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ANOTACE

Bakalatska prace se zabyva problematikou decelularizace a jejim praktickym vyuzitim
Vv klinické praxi. Nejdiive je Vv praci popsano tkanové inzenyrstvi, se zaméfenim na vyrobou
scaffoldll a jejich nasledné pouziti. Déle jsou popsany principy jednotlivych decelularizacnich
metod, které se pouzivaji za ucelem ziskdni decelularizované extracelularni matrice. Tyto

metody jsou rozdéleny na zakladé¢ jejich fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti.
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ANNOTATION

The bachelor's thesis deals with the issue of decellularization and its practical use in clinical
practice. First, the work describes tissue engineering, which deals with the production of
scaffolds and their subsequent use. The principles of individual decellularization methods
which are used to obtain a decellularized extracellular matrix are described. These methods are

divided based on their physical, chemical and biological properties.
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UvVoD

Béhem poslednich dvou desetileti dochazi ke zvySeni civilizacnich nemoci, mezi které
se fadi choroby kardiovaskularni, které populaci postihuji z civiliza¢nich chorob nejvice.
S témito nemocemi dochazi ke zvyseni poptavky po organech kardiovaskularniho systému.

Tkanové inzenyrstvi je jednou z mnoha obort, které patii pod regenerativni medicinu.
Regenerativni medicina je védni obor, ktery se zabyva transplantaci, buné¢nou terapii, genovou
terapii a kmenovymi buitkami. Tkanové inZzenyrstvi se zabyva tvorbou scafoldl ze syntetickych
a prirodnich materialti. Existuje mnoho technik, kterymi lze ziskat scaffold, ktery se vyuzije pti
transplantacich. Jednou z moznosti pro vyrobu scaffoldi je metoda decelularizace.

Decelularizace vyuzivd chemickych, enzymatickych a fyzikidlnich metod,
které umoznuji piipravu decelularizované extracelularni matrice. Extracelularni matrix je
opornd struktura vSech tkani a organi, tvofici prostory, biochemickou podporu a homeostazu.
Pti decelularizaci dochazi k odstranéni bunck a bunéénych zbytkl, které by pifi implementaci
do téla pacienta vyvolal nezddouci imunitni reakci.

PtestoZe je decelularizace zkoumana a vyvijena jiz n¢kolik desetileti, jeji pouziti stale
neni mozné v klinické praxi. Pouziti decelularizované matrix pro transplantované organy
se nepotyka pouze s praktickymi, ale i s etickymi problémy, které vznikaji se zdrojem tkani

urcenych pro decelularizaci.
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1. TKANOVE INZENYRSTVI

Lidsky organismus vlivem starnuti, stresu a poskozeni, ztraci schopnost regenerace
a neni tak schopen navratit organim a tkanim ptvodni vzhled. Tradi¢ni metodou pii ndhradé
poskozenych organii se stala transplantace St€pi nebo celych organa zajisténych z darci,
¢1zZjiné casti téla pacienta. Bohuzel mé tato metoda nckolik nevyhod. Timto zikrokem
se pacient vystavuje riznym komplikacim, jako je naptiklad vznik hematomu nebo nezddouci
imunitni reakce na transplantat. Dal$im problémem je nedostatek organti potiebnych

pro transplantaci, jelikoz poptavka se kazdym rokem zvysuje (HABIBZADEH a kol., 2022).

Diilezitou soucasti regenerativni mediciny se stalo tkanové inzenyrstvi, jehoz prvni
myslenky byly pfedstaveny v 70. letech 20. stoleti. Jedna se o multidisciplinarni obor zasahujici
do mediciny, biochemie, technologického inzenyrstvi, bunééné a molekularni biologie (Obr. 1).
Diky svému moznému vyuziti se jedna o jednu znejrychleji rostoucich disciplin
V biomedicinském inzenyrstvi. Cilem tkanového inZenyrstvi je vytvofeni biologicky

ekvivalentnich nédhrad tkéni nebo celych organt. Tkan¢ ¢i organy vytvoiené pomoci tkanového

inzenyrstvi jsou slozeny ze scaffoldd, bunék a rdstovych mediatora (SUN a kol., 2023).

Medicina

Chemie Fyzika

4

@ \ateridlové inzenyrstvi

Bunétna biologie e { Tkarnove inzenyrstvi

Obrazek 1: Schéma obori zasahujici do tkanového inZenyrstvi (SUN a kol., 2023).

Tkanové inZzenyrstvi kromé vytvareni bioinzenyrsky upravenych transplantat zasahuje
do testovani in vitro. Materidlem pro testovani farmaceutik a pozorovani pribéhu fatalnich
nemoci jsou geneticky pozménéné zvitreci tkan¢€, které nemohou dostateéné napodobit lidskou
tkan. Tkanové inZenyrstvi sméfuje k moznosti napodobit prostiedi lidského téla zahrnujici
architekturu, biomechaniku a ristové faktory. Personalizovand medicina by mohla vyuzit
tkanového inzenyrstvi K individualnimu testovani pro lécebné pfipravky nebo vytvoreni organu

z pacientskych bunek (HASAN a MHANNA, 2017).
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1.1  Historie tkanového inZenyrstvi

Transplantace koznich $tépl patfi mezi prvni transplantac¢ni zédkroky. Chirurg Johann
Friedrich Dieffenbach sepsal v roce 1822 tezi o tkanové transplantaci. Popisoval transplantaci
per u ptaka a kiize u savcl. Dodnes je povazovan za zakladatele moderni plastické chirurgie.
Roku 1858 Rudolf Virchov potvrdil teorii zavislosti regenerace tkdn¢€ na bunécné proliferaci,
coz zvysilo zajem védecké komunity v oblasti histologie. Mezi oblasti, do kterych bylo vice
nahliZeno, patfilo hojeni ran a transplantace (SHULTHEISS a kol., 2000).

Uspé&sna kultivace bunék a jejich nasledné transplantace byla provedena roku 1897
C. A. Ljunggrenem. Malé ostruvky kuze byly uchovany Vv ascitické tekutiné pacienta a poté
transplantovany. Prvni uspé$na transplantace ledviny provedena na ¢loveéku byla provedena
U jednovajeénych dvojc¢at roku 1954 (SHULTHEISS a kol., 2000).

Jako pocatek tkanového inZenyrstvi lze povaZovat experimenty provadéné détskym
ortopedem W. T. Green, M.D. Kolem roku 1970 provadél pokusy na mysich se snahou vytvofit
novou chrupavku pomoci chondrocytl a kostnich fragmentt. O par let pozdé¢ji Dr. Burke vydal
studii zabyvajici se tvorbou nahrady ktze pomoci kolagenové matrix, ktera slouzila jako
dostacujici opora pro rist dermalnich fibroblasti (VACANTI., 2006).

V 80. letech Dr. Joseph Vacanti ptednesl napad vytvofit opornou strukturu za ucelem
vytvofeni idedlniho prosttedi pro bunky, ktera by nahradila ptirozené prostredi.
Ve vyzkumnych pracich se zabyval moZnostmi pouzZiti riznych syntetickych

a biokompatibilnich material (VACANTI, 2006).

1.2 Regenerativni medicina

Medicina se jiz dlouho snaZzi pochopit mechanismus pomoci které¢ho ncktefi
obojzivelnici a plazi dokazou regenerovat nebo nahradit chybé&jici organ. Naptiklad ryba Danio
rerio se fadi mezi extrémni ptiklady. Mezi tkang, které dokaze regenerovat, patii hepaticka tkan
a srde¢ni svalstvo. U lidi pfi infarktu myokardu dochézi k hojeni pomoci fibrotického jizveni.
Ptestoze dojde k obnoveni integrity srdecni stény, srdce je nevratné poskozeno a dojde
ke zhor$eni pumpovaci funkce a naslednému srdeénimu selhani (ALTYAR a kol., 2023).

Nutnost regenerativni mediciny roste diky riistu kardiovaskularnich chorob, nadorovych
onemocnéni, diabetu mellitu, respiratnim problémim a starnouci populaci. Pro feSeni
takovychto problému je nutné vytvofit strategie, které zamezi dysfunkci organti a zvrati
degradaci tkani. Regenerativni medicina je relativné novy obor v mediciné, pod ktery spada

bunééna terapie, organové transplantace a tkanové inzenyrstvi (TEZTIC a kol., 2015).
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Aktualni sméry regenerativni mediciny zahrnuji transplantaci zdravych organt,
povzbuzeni organismu pro piijeti organu, genovou terapii zamétujici se na dédi¢né abnormality
a patologické defekty, bunétné pieprogramovani, vyuziti nanotechnologii pro tvorbu
implantati vyuzivanych primarné pii reparaci kostni tkdn¢, regenera¢ni odpovédi organismu
atvorbu novych tkani a organti pomoci tkanového inzenyrstvi (ALTYAR a kol., 2023;
TEZTIC a kol., 2015).

1.3 Transplantace

Ukolem transplantace je vyména nebo regenerace organu, ktery je poskozen nebo doslo
k jeho selhani. Rana éra se zakladala na pouhé transplantaci organt, kdy dochazelo k ¢astému
odmitnuti transplantdtu organismem pacienta vlivem imunitniho systému. Diky novym
informacim a technologiim byla vyvinuta imunosupresiva. Pomoci takovychto farmaceutik
bylo umoznéno darovani organi bez navozeni imunitni reakce. Navic doslo K rozsiteni okruhti
darct. Smérem, kterym se transplantace ubiraji, se stala regenerativni medicina (EDGAR a kol.,
2020).

Snahou uspésné transplantace je zaruceni kvalitniho Zivota pacienta a vyvaZzeni
negativnich vlivli imunosupresiv. Farmaceutika pouzivané pro potlaceni imunitniho systému
se Casto potykaji s toxickym uc¢inkem vici orgdniim pacienta, kdy nejvice ohrozenym organem
jsou ledviny. V horizontu 10 let maji transplantované §tépy nefropatickych ledvin ptiblizné
50% pravdépodobnost selhani (EDGAR kol., 2020).
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2. SCAFFOLDY

Scaffoldy jsou porézni oporné struktury urc¢ené pro pripravu ndhradnich organti a tkéni.
Trojrozmérné porézni scaffoldy se rozdéluji do kategorii v zavislosti na ptivodu materialu
pouzitého k vyrobé téchto nosicl. Vyuzivany jsou syntetické nebo ptirodni polymery. Pfedni
vlastnosti polymeria je jejich biodegradabilita. Materialy diskutované v této kategorii tvori
pevné, stabilni a porézni scaffoldy. Nedochazi k jejich rozpusténi v in vitro podminkach. Mezi
hlavni syntetické zastupce pouzivanych polymert se fadi polyestery, polyhydridy, polyacetony
a polyanhydridy. RozSifené¢ se pouzivaji v tkanovém inzenyrstvi pro vyrobu scaffoldu
chrupavky, kosti a ktze. Pfirodni polymery pouzivané v tkanovém inZenyrstvi zahrnuji
kolagen, glykosaminoglykany a polypeptidy. Nové vytvoifeny scaffold je piipraven
pro implementaci novych bunék (CHEN a kol., 2002).

Dalsi moznosti je zapecetit buriky ve struktute scaffoldu béhem jeho vytvaieni (Obr. 2).
Mezi materidly, které je zde mozné pouzit, jsou fazeny hydrogely. Hydrogely maji vyborné
biokompatibilni vlastnosti, ale diky Spatnym mechanickym vlastnostem jsou nepouzitelné
pro orgény, jejichz funkci je opora téla. Scaffoldem muze byt také decelularizovany orgén.
Pii decelularizaci dochazi k ziskani extracelularni matrix (ECM) bez buné¢k a jejich zbytkd,
ktera slouzi jako prostor pro osidlovani novych bunék. ECM se da rozdélit na xenogenni ECM
ziskanou ze zvifat, allogenni ECM ziskanou z lidského darce a autogenni ECM ziskanou
ze stejného pacienta, kterému bude scaffold transplantovan. Biologicky material
pro transplantaci se nej€astéji ziskava z lidskych, prasecich, konskych nebo hovézich tkani,
které byly fixované konzerva¢nimi latkami. Nejvhodnéj$im materidlem je tkan lidska, a to kviili
své malé imunogenicité. V neposledni fad¢ je dal§i moznosti inZenyrstvi bunécnych lista. Tato
metoda se zbavuje moznych probléml zpisobenych degradaci scaffoldi v téle, které jsou
nahrazeny télu vlastni extracelularni matrix (HASAN a MHANNA., 2017).

Scaffoldy musi byt schopny poskytovat dostateCny volny objem pro vaskularizaci
a tvorbu nové tkané tak, aby byla usnadnéna integrace hostitelské tkané. Dale by mély mit
dostatecné porézni strukturu pro prostup Zivin a transport metabolitl bez vyznamného
mechanického poskozeni scaffoldu. Rychlost degradace pouzitych materialid po implementaci
musi byt amérna produkci nové matrix pii vytvareni nové tkané. Déle je nutné zohlednit
kompatibilitu implementovanych bun¢k a scaffoldu béhem in vitro testovani, aby bylo mozné
vyuziti v in vivo systémech. Pfi vytvofeni nového scaffoldu musi byt zachovana struktura

a mechanicka stabilita ptivodniho organu (CHAN a kol., 2008).

16



Material

’ "”- < ‘J ' ’. ,..:J_ - ‘,':...
Porézni scaffold  Scaffold osidleny
burikami
Implementace
Tkané/organy /
A o A

Nasobny pocet Oprava/nahrada

o

Kultivace bunék Bunécny list bunécnych listd poskozenych organti
Bty 75K/ S
2= (=<
Roztok monomeru Buriky zapeceténé

v hydrogelu

Obrazek 2: Pristupy pro tvorbu scaffoldu: schéma vyobrazujici kroky pfi vytvafeni
scaffoldu (upraveno dle HASAN a MHANNA, 2017).

Porézni scaffoldy

Od pocatkt tkanového inzenyrstvi bylo usidlovani terapeutickych bunék v poréznich

materialech hlavni pfedstavou pro tvorbu funkénich scaffoldid. Trojdimenzionalni (3D)
scaffoldy skladajici se ze syntetického materidlu, ktery ma schopnost biodegradace, musi mit
riznou velikost a frekventovanost port. Obecné jsou vyuzivany komponenty pfirozené
se vyskytujici v ECM. Pfirozené materialy jsou pfipravené v malych blocich, které jsou
nasledn¢ aplikovany do scaffoldu. Pfestoze mezi vyhody piirozené se vyskytujicich material
jsou fazeny pozitivni aspekty jako je biokompatibilita, tak pfirozené materidly zaostavaji
v mechanickych vlastnostech a stabilité struktury vytvoreného scaffoldu. Toto je diivod, pro¢
dochazi k vytvoteni syntetickych materiala, které maji lepsi mechanické vlastnosti, ale zaroven

maji stejné biokompatibilni vlastnosti pfirozené se vyskytujiciho materialu v ECM (CHAN

a kol., 2008).
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Pory hraji dilezitou roli v oblasti proliferace, zasobovani zivinami a buné¢né migraci.
Materialy s vysokou poréznosti umoziuji uvolnéni biofaktorti, mezi které se fadi proteiny
a bunky. Mezi tradi¢ni metody pouzivané pro formaci scaffoldli jsou fazeny vyrobni techniky
jako pouziti porogent, kdy dochazi u latek v pevné nebo rozpusténé formé k vytvotreni pori
v materialech. Priklady technik zahrnuji vyluhovéani v solném roztoku, plynové pénéni,
lyofilizaci a separaci fazi. Pomoci téchto metod ale neni mozné tiplné ovladani geometrického
sloZeni scaffoldu jako nabizi tisk na 3D tiskarnach (LOH a CHOONG, 2013).

Dalsi kategorie technik, vytvarejici porézni scaffoldy, vyuziva sekvencni dodéavani
materidlu a energie k propojeni bodu v prostoru. Patii sem laserové slinovani, stereolitografie
a 3D tisk. V poslednich dvou desetiletich 3D tisk zptisobil dilezité zmény nejenom v oborech
letectvi a manufakturace, ale také v tkanovém inZenyrstvi. Scaffoldy vytvorené v tkanovém
inzenyrstvi pomoci 3D tisku zajiStuji naprostou kontrolu nad strukturou scaffoldu
(CHAN a kol., 2008).

Tteti kategorie vyuziva tkané a netkané vlaknité struktury, které mohou byt spojené
dohromady pomoci tepelné energie nebo adhesiv k vytvotfeni porézniho pletiva. Vlakna mohou
byt generovana technikou elektrostatického zvlaknovani. Pti této technice dochazi k pousténi
vysokého napéti do roztoku polymeru, kde elektrostatické sily zptsobuji v roztoku polymeru
ptekonani povrchového napéti a dochézi k vytvoteni vldknité struktury. Materidl, ktery lze
pouzit pro vyrobu scaffoldd, je velmi riznorody. Jedna se o materialy od keramiky
az po hydrogely. Mechanické aspekty scaffoldi vytvofenych pomoci téchto technik jsou
rovnocenné s mechanickymi aspekty pivodnich organii. Diky rliznorodosti moZnosti materialti
pouzitych k vyrobé, je biokompatibilita scaffoldu a bunék srovnatelna s pfirozenymi tkanémi

(CHAN a kol., 2008).

2.2 Enkapsulace bunék

Jednou z moznych metod pro vytvoteni scaffoldu je zac¢lenéni bunék do procesu tvoreni
scaffoldi. Dochazi k zachyceni bun¢k v materidlli, coz vede po implementaci organu
do organismu ke skryti takto zapeceténych bunck pied imunitnim systémem. Bunky jsou
smichany s materidlem pro tvorbu scaffoldu jesté pied tim, nez zac¢ne scaffold tuhnout
a formovat tvar. Aktudlnim problémem této metody je Casto nizka poréznost pouzitého
materialu, ktery ovlivituje distribuci kysliku a Zivin k bunikdm. NejpouZivanéjSim materidlem
jsou hydrogely, které jsou kompatibilni s Zivymi buitkami (LOH a CHOONG, 2013).

Principy této metody byly vyvijeny nékolik desetileti a jeji dominantni pouziti spociva

V imunoizolaci pfi transplantaci allogennich nebo xenogennich bun¢k. Nejbéznéji pouzivanym
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materialem pro enkapsulizaci je alginat. Mezi ostatni materialy patii agardza nebo chitosan,
které jsou ptirodniho ptivodu. Dale jsou pouzivany syntetické laky jako je polyethylenglykol
ataké polyvinylalkohol. Nejznaméjsi aplikaci je xenogenni transplantace pifi onemocnéni
diabetes mellitus. Aby imunoizolace fungovala, je dilezité, aby material obklopujici burnky
nepropustil protilditky a bunééné slozky imunitniho systému, ale zaroven ziistal propustny
pro ziviny, jako je kyslik a glukéza, metabolity jako je oxid uhli¢ity nebo kyselina mlé¢na.
Dulezité je dale sekrece terapeutickych biomolekul z enkapsulovanych bun€k, jako je naptiklad

inzulin z pankreatickych beta bunék (CHAN a kol., 2008).

2.3 Bunécné listy

Alternativni cestou pro ziskani implantatu, kdy nedochazi k vytvoreni scaffoldu pomoci
biomateriall, je vytvoreni bunécnych listd. Pfi této metodé je pouzivany kultivacni plast
potazeny polymerem, Ktery umoznuje tvorbu neporusenych listti. Mezi takto kultivované bunky
jsou tfazeny fibroblasty, a to diky své schopnosti sekrece proteinit ECM. Bunécné listy jsou
sklizeny bez pouziti enzymatickych metod. Toho je dosazeno pomoci kultivaci bun¢k na termo-
responzivnim polymeru, jako je napiiklad kultivatni médium potazeno poly(N-
isopropylakrylamidem). Splyvajici bunéény list je poté oddélen diky tepelné regulujici
hydrofobnosti polymeru. Opakovanim této techniky je docileno vrstveni jednotlivych
buné&nych vrstev pro vytvoreni tlustsi matrice (CHAN a kol., 2008).

Takto pfipraveny material je vhodny pro endotelidlni epitel a tkané hojné osidlené
bunikami. Vysoka hustota bunék miize vytvofit mezi sebou tzv. t€sné spoje (tight junctions)
a sekretovat ECM. Laminované vrstvy vedly k rychlé neovaskularizaci na rozdil od objemnych
skeletli bunécné osidlenych scaffoldi. Nevyhodou této metody se stala obtiznost vytvofit
dostate¢né tlustou tkan pro provedeni transplantace. Dalsi nevyhodou nebo limitaci této metody
je neschopnost vytvofit tkdn¢ s mensi hustotou osidleni bun€k nebo silnou mechanickou
stabilitou. Pfikladem pouziti této metody je rekonstrukce cév a rohovky. Na druhou stranu,

tato metoda neni vhodna pro kosti, chrupavky a meziobratlové ploténky (JANG a kol., 2007).

2.4  Decelularizovana extracelularni matrix

Acelularni ECM  zpracovand z alogennich nebo xenogennich tkani je scaffold,
ktery je nejvice shodny po chemické, mechanické a biologické strance s ptivodnim organem.
ECM lze pouzit k opravé a regeneraci poSkozené tkang. Piikladem pouZiti téchto allogennich
strukturnich tkani jsou decelularizované cévni §t€py (CHAN a kol., 2008). Podstata a metody

vedouci k decelularizované matrix budou popsany detailnéji v nasledujicich kapitolach.
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Pfi transplantacich organti se mize vyuzit orgéan jin¢ho zivocisného druhu, coz je tzv.
xenogenni transplantace. Jednim z hlavnich faktorti, na ktery je bran ohled, je geneticka
a fyziologicka podobnost daného organu. Mezi zastupce obratlovct vyuzivané pro transplantaci
do lidského téla byla v minulosti pouzita prasata. Reakci organismu na vlozeni ciziho télesa
do téla je imunitni reakce, ktera muze vést k odmitnuti a v nékterych ptipadech az ke zniceni
transplantatu. Rychlost a sila imunitni reakce zavisi na vnimavosti imunitniho systému dané¢ho
organismu (MASSARO a kol., 2021).

Xenogenni transplantace mohou ohrozovat organismus moznym mezidruhovym
pfenosem nemoci nebo parazitdl. Zvitata urcena pro rist organt urc¢enych pro transplantace jsou
kontrolovan¢ chovéna, aby se zamezilo nakaZeni zvifete. Dals$i metody vyuZzivaji kontroly
projevu epitopu, ktery by mohl zpiisobit imunitni reakci. Xenogenni scaffold je pfipraven
invitro a poté transplantovan. Cela tkan je remodelovana pomoci degradacnich procest

a xenogenni ¢asti jsou nahrazeny autolognimi proteiny (MASSARO a kol., 2021).

2.5 Bunky

Dal$im krokem pro vytvofeni kvalitniho klinického materidlu pro transplantaci
je osidleni nové vytvoteného scaffoldu buitkami. Vyzkum doposud nedokazal projit celou fazi
embryogeneze a vytvotit buiiky v laboratornich podminkach. Proto se pouzivaji buiiky piimo
od pacienta, tzv. primarni bunky. Bumnky jsou nasledné udrzovany v kultufe. Po sklizni
kultivovanych buné¢k jsou aplikovany pomoci bioinzenyrskych strategii do scaffoldu. Dochazi
K usazeni bunék v mist¢ aplikace nebo na zamyslené misto (FU a kol., 2014).

Bunky jater, slinivky nebo nervového systému se fadi mezi ty, kde technologie
nepokrocila do bodu, kdy lze tyto buiky kultivovat mimo télo ve velkém mnozstvi. Dvé
vlastnosti obecné definuji kmenovou buniku. Mezi tyto vlastnosti patii schopnost dlouhodobé
sebeobnovy bez starnuti a schopnost diferenciace na jiny typ specializovanych bun¢k. Tyto
buiikky maji potencidl poskytnout nevycerpatelnou zasobu bunck pro transplantaci. Proto
je misto primarnich bun€k ptedpokladané pouziti bunék kmenovych (ATHALA, 2012).

Kmenové buiiky lze rozdé€lit na zakladé toho, ze které faze vyvoje jsou ziskany.
Embryonalni kmenové bunky se nachdzeji v ranném stadiu embrya. Jednd se pluripotentni
bunky, které maji schopnost se diferenciovat v jakykoliv druh buiky v téle (ATHALA, 2012).
Indukované kmenové pluripotentni butiky jsou ziskdvany ze somatickych bunék fibroblasti,
perifernich krvinek a keratinocytii z vlasovych stvoli. U¢inné zajisténi kompatibility
je zajisténo tim, ze bunky pochazeji pfimo od pacienta, kterému budou pozdéji aplikovany.

Diky casové naroCnosti a etické problematice kultivace embryondlnich a indukovanych
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kmenovych bun¢k je vhodnéjsi pouziti dospélych kmenovych bunék. Vyuziti zde nachazi
mezenchymalni kmenové bunky ziskané z kostni dfené nebo kmenové buiky z jater. Tyto
buniky jsou oznacovany jako multipotentni. Multipotentni buiika mé schopnost své diferenciace
omezenou na buiky v oblasti dané tkan¢ nebo organu (ALTYAR a kol., 2023; LANZA a kol.,
2020).

Dospélé kmenové bunky sidli ve vSech tkdnich, kde udrzuji homeostatické podminky
a reaguji na Skodlivé podnéty. Oblast kmenovych bun¢k v poslednim desetileti stava stfedem
zdjmu. Vyzkumnici se snazi porozumét regulaénim mechanismim, které tidi regeneraci
kmenovych bunék a tkani (WALKER a kol.,, 2008). Zasobarny tkanoveé specifickych
kmenovych bunék jsou uloZeny po celém téle, jako je naptiklad kostni dfeii, mozek, jatra
a klize, za ucelem regenerace tkani (RIPPON a BISHOP, 2004). Z organt byly izolovany
mezenchymalni, epitelidlni, hematopoetické, endotelové, a trofoblastické bunky zahrnujici vice
nez jeden typ progenitorovych bunék. Pocetné zdroje kmenovych bunck se potykaji
S netplnymi analyzami a stale pozaduji vetsi validaci vysledkl. Izolace potfebnych bunék
je zalozena na  piirozené selekci na  specializovanych  kultivacnich  mediich
(DIONGI a FAUZA., 2012).

Prvnimi ziskanymi pluripotentnimi bunéfnymi liniemi byly bunééné linie
embryonalniho karcinomu, odvozené z nddoru mysi a lidskych zdrodecnych bunék. Tyto buniky
mohly byt kontinudlné kultivovany a mohly byt také diferenciovany do tii zdrode¢nych vrstev
endodermu, ektodermu a mezodermu. Mys$i buiiky embryonalniho karcinomu pochazeji
z rakovinotvornych bunék a jsou obvykle aneuploidni, coZ je dél4 nevhodnym kandidatem pro
Klinickou aplikaci v laboratofich. Pfesto skvéle slouzi jako modelovy systém
(RIPPON a BISHOP, 2004).

Terapeutické klonovani se vyuziva k vytvofeni embryi v raném staddiu z oocytu a jadra
somatickych bunék. Ty jsou explantovany v kultufe, aby produkovaly linie embryonalnich
kmenovych bunék jejichZ geneticky material je identicky se zdrojem. Tyto autologni kmenové
bunikky maji potencial stat se témét jakymkoliv typem bunék v dospélém téle, diky cemuz
se staly uziteCnymi pfi aplikacich nahrad organt a tkani. Ackoliv je technologie pfenosu jadra
somatickych buné€k slibna, ma fadu omezeni, ktera vyzaduji dalsi zlepSeni. V budoucnosti
je zvazovano mozné vyuziti terapeutického klonovani v substitucni terapii (ATHALA, 2012).

Dal$i moznosti je transformace dospélych bunck na pluripotentni kmenové bunky
prostiednictvim urcitého genetického pieprogramovani. Preprogramovani je technika,

kterd zahrnuje dediferenciaci dospélych somatickych bunék za 1Gcelem produkce
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pluripotentnich kmenovych bunc¢k specifickych pro pacienta bez pouziti embryi. Pii vyzkumu
této metody doslo k zavéru, ze vzniklé builky maji nesmrtelné ristové charakteristiky
samoobnovujicich se embryondlnich kmenovych bunék, exprimuji geny specifické
pro kmenové bunky a generuji embryonalni téliska in vitro. Dal§im moznym zdrojem pro
kmenové bunky je plodova voda a placenta. Typickym znakem pro plodovou vodu a placentu
je, Ze obsahuji urcité mnozstvi riznych typt ¢aste¢né diferenciovanych bunék. Z téchto zdroji
byly izolovany populace kmenovych bunck, které exprimuji markery embryonalnich
a dospélych kmenovych bunék (ATHALA, 2012).

S ohledem na nedostatky terapeutickych metod pro regeneraci zivotné dulezitych
organli se vyzkumné tymy snazi vytvofit strategie, které dokdzou ptekonat nynégjsi piistupy.
Nové sméry regenerativni mediciny se vydéavaji k inovacim umélé inteligence, biomateriald,

mikrorobotiky a editace genomu (ALTYAR a kol., 2023).

22



3. EXTRACELULARNI MATRIX

ECM je oporou organi a sklada se z nezivé extracelularni matrix, ktera obklopuje bunky
a podporuje jejich vyzivu. ECM je nebunécna slozka vSech organi a tkéani v téle. Zajistuje
mechanickou oporu, biochemickou podporu, morfologii a homeostdzu. Mezi hlavni slozky
ECM se fadi fibrozni proteiny a proteoglykany. Hlavnimi fibroznimi proteiny v ECM jsou
kolageny, elastiny, fibronektiny a laminy. Proteoglykany vyplituji vétSinu extracelularniho
prostoru Vv tkanich v podobé hydratované¢ho gelu. Tkané¢ musi mit dynamické vlastnosti
a dostatecnou pevnost, kterou jim zajiStuje pravé ECM. Ztrata elasticity tkan¢ je nejCastéji
zpusobena mechanickym stresem zpusobenym trazem, nemoci nebo i starnutim. Piestoze tkan
po kratkém vystaveni stresu obnovi svilj vzhled, tak v misté ptisobeni sily na ECM nedochazi
K aplnému plastickému zotaveni. Pti akutnim poranéni dochazi k tvorbé fibrinové srazeniny,
ktera stimuluje migraci monocyti do ECM. Po navazani zbytkli poSkozen¢ ECM a zaroven
S pisobenim cytokinl se monocyty nasledn¢ diferencuji na makrofagy. Poté teprve zacnou
fibroblasty syntetizovat novou ECM. Dalsi buitkou schopnou syntetizovat komponenty ECM
jsou myofibroblasty, které podporuji zesitovani kolagenovych svazkt zpevnujici tkan. Buiky
adheruji na povrch ECM pomoci transmembrdnovych proteinii integrind, receptori
diskoidinové domény a syndekany. Tyto receptory zajiSt'uji nejen adhezi a migraci bunek,
ale také komunikaci s ECM a okolnimi bunikami. Buiiky ovliviuji strukturu EMC pomoci
kontraktilni sily a zaroven ji biochemicky remodeluji nebo degraduji (MUTZ a kol., 2022;
FRANTZ a kol., 2010).

ECM lze rozdélit na bazalni membranu a intersticialni matrici (Obr. 3). Bazalni membrana
je vrstva extracelularni matrix dostavajici se do kontaktu s veSkerym epitelem a endotelem,
které rozdéluji vSechny tkdné v téle. Tvoii se v tenkych, kompaktnich vrstvach kolagenu typu
IV, laminind, nidogenu, perlekanu a dalSich proteoglykanii. Naproti tomu intersticialni matriX
nejvice obsahuje buiiky, jako jsou fibroblasty, myofibroblasty a fada dal$ich bunék vyluéuji
proteiny vlaknit¢é matrice a glykany a neustile remodeluji a udrzuji ECM
(VALDOZ a kol., 2021).
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Obrazek 3: Schéma extracelularni matrix (Upraveno dle VALDOZ a kol., 2021).

Interakce mezi proteiny ECM a integrity zasazenymi V bunééné membrané hraje zasadni
roli v buné¢né interakci. Integriny jsou proteiny zasazené v bunééné membrané fungujici jako
receptory umoznujici vazbu s proteiny ECM jako jejich ligandy. Dokazi tak reagovat na zmény
slozeni ECM nebo na mechanické sily. Existuji ruzné typy integrint, které se lisi svou

specifi¢nosti na proteiny a jejich piesné slozeni se 1isi pro rizné tkané (VALDOZ a kol., 2021).

3.1 Fibrozni proteiny

V ECM je mnoho proteind s rliznou velikosti a schopnosti ovlivnit buiikky obsazZené
v ECM. Pomoci elektronové mikroskopie Ize strukturu ECM pozorovat. Matrice se sklada
z fibrilarnich siti obklopujici buniky, které poskytuji tkdnim pruznost a roztazitelnost. Elastické
proteiny usnadiuji elastogenezi a podileji se také na hojeni ran. Vlaknité proteiny jsou dale
dulezité pro regulaci transformujiciho rustového faktoru B (TGFpB) a signalizaci vazeb

buné¢nych spojii pomoci integrint (ZANG a kol., 2022).

3.1.1 Kolagen

Kolagen se fadi mezi fibrozni proteiny. Fibrozni proteiny tvoii filamentarni sit, jejiz
slozeni se lisi v zavislosti na funkci dané tkané. Kolagen je dominantni slozka v ECM
a poskytuje mechanickou podporu vétSiny tkéani. Je Casto pouzivany v tkdilovém inzenyrstvi,
pti hojeni ran, regeneraci kosti anebo nervii (MUTZ a kol.,2022; LUO a kol., 2017). Jeho
strukturu lze popsat jako monomer uspotfadany do trojSroubovice tvofeny tfemi paralelnimi

polypeptidovymi fetézci. Tyto monomery vytvaieji vlakna obsahujici N-a D-konce.
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TrojSroubovice jsou sefazeny vedle sebe do stupnovitého uspofadani. D-konce jsou
charakteristickymi rysy pro rozpoznani typu kolagenu pomoci transmisni elektronové
mikroskopie, kdy jsou viditelné jako svétlé a tmavé pasy. Kolageny se dale vazou na dalsi
kolagenni a nekolagenni struktury vytvarejici ECM (VARMA a kol., 2016). Doposud bylo
objeveno 28 riiznych typl kolagenti u obratlovcll a vysSich bezobratlych. Nejzastoupenéjsi
mezi obratlovci je kolagen typu L. Stavebnim kamenem kolagenu typu I je 300 nm dlouhy trojity
helix. Kolagen typu II je nejhojnéji zastoupen v kolagennich chrupavkach spolu s minoritnimi
kolageny zajist'ujicimi pevnost. Kolagen typu III je slozen z tripletu aminokyselin Gly-Glu-Arg
(GER) a Gly-Glu-Lys (GEK) (YANG a kol., 2021; COCCIOLONE a kol., 2017).

3.1.2 Elastin

Tkén¢ potiebujici vysokou elasticitu, jako jsou naptiklad klize a tepny, obsahuji zvysené
mnozstvi elastinu pfitomného ve formé elastickych vlaken. Vysoka elasticita je zajiSténa diky
posttranslacnimu zesitovani monomerniho prekurzoru tropoelasticinu. Tato latka dodava
tkanim elasticitu a jeji hydrofilni ¢asti jsou zodpovédné za zesitovani vldken. Elastin se nachazi
pouze ve tkanich obratlovct. K expresi genu dochazi pfi pozdnim embryondlnim vyvoji
a zastaveni exprese dochazi v pubertalnim véku. Casové omezena exprese genu je pro proteiny
ECM neobvykla. Tato nevyhoda je vyrovnana odolnosti elastinu (MUTZ lain a kol., 2022;
COCCIOLONE a kol., 2017).

3.1.3 Fibronektin
Fibronektin (FN) je glykoprotein vSudypfitomny v ECM. Ve vSech tkanich je sestaven

do fibrilarni matrice. Tvofi flexibilni linedrni vlakna a rozvétvené sit€¢ umoznuji elasticitu tkéani.
Fibrinogenni polymerizace je proces zavisejici na integrovanych proteinech bunck. Plsobici
sily vytvofené buiitkami plisobi na fibronektinova vlakna, kterd odkryji vazebna mista urcena
pro bunéénou adhezi. FN se sklada z opakujicich se podjednotek typu I, II a III. V rannych
kulturach fibroblastii prevladaji tenké fibrily. Postupem ¢asu ECM dozrava a vytvareji se
vlaknité sit€. FN obsahuje domény pro interakci s jinymi ECM proteiny, bunéénymi receptory,
mukopolysacharidy a dal$imi molekulami FN. Sestaveni FN matrice je ovlivnéno buiikami
prostiednictvim vazby integrinu na doménu FN RGD (Arg-Gly-Asp), (MUTZ a kol.,2022;
SINGH a kol.,2010).

3.1.4 Fibrilin
U lidi se nachazi fibriliny podilejici se na vytvareni mikrofibril typu I, I a III. Typ II

a Il je prevazné exprimovan béhem fetalniho obdobi. Fibrilin typu I je tvofen neustdle béhem
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dospélosti ve tkanich jako je srdce, plice, nervovy systém a ktize. Lidsky fibrillin | se sklada
z 2781 aminokyselin a obsahuje vice domén. In vitro experimenty ukazaly, ze fibrillin I ma
schopnost se vazat do siti sam se sebou. Dale reaguje s heparansulfatem, fibrillinem II

a glykoproteiny, které formuluji elasticka vlakna (ZANG a kol., 2022).

3.2 Mukopolysacharidy

Mukopolysacharidy neboli proteoglykany ¢i glykosaminoglykany (GAGs) jsou
negativné nabité heteropolysacharidy, které tvoii dlouhé molekuly obsahujici opakujici se
disacharidové komponenty o hmotnosti 10-100 kDa. D¢li se na GAGs bez sulfonové skupiny
zahrnujici kyselinu hyaluronovou (HA) a GAGs se sulfonovou skupinou. Mezi sulfonové
skupiny obsazeny v GAGs patii chondroitin sulfat (CS), dermatan sulfat (DS), keratan sulfat
(KS), heparin a heparan sulfat (HS). GAGs jsou ulozeny primarné na povrchu bunék nebo
v ECM (IANNUZZI a kol., 2015).

ECM proteoglykany pfispivaji k signaliza¢ni draze rustovych faktorti. Proteoglykany
selektivné vazou rustové faktory, coz umoziuje ECM fungovat jako zasobarna rastovych
faktorti. Pii degradaci ECM dochazi k jejich uvoliiovani do okoli, coz je stézejni aspekt pii

embryonalnim vyvoji (VALDOZ a kol., 2021).

3.2.1 Kyselina hyaluronova

Schopnosti polysacharidi se vyuzivaji naptiklad v regulaci bunécné migrace. Mezi
polysacharidy s biologickymi funkcemi patii alginat, chitosan, HA a CS. Kyselina hyaluronova
ma nejjednodussi stavbu ze vSech GAGs a nepozaduje sulfataci v Golgiho aparatu. Struktura
se sklada ze zbytku kyseliny glukuronové a N-acetyl-D-glukosaminu tvofici nerozvétveny
fetézec. Na rozdil od jinych GAGs, které jsou syntetizovany v buiice v Golgiho aparatu a poté
sekretovany exocytozou, HA je syntetizovana tfemi transmembranovymi enzymy.
Ptes cytoplazmatickou membranu se dostavaji difuzi do extracelularniho prostoru pro syntézu
HA (RUD a kol., 2010).

Nachazi se u bakterii a obratlovcl, kde se v hojném mnoZstvi nachazi predevsim
v embryondlnich tkanich a ECM dospélych pojivovych tkani, sklivci oka a pupecni $iitife. Diky
karboxylovym funkénim skupindm je HA vysoce hydrofilni, ma zdporny naboj a pii vysokych
molekulovych hmotnostech tvoii viskézni sit. V ECM slouzi jako hydrata¢ni slozka a podili
sena tkanové homeostize. Proteoglykany vytvareji s HA molekulové komplexy,

které zodpovidaji za gelovy stav a stabilizaci struktury ECM. Diky svym viskoelastickym
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vlastnostem, fyziologické aktivit¢ a biokompatibilit¢ nachazi vyuziti v revmatologii

a dermatologii (ABATANGELDO a kol.,2020).

3.2.2 Glykosaminoglykany se sulfonovou skupinou

Glykosaminy jsou polysacharidové postranni fetézce proteoglykanti. Jsou slozené
z repetitivnich disacharidovych podjednotek N-acetylglukosaminu a kyseliny hexuronové.
Kyselina glukuronova, se vyskytuje v heparansulfatu, zatimco kyselina iduronové je pfitomna
v heparinu. Sulfatace na riznych hydroxylovych koncich nebo umisténi aminoskupiny
ovlivituje schopnost interagovat s rliznymi proteiny, cytokiny a rastovymi faktory.
Polysacharid je navazan na protein pomoci tetrasacharidového linkeru tvotfeného ze zbytkl

xylozy, dvou galaktdz a jednoho zbytku kyseliny glukuronové (RUD a kol, 2010).

Heparan-sulfatové proteoglykany se fadi do tfidy molekul, které maji v téle regulacni
a strukturni funkce (Obr. 4). Jadro molekuly se sklada z proteinu spojeného kovalentni vazbou
k HS. Biologické vlastnosti spojené s heparan-sulfatovym proteoglykanem jsou zpuisobené
interakci proteinového jadra a ligandy nebo pomoci postrannich fetézcti HS. Heparan-sulfatovy
proteoglykan se podili na mnoha rolich strukturniho vyvoje ECM pomoci matricovych molekul
kolagenu IV, fibronektinu a laminu. HS dale fidi obsah ristovych faktori, cytokinii a enzymi
vytvofenim a uvolnénim rezervoari. Ddle v organismu reguluji adhezi, migraci bunck,

morfogenezi, vaskularizaci, organizaci cytoskeletu a opravy tkané¢ (ELGUNDI a kol., 2020).
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Obrazek 4: Disacharidova podjednotka heparan a heparin sulfatu (IANNUZZ] a kol., 2015).

CS je hojné rozsifend makromolekula, ktera je obsazena mezi bezobratlymi i obratlovei.
Na zaklad¢ druhu organismu a umisténi molekuly v ném se jeho struktura jemné 1isi. Struktura
CS je linedrni fetézec polysacharidii skladajici se z az 200 opakujicich se disacharidovych
podjednotek (VOLPI, 2019). Kromé dulezité role, kterou hraje v cévach, Slachach a vyvoji
chrupavky, se chondroitin sulfat podili na cytokinezi, myogenezi, osteogenezi a dulezitych

funkci pfi zanétu nebo hojeni ran (MAJATA a KITAGAWA, 2017).
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CS také znam jako chondroitin sulfait (Obr. 5) B je sloZzen zlinedrni struktury
polysacharidi uspofadanych do disacharidovych jednotek obsahujicich hexoaminy N-acetyl
galaktosamin nebo glukuronovou kyselinu. Funkce CS a DS maji zajimavé funkce na vyvoj
centralniho nervového systému, hojeni ran, signalizaci rustovych faktord a morfogeneze.

Retézce CS a DS specificky reaguji s proteiny vézajicimi heparin (SUGAHARA a kol., 2003).

COO CH,OH

OH HNAc

Obrazek 5: Disacharidova podjednotka chondroitin sulfatu (IANNUZZI a kol., 2015).
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4. DECELULARIZACE

Dospélé tkanég jsou trojdimenziondlni struktury obsahujici buiiky, které jsou vmezeteny
do extracelularni matrix. Pro vyuziti tkani jako scaffoldu je nejdfive nutné odstranit bunky
pomoci decellularizace (Obr. 6). Decelularizace je metoda, pii niZ dochazi k odstranéni
antigennich epitop, DNA a damage-associated molecular patterns, coz jsou molekuly
iniciujici neinfekéni zéanétlivou odpovéd (BADYAK a GILBERT, 2008). Myslenka
decelularizace byla poprvé popsana v roce 1948, kdy pii ranném vyzkumu byla pomleta
svalova tkan vlozena do dievéné krabice pii -70 °C. Po odstfedéni bylo zjisténo, ze nékteré
buniky byly uvolnény ztkané. Dal$im dulezitym milnikem byl rok 1991, kdy Dr. Nrejci
zkombinoval decelularizovanou lidskou tkan, lidské keratinocyty a fibroblasty k vytvoteni
kozniho transplantatu, ktery byl transplantovan pokusné mysi. Koncem 90. let doslo k rozvoji
decelularizovanych tkani a orgdnd. Pokroky byly udélany u implantati v oblasti derméalni
mediciny, ndhradach srdecnich chlopni a regeneraci cév a jicnu. Dillezité ¢asti, jako jsou slozky
pro zachovani vitality bun€k, jsou udrZeny v trojrozmérné struktute organu (MENDIBIL a kol,
2020). Pii prubéhu decelularizaéniho procesu musi byt zajiSténa pfirozena struktura tkané
aslozeni jeji ECM. Vysledkem decelularizacniho procesu je ziskani acelularnich scaffolda
ajejich derivati. Takto pfipraveny nosi¢ je mozné pouzit jako zdklad pro osidleni bunék
pti recelularizaci (KIM a kol., 2021; HINDERER a kol., 2016).

K ptipravé scaffoldt existuje nékolik decelulariza¢nich metod, které jsou v praxi voleny
v zavislosti na druhu decelularizované tkané. Dle pouzitych prostiedki je lze rozdélit
na metody fyzikalni, chemické a enzymatické. Ve vétSiné piipadl dochéazi ke kombinaci
nejméné¢ dvou metod, které docili téméf dokonalého vysledku. Metody jsou nejcastéji
zkoumany in vitro, nicméné metody jako je tieba aplikace hydrostatického tlaku nebo osetieni
tkan¢ detergenty byly také zkoumany in vivo a Vv laboratofich jsou nyni béZné pouzivany
(ZHANG a kol., 2022; HINDERER a kol., 2016)
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Obrazek 6: Tkan ziskana z prase¢i aorty obarvena hematoxylinem a eozinem.
a) zobrazuje tkan pred decelularizaci; b) zobrazuje tkan po decelularizaci bez
bunék a bunéénych jader (ASGNAGI a kol., 2013).

Téméet kazda tkan a organ byl uz decelularizovan a pouzit jako scaffold. Mnohé
z decelularizovanych nebo ¢asteéné decelularizovanych produktd ziskaly schvaleni Utadem
pro kontrolu potravin a 1é¢iv v USA a jsou v soucasné dobé¢ klinicky aplikovany v m&kkych
tkani, kosti nebo srdce. Dosud byly klinicky Gspé$né operované pouze pti rekonstrukci relativné
jednoduchych tkanich. Nicméné je soucasny smér vyzkumu sméfovan na reparaci celych

organti (HEATH, 2019).

4.1 Imunogenicita

Schopnost antigenu vyvolat imunitni odpovéd’ se nazyva imunogenicita. Aby m¢la
¢astice imunogenni schopnost musi mit velikost vetsi néz 3000 Da. Imunitni reakce je zahdjena
rozpoznanim antigenll sloZkami imunitniho systému. Imunitu délime na vrozenou a ziskanou.
Okamzit¢ a jednoduché imunitni odpovédi jsou klasifikovany jako vrozené, kvili
své nespecifické odpoveédi proti cizim antigenti. Nespecifickd imunita je zprostiedkovana
fagocyty a natural killers (NK) bunkami, které fagocytuji buniky neobsahujici antigeny télu
vlastni (MASSARO a kol., 2021; BARBOSA a kol., 2021).

Molekuly hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) zapocinaji imunitni reakci
adaptac¢niho imunitniho systému u obratlovcii tim, Zze prezentuji extracelularni patogeny.
MHC | vystavuje peptidy pro CD8+ T lymfocyty. Molekuly MHC II ptedstavuji peptidy pro
CD4+ T lymfocyty. MHC je velmi riznorodéd svou vysokou alelickou diverzitou vyvinutou

selekci (MINIAS a kol., 2021).
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Decelularizace zajiStuje odstranéni imunogennich komponent, které by mohly
zapficinit imunitni reakci organismu nebo odmitnuti tkdn€. Decelularizaéni metody umoziiuji
témet dokonalé odstranéni téchto komponent. Neutrofily a NK buiiky jsou prvni bunky, které
se dostavaji do mista transplantace. Neutrofily reaguji imunogennimi komponenty do 48 hodin.
Produkuji peptidy, které degraduji cizi tkan. M1 makrofagy jsou zodpovédné za prozanétlivou
odpovéd, ktera se vyvine az v zanétlivou reakci. M2 makrofagy generuji regeneracni odpoveéd
ve tkani, coz je prizniva reakce po transplantaci. B lymfocyty stimuluji produkci protilatek
a T lymfocyty rozpoznavaji antigeny. Na degradaci ECM se podili metaloproteinazy,
které puisobi na hyalinni slozky ECM (MASSARO a kol., 2021).

4.2  Fyzikalni metody decelularizace

Ve vétSin€ decelularizacnich protokoltl je zminéna alespon jedna forma fyzikalni
metody, ktera je soucasti daného postupu. Provedeni této metody vétSinou zahrnuje pfistroj
nebo aparaturu, ktera umoziiuje decelularizacnimu roztoku jednodusi prostup pfes tkan
(FERNANDEZ-PEREZ a AHEARNE., 2020). Fyzikéalni metody zaji§tujici decelularizaci jsou
zalozeny na zménach teploty a tlaku. To vede KnaruSeni membran, odstranéni
imunogenetickych bun¢k nebo odstranéni vymyvaciho detergentu. Mechanické metody
dokazou efektivné odstranit husté kolonie bunék, anebo zpusobit jejich lyzi. Samostatné pouziti
fyzikélnich metod neni mozZné a je kombinovéano s enzymatickymi ¢i chemickymi technikami
pro odstranéni genetického materidlu z rozlozenych bunék. Nutnosti je zamezit nevhodného
pouziti téchto metod, jelikoZz by doslo k poSkozeni ECM struktury a zméné mechanickych
vlastnosti (BUCKENMEYER a kol., 2020).

Obecné plati, ze rozdily ve slozeni ECM vyzaduji riizné protokoly decelularizace
a oSetieni Vv zavislosti na typu organismu, tkani, véku darce a anatomické oblasti. Fyzikdlnich

metod je celd fada. Jednotlivé druhy téchto metod budou dale popséany v dil¢ich kapitolach
(RABBANI a kol., 2021).

4.2.1 Metoda teplotniho Soku

Teplotni Sok je metoda, kterd se zaklada na opakovaném cyklickém sniZeni teploty pod
-80 °C pomoci tekutého dusiku, jez je prolozeno zvySenim teploty na 37 °C. Vlivem rozdilnych
teplot dochazi k vytvoreni intracelularnich krystall, poSkozeni membran bunék, jejich nasledné
1yze a odlouceni od ECM. Malé krystalky zpusobuji jemné poSkozeni ECM ¢imZ ovlivni jeji
mechanické vlastnosti. Tato metoda neodstrani dokonale v§echny bunécné slozky. 88 % obsahu
DNA zutstava ve fibroblastech, coz mize vyvolat imunitni odpovéd’ organismu. V kombinaci

S touto metodou se vyuzivaji chemické detergenty nebo vysoky hydrostaticky tlak. Pisobenim
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hydrostatického tlaku vyssiho nez 600 MPa je docileno podobnych vysledkil jako pii pouziti
chemickych sloucenin. Po provedeni metody teplotniho Soku je obvyklé snizeni napéti v tkani
(BUCKENMEYER a kol., 2020).

Nedavna studie zkoumala uc¢inek tepelnych Sokt na decelularizaci velkych §lach spolu
s Tritonem X-100 a dodecylsulfatem sodnym (SDS) jako detergenty. Autofi zjistili, ze cykly
zmrazovani a rozmrazovani vedly ke snizeni DNA na 20 % v ECM. Pocty cykli se lisi
Vv zavislosti na decelularizovaném materialu. Pro decelularizaci bunécnych listii byl pouzito

tii cykll a pro bederni obratle jeden cyklus (ZHANG a kol., 2022).

4.2.2 Metoda perfusni pumpy

Pro $tépy z kompozitni tkané ¢i celé organy obsahujici cévni struktury je vhodné pouziti
metody perfuse. Perfuse je prutok tekutiny organem, napiiklad srdcem. V pfirozeném prostiedi
organu se jednd nejcastéji o krev. V tomto piipadé bude perfusni tekutinou decelulariza¢ni
roztok. Pro Gspésné provedeni je dulezité slozeni komplexni aparatury (Obr. 7) a zajisténi
kontrolovaného pritoku deceluraliza¢ni tekutiny pomoci peristaltického Cerpadla zapojeného
do decelulariza¢niho okruhu. Pro propojeni okruhu s organem je vyuzita kanyla, jez mé vetsi
primér nez otvor organll. Tato metoda je velice Casto vyuzivana, jelikoz zajiStuje rychly
prostup tekutiny do viech vrstev organtl. Uginnost perfuse zavisi na tlaku, priitokové rychlosti
a koncentraci decelulariza¢niho ¢inidla. Pro minimalni mechanické poSkozeni ECM se pfi
zahdjeni procesu pouziva nizsich tlakti. Pfi postupné zméné slozeni ECM a vymyvaciho
detergentu, se pouziva kontrolovany, postupné gradujici tlak (NICHOLLS a kol., 2022).

Mezi orgény urcené pro transplantaci, které jsou pomoci této metody decelularizovany,
patii srdce, jatra, plice a slinivka. Kompozitni §t€py jsou narocnéji decelularizovany, diky jejich
komplexnimu slozeni zriznych typt bun¢k a velkého mnoZstvi strukturnich elementt

v tkanich (NICHOLLS a kol., 2022).
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Obrazek 7: Aparatura perfusni decelularizace (TUAN-MU a kol.;2020).

4.2.3 Metoda ponoieni a michani

Metoda zvana ponofeni a michani je pouzivana pro mensi a jemné&;jsi organové struktury,
které nemayji velké krevni fecisté. Mezi takovéto organy fadime mocovy méchyt a tenké stievo.
Tkan urcend pro decelularizaci je ponofena do nadoby s decelulariza¢nim roztokem, jehoz
interakce s tkani vede k naruseni jeji struktury a izolaci bundk od bazalni membrany. Cas
a postup procesu zavisi na tloust’ce tkané. Pro zlepSeni vysledkl je mozné pouziti tlaku. Ten
zajisti lepSi prostupnost pro detergenty, ¢imz se zkrati samotny Cas decelularizace. Zaroven
ale miize dojit k poskozeni ECM. Turbulence v ¢inidle mize byt vyvolana magnetickou

deskou, zdrojem ultrazvuku, rota¢ni komorou nebo michadlem na konci komory. Tato metoda

vvvvvv

¢inidla do vice vrstev tkani (ZHANG a kol., 2022).

4.2.4 Metoda vyuzivajici superkritickou kapalinu

Superkritickd kapalina je latka, jejiz hodnoty teploty a tlaku ptesahuji kritickou Groven.
Nejedna se o plyn ani kapalinu, spiSe o kombinaci obou skupenstvi. Diky své vysoké
permeabilité jsou tyto kapaliny jednoduSe odstranény z tkdni, ale zaroven odstrani bunécné
Castice, aniZ by doslo k promyti tkani a jejimu pfipadnému poskozeni. Nejcastéji pouzivanou

superkritickou kapalinou v decelularizaci tkani je superkriticky oxid uhli¢ity (scCOz). Jedna
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se o apyrogenni, netoxickou a inertni slouceninu. Jeho kriticky bod mé teplotu 31,1 °C pfi
7,38 MPa, coz je idedlni teplota a tlak pro neporuSeni ECM. Diftzi orgdnem, dielektrickou
konstantu a dal$i fyzikalni vlastnosti scCO2 miuzeme dle potfeby ménit pomoci zmény teploty
nebo tlaku. Chemicky charakter scCO2 zajiStuje extrakci nepoldrnich slozek, zatimco
kvadrupélovy moment SCCO, odstrani ztkdni komponenty mirn€¢ polarniho charakteru.
Vyhodou pouziti superkritické kapaliny oproti ostatnim decelularizacnim metodam je rychlejsi
odstranéni bunécnych struktur z rtiznorodéjsich tkani. Zaroven pii tomto procesu dochazi
ke sterilizaci dECM (decelularizovana extracelularni matrix). Tato metoda ale neni univerzalni,
napiiklad ne vzdy se da pouzit pro jemné cévni systémy (ZHANG a kol., 2022; CHASCHIN
a kol., 2022).

4.2.5 Mechanické zatiZeni a hydrostaticky tlak

Bunky na povrchu tkani Ize eliminovat mechanickym seskrabanim ostrym nastrojem
doprovazenym enzymatickym detergentem nebo solnymi roztoky. Mechanické odstranéni
svrchnich  bunéénych struktur dokéze =zvysit ucinnost decelularizace. Nevyhoda
je neopakovatelnost a nepiesnost této metody. Prili§ velka sila pouzitd na mechanické
odstranéni bunék muze vést k poskozeni struktury ECM (RABBANI a kol., 2021).

Pii metod€ hydrostatického tlaku je voda rozstfikovanid na roztaZenou tkan. Jedna
se 0 metodu Casové nendrocnou a vysoce efektivni. Pii snizené teploté hrozi, ze vytvorené
vodni krystalky mohou poskodit strukturu ECM. ZvySenim teploty béhem decelulariza¢niho
procesu dochdzi k potlaceni tvorby krystalii, ale také ke zvySeni entropie a tim ke zvySeni
zranitelnosti ECM. Soucasna zjisténi této studie ukazala, ze decelularizace pod tlakem 980 MPa
depolymerizovala aktinové cytoskelety v pfirozené tkani délohy potkana (Obr. 8). Uvadi
se také, Ze tlak zménil morfologii jadra po aplikaci vysokého hydrostatického tlaku na délozni

tkan (RABBANI a kol., 2021).
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Obrazek 8: Aparatura pro zvySeni hydrostatického tlaku (ZEMMYO a kol., 2021).

4.3 Chemické metody decelularizace

Chemické metody, jez jsou vyuzivany pro rozruseni bunécnych slozek a mezibunéénych
spojii, se zakladaji na pouziti specidlné upravenych detergentl. Mezi chemické slouceniny
pouzivany pro proces decelularizace fadime surfaktanty, kyseliny a zasady. Dalsi klasifikace je
zaloZena na naboji ¢inidla a délime je na iontova, neiontova ¢i zwitteriontova. Tyto roztoky
dokézou rozrusit interakce v cytoplazmatické membrané buné¢k, vazbu lipidd, proteinii a DNA.
Silné roztoky mohou mit neptiznivé uc¢inky na ECM a zplisobit tak jeji naruseni. Neiontové
detergenty v porovnani s iontovymi detergenty zpusobuji mensi poskozeni ECM, ale musi byt
pfidan jiny detergent nebo fyzikalni metoda, aby bylo zajiSténo plné odstranéni bunéénych

slozek (ZHANG a kol., 2022, GILPIN a kol., 2017).

4.3.1 Surfaktanty

Surfaktanty jsou amfipatické molekuly s poldrni a hydrofobni ¢asti se schopnosti
rozru$it hydrostatické vazby. Surfaktanty rozliSujeme dle néboje ¢inidla a délime je na iontova,
neiontova ¢i zwitteriontova. Jednotlivé pouzité¢ metody decelularizace mohou ovlivnit fyzikalni
vlastnosti decelularizované extracelularni matrix (dECM). Ukazalo se, Ze pouziti iontového,

spiSe nez aniontového detergentu, muze vést k vyrazn¢ porézn&jsimu dECM (BEHMEN
HANSEN a kol., 2021).
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Detergent dodecylsiran sodny (SDS) je jednou z nejvyuzivangjSich chemickych
sloucenin v tkanovém inzenyrstvi, a to diky své vysoké schopnosti odstraniovat buiky
a geneticky material. Dokaze denaturovat proteiny a rozpustit cytoplazmatickou i jadernou
membranu. S vyssi koncentraci SDS se zvySuje odstranéné mnozstvi zbytki DNA (ZHANG
a kol., 2022). Mezi dopady na extracelularni membranu se fadi odstranéni zbylych jadernych
a cytoplazmatickych proteind, pficemz velkou negativni vlastnosti této latky je rozruSeni
struktury decelularizované tkané odstranénim kolagenu, mukopolysacharidi a rastovych
faktorti. Dal$i nepfiznivou vlastnosti SDS je jeji Spatné vymyti z ECM zptsobené silnou
vazebnou interakci mezi proteiny ECM s molekulami SDS. Zbytky SDS mizou mit za nasledek
cytotoxicky vliv pro recelularizované bunky. Mezi dalsi iontové detergenty se fadi deoxycholat
sodny (SD) pracujici na stejném principu jako SDS. V porovnani G€¢innosti jednotlivych latek
ma SD silngjsi decelularizaéni schopnosti nez SDS (GILPIN a kol., 2017; ZAMATI a kol.,
2017).

Deoxycholat je iontové povrchové aktivni decelulariza¢ni ¢inidlo lyzujici membranu
bunck. SD je jeden z méné agresivnich detergentii a nezptiisobuje poSkozeni ECM. Na druhou
stranu ale zpusobuje aglutinaci DNA na povrchu tkané. Této aglutinaci je mozné zamezit
enzymatickou reakci ptidanim deoxyribonukleazy (GILPIN a kol., 2017).

Triton X-100 je neiontova chemicka sloucenina rozruSujici membranu a DNA, aniz by
dochazelo k rozruseni vazeb mezi proteiny. Ke zvySeni decelularizacniho G¢inku se pouziva
Triton X-100 v kombinaci s jinymi decelularizaénimi roztoky. Proniknuti roztoku do ECM ma
za nasledek sniZeni obsahu laminu a fibronektinu. Triton X-100 je vyuzivan jako pomocné
¢inidlo pro vymyti zbytkového SDS (ZHANG a kol., 2022; ZAMATI a kol.,2017).

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat (CHAPS) je zwitteriontové
nedenaturujici decelularizaéni ¢inidlo. Roztoky jsou pouzivany v kombinaci s metodou
perfuze. Pti pouziti CHAPS je pozorované Uiplné odstranéni bunéénych slozek. Kolagen, elastin
a dal8i proteiny ECM jsou zachovany, coZ vede k zachovani celistvosti a elasticité tkané.
CHAPS ma na rozdil od jinych detergentii snizenou schopnost eliminace DNA (GILPIN a kol.,
2017).

4.3.2 Kyseliny

Kyseliny a zasady jsou pouzivany v decelularizaci pro naruseni hydrolytickych vazeb
Vv cytoplazmatickych slozkach, DNA a RNA kyselin. Mezi nejvice pouzivané kyseliny se fadi
kyselina perooctovd, kyselina chlorovodikovda a kyselina octova. Kyselina perooctova

je kyselina silné povahy se silnym korozivnim G¢inkem. Vlivem kyselin na decelularizovany
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organ dochazi k naruseni cytoplazmatickych organel a rozpadu nukleovych kyselin. Pfednosti
pouziti kyselin pro decelularizaci je jejich antibakteridlni, antivirotickd a antimykoticka
aktivita. Kyselina perooctova je casto pouzivana jako sterilizacni ¢inidlo. Pii Spatném pouziti
kyselin mtze dojit k oslabeni struktury decelularizovaného organu snizenim obsahu kolagenu.
Stézejnim faktorem je vybér vhodné kyseliny a nasledné nafedéni na pozadovanou koncentraci
(ZHANG a kol., 2022; GILPIN a kol., 2017).

Chelaty kyseliny ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctové (EGTA) a kyselina
ethylendiaminotetraoctova (EDTA) mohou byt vyuzity jako prostiedky pro decelularizaci.
EDTA ma schopnost navazat se pomoci vazby na kationty dvojmocnych kovili v misté bunééné
adheze na ECM. Takto dojde k oddéleni bunék od samotné ECM. Tohoto procesu lze vyuzit
pii odstranéni bunék kosterniho svalstva pomoci latrunculinu A, coz vede k naruSeni aktinu
amyosinu (GILPIN a kol., 2017; BEHMEN HANSEN a kol., 2021). Latrucin A je toxin
ziskany z ¢ervené moiské houby Latrunculia magnifica, ktery se pouziva k depolymerizaci
aktinovych filamentl v Zivych buiikach. Zaroven dochazi ke snizeni obsahu DNA v buiice

abunééné smrti. Vlivem EDTA na dECM dojde k malému zvétSeni poréznosti matrix

(FUJIWARA a kol., 2018).

4.3.3 Zasady a alkoholy

Zéasady reaguji hydroxylovou skupinou s kyselinami za vytvofeni soli.
Nejpouzivangj§imi zasadami jsou hydroxid amonny, hydroxid sodny a sulfid sodny. Zasady
denaturuji bunéénou DNA a zplsobuji naruSeni bunééné membrany, coz vede k lyze bunky.
Pro nejlepsi vysledky by bylo teoreticky vhodné pouziti roztokt, které maji pH vyssi nez 11.
Ptrekazkou pro pouziti ptili§ zasaditého roztoku je vliv vysokého pH na ECM, kdy dochazi
K naruseni struktury, mechanickych vlastnosti, snizeni obsahu glykosaminoglykant
a rustovych faktor (ZHANG a kol., 2022; GILPIN a kol., 2017).

Alkoholy jsou pouzivany pii decelularizaci diky schopnosti dehydratovat biologicky
material. Nejvice jsou vyuzivany methanol a ethanol. Tyto latky difunduji pies
cytoplazmatickou membranu bunék a nahrazuji vodu v intracelularni tekuting€. V buiice rozrusi

bunécnou strukturu a degraduji geneticky material (ZHANG a kol., 2022; GILPIN akol., 2017).

4.3.4 Hypertonické a hypotonické roztoky

Pti pouziti hypertonickych a hypotonickych roztoki se vyuziva rozdilného osmotického
tlaku. Dochazi k lyze bunék nebo jejich dehydrataci a ndsledné bunééné smrti. Tonicita
je veli¢ina, kterd je zavisla na rozdilné koncentraci rozpusténych latek na stranach

polopropustné membrany. Diky své velikosti ¢astice nejsou schopné pres tuto membranu
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prochazet. Hypertonické prostiedi obsahuje v rozpoustédle vetsi mnozstvi rozpusténych latek,
které nejsou schopny projit membranou. Tohoto procesu je vyuzivano pii odstranéni proteinu.
Hypotonické roztoky jsou roztoky, které obsahuji oproti sledované buiice mensi mnozstvi
rozpusténych slozek. Tyto roztoky se pouzivaji pro odstranéni jadra a nukleovych kyselin.
Pti pouziti hypotonického roztoku piechazi rozpoustédlo z okolniho prostiedi do bunky. Proces
ma minimalné¢ dva kroky, kdy 11 hodin plsobi hypotonicky roztok na ECM. Dochazi
ke zvétSeni obsahu buiiky, coz vede k narustu objemu a jejimu prasknuti. Nasledujicich 11
hodin na ECM ptisobi hypertonicky roztok, ktery spiSe zefektivni funkci hypotonického
roztoku (GILBERT a kol., 2006; KOUROUKLIS a kol., 2023).

Hypertonické a hypotonické roztoky jsou nej€astéji pfipraveny z chloridu sodného.
Za velkou vyhodu pti pouziti téchto roztoki je povazovano jejich jednoduché odstranéni z tkéni
po decelularizaci, coz vede k snizené hrozbé¢ cytotoxicity pro novée usidlujici se bunky. Diky
této vlastnosti mohou byt hypotonické a hypertonické roztoky pouzity pro ucinné odstranéni
zbylych chemickych detergentii a bunéénych slozek z decelularizované tkané. Nevyhodou
téchto roztokl je mozné rozptyleni antigenii uvolnénych zrozpadlych bun¢k, coz muze

Vv lidském organismu vést k podrazdéni tkani (KOUROUKLIS a kol., 2023).

4.4 Enzymatické metody decelularizace

Enzymy se fadi mezi bilkoviny, které maji biokatalytické vlastnosti. Tyto vlastnosti
se projevuji pii uréenych podminkach jako je pH, teplota a tlak. Hlavni podstatou téchto
bilkovin je urychleni nebo zapoc¢nuti chemickych reakcei, které jsou nezbytné pro vyvoj a funkci
organismu. Principem enzymu v chemickych reakcich je jejich katalyza. Snizuji aktivacni
energii nezbytnou pro chod dané reakce. Enzymy se vazou na klicova, tzv. aktivni mista
molekul. Obvykle jsou vysoce specifické, tzn. uréené pro urcité reakce a substraty. Bez enzymi
by vétSina stéZejnich reakci probihajicich v organismu trvala mnohem déle coz by vedlo
ke smrti daného organismu (KHAN a kol., 2021).

Existuji dva rtizné modely vyobrazujici mechaniku enzymaticky fizené reakce. Prvni
model je zaloZen na zamku a kli¢i, kdy tvar substratu je doplnén tvarem aktivniho mista
enzymu. Coz znamend, ze v ptipadé, aby reakce probéhla, musi do sebe aktivni misto a substrat
perfektn€¢ zapadnout. Druhd je teorie indukovaného pfizplsobeni aktivniho mista,
kdy se povazuje za nedulezité prostorové uspotradani danych komponent a takzvaného presného
tvaru se dosahne az po navazani (ROBINSON,2015).

Pti pouziti enzymil pro decelularizani metody je nutné zohlednit povahu dané tkang.

Nukleazy, jako jsou napiiklad ribonukleaza nebo deoxyribonukledza jsou pouzivany
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k degradaci nukleovych kyselin. Proteazy, mezi né€z je fazen trypsin, kolagenaza nebo pepsin,
se pouzivaji k rozkladu proteint. K degradaci lipidi jsou ureny lipazy (LANZA a kol.,2020).

Enzymatické roztoky jsou piipravovany v roztocich udrzujici pH a osmolaritu
potiebnou pro spravnou aktivitu enzymu. Tkan nebo organ jsou ponoteny do roztoku nebo
je pouzita metoda perfuse, ktera je pouzita pro duté organy. Doba, na kterou je tkan ponofena
do roztoku, se pohybuje mezi nékolika hodinami az dny. V prib&hu procesu je roztok ménén,
aby byly odstranény bunééné zbytky a ostatni odpadni produkty (LANZA a kol., 2020).

441 Proteazy

Protedzy maji dilezity ukol v organismu, od bunécné signalizace pies regulaci transmisi
az po terminaci fyziologickych procest. Maji schopnost katalyzovat hydrolyzu peptidovych
vazeb v bilkovinach, coz jim dava schopnost inaktivovat ostatni proteiny. Takovato schopnost
se nazyva proteolyza (FINK a JERALA, 2022).

Trypsin se fadi mezi proteazy, které maji za ukol §tépit peptidové vazby mezi argininem
a lysinem. V prvnim kroku dochazi k navazani postranniho aminokyselinového substratu
na aktivni misto trypsinu. Tato vazba je stabilizovdna vytvofenim vodikovych mustki.
Nésledné dochazi k hydrolyze esterové vazby, kdy dochéazi k uvolnéni peptidového fetézce
aregeneraci aktivniho mista serinového hydroxylu. Takto se oddéli celularni komponenty
od ECM (SHENA a kol., 2022). Vzhledem k agresivnimu charakteru trypsinu je pouzivan
jako samotné decelularizacni ¢inidlo ziidka. ZvySené koncentrace trypsinu v decelulariza¢nim
¢inidle nebo nepfiméfene dlouha doba pisobeni roztoku vede k poskozeni biomechaniky ECM.
Trypsin je pouzivan casto jako preparacni Cinidlo pro decelularizaci pomoci EDTA
(MOFFAT a kol., 2022). Ptirozené¢ se trypsin v organismu nachazi v travicim systému.
K sekreci trypsinu dochazi ve slinivce biisni jako inhibitor trypsinogenu. Poté trypsin putuje

do tenkého stieva, kde je konvertovan do aktivni formy trypsinu (SHENA a kol., 2022).

Dispaza je neutralni protedza odstépujici buiiky z bazalni membrany od fibronektinu
akolagenu IV. Zaroven tato protedza zabrafiuje piipadné nechténé agregaci bunék. Casto

je pouzivana u tenkych tkani, jako naptiklad u tenkého stteva (MOFFAT a kol., 2022).

Dalsi pouzivanou protedzou je kolagenaza, kterd Stépi kolagen I, II a III v tkdnich.
Kolagenaza je také pouzivand k metabolizaci kolagenu, za ucelem ziskani materialu ECM

pro analyzu pomoci hmotnostni spektrometrie (MOFFAT a kol., 2022).

39



4.4.2 Nukleazy

Nukledzy patii mezi hydrolazy, které S$t€pi vazby mezi nukleotidy. Jsou
nezanedbatelnou soucasti pti opravé DNA. Predpoklada se, ze stépeni fosfodiesterovych vazeb
probiha obecnou acidobazickou katalyzou. Nukledzy vyuzivaji rizné nukleofily ke Stépeni
fosfatové vazby. Nejbéznéjsimi nukleofily jsou molekuly vody deprotonované bazi pro piimou
hydrolyzu. Nukleofilem miize byt také hydroxylova skupina 3 'konce DNA nebo RNA (JANG,
2010).

Nukledzy jsou rtiznorodou skupinou a zahrnuji jak proteiny, tak katalytické RNA.
Neexistuje jednoduchy zptisob, jak je klasifikovat a rozdé€lit. Na zakladé preference substratu
lze nukledzy rozdé€lit na DNazy a RNazy, pifesto je velky pocet nukledz nespecifickych
pro cukerné slozky a muze $tépit RNA i DNA (JANG, 2010). Nukleazy jsou schopny diky své
vysoké specifit¢ ulehcit odstranéni DNA z tkani. DNaza je Casto pouzivana po detergentech,
které vytvareji pory v membrané bunck. Dochdzi k lepSimu prostupu DNézy pies bunéénou
membranu a urychleni procesu odstranéni nukleovych kyselin a rezidudlniho detergentu
(MOFFAT a kol., 2022).

Uginnost této metody dosahuje az 95 %. Pokud ale tento proces trva piili§ dlouho, vede
az knaruSeni ECM. Dochéazi ke ztrat¢ mechanické stability, a ztrat€¢ kolagenu IV,
mukopolysacharidi a dalSich slozek ECM. Nukledazami oSetfenda ECM musi byt dostate¢né

promyta, aby nedoslo k zamezeni recelularizace diky imunogenicité (MOFFAT a kol., 2022).

4.4.3 Lipazy

Lipaza je enzym, ktery Stépi triglyceridy na volné mastné kyseliny a glycerol tim,
ze katalyzuje hydrolyzu esterovych vazeb v triglyceridech. Lipazy jsou pfitomny
Vv pankreatickych sekretech a podileji se na traveni a metabolismu tukd. Jaterni lipaza v jatrech
degraduje triglyceridy, které zistavaji v lipoproteinu se stfedni hustotou. Hormonalné citliva
lipdza se nachdzi v tukové tkéni a je zodpov€dna za hydrolyzu triglyceridii uloZenych
v adipocytech. Lipoproteinova lipdza se nachazi ve vaskuldrnich endotelidlnich bunkach a
je zodpovédna za degradaci triglyceridd, které cirkuluji z chylomikront a lipoproteint s velmi
nizkou hustotou. Pankreaticka lipdza se nachazi v tenkém stievé a podili se na degradaci

triglycerida ve stravé (PARK a PARK, 2022).

Jednim z hlavnich ptedstavitelti lipaz jsou fosfolipazy hydrolyzujici esterové vazby
ve fosfolipidech. Fosfolipazy hydrolyzuji fosfolipidy v bunécné membrané, ale nedochazi
k degradaci kolagenu a proteoglykanu. Fosfolipazy odstranuji slozky slozeny z lipidd, ale

pro plnohodnotné odstranéni bunéénych komponent je jeji samostatné pouziti nedostatecné.
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Jejich pouziti je kombinovano s chemickymi decelularizacnimi roztoky (MOFFAT a kol.,
2022).

4.5 Sterilizace a recelularizace decelularizované tkané

Po ukonceni decelularizacnich krokl je scaffold nachylny k patogennim hrozbam
zvenéi. Mezi nejcastéji z nich patii mikroorganismy. Aby bylo takové situaci zabranéno
dochazi ke sterilizaci pfed implementaci tkdn€ nebo organu. Existuje nékolik sterilizacnich
technik dECM. Jejich vhodnost zavisi na mnoha faktorech, které je nutné vzit v uvahu.
Mezi faktory ovliviujici kvalitu materialu patii vlhkost, doba expozice, teplota a rozsah
biologické zatéze (MENDBIL a kol., 2020).

Asepse znamend, ze v prostfedi neni obsazen zadny zivy mikroorganismus, coz
je ptedpokladem pro vytvotreni dokonalého scaffoldu. Nejbéznéjsimi zpisoby sterilizace jsou
ozatfovani a ethylenoxid. Pokud jsou ovSem biomaterialy pouzivany pouze v experimentalnim
vyzkumu, neni potieba spliiovat kritéria dilezita pro klinicky material, kde je asepticky stav
materiali a neporusena struktura scaffoldu stézejni. Idealni metodou je sterilizace nebo
dezinfekce dECM. Kromé odstranéni mikroorganismii zajisti také fyzikalni a chemickou
strukturu a biologickou aktivitu dECM. K ovéfeni bezpecénosti steriliza¢ni techniky se pouziva
technické cesty. Nejdiive se pomoci testu sterility urci, zda je dECM sterilni. Po ucinné
sterilizaci nebo desinfekci dochazi ke kontrole na toxické a Skodlivé latky testem cytotoxicity.
V poslednim kroku jsou kontrolovany fyzikalni a chemické vlastnosti dECM (TAO a kol.,
2021).

Z fyzikélnich metod lze wvyuZit tepelné techniky, které maji omezeni diky
termosenzibilité molekularnich slozek, které mohou vlivem teploty denaturovat a ztratit svou
funkénost. Ozafovani G¢inné eliminuje mikroorganismy. UV zafeni je béznou steriliza¢ni
metodou pouzivanou ve vyzkumnych zafizenich, zejména kviili snadné dostupnosti
ve vyzkumnych laboratofich a zatfizenich (HABIBZADEH a kol., 2022). Mezi negativni
vlastnosti UV zéfeni patii negativni ovlivnéni strukturnich proteinti, coz mtze snizit jejich
pevnost. Nicmén¢ diky své vysoké penetraci, vhodné teploté a dobrému zajisténi sterilizace je
pouzivan v mnoha farmaceutickych a vyzkumnych zatfizenich (MENDBIL a kol., 2020;
FU a kol., 2014). Ozafovani je fyzikalni metoda, kdy je pouzivano gama zaieni. Podle riizného
davkového ptikonu zdroje se lisi i pozadovana doba sterilizace zafenim a obvykle lze sterilizaci
provést béhem par hodin nebo az nékolika dnii. Mechanismus této sterilizace spoc¢iva ve zni¢eni
nukleovych kyselin, enzymt a mikroorganismi. Soucasné dochazi k radiaci molekul vody

Vv organismech, coZ vede k vytvofeni peroxidi a volnych radikala (TAO a kol., 2021).
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Sterilizace na bazi alkoholu je v laboratofich bézna, protoze je levna a snadno dostupna.
Tato metoda je ucinngjsi pii zabijeni mikroorganismii ve vodnych roztocich, ale mize také
ovlivnit proteinovou strukturu v kouscich dECM. Fenoly pusobi tak, Ze narusuji membrany,
vysrazeji proteiny a inaktivuji enzymy. Jsou baktericidni, fungicidni a mykobaktericidni,
ale jsou neucinné proti sporam a vétsing virt. Aldehydy jsou alkylacni ¢inidla, ktera poskozuji
nukleové kyseliny a zabijeji vSechny mikroorganismy vcetné spor (MENDBIL a kol., 2020;
HABIBZADEH a kol., 2022).

Sterilizace ethylenoxidem je starsi steriliza¢ni metoda. ethylenoxid je toxicka organicka
sloucenina. Jedna se o bezbarvou ¢irou kapalinu. Pii pokojové teploté je ethylenoxid v plynném
stavu, jednd se o bezbarvy plyn s éterickym Stiplavym zdpachem. ProtoZze ma dECM silnou
adsorp¢ni kapacitu pro ethylenoxid, tak je nutné prodlouzit dobu odstranovani ethylenoxid
po sterilizaci, ¢imz se doba sterilizace prodlouzi az o nékolik tydni. Mechanismus plisobeni
spo¢iva v alkylaci proteini a nukleovych kyselin, coz vede ke ztrat¢ aktivity téchto
makromolekul (TAO a kol., 2021).

Prestoze antibiotika nejsou typickou metodou desinfekce nebo sterilizace, jsou
pouzivany jako dopliikova slozka s jinymi sterilizacnimi technikami. B-laktamy, mezi kter¢ je
fazen penicilin, a polypeptidova antibiotika inhibuji syntézu bakterialni bunécné stény.
Aminoglykosidy a makrolidova antibiotika se vdZou na ribozom, ¢imZ znemoziuji proteinové
translaci bakterii. Chinolony interferujici s DNA gyrdzou a inhibuji syntézu DNA. Dale
se pouzivda Amfotercin a dal$i poyenova atifungalni antibiotika, které ovliviiuji propustnost
membrany a inhibuji rist hub (TAO a kol., 2021).

Recelularizace je definovana jako znovuosidleni dECM scaffoldt buiikami jehoz cilem
je rekonstruovat mikroanatomii orgénu a tim obnovit jeho specifickou funkci. Buniky pouzivané
pro recelularizaci potiebuji vedeni pro jejich pieskupeni a zrani, coZ je tkol, ktery Iépe provadi
ECM a jeho zbytkové slozky (HILLEBRANT a kol., 2019).

Existuji dvé recelulariza¢ni techniky pouzité v zavislosti na typu buiiky. Prvni vyuziva
recelularizaci pomoci cévni sit¢ anebo jinou dutou strukturu (napt. Zlu¢ovodu, mocovodu,
sttevniho lumen nebo dychacich cest). Alternativné je také mozna recelularizace
prostfednictvim pfimé bunécné injekce do parenchymalniho kompartmentu. Pro uspéSny
proces recelularizace je nezbytné znovuosidleni vaskularni sit¢ ECM endotelialnimi bunkami,
aby se zabranilo trombogenicit¢ indukované ECM a potencidlni nasledné ztraté Stépu

(HILLEBRANT a kol., 2019).
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ZAVER

Cilem této bakalafské prace je pfiblizeni problematiky tkanového inzenyrstvi
a decelularizace, ktera slouzi pro tvorbu scaffoldu. Metodou decelularizace dochézi k ziskani
decelularizované extracelularni matrix. Decelularizace vyuziva fyzikalnich, chemickych
a enzymatickych metod pro ziskdni extracelularni matrix zbavené bun¢k. V této praci jsou
popsany principy jednotlivych metod.

Fyzikalni metody vyuzivaji teplotnich a tlakovych zmén piisobicich na ECM, bez toho,
aby doslo ke strukturni zméné¢ nebo poskozeni ECM. V praci je popsana metoda teplotniho
Soku, perfusni pumpy, superkritického plynu, ponofeni a michani a hydrostatického tlaku
a mechanického zatizeni.

Chemické metody vyuzivaji detergentll, které v zdvislosti na své chemické povaze
pusobi na ECM. Mezi roztoky vyuzivajici své chemické vlastnosti patii surfaktanty, kyseliny,
zasady a hypotonické a hypertonické roztoky. Enzymatické metody vyuzivaji proteint
ptirozené vyskytujici se v lidském téle, které katalyzuji chemické reakce, za ucelem ziskani
decelularizované extracelularni matrix.

Mezi hlavni divody, proc€ je decelularizace zkoumana, je tvorba scaffoldi. Mezi vyhody
této metody ziskavéani scaffoldl, které je vhodné zminit, patii zachovani plivodni struktury
organl a potencidlni mozné vyuziti organti zesnulych lidi jako materidlu pro decelularizaci.
Vlastnosti, kterou se 1i88i decelularizace od ostatnich metod ptipravy scaffoldu je zachovani
bioaktivnich molekul, které se ptirozené¢ vyskytuji v ECM. Takovouto vyhodu synteticky
vytvofené scaffoldy nemohou pro buiky poskytnout. Jednim z diivodu, pro¢ neni dECM
vyuzivand v klinické praxi, je moZné netplné odstranéni bunék a jejich zbytki z ECM. Buiky
nebo jejich zbytky by mohly v organismu pacienta po implementaci nového organu spustit
imunitni reakci. Nutnou podminkou pro uspésné ziskdni dECM je zvolit dostatecné silnou
metodu, ktera odstrani bunky z ECM, ale zaroven nedojde k jejimu poskozeni a znehodnoceni
dané¢ho materidlu. Pro piekonani téchto vyzev se vyzkum zamétfuje na zdokonalovani

Potencialnimu SirSimu vyuZiti decelularizovanych bunéénych scaffolda v klinické praxi
brani vedle ne¢kterych technickych problémii a metodickych nedostatkli také vyznamné etické

otazky spojené zejména se ziskdvanim organt pro tyto tcely.
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