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1 Uvod

Regenerativni medicina je v soucasné dobé jednou z nejrychleji se rozvijejicich
multidisciplinarnich oblasti zalozenych na napraveé poskozenych tkani. Tento termin, Casto pouzivany
zameénitelné s tkanovym inzenyrstvim, spojuje oblasti biologie a inzenyrstvi a usiluje o zajisténi
regenerace téla konkrétnim stimulovanim biologického prostiedi. Zjednodusené se v regenerativni
medicin€ usiluje o vytvoreni nosice, ktery napodobuje piirozené mikroprostiedi stavajici tkan¢ a
slouzi jako fyzicka opora pro adhezi bun¢k. Ty nasledné prispéji k degradaci nosice a na jeho misté
vytvoii mezibunéénou hmotu, ve které budou dale proliferovat a kooperovat. Nosi¢ muze byt
obohacen o bioaktivni molekuly, které ovlivituji bunééné pochody. Existuji dva ptistupy pro ptipravu
nosic¢l. Prvni spocivd v moznosti pouziti autolognich bun¢k. Tento pfistup zahrnuje odbér bun¢k
ptijemce, které jsou nakombinovany s vhodnym nosi¢em a umistény do mista poranéni. Bunky také
mohou byt nejprve in vitro kultivovany za piesné definovanych podminek pro jejich pomnozeni nebo
indukci diferenciace a az nasledné¢ kombinovany s vhodnym nosi¢em. Tento zplisob se potykd s
problémem klinického schvalovani. PreferovanéjS§im piistupem je pouzivani funkcionalizovanych
bezbunéénych nosict. Kli¢ je v kombinaci vhodného biokompatibilniho nosic¢e a bioaktivnich
molekul, které jsou schopné ovlivnit buiiky v misté zajmu pozadovanym zptisobem. Lidské t¢lo se
chova jako "Zivy bioreaktor", kde v disledku fizeného uvolnovani bioaktivnich molekul z nosice

migruji vlastni buiiky z okolnich tkani do mista defektu a zahajuji proces hojeni.

Krevni derivaty, zejména trombocytarni koncentraty a jejich modifikace, jsou pro svou
snadnou dostupnost a Siroké spektrum obsazenych ristovych faktori v popiedi zdjmu pro jejich
vyuziti v regenerativni medicin€é. Nékteré ptipravky jsou jiz v klinickych aplikacich, dalsi jsou
pfedmétem vyzkumu. Vyznamné zastoupeni maji pfipravky s obsahem trombocytl jakozto zdrojem

pfirodnich bioaktivnich molekul. Bioaktivni molekuly v nich obsazené hraji diileZitou roli v procesu
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hojeni ran a regenerace tkani. Trombocyty mohou byt pouzity autolognim nebo alogennim zptisobem,
samotné nebo v kombinaci s vhodnym nosi¢em. Dale je mozné pfipravit z trombocytl rizné typy
produkti, jako naptiklad na trombocyty bohatou plazmu (PRP) nebo na trombocyty bohaty fibrin

(PRF), které vylepsuji jejich vlastnosti pro dané aplikace a prodluzuji dobu jejich pouzitelnosti.

V mé praci jsem se zabyvala pfipravou trombocytarnich piipravki pro in vitro aplikace, jejich
charakterizaci pomoci molekuldrné¢ biologickych metod a jejich testovani samostatné nebo v

kombinaci s nanovldkennymi nosici.
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2 Literarni prehled

2.1 Slozky krve

Krev je vysoce specializovana télni tekutina s mnoha slozkami riznych vlastnosti a funkci,
které udrzuji stalost vnitiniho prostfedi v organizmu. V zasadé miize byt rozd¢lena do dvou hlavnich
¢asti, krevni plazmy a krevnich element. Do celého t€la je krev rozvadéna uzavienym systémem
cév. Mezi hlavni funkce krve patii transport dychacich plyni, zivin a odpadnich latek, obrana
organismu proti patogentim, zéastava krvaceni v pfipad¢ zranéni, udrzovani stalé télesné teploty,

stalého pH a stalého osmotického a onkotického tlaku.

2.1.1 Krevni plazma

Krevni plazma je slabé zésadity, naZloutly, vodny roztok. Voda je v ni zastoupena z 92 %,
zbytek ptipada na rozpusténé latky, kterymi jsou organické latky (bilkoviny, hormony) a anorganické
soli. Z anorganickych latek jsou pfitomny elektrolyty jako je sodik, draslik, chlor, hot¢ik a vapnik.
Déle se zde vyskytuji ve stopovém mnozstvi aminokyseliny, vitaminy, organické kyseliny, pigmenty
a enzymy. Hormony, jako napfiklad inzulin, tyroxin a kortikosteroidy jsou uvolfiovany do krve

endokrinnim systémem.

Bilkoviny jsou v plazmé zastoupeny zhruba v 7 %. Mezi nejzndmé;jsi z nich patii skupina
albumind, globulini a fibrinogen. Sérovy albumin, syntetizovany v jatrech, je nejhojnéji
zastoupenym proteinem a tvoii az 60 % vSech plazmatickych proteini. Je dilezitym nosiCovym
proteinem pro fadu latek vEetné hormont a jeho vyznam spociva také v udrzovani onkotického tlaku
v cévach. a- a f—globuliny vznikaji také v jatrech, transportuji Zelezo, méd’, cukr, cholesterol a
steroidni hormony a dale inhibuji trombin a nékteré proteindzy. I'—globuliny jsou sekretovany B—
lymfocyty pii obrané organismu proti infekci. Mezi globuliny patii i protrombin, ktery se ucastni

srazeni krve!. Fibrinogen, 340 kDa velky glykoprotein, je syntetizovan v jatrech, odkud je sekretovan
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do krve. Ucastni se procesu hemokoagulace, coz je slozity fetézec déju, na jehoz konci se fibrinogen,
prostiednictvim serinové protedzy trombinu, méni na vlaknity nerozpustny fibrin. Déle se fibrinogen
podili na procesech hojeni ran, angiogenezi a zanétu®. Dalsimi bilkovinami obsazenymi v plazmé

jsou cytokiny a slozky komplementu, které jsou soucasti vrozené nebo specifické imunity.

2.1.2 Erytrocyty

Erytrocyty jsou bezjaderné bunky obsahujici ¢ervené krevni barvivo hemoglobin. Vznikaji
v ¢ervené kostni dieni dlouhych a plochych kosti. Maji tvar bikonkavniho disku s primérem okolo 8
um a tloustkou okolo 2,5 pum. Bikonkdvni tvar umoziuje deformaci erytrocytu pfi prichodu
kapilarami. Jejich hlavni ulohou je transport kysliku z plic do tkani. Oxid uhli¢ity je zCasti také
transportovan erytrocyty, kde je navazan na hemoglobin. Diky vysokému obsahu enzymu
karboanhydrazy v erytrocytech dochazi k reverzibilni pfeméné oxidu uhli¢itého a vody na kyselinu
uhlicitou. Ta z velké ¢asti disociuje na bikarbonat, ktery difunduje z erytrocytti do plazmy, vyménou
za chloridové ionty. Hemoglobin ptisobi také jako pufrovaci systém pro udrzovani acidobazické

rovnovahy v krvi’.

