsat novy projekt
pokusu a ten nechat opét odsouhlasit, coz je pomérné dlouhy proces. K projektu pokusu se
nejprve vyjadiuje odborna komise pracovisté, kde ma testovani probihat. Dale ho schvaluje
ministerstvo, pod které pracovisté spada (Ministerstvo zdravotnictvi, Ministerstvo zemédélstvi,
Akademie véd CR).

Pii planovani pokusu na zvifecim modelu je nutné zohlednit nékolik hledisek a spravné
navrhnout design experimentu. KliCovy je vybér vhodného modelového organismu pro
testovani vyvijeného tkanového nosice. Obvykle se v prvni fazi voli mensi Zivoc€ichové (mys /
potkan / kralik). Dulezité je také misto implantace, doba sledovani zvitete, metody sledovani
béhem experimentu a metodika hodnoceni po ukonceni pokusu. Musi byt brany v potaz
principy 3R, coz znamena, ze metodu nelze nahradit alternativni in vitro metodou, ve studii je
pouzit co nejmensi pocet zvifat pro ziskani relevantniho vystupu, experiment je provadén co
»hejSetrnéji* k testovanym zvifatim, hodnoceni vystupli experimentl je co nejdetailnéjsi (je
provedeno co vice analyz pro ziskani maximalniho mnozstvi informact).

Pro materidlové inZenyry je nutné seznamit se s anatomii cilového orgénu / tkan¢ testovaného
zvitete. Scaffold se obvykle vyviji pro aplikace v huméanni medicing, proto nékteré parametry
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jako napft. velikost apod. musi byt upraveny pro testovani na zvifecich modelech. Také je nutné
mit neustale na paméti, ze vysledky in vivo stale nezarucuji fungovani i na jinych zivocisnych
druzich. Mezi zvifecimi druhy existuji zna¢né mezidruhové rozdily, které mohou vyznamné
ovlivnit zavéry provedenych experimentti. Na druhou stranu otestovani scaffoldu v zivém
systému doda nové informace, které nelze ziskat v in vitro podminkach. V zivém organismu
dochazi k interakci se vSemi télnimi systémy — V prvni fad¢ se jednd o imunitni systém, ktery
zajisti prvotni interakci s materialem, dale dochdzi k interakcim s krevnim systémem,
nervovym systémem, hormondlnim systémem a dalSimi.
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12. Etické otazky tkanového inzenyrstvi

Markéta Kli¢ova

Dulezité pojmy. kmenové bunky, autogenni/alogenni/xenogenni darce, Helsinska Deklarace,
HelLa bunky

Z ptedchozich kapitol je jisté patrny velky vliv tkdniového inZenyrstvi na moderni regenerativni
medicinu. Aktualné je vyvijena celd fada produktt, které¢ by v budoucnu mohly ptinasSet zcela
nové moznosti 1éCby a regenerace tkané. Tkanové inzenyrstvi tak otevira dalsi prilezitosti, ale
také pomahd odstranit mordlni dilemata. Co je mysleno moralnim dilematem? Pro ilustraci si
predstavme situaci, kdy zdravy jedinec stoji pfed zavaznym rozhodnutim, zda darovat ledvinu
pacientovi, ktery je zavisly na nalezeni vhodného darce. Piestoze rizika takové operace jsou
ekvivalentni béznému stiedné velkému operacnimu vykonu, stale se jedna o zasah do lidského
organismu. Na druhou stranu Zivot nemocného ¢loveéka bez jediné funkéni ledviny je velice
narocny a statisticky kratsi. Mél by tedy darovat organ ci nikoli? Tkanové inZzenyrstvi si klade
za cil uméle vypéstovat piisluSné orgdny pro transplantaci, coz znamena, ze kromé déarcti bude

R4

existovat dal$i moznost ziskani organu. Tato védni disciplina tak fesi nastinéné moralni dilema,

je ale dulezité si uvédomit, ze na druhou stranu pfinasi fadu etickych otazek, na které¢ vibec
neni jednoduché jednoznac¢né odpoveédét. Témto otazkam se vénuje nasledujici kapitola.

Na konci 20. stoleti doslo k prvnimu uspésnému klonovani savcli metodou nuklearniho
transferu®. V roce 1996 se po uspé&ném experimentu narodila ovce Dolly, geneticka kopie
dospélého jedince ovce domaci. Na tento experiment navazuje dalsi vyzkum, kdy v roce 2018
doslo k prvnimu klonovani primatd a narozeni identickych dvojcat opic. Tento vyzkum uz je
jen kriicek vzdéaleny od klonovani lidského druhu, které je jisté siln¢ kontroverznim tématem.
Dalsi diskutabilni udalosti je operace, provedena v roce 1984, kdy doSlo ke xenogennimu
darcovstvi organu. Novorozenci se smrtelnou srde¢ni vadou bylo implantovano srdce pavidna.
Doslo vsak k rejekei transplantatu a dité zemfelo za tii tydny od operace. Mlady pacient bez
vhodného transplantatu nemél Sanci na pieziti, uvédomme si ale, Ze takto byly ukonceny Zivoty
dva — pacienta i darce. Také tento piipad zah4jil fadu etickych diskusi.

Z historie je patrné, Ze nové v€decké poznatky a experimenty v mediciné, které balancuji na
hrané kontroverze, pfirozen¢ vyvolavaji potfebu reagovat na otdzky ohledné¢ etiky. VétSina
produktt tkdnového inzenyrstvi se zatim nachazi ve fazi preklinického vyzkumu, nicméné jiz
nyni se k této védni disciplin€ vaze fada etickych otazek a s rozvojem tkanového inzenyrstvi
Z nich je vice filozoficka, tyka se naruSeni ,pfirozenosti“. Tkanové inZenyrstvi kombinuje
principy inZenyrstvi a ptirodnich véd pro vyvoj produkti, které opravuji, udrzuji nebo vylepsuji
funkci lidské tkdné¢ nebo organu, coZz je samotnd definice tkanového inZenyrstvi, kterou
formulovali Langer a Vacanti v roce 1987. Medicina uz nemusi pracovat pouze s dostupnym
biologickym materidlem, ale najednou je mozné vypéstovat zcela novou — tieba 1 vylepsSenou -
tkan. Takové moznosti by jisté bylo vhodné né¢jakym zptisobem regulovat. Druhé aktudlné;si

8 Nuklearni transfer — forma klonovani, kdy dochazi k pfenosu jadra (s obsahem DNA) buiky do
neoplodnéného vajicka, kterému bylo vlastni jadro odstranéno
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otazka se tyka problematiky ziskavani kmenovych buné¢k. Kmenové buiky jsou pro tkanoveé
inzenyrstvi velice prospésné. Mohou byt ziskany od autogennich, allogennich i xenogennich
darct, ikdyz pro budouci pouziti v lidské mediciné se preferuje darcovstvi mezi dvéma
osobami. Jejich extrakci Ize provést naptiklad z kostni diené dospélého jedince, nicméné takto
ziskané bunky je narocné efektivné kultivovat, i pti Gspésné kultivaci je komplikaci jejich nizka
zménen na jiny a tim padem je znacné limitovano jejich vyuziti v konkrétnich aplikacich.
Naopak unikéatnim zdrojem jsou embryonalni kmenové bunky. Embryonélni kmenové buiky
jsou totiz pluripotentni a lze je tak stimulovat k vyvoji jinych kmenovych a dalSich
diferenciovanych bungk. Pti jejich pouziti by tak nebylo nutné extrahovat a kultivovat vSechny
jednotlivé bunecné typy z lidského organismu. Embryonalni kmenové bunky lze ziskat z
nadbyte¢nych in vitro uméle oplodnénych vaji¢ek, které byly kultivovany v ramci 1écby
neplodnosti. Pokud bylo uspé$né vytvofeno vice embryi, nez je potieba pro oplodnéni
pacientky, nejsou nadbyte¢na embrya implantovany do téla Zeny. Naopak, po cca péti dnech,
kdy se oplodnéné vajicko nachazi ve fazi blastocysty, mtize dojit k extrakci kmenovych bunék
a jejich nasledné kultivaci in vitro. Sice je tak mozné ziskat dostatek bunék, ale dojde ke znic¢eni
embrya. Je to tak spravné ci nikoli?

12.1. Filozofické pristupy k etickym otazkam

Existuji dva pfistupy, které se vénuji vysvétleni této problematiky. Prvnim z nich je takzvany
konceptualismus, ktery fika, Ze embryo ma stejny moralni status jako novorozenec, jelikoz
lidsky zivot za¢ind v koncepci neboli poceti, kdy dojde ke splynuti gamet. Konceptualismus
stavi na tom, Ze embrya maji potencidl, aby se staly ditétem, a neexistuje zadny specificky
okamzik, ve kterém miizeme tvrdit, Ze zarodek nebo embryo se stava ¢lovékem. Na druhou
stranu proti-argumentem je, ze nadbyte¢na embrya nemohou byt pouzity pro oplodnéni, z ¢ehoz
plyne, Ze nemaji Sanci na preZiti a tudiz tento potecial nemayji.

Druhym filosofickym ptistupem je tvz. gradualismus. Gradualismus je zaloZen na schopnosti
vnimat. Hlavni my$lenkou gradualismu je, Ze embryo nedokéze vnimat a proZivat. Problémem
této teorie je otdzka ,,4 opravdu nemuze? . A jaky stupen vnimani je viibec dostatecny,
abychom ho povazovali za lidsky prozitek? Citime, Ze na tyto otazky odpoveédét neumime a ani
gradualismus tak nefes$i vSechny etické problémy. Rozdilem téchto dvou pfistupt je, Ze
gradualismus popira stejnou hodnotu embrya a narozeného ditéte. Naopak oba sméry se shoduji
v tom, Ze moralni hodnota embrya je vyss§i nez ostatnich bunék. Opét ale naraZzime na problém
subjektivity moralni hodnoty.

10.3. Etické otazky ziskavani bunék a komercionalizace produkti tkanového inZenyrstvi

Dalsi moznost, jak ziskat kmenové bunky, je extrakce z potracenych plodi. Potracené plody
také nemaji potencial se stat lidskou bytosti. Navic stejn¢ dochazi k jejich likvidaci, a proto Ize
polozit otazku, zda by nebylo prospésné neplytvat tolik vyznamnym biologickym materidlem.
Odpovéd znovu zalezi na subjektivnim nézoru jedince a jeho pohledu na zivot, ktery se odviji
od prostfedi a kultury, ve kterych vyriista, od ndboZzenstvi, které vyznava apod. S potracenymi
plody i nadbytenymi embryi pii in vitro oplodnéni je pfipadné¢ manipulovano za
informovaného souhlasu matky (paru).
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Dalsi eticky problematickou oblasti je komercionalizace produkti tkanového inZenyrstvi.
Pokud budou v budoucnu existovat firmy pro dodavani in vitro vypéstovanych organt, jisté
budou chtit ze své ¢innosti profitovat. Je to vithec moralni? A meli by darci bunécnych kultur,
které byly pouzity pro vyvoj produktii, obdrzet financni kompenzaci? Existuji dva modely, které
se touto problematikou zabyvaji. Prvnim z nich je transplanta¢ni paradigma. Pokud se darce
rozhodne pravidelné darovat naptiklad krev, nevybira si, kdo bude piijemce, konkrétné jakého
bude pohlavi, nabozenského vyznani, véku, rasy atd. Transplantac¢ni paradigma fika, Ze jakmile
darujeme biologicky materidl pro transplantaci, nemame na jeho dalsi osud vliv. Problematiku
darovani bunék pro tkanové inzenyrstvi popisuje vyzkumné paradigma. Existuje
tzv. Helsinska Deklarace, jejiz cilem je stanovit etické zasady, kterymi by se méli 1ékafti a
védci fidit pfi vyzkumu, ktery je provadén bud’ piimo na lidském druhu, nebo na zaklad¢
lidského biologického materidlu. Byla poprvé pfijata v roce 1964 a od té doby byla nékolikrat
aktualizovana. V Helsinské Deklaraci bylo ustanoveno, Ze dércovsti je dobrovolné po
informovaném souhlasu, poskytnuté tdaje by mély darci jednoznacné vysvétlovat, o jaky
vyzkum se bude jednat, co bude jeho vysledkem apod. To je rozdil oproti transplanta¢nimu
paradigma, kde si darce nevybira, pouze se rozhoduje, zda darovat ¢i nikoli. Dalsi rozdil se tyka
budoucnosti darovaného materialu. Svédska Biobank Act zavedla, Ze darce si miiZze material
vyzadat zpét a zodpoveédna osoba rozhodne, zda biologicky material opravdu Zadateli vratit ¢i
zda zGstane ulozen, ale bude ucinén neidentifikovatelnym. Otdzkou zGstava, jak je mozné
zbavit bunéény material identifikace, kdyz jisté¢ obsahuje DNA darce. Miizeme tedy fict, ze
darcovstvi bun¢k pro vyzkum se opira o Helsinskou Deklaraci a darce o svém bunééném
materialu mize dale rozhodovat.

V obou paradigmatech je zdlraznovano, ze se jedna o dar, ktery neni fina¢né odmeénén, jelikoz
lidsky biologicky materidl nevlastnime a neni mozné s nim obchodovat (viz nelegalni obchod
S organy). Je tedy v poradku, aby firma prodavala produkty, které dostala zadarmo? To jisté
neni fér vic¢i darcim, na druhou stranu je nutné si uvédomit multidisciplinaritu tkanového
inZenyrstvi. Tkanového inZenyrstvi nestoji pouze na darci a poskytnutych bunikach. Za vyvojem
scaffoldu stoji cely tym bunécénych biologli, materidlovych inZenyra, 1ékati a expertli ve vSech
odvétvich pfirodnich véd. Ti pfinasi do oboru svou znalost, intelektudlni usili a samoziejmé
fyzickou praci v laboratofi. Na takovy vyzkum je potieba specializované pracovisté, které je
finan¢né naro¢né z hlediska vybavy i udrzby. Potom je jisté akceptovatelné, ze firmy a védci
mohou profitovat z produktt tkanového inzenyrstvi, byt realizace jejich vyzkumu castecné
vychdzi z darovanych bunék.

Na zavér kratce uvedeme vyznamnou udalost tkanového inzenyrstvi. V roce 1951 byly
odebrany rakovinné buiiky (cervikalni karcinom) pacientce Henrietté Lacks. Tehdejsi védecti
pracovnici vyzkousSeli bunky péstovat in vitro a zaznamenali Gspéch. Vibec poprvé v historii
se podatilo uspésné kultivovat lidské bunky a dodnes je tato tzv. HeLa bunécnd linie soucésti
mnoha tkanovych laboratotfi. Mluvi se o tvz. nesmrtelné linii, jelikoz buiiky se stale déli, tedy
rozmnozuji. V poloviné dvacatého stoleti neexistoval Zadny eticky kodex ohledné odbéru
lidskych bunék pro vyzkum, Henrietta Lacks nebyla informovana a vlastn¢ nedala souhlas
k odbéru pro experimentalni biologii (odbér prob&hl v ramci rutinni cytologie). Avsak jeji
buiiky pozdéji umoznily vyvinout vakcinu proti détské obrné, byl na nich provadén vyzkum
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rakoviny, AIDS, a dalSich zavaznych onemocnéni. Dokonce se Hela bunky dostaly 1 do
vesmiru, kde na nich byly pozorovany ucinky nulové gravitace. Jeji — byt’ neinformované —
déarcovstvi nepfimo zachrénilo spoustu zivotli a vyznamné urychlilo medicinsky vyzkum. O
jejim zivoté existuje kniha The Immortal Life of Henrietta Lacks a stejnojmenny film.

V prvnim odstavci kapitoly bylo nastinéno feSeni nedostatku organt pomoci péstovani tkan¢ in
vitro. To je elegantnim feSenim moralniho dilematu, nikoli vSak etickych problému. Vétsina
produktti tkanového inzenyrstvi se zatim nachazi na zacatku vyvoje, nicméné jiz nyni se k této
veédni discipliné vaze tada etickych otazek. Tyto otazky nemohou byt zodpovézeny samotnou
veédou, ale zadaji vznik novych néstroji, které budou posuzovat a regulovat vyvoj novych
produkti. Zkuste se samostatné zamyslet nad nastinénymi otdzkami a idealn¢ porovnejte své
nazory s okolim.
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