2.1.3 Leukocyty

Leukocyty jsou jaderné buiky, jejichZz typickou vlastnosti je diapedéza, neboli schopnost
pronikat z krevniho fecisté do tkani naptiklad pifi zanétu. Vznikaji v kostni dfeni a lymfatické tkani a
podili se na obrannych reakcich téla. Z morfologického hlediska se déli na granulocyty, které maji
j&dro c¢lenéno na segmenty a maji barvitelnd granula v cytoplazmé, a agranulocyty, které nemaji

v cytoplazmé sekre¢ni granula®.

2.1.3.1 Granulocyty

Granulocyty (neutrofily, bazofily, eozinofily) jsou charakteristické svymi granuly, kterd po

stimulaci uvolnuji sviij obsah do mezibunééného prostoru. Neutrofily fagocytuji bakterie a viry a

vvvvvv
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mediatory granulocyti uvolnovanych z granuli. Mezi medidtory patii proteolytické enzymy,
cytotoxiny, antimikrobialni peptidy a imunoregulacni cytokiny. Bazofily se uplatiuji pti likvidaci
parazitli a zaroven, diky produkci histaminu, zplsobuji alergické reakce. Eosinofily hraji dulezitou

roli v obrané proti parazitarnim onemocnénim a alergiim?.

2.1.3.2 Agranulocyty

Agranulocyty jsou charakteristické absenci cytoplazmatickych granul a neclenénym jadrem.
Déli se na lymfocyty a monocyty. Lymfocyty jsou heterogenni skupina bunék, které se li§i svou
morfologii a velikosti. Podle jejich funkce rozpoznavame T-lymfocyty a B-lymfocyty. T-lymfocyty
dozravaji v thymu, zahajuji specifické¢ imunitni reakce a ucastni se bunécné imunity. Podle jejich
funkce a diferenciacnich znakli (CD znaki) jsou rozdélovany na dal$i podskupiny (pomocné
lymfocyty, cytotoxické lymfocyty, supresorové lymfocyty a NK bunky (pfirozeni zabijeci). B-
lymfocyty vznikaji v kostni dieni a pro jejich aktivaci je nezbytné setkani s antigeny, které probiha
v sekundarnich lymfatickych organech. Po této maturaci vznikaji z ¢asti pamét'ové bunky, které jsou

soucasti imunitni paméti, a z ¢asti plazmatické butiky produkujici protilatky*.

Monocyty jsou neaktivni buniky vznikajici v kostni dieni, odkud jsou uvoliiovany do krve.
Maji chemokinové a adhezivni receptory, které zprostfedkovavaji jejich piesun z krve do tkani, kde
monocyty diferencuji v zanétlivé dendritické buniky nebo makrofagy. Migrace do tkani a jejich
diferenciace je pravdépodobné fizena zéanétlivym prostifedim a receptory pro rozpoznani vzor
(Pattern recognition receptor; PRR). Zatimco dendritické buniky zpracovavaji antigen a prezentuji
ho na svém povrchu, makrofdgy produkuji zénétlivé cytokiny a fagocytuji bunky nebo toxické

molekuly.

2.1.4 Trombocyty
Trombocyty jsou malé (o priméru 2—-3 um a tloust'ce 0,5 um) bezjaderné bunécné fragmenty

vznikajici odstépenim z megakaryocyt. Trombocyty jsou metabolicky aktivni, 1 pies neptitomnost
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jadra. Obsahuji endoplasmatické retikulum, Golgiho aparat a mitochondrie®. Navic obsahuji veskeré
naleZitosti, jako jsou translaéni faktory a regulatory, k udrzeni translace mRNA do proteind’.
Primérnd Zivotnost trombocytl se ve zdravém organismu pohybuje v rozmezi 9—12 dni. Pak jsou

trombocyty absorbovany endotelem cév nebo jsou fagocytdézou odstranény ve sleziné a jatrech.

2.1.4.1 Puvod a vyvoj trombocyti

Trombocyty vznikaji v kostni dieni pii procesu trombopoézy St€penim z cytoplazmy
megakaryocytll. V dospélosti megakaryocyty pietrvavaji zejména v kostni dieni. Béhem raného
vyvoje jsou pfitomny i v jatrech, slezin€ nebo ve Zloutkovém vaku. Megakaryocyty jsou tvofeny z
pluripotentnich hematopoetickych kmenovych bunék, které se vyvijeji z multipotentnich
hemangioblasti. Nésledné¢ se vyviji pfes megakaryoblasty a promegakaryocyty ve zralé
megakaryocyty. Poté podstupuji endomitézu s opakovanymi cykly DNA replikace, kterd neni
nasledovana bunéénym délenim, takze se megakaryocyty stavaji polyploidni. VE&tSina megakaryocyti
podstupuje tii endomitotické cykly pro dosazeni 16ndsobného mnozstvi DNA diploidnich
chromosomil. Po ukon¢eni endomitotické faze nésleduje faze zrani, ve které megarakyocyt ziskava
své typické ultrastrukturni rysy, jako je vytvofeni demarkaéniho membranového systému, denzniho
tubuldrniho systému a granuli®. Zralé megakaryocyty prodluzuji své pseudopodialni vybézky
cytoplazmatickych membran do sinusoid kostni dfené, kde jsou tyto vybézky uvoliovany a vstupuji
do krevniho tecisté. Jednotlivé krevni desticky jsou nasledné pomoci proudu krve odStépovany
z téchto vyb&zki. Hlavnim regulatorem trombopoézy je trombopoetin, ktery je zaroven jedinym

cytokinem zodpovédnym za udrzeni konstantniho po¢tu uvoltiovanych trombocyt®!°.

2.1.4.2 Struktura trombocyti

Struktura trombocyt muze byt rozd€lena do Ctyf samostatnych cCasti. Periferni zéna je
zodpovédna za adhezi, aktivaci a agregaci trombocyti, sol-gel zona je zodpovédna za tvar a kontrakci

desticek, organelova zéna obsahuje piislusné organely s bioaktivnimi latkami a membranova zéna
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obsahuje denzni tubularni systém pro ukladani Ca®* a enzymaticky systém podilejici se na syntéze
prostaglandind'!.

2.1.4.2.1 Periferni zona

Periferni zona vytvaii fyzickou bariéru, kterd oddéluje cytoplazmatické organely od okolniho
prostiedi. Zaroven slouzi jako velmi dynamické struktura pro snimani zmén v cévnim prostoru
vyzadujici hemostatickou odpovéd’ trombocytl. Je tvoiena extra- a intracelularni povrchovou
membranou pokrytou glykokalyxem, otevienym kanalkovym systémem (OCS) a submembranovou
oblasti'!?. Glykokalyx je tlusty asi 10-20 nm a je pokryt Sirokou $kalou glykoproteinovych
receptori, které jsou nezbytné pro adhezi trombocytll v misté poranéni, jejich aktivaci, agregaci a
také interakci s dal$imi typy bunék. Nejvyznamné;jsi receptory, jejich ligandy a funkce jsou uvedeny
v tabulce 1. Receptory jsou trvale exprimovany na povrchu krevnich destic¢ek a pfi jejich aktivaci

méni konformaci pro zajisténi své funkce®.
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Tabulka 1 Hlavni trombocytdrni membranové receptory, jejich ligandy a funkce; prevzato a upraveno dle'

Receptor Struktura Funkce
Gp la/lla Integrin 021 Receptor pro kolagen
Gp IIb/IIa Integrin o3 Receptor pro fibrinogen, vWF, fibronektin, vitronektin a
trombospondin
Gp VI Receptor ze superrodiny | Receptor pro kolagen
imunoglobulint
Gp Iv/IX/V Receptor s repetici bohatou | Receptor pro nerozpustny vWF
na leucin

Povrchova membrana se sklada z fosfolipidové dvojvrstvy, kterd hraje rozhodujici roli pfi
plazmatické koagulaci. Fosfolipidy také slouzi jako incidlni substrdt pro trombocytarni enzymy
produkujici tromboxan A2. Tromboxan A2 je lipidovy mediator, silny agonista trombocytd,
stimulujici aktivaci novych trombocytl a zvysujici jejich agregaci v misté poranéni'®. Dalsi slozkou
obsazenou v povrchové membrané je cholesterol, ktery je odpovédny za fluiditu membrany,
ovliviiuje transport latek membranou a jeji propustnost. Membrana tvoii Cetné invaginace do nitra
trombocytu v podobé OCS. Tyto vychlipeniny jsou ndhodné rozprostfeny po celém povrchu krevni
desticky. Hlavni tloha OCS spociva v uvoliiovani trombocytarnich produkti po jejich aktivaci a
pfijimani extracelularnich produktti do bunky. Uvolilovani bioaktivnich molekul tak probiha bez
naruSeni integrity bunécné membrany. OCS zéaroven slouzi jako zdroj povrchové membrany pro

bun&né rozprostieni®

. Submembrénova zona se nachazi hned pod povrchovou membranou
trombocytu. Jeji soucasti jsou mikrofilamenta aktinu a myosinu, kterd zajiStuji zménu tvaru

trombocytil pii jejich aktivaci'®.

Periferni zona je také zodpovédnéd za imunologickou specificitu. Trombocyty jsou nositeli
antigeni HLA tfidy I a dale specifickych desti¢kovych antigeni jako je Zw, Ko, P1, DUZO, LEK a

dalsi'®.
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2.1.4.2.2 Oblast solubilniho gelu

Oblast solubilniho gelu se nachéazi pod periferni zonou a sestava z n¢kolika vlaknitych struktur
v odlisném stavu polymerizace. Ty zajistuji diskoidni tvar desticek v klidovém stavu a poskytuji
kontraktilni systém, ktery se podili na zméné tvaru, tvorbé pseudopodii, vnitini kontrakci a sekreci
granuli'?. Podle morfologie a typu proteind se zde nachazi zejména dvé komponenty. Prvni z nich
jsou mikrotubuly sloZené z proteinu tubulinu. Uzce spojené mikrotubuly nachézejici se v t&sné
blizkosti destickové membrany zajist'uji tvar desticek v klidovém stavu. Druhym typem jsou aktinova
filamenta, ktera jsou v klidové destiCce ptitomna asi ze 30-40 %, zbytek aktinu je pfitomen jako

monomer a po aktivaci desti¢ky polymeruje!”.

2.1.4.2.3 Organelova zona

Organelova zoéna se skldda z organel jako jsou a granule, denzni granule, lysozomy,
peroxizomy a glykogenové granule. Hlavni komponenty trombocytarnich granul jsou uvedené

v tabulce 2. Dal$imi bunéénymi kompartmenty jsou mitochondrie, ribozomy a Golgiho aparat.

a granule jsou nejpocetnéjsi organely v trombocytech. Jejich mnoZzstvi se pohybuje v rozmezi
40-80 a-granuli na desticku a dosahuji velikosti mezi 200-500 nm. o-granule obsahuji adhezivni
proteiny, integralni membranové proteiny, ristové faktory, chemokiny a pro- a antiangiogenni

faktory'®.

Denzni granula jsou hustd, mensi zasobni granula jejichz mnoZzstvi se pohybuje v rozmezi 3-
8 granul na desticku. Obsahuji vapnik, serotonin, histamin, adenosindifosfat (ADP), adenosintrifosfat
(ATP), anorganicky fosfat a hor¢ik. Hraji rozhodujici tilohu v hemostéze a tvorbé srazeniny'®. Mezi
dal$i granula patii lysozomy obsahujici smés degradacnich hydrolytickych enzymi a peroxizomy

obsahujici enzym kataldzu?°.
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Tabulka 2 Granula a jejich obsah, pievzato a upraveno dle’’

a-granula Denzni granula Lysozomy a peroxizomy
Pramér 200-500 nm 150 nm 150-300 nm
Pocéet 50-80/trombocyt 3-8/trombocyt asi 10 000/trombocyt
Obsah Integralni membranové Kationty (napf. Ca?*, Mg?*) Strukturni proteiny

proteiny (napt. P-selektin,
GPlba) Polyfosfaty Vazoregulatory (napfr.
katecholaminy, vazostatiny,
Koagulanty/antikoagulanty a | Bioaktivni aminy (napf. renin-angiotenzin)
fibrinolytické proteiny (napf. | serotonin, histamin)
faktor V, faktor IX, Parakrinni signalni faktory (napf.
plasminogen) guanylin, neurotenzin,
chromogranin B)

Adhezivni proteiny (napf. Nukleotidy (ADP, ATP)
fibrinogen, vVWF)
Chemokiny (napf¥. CXCL4, Imunitni mediatory (napft.
CXCL12) enkelytin, ubikvitin)

Rlstové faktory (napf. EGF,

IGF)
Angiogeni faktory/inhibitory Opioidy (napf. enkefaliny,
(napf. VEGF, PDGF, endorfiny)

angiostatiny)
Nukleotidy (naptf. AMP, GDP,
UTP)

2.1.4.2.4 Denzni tubularni systém

Denzni tubuldrni systém je odvozen z hladkého endoplazmatického retikula megakaryocytu
a je ndhodné rozptyleny v cytoplazmé desticky. V nékterych mistech je spojeny s OCS. Nachézi se
v tésné blizkosti membrany a mikrotubuli. Tento endomembranovy systém skladuje az 30 %
celkového obsahu véapniku a také adenylatcyklazu, takZze se vyznamné podili na regulaci aktivace

trombocytu. Navic je hlavnim mistem biosyntézy prostanoidii. Je organelou skladujici
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cyklooxygenazu a tromboxan syntazu, které katabolyzuji kyselinu arachinodovou na tromboxan,
ktery je silnym desti¢kovym agonistou a poméha pii jejich agregaci?'.

2.1.4.3 Funkce trombocyti

Funkce trombocytid spocivd v tvorbé primarni hemostatické zatky pifi poranéni nebo
poskozeni cévni stény, ¢imz zamezuje ztratdm krve a udrzuje integritu cév. Trombocyty jsou v obehu
v klidovém stavu a aktivuji se v misté cévniho poranéni po jejich vystaveni imobilizovanym
adhezivnim proteiniim nebo rozpustnym trombocytarnim agonistim?2. P¥i poruse kontinuity cévni
stény trombocyty podstupuji procesy adheze, zmény tvaru, aktivace a sekrece bioaktivnich molekul

a agregace, které vedou k tvorb& hemostatické zatky.

2.1.4.3.1 Adheze trombocyti

Adheze trombocyti k poskozenému subendotelovému pojivu je prvnim krokem pfi tvorbé
hemostatické zatky. Proces adheze zahrnuje prvotni interakei, transdukci a aktivacni reakce uvnitt

trombocytu a zménu tvaru trombocytu?>.

V zavislosti na hloubce poranéni prichdzi trombocyty do kontaktu s riznymi slozkami
mezibunééné hmoty, které mohou byt asociovany s molekulami uvolnénymi lokalné€ v odpovédi na
poranéni nebo odvozeny z plazmy jako v pfipad¢é navazani cirkulujici molekuly von Wilebrandova
faktoru (vWf) k povrchu kolagenu. VW mé vazebna mista jednak pro glykoproteiny trombocytti GP
Ib, GP IIb/IlIa ale také pro kolagen typu I, IT a VI. VWT se navaze na kolagenova vldkna obnazeného
endotelu a nasledné dojde k jeho vyvazani na GPIb v komplexu GP Ib/V/IX?*. Trombocyty mohou
interagovat pfimo s kolagenem prosttednicvim GP la/lla a GP VI exprimovanymi na jejich povrchu.
Tato interakce je velice rychld, nicméné ma nizkou aviditu, takZe jsou trombocyty schopné pomalu

se pohybovat po povrchu kolagenu. Takto zpomalené trombocyty dale interaguji s kolagenem
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prostiednictvim glykoproteinu GP Ia/lla a GP VI. Vazba receptoru GP Ia/lla a kolagenu ma vysokou

afinitu, tudiz dokaZe zastavit pohyb trombocytii po povrchu kolagenu?’.

2.1.4.3.2 Aktivace trombocyti

Aktivace trombocytli zacind navazanim adhezivnich ligandi a agonisti na analogické
receptory na membrané¢ trombocytl a je pfenaSena pomoci intracelularni signalizace, kterd zahrnuje
enzymy, substraty a kofaktory. Hlavnimi induktory trombocytarni aktivace je kolagen, vWf, a-
trombin tvofeny na membrané stimulovanych trombocyti, ADP uvoliiované z bunék cévniho
endotelu, epinefrin cirkulujici v odpovédi na stres a lipid tromboxan A» syntetizovany stimulovanymi

trombocyty®.

Typickd manifestace aktivovanych trombocytl zahrnuje polymerizaci aktinu spojenou s
reorganizaci cytoskeletu a sekreci bioaktivnich latek z granuli. Sekrece vede k uvolnovani
granularnich komponent do cytoplazmy (Ca®") a mezibun&éného prostoru (vWT, riistové faktory a
nukleotidy) a k pfemisténi membranovych proteinti k bun&&nému povrchu (P-selektin)?®. P¥i aktivaci
dochézi k deformaci desticek a extruzi pseudopodia, ¢imz se zvétSuje plocha, na niz se uskuteciiuje
interakce faktorti koagulaéni kaskady?*. Dalsim diisledkem aktivace je povrchové vystaveni
fosfatidylserinu z vnitini ¢asti fosfolipidové dvojvrstvy (flip-flop efekt). Ten je pak vyuZivan jako
podkladovéd matrix pro shromazd’ovani enzymi a kofaktor pro tvorbu koagulaéné aktivnich

komplexd?’.

2.1.4.3.3 Agregace trombocyti

Agregace je dalsi krok, ktery vede k akumulaci trombocytti do hemostatické zatky. Agregace
je zprostiedkovana adhezivnimi substraty navazanymi na membranu aktivovanych trombocyti.

Zakladnim principem je zména konformace glykoproteinové struktury GP IIb/Illa. Aktivovany GP
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IIb/IIIa ptispiva k trvalé adhezi a zprostfedkovava imobilizaci rozpustnych adhezivnich proteind,

jako napiiklad vWT, fibrinogenu a fibronektinu na povrch adherovanych trombocytéi?>.

Pti agregaci dochazi dochazi nejprve ke spojovani trombocytl prostiednictvim receptort na
jejich pseudopodiich. Pfi této primarni agregaci dochazi jen k ¢asteCnému spojovani trombocytl
mensim poctem GP IIb/IIla. Pii sekundarni agregaci se obnazi vétsi pocet GP 1Ib/Illa, trombocyty k
sob¢ pfilnou té€snéji a nasledné se rozprostiraji, rozplyvaji a splyvaji navzajem pfi tzv. viskdzni
metamorfoze. Fyziologickymi induktory agregace trombocytii je ADP a tromboxan A,**

2.2 Ristové faktory a signilni molekuly pritomné v trombocytech a jejich

vyznam v regenerativni mediciné

Ristové faktory jsou latky nejéastéji bilkovinné povahy, které jsou diilezité pro celou fadu
bunécnych procestt v organismu. Ristové faktory stimuluji proliferaci, reguluji proteosyntézu a
diferenciaci bun¢k. Uplatiiuji se pii reparaci a regeneraci poSkozenych tkani jak v ontogenezi, tak v
dospélosti. Pti hojeni ran se podili na chemotaxi bun¢k do mista defektu, angiogenezi a syntéze
mezibunééné hmoty?®. Plsobi autokrinng, parakrinné i endokrinné*’. Déli se do podskupin dle
podobnosti v chemické struktute, funkci a v interagujicich receptorech. Jsou produkovany riznymi
typy bunék, naptiklad trombocyty, granulocyty, makrofagy a lymfocyty a mohou ptlisobit pleiotropné,
redundantné nebo antagonisticky?®. Jejich tc¢inek je zavisly na jejich koncentraci, ale miize byt také

ovlivnén snizovanim nebo zvySovanim poctu receptort na povrchu cilovych bunék.

2.2.1 PDGF

Ristovy faktor odvozeny z trombocyti (Platelet-derived growth factor; PDGF) je dimericky
glykoprotein tvofeny dvéma odliSnymi polypeptidovymi fetézci A a B. Podle toho, jakou kombinaci
fetézci PDGF obsahuji, existuji bud’ homodimery PDGF-AA, PDGF-BB nebo heterodimer PDGF-

AB. Navic existuji jesté homodimery PDGF-CC a PDGF-DD, které tvoii samostatnou skupinu?’.
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PDGF je syntetizovan celou fadou bunéénych typu jako jsou napiiklad trombocyty, fibroblasty,
keratinocyty, astrocyty, neurony a makrofagy’®. PDGF ptisobi jako mitogen pro buiiky
mesenchymalniho a neuroektodermélniho ptivodu®'. Hraje vyznamnou roli pfi embryonalnim vyvoji.
Mysi s umlc¢enym genem pro PDGF-BB nebo jeho receptor vykazovaly Gplnou nepfitomnost vyvoje
mesangialnich bunék, coz vedlo k nizké filtraci v glomerulech®>3. Dalsi dtleZitou funkci plni pii
rozvoji cév, plic a centralni nervové soustavy. Vyznamna je i role PDGF pti formovani pojivové
tkané pfi hojeni ran*’. Raghavendran a kol. zjistili synergistické plisobeni PDGF-BB s kompozitnimi
nosici, tvorenymi kyselinou polymléénou (PLA), hydroxyapatitem a kolagenem, na zvySeni
osteogenniho diferenciaéniho potencialu stromélnich buné&k in vitro*. Jin a kol. sledovali fizené
uvoliovani PDGF-BB z poly-laktid-ko-glykolidovych mikrosfér uchycenych na nanovldkennych
nosi¢ich a jeho vliv na mékké tkan&. Zjistili, ze fizené uvoliiovani PDGF-BB spojené
s nanovlakennym nosi¢em zlep$ilo bunécnou migraci a angiogenezi u modelu reparace mékkych

tkani na hibetu potkant in vivo™®.

2.2.2 VEGF

Vaskularni endotelové rustové faktory (Vascular endothelial growth factor; VEGF) jsou
signalni molekuly patfici mezi cytokiny. U savci je znamo pét izoforem, VEGF-A az E, a placentalni
rustovy faktor (Placental growth factor; PLGF). Biologicky efekt je zprostfedkovan ptes tii
receptorové tyrosinkindzy (VEGFR—-1 az 3) exprimované na povrchu bunénych membran. VEGF
jsou exprimovany fadou bunék, mezi n¢z patii hlavné¢ endotelové bunky, ale 1 makrofagy,
trombocyty, keratinocyty a nadorové bunky. VEGF jsou hlavnimi regulatory tvorby ob&hového
systému béhem embryonalniho vyvoje (vaskulogeneze) a novotvorby cév (angiogeneze). Podporuji
vazodilataci, angiogenezi a jsou vyznamnymi spoustéci zvySovani propustnosti cév>®. VEGF indukuji
migraci bun&k, lymfogenezi a inhibuji apoptézu®’*%. Nekontrolovana exprese VEGF miize mit

zavazny vliv na fyziologické odpovédi v normalni svalové tkani* a miize ptispivat k tvorb& nadori*.
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Nejpodrobné;ji byla charakterizovana role VEGF-A a jeho receptorti, VEGFR-1 a VEGFR-2. VEGF-
A a VEGFR-2 jsou naprosto nezbytné pro nejcasnéjsi stadia vaskulogeneze in vivo. Krevni ostravky,
endotelové bunky a hlavni cévy se nevyvijeji v dostacujicim mnozstvi v embryich s uml¢enym
VEGF-A nebo VEGFR-2. Dokonce inaktivace pouze jedné¢ VEGF—-A alely mélo za nésledek ¢asnou
letalitu mysich embryi v diisledku nedostate¢ného vyvoje endotelovych bunék a nedostatku cév*!#2.
Xia a kol. 2018 adherovali a enkapsulovali rekombinantni VEGF a nervovy rtstovy faktor na
nanovladkenny nosi¢ z kyseliny mlé¢né. Tento nosi¢ byl implantovan do nadkriticky velkého defektu
kritické sedaciho nervu u potkanl. Bylo prok4dzéno vyznamné zlepSeni neovaskularizace a hojeni
nervii po 3 mésicich od operace®. Stone a kol. potahovali povrch cévnich §tépii pomoci VEGF
navadzaného na albumin za G¢elem zlepSeni migrace a proliferace endotelovych bunék, a tim vylepSeni

prihojeni §t&pu**. Oliveira a kol. zjistili funkéni obnovu myokardu a zlepseni komorovych funkei u

prasat s indukovanym infarktem myokardu po genové terapii pomoci VEGF a angiopoetinu®’.

2.2.3 Ruistové faktory podobné inzulinu

Ristové faktory podobné inzulinu (Insulin-like growth factor; IGF) jsou syntetizovany skoro
vSemi tkanémi a jsou diilezitymi mediatory bunééného ristu, diferenciace, migrace a transformace.
Zahrnuji dva ligandy: IGF-I a IGF-II. Tyto rstové faktory jsou intenzivné studovany z diivodu jejich
dualezité role jak ve zdravém organismu, tak pfi nékterych patologickych stavech jako je rakovina,
diabetes nebo malnutrice*®. IGF-I podporuje reepitelizaci a produkci granula¢ni tkang. P¥itomnost
IGF-I v misté¢ vaskularniho poSkozeni je nezbytnd pro hojeni ran. IGF-I zvySuje produkci

proteoglykant a kolagenu typu II*’. IGF-I je také zodpovédny za interakci kostni syntézy a resorpce™®.

2.2.4 Transformujici rustovy faktor beta

Transformujici ristovy faktor beta (Transforming growth factor beta; TGF-f) je multifunkéni
cytokin zahrnujici tii izoformy (TGF-B1 az 3), které jsou homologni ze 60-80 %*. Je produkovan

hlavn¢ krevnimi destickami a buiikami bil¢ krevni fady. Podporuje syntézu a uchovani mezibunécné
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hmoty™, reguluje riist, diferenciaci, adhezi a migraci riiznych bunéénych typa®'. TGF-B hraje hlavni
roli pii vyvoji chrupavky, indukuje chondrogenezi v embryondalnich a adultnich mezenchymalnich
kmenovych burikich a zvySuje proliferaci chondrocyti™. Vyvolava pocate¢ni chondrogenni
diferenciaci a zvy$uje syntézu agrekanu a kolagenu typu II%3. Clenové TGF-p rodiny hraji regulaéni
ulohu pfi hojeni ran a tvorb¢ jizev. Jsou zapojeny do fady procesti véetné zanétu, stimulace
angiogeneze, proliferace fibroblasti, syntézy kolagenu a tvorby nové mezibunééné hmoty*. V oblasti
tvorby kosti a jejich hojeni TGF- zvySuje chemotaxi a mitogenezi prekurzorii osteoblastil a stimuluje

ukladani osteoblastd na kostni matrix>*.

2.2.5 Rustové faktory fibroblasti

Ristové faktory fibroblasti (Fibroblast growth factor; FGF) piedstavuji velkou rodinu
mitogennich polypeptid, které spolecné sdili urcité strukturni charakteristiky. Tato rodina zahrnuje
20 ¢lent a mnoho z nich obsahuje signalni peptidy, které jsou uvolnovany do okolniho
mikroprostiedi, kde se vazi na heparanu podobné glykosaminoglykany pfitomné v mezibunécné
hmoté& a jsou uvoltiovany lokalné po poskozeni nebo tkafiové remodelaci®®>. FGF-1 a FGF-2 jsou
produkované zanétlivymi buiikami, trombocyty, keratinocyty, fibroblasty a buiikami cévniho
endotelu. Hraji roli v reepitelizaci, angiogenezi a tvorbé granuldrni tkan€é. FGF-2 napoméha v syntéze
mezibun&éné hmoty a jeji remodelaci®®. FGF indukuje angiogennni, mitogenni a chemotaktickou

aktivitu u bun&k neuroektodermalniho a mezodermalniho ptivodu®’.

2.2.6 RANTES

RANTES neboli CCLS patii do skupiny chemokind, které jsou klasifikovany podle umisténi
nebo piitomnosti étyf cysteinovych zbytki v konzervovanych oblastech®®. Tento nizkomolekularni
chemokin je sekretovan mnoha bunéénymi typy, jako jsou napiiklad trombocyty, buiiky hladkého
svalstva, aktivované T-lymfocyty, makrofagy a buniky endotelu. Exprese RANTES je asociovana s

chronickym zanétem a hojenim ran diky schopnosti indukovat pfisun a aktivaci leukocytii v misté
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poranéni®®. Kroeze a kol. sledovali chemokiny fizenou migraci stromalnich koZnich bunék a
kmenovych bun¢k z tukové tkané. Zjistili, ze RANTES byl nejucin€jsim induktorem migrace bun¢k

v in vitro modelu hojeni ran®.

Trombocyty také obsahuji  proteiny zapojené v bunééné adhezi (VWF, fibrinogen,
fibronektin), angiogenezi (IL-8, eotaxin), migraci epitelovych bunék (Stromal cell-derived factor I;
SDF-1), zanétu (CXCL-4, CXCL-7, IL-17) a tvorbé granula¢ni tkané (hepatocyte growth factor;

HGF)18,60762

2.3 Krevni derivaty

Pro jasnou klasifikaci trombocytarnich koncentrati jsou nezbytné tii hlavni skupiny
parametrd. Prvni skupina parametri se tyka pouzitych piipravnych sestav a centrifug. Patii sem
velikost centrifug, cena pouzitych pristroji a souprav, délka pripravy a slozitost postupu. Tato
skupina definuje praktické charakteristiky kazdého postupu. Druhd skupina se tyka obsahu ptipravku.
Patfi sem vysledny objem ptipravku, efektivita odbéru trombocytli a leukocytii a jejich uchovani
béhem piipravy produktu. Posledni skupina se tyka tvorby fibrinové sité. Patfi sem koncentrace
fibrinogenu béhem piipravy produktu, kterd zajiSt'uje hustotu fibrinové sité. Dale je potteba
vyhodnotit proces polymerizace fibrinu s pfihlédnutim k poméru mezi koncentracemi fibrinogenu a
trombinu a k biomechanickym vlastnostem vytvoiené fibrinové sité. Pomoci téchto skupin parametri
mohou byt ziskané tyto produkty: ¢istd plazma bohata na trombocyty (Pure platelet-rich plasma; P-
PRP), plazma bohata na trombocyty a leukocyty (Leukocyte- and platelet-rich plasma; L-PRP), Cisty
fibrin bohaty na trombocyty (Pure platelet-rich fibrin, P-PRF) a nakonec fibrin bohaty na trombocyty

a leukocyty (Leukocyte- and platelet-rich fibrin; L-PRF)®.

2.3.1 Plazma bohata na trombocyty
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Plazma bohatd na trombocyty (PRP) je definovéana jako autologni koncentrat trombocyta
resuspendovanych v malém objemu krevni plazmy. Koncentrace rastovych faktort je 3 az Skrat vyssi
nez v plné krvi. PRP muze byt vytvofena pouze z antikoagulované krve, protoze trombocyty jsou
soucasti krevni srazeniny. Priprava PRP sestava z ptidani citratu k plné krvi, protoZe citrat navaze
ionizovany vapnik a inhibuje koagula¢ni kaskadu. Tento krok je nasledovan dvéma centrifuga¢nimi
kroky. Prvni centrifugace separuje trombocyty a leukocyty od plazmy a trombocyt. Nasledujici
centrifugace zakoncentruje trombocyty v plazmé a oddéli plazmu chudou na trombocyty®*. PRP miZe

byt nasledné€ smisena s trombinem a chloridem vépenatym zptsobujicim aktivaci trombocyti.

2.3.2 Chokrouniiv fibrin bohaty na trombocyty

Chokrountiv fibrin bohaty na trombocyty (PRF) je dalsim piipravkem v této kategorii. Je
definovan jako autologni ptipravek fibrinu bohatého na trombocyty a leukocyty. Krev je odebrana do
zkumavky bez pridavki antikoagulanti a je okamzité stoCena. Diky pfirozené koagulaci jsou po
sto¢eni ve zkumavce tii oddélené faze. Masa erytrocytil vespod, bezbunécna plazma nahote a PRF
uprostied®. Jednim z hlavnich rozdilti mezi pfipravou PRF a PRP je to, Ze vyrobni proces PRF je
zcela pfirozeny, bez pouziti antikoagulanti pfi odbéru krve ani s naslednym pouZitim trombinu nebo

chloridu vapenatého pro aktivaci trombocyti a polymerizaci fibrinu®.

2.3.3 Trombocytarni lyzat

DalSim produktem pouzivanym zejména pro expanzi bun&nych kultur in vitro je
trombocytarni lyzat (Platelet lysate; PL). Stejn€ jako u PRP stale neexistuje jednotny protokol pro
vychozi materidl a postup pfipravy trombocytarniho lyzatu. Jako vychozi material mize slouZit
trombocytarni koncentrat pfipraveny z buffy coatli (BC) nebo afereticky trombocytarni koncentrat.
Trombocytarni koncentraty od vice darcii jsou pfed 1yzou smiseny pro odstranéni interindividualnich
variabilit (obrdzek 1). Koncentraty pro ptipravu lyzadtu mohou byt Cerstvé nebo expirované.

Trombocyty mohou byt oSetieny ozafenim gama zafenim nebo patogenni inaktivaci pomoci
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fotodynamickych metod nebo modifikaci bazi nukleovych kyselin. Mohou byt uchovavéany v plazmé,
nahradnim roztoku, fosfatovém pufru nebo solném roztoku. Nasledna piiprava vlastniho
trombocytarniho lyzatu miize byt provedena pomoci n€kolika cyklli mrazeni a rozmrazovani nebo

sonikaci®’.

/ Lyza Trombocytarni
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are PFidavny o
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Obrazek 1 Priprava trombocytdrniho lyzatu (Human platelet lysate; HPL), pFevzato a upraveno dle®’

2.3.4 Pouziti krevnich derivati pro bunécnou kultivaci

Metody kultivace bunéénych kultur jsou zalozeny na udrzovani bunék v roztoku média
obsahujici soli a ionty a doplnku, ktery dodava esencidlni rastové faktory, proteiny, hormony a
enzymy. Fetdlni bovinni sérum (FBS) je nejcastéji pouzivanym doplitkem, nicméné kvili jeho
xenogennimu ptivodu existuje riziko imunogenity xenogennich proteinit v kulturach lidskych
mezenchymalnich kmenovych bunék (hMSC)®®%. Dalsim problémem pii pouziti FBS pro kultivaci

bunék je jeho nedostate¢na charakterizace a velkd kvalitativni a kvantitativni variabilita slozek
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(sezonni a geografickd variabilita mezi davkami). FBS miize také obsahovat nezadouci plisobky a
riziko bakterialni, virové nebo prionové kontaminace. Vznikaji zde 1 etické problémy pii ziskavani
FBS z plodii skotu’. Jedna z nejslibnéjsich nahrad séra je pouziti krevnich derivatd. PRP se pro
expanzi bun€k in vitro pouziva ziidka. Vogel a kol. pouzili alogenni smésnou PRP od péti darct pro
expanzi a diferenciaci hMSC. Jako kontrolu pouzili FBS. PRP zlepsila expanzi hMSC v porovnani s
FBS a zachovala jejich diferencia¢ni kapacitu a schopnost tvorby kosti in vivo’!. Mishra a kol. pouzili
inaktivované a pufrované PRP pro kultivaci hMSC a sledovali proliferaci a expresi chondrogennich
markert. Vysledky prokazaly, zvySeni bunééné proliferace a chondrogenni diferenciace pifi pouZiti

PRP’2.

Sérum je obvykle pfipraveno srazenim plné krve po krevnim odbéru do zkumavky bez
piitomnosti antikoagulantii. Po stodeni a filtraci miiZze byt zmraZeno a uchovano do pouziti’>. Bieback
a kol. testovali sérum a trombinem aktivovanou PRP a hPL jako nahradu k FBS pro expanzi hMSC
izolovanych z kostni diené. Zjistili, ze vSechny tfi krevni derivaty podporuji expanzi hMSC. Jako
nejoptimalngjsi se jevil trombocytarni lyzat, ktery zajistoval rychlou, ale 1 dlouhodobou expanzi

bunék pii zachovani jejich fenotypu a imunomodulaénich a diferencia¢nich schopnosti’.

HPL pfipravené riiznymi technikami jsou v bunéénych kulturdch nejcastéji vyuZivanou
ndhradou FBS. Pouziti autolognich i alogennich hPL pro stimulaci proliferace a zachovani
diferencia¢nich vlastnosti hMSC je dokumentovano v fadé studii’>”°. Tarte a kol. porovnavali
genomovou stabilitu hMSC kultivovanych v FBS nebo hPL, které byly pouzity pfi transplantaci
hematopoetickych kmenovych buné€k. Data odhalila chromozomalni zmény, které nebyly zavislé na
kultivaénim doplitku, ale pouze na konkrétnim darci®’. Chromozomalni stabilita byla sledovana i
Crespo-Diazem a kol., ktefi kultivovali hMSC odvozené z kostni dien¢ a tukové tkané¢ v médiu
obsahujicim bud’ hPL nebo FBS. Zjistili, Ze kultivace v hPL akceleruje proliferaci hMSC bez
chromozomalnich aberaci, které byly pozorovany pfi kultivaci s FBS®!. Bylo prokazano, ze hPL je

33



vhodnym doplitkkem nejen pro kmenové bunky, ale i pro expanzi jinych bunécnych typti. HPL
podporuje in vitro proliferaci chondrocyt®**, lidskych gingivélnich fibroblasti®*%, tenocytt®¢ 58,

k89,90

endotelovych bun¢ a osteoblast’*2. HPL byl také pouzit jako dopInék pro proliferaci lidskych

a zvifecich imortalizovanych bunéénych linii®>*,

2.3.5 Poutziti krevnich derivati pro regeneraci mékkych tkani

Krevni derivaty nasly Siroké pouziti pro hojeni mékkych tkani at’ uz se to tyka koznich defekt
jako jsou ulcerace nebo prolezeniny, ale i na ostatni mékké tkan¢ jako jsou Slachy, vazy nebo nervova
tkan.

2.3.5.1 Hojeni koZnich defekti

Proces hojeni ran je obecné rozdelen do Ctyt fazi (hemostaza, zanétliva faze, proliferace
remodelace). Trombocyty a jejich bioaktivni molekuly jsou stézejnimi prvky kazdého z téchto
procest, a jsou proto vyuzivany pro lokéalni urychleni a zkvalitnéni hojeni ran. KoZni ulcerace jsou
castymi komplikacemi pti vaskulopatiich a diabetu. Tyto komplikace zvySuji morbiditu a snizuji
mobilitu pacienta, proto je nezbytna jejich Ucinnd lé¢ba. Roubelakis a kol. pouzili PRP pro 1écbu
pacientl s koznimi ulceracemi rizné etiologie. Ve vSech ptipadech pouziti PRP doslo k urychleni
hojeni se zvySenou novotvorbou cév v oblasti viedu. VéEtSina pacientli byla zcela vylécena behem
jednoho aZ Sesti oSetfeni a navic u vétSiny znich doslo ke snizeni bolesti v misté defektu®.
Pietramaggiori a kol. pouzili PRP a alogenni mikronizovanou acelularni dermalni matrici samostatné
nebo v jejich kombinaci pro regulaci hojeni ran u mysi s indukovanym diabetem. Zjistili, Ze dermalni
matrice stimuluje novotvorbu tkdn€ a v kombinaci s PRP poskytuje dal§i ptiznivé bioaktivni
molekuly pro 1é¢bu chronickych nebo diabetickych ran®. Suzuki a kol. ukazali, ze PRF indukovalo
formovéani granula¢ni tkéné, angiogenezi a neovaskularizaci v modelu defektu kiize u krys®’.
O’Connell a kol. testovali autologni matricovou membranu z PRF v 1é¢bé chronickych viedii dolnich

koncetin. Celkem 29 pacientli s chronickymi viedy bylo lé€eno pomoci matricové fibrinové
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membrany spolu s vhodnou standartni 1éCbou. Zjistili, ze matricovd membrana piedstavuje
bezpecnou, vhodnou a snadno pouzitelnou terapii, kterd vykazuje vysoky potencidl pro uzavieni
chronickych viedl dolnich konéetin®®. V jiné studii byla pouZzita PRP pro 1é¢bu proleZenin. Lécba
pomoci PRP shodn¢ vedla k tvorbé granulacni tkdn€ a ke zlepSeni vaskularity, pfiCemz se zmensSila

celkova plocha a objem prolezenin®.

2.3.5.2 Hojeni pohybového aparatu

Poranéni pohybového ustroji zpiisobuji podle Svétové zdravotnické organizace dlouhodobé
bolesti a t&lesné postizeni miliont lidi po celém svét&!%’. PRP je b&zné pouzivana v ortopedické praxi
pro feSeni poranéni kosternich svali, Slach a vaz. Az 55 % vSech sportovnich urazii predstavuje
poranéni kosterniho svalstva. ZhmoZzdéniny a nataZeni jsou nej€ast&j$imi zran€nimi. Svalova zranéni
se zotavuji velmi pomalu a ¢asto s netiplnym funkénim uzdravenim. Navic dochazi ke zjizveni a
fibr6zam, které brani iplnému uzdraveni svalu. Z toho diivodu je regulace fibroz jednim z cilt 1écby
krevnimi derivaty pfi 1é¢b& svalovych 1ézi'?!. Zda se, Ze odstranéni fibrotickych uginkéi TGF-B1
umoziuje plné zotaveni svalovych funkci. Terada a kol. kombinovali PRP spole¢né s losartanem,
inhibitorem signalizacni drahy pro TGF-B1. Tato kombinovana terapie zlepSila celkové hojeni
zvySenim angiogeneze a exprese folistatinu a sniZenim exprese fosforylovanych transkripénich
faktort SMAD a vyvoje fibrozy'%%. Cilem studie Dimaura a kol. bylo ovéfit, zda lokéalni pouziti PRP
moduluje molekularni procesy zapojené v ranych stadiich regenerace svalu. Ve studii pouzili mysi,
kterym bylo mechanicky indukovéano zranéni na musculus flexor sublimis. Jedna skupina mysi byla
oSetfena PRP, druha skupina byla bez oSetfeni. Po usmrceni byly odebrany vzorky a byla sledovana
exprese zdjmovych genil a proteinti. Bylo zjisténo, Ze PRP vyznamné zvysila hladinu mRNA
prozanétlivych cytokinti IL-13 a TGF-B1. Tento efekt vyvolal zvySenou expresi myogennich faktori
MyoD1, Myf5 a Pax7 a svalové formy IGF-1Eb na urovni mRNA nebo proteinu. Zaroven aplikace

PRP modulovala expresi miR-133a spole¢né s jeho cilovym faktorem odpovidajicim na sérum.
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Vysledky studie naznacuji, Ze ucinek PRP pii poskozeni kosterniho svalstva spo¢ivd v modulaci
zanétlivych a myogennich molekuldrnich mediatorti a také v kontrole signalnich drah zastoupené
proteiny teplotniho Soku a svalove specifickymi miRNA, které ptispivaji k ¢inné regeneraci svalové

tkang!®,

Zranéni Slach jsou velmi Castd u sportovcil a zahrnuji akutni nebo chronickou degeneraci
stejné jako asteéné nebo Gplné pretrzeni. Uplné zotaveni vyzaduje dlouhodoby 1é&ebny proces
obzvlast' v piipadech ruptury nebo retrakce Stachy. Uzdravena Slacha se ¢astecné sklada z jizvy, jejiz
mechanické vlastnosti jsou horsi nez u zdravé §lachy a je spojena s vy$§im rizikem dal$ich poranéni!®
. 'V in vitro studii de Mosové a kol. kultivovali lidské tenocyty v médiu s pfidavkem riznych
koncentraci bioaktivnich latek uvolnénych ze srazeniny vytvofené z plasmy bohaté na trombocyty
(PRP). Zjistili, Ze 10% PRP v kombinaci s 2% FBS stimuluje bunécnou proliferaci a produkci
kolagenu'®. Anitua a kol. uvedli, Ze 20% PRP zvy3uje proliferaci lidskych tenocytii a koncentraci
VEGF a HGF uvolnénych tenocyty'®. U modelu zranéni Achillovy $lachy u krys vykazala 1é¢ba
pomoci trombocytarniho koncentratu 30% nartst pevnosti v tahu a tuhosti v porovnani s kontrolnimi
zvitaty'®’. Moshiri a kol. pouzili kolagenovy nosi¢ s polydioxanonem funkcionalizovany bovinnim
trombocytarnim gelem pro regeneraci slach. Bioaktivni §t€py byly implantovany do modelu velkych
defektl Slach kralikd. Bylo zjiSténo, Ze nosi¢ zvySuje kvalitu a rychlost fibroplazie a vytvafi
remodelovanou §lachu, kterd ma vyssSi zastoupeni kolagenu a kvalitnéjsi kolagenova vladkna ve

srovnani s kontrolami. Navic tato 1é¢ba snizuje ptilnavost okoli $lachy, svalovou fibrozu a atrofii'®.

Trombocytarni preparaty jsou testovany i v pouziti pro 1écbu zranéni vazi, ktera patii mezi
nejcastéjsi ortopedicka zranéni. Autologni krevni derivaty véetné PRP a rlistovych faktorti byly
pouzity pro 1é¢bu poranéni vazil s cilem urychlit hojeni a diivéj§imu navratu jejich pohyblivosti'®.
Diivod pro pouziti krevnich derivat tkvi hlavné ve zvySeni pritoku krve a dodavani zanétlivych

mediatorti do mista poranéni'!®!"'!, PRP vyvolavaji hromadéni zanétlivych bunék v misté defektu
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diky wuvolnovani angiogennich, chemotaktickych a mitogennich faktorii uvolinovanych
z aktivovanych trombocyt!'2. P¥i poranéni vnitiniho postranniho vazu PRP figuruje v pocateéni fazi
hojeni, kdy pomaha pifi naboru prozanétlivych bunck jako jsou makrofagy. Béhem proliferacni a
remodelacni faze hojeni se makrofdgy hromadi v misté defektu a exprimuji bud’ prozanétlivy nebo
protizanétlivy fenotyp. M1 makrofagy fagocytuji bunééné zbytky a podili se na ndboru dalsich bun¢k
zahrnutych v repara¢nim procesu, jako jsou napiiklad myofibroblasty. M2 makrofagy podporuji
angiogenezi, remodelovani mezibunééné hmoty a pomdhaji pii tvorb€ jizvy prostfednictvim

rrrrr

hydrogel pro lécbu defektu ptedniho kiizového vazu u prasat. Tato 1é¢ba vyznamné zvysila
biomechanické vlastnosti jako je linearni tuhost, maximalni zatiZzeni a mez pruznosti''>. Vogrin a kol.
provedli klinickou studii pii které pouzili trombocytarni gel pro ptihojeni Stépi pouzitych pfi
rekonstrukci pfedniho kiizového vazu. V obdobi 4-6 tydnl po operaci vykazovala skupina 1é¢ena

trombocytarnim gelem signifikantn& vy3§i stupeni vaskularizace na rozhrani mezi kosti a vazem!''®.

Pozitivni vliv krevnich derivatd byl, diky jeho hemostatickym vlastnostem, dale
dokumentovan také v plastické chirurgii pii liftingu obli¢eje!!”"!8. Dale byl jejich pozitivni vliv
sledovan v postoperacnim zlepSeni hojeni koznich senzorickych nervii v disledku zvySeného vristani

7

kapilar a kolagenni syntézy podporujici regeneraci nervii'!” a ve zlepSeni hojeni periodontélni

tkéﬂéllg’lzo.

2.3.5.3 Pouziti krevnich derivati pro regeneraci kosti

Mnoho faktorti zahrnujicich nekrozy, pokrocilé osteoartritidy, kostni nadory a dalsi
patologickd onemocnéni mohou byt prvotnimi pfi¢inami kostnich defektti'?!'?2, Hojeni kosti, jeji
tvorba a prestavba je regulovana fadou hormonti a lokalnich mediatori. Mezi hlavni faktory patii
kostni morfogeneticky protein (BMP; bone morphogeneic protein), VEGF, TGF-B, PDGF, FGF a

IGF, které jsou exprimovany béhem procesu hojeni. Prozanétlivé cytokiny uvolnéné
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z trombocytarnich ptipravki jsou zapojeny v zanétlivé fazi hojeni kosti. Navic trombocyty reguluji
bunécnou migraci, proliferaci a diferenciaci stejn¢ jako produkci a piestavbu mezibunééné hmoty, a
tim pozitivné ovliviiuji dalsi hojeni kosti'?*. Trombocyty pro hojeni kostnich defekti mohou byt
pouzity v riznych formach zahrnujicich PRP, PRF nebo hydrogely, mohou byt pouzity samostatn¢
nebo v kombinaci s autografty, alografty nebo syntetickymi implantaty'?*. Kim a kol. hodnotili efekt
PRP, PRF a koncentrovanych rtistovych faktora (experimentalni skupiny) na hojeni kostnich defekta
vytvofenych v lebce kralikti. Na zakladé mikro-CT analyzy zjistili, Ze hustota mineralizace kosti a
jeji objem byl statisticky vyznamné vyS$$i u experimentdlnich nez u kontrolnich skupin. Mezi
experimentalnimi skupinami nebyly z4dné statisticky vyznamné rozdily. Navic histomorfometrické
méteni potvrdilo vyssi novotvorbu kosti u experimentalnich skupin. Byl prokazan srovnatelny efekt
PRP, PRF a koncentrovanych riistovych faktori!?*. Kanthan a kol. testovali pouziti PRP spolu
sumélymi kostnimi S$t€py na defekty holennich kosti u kralikd. Na zaklad¢ histologickych,
radiologickych a makroskopickych hodnoceni vykazovala skupina obsahujici PRP a osteoinduktivni
materidl vyznamné zlepSeni hojeni kosti. Pouziti PRP bez kostniho $tépu vSak neposkytuje
dostate¢nou nahradu tkané a proto ma jen maly p¥inos pro zlepSeni hojeni kosti'?®. Wiltfang a kol.
testovali autologni $té€py a xenogenni kostni nahrady v kombinaci s PRP pro hojeni kostnich defekti
lebky u prasat. Bylo zjisténo, Ze PRP nem¢la pozitivni vliv na hojeni, pokud byla kombinovana
s xenogennimi nahradami, nicméné statisticky vyznamny efekt na kostni regeneraci byl pozorovan u
autolognich $t&pli v kombinaci s PRP'?®. Dallari a kol. sledovali hojeni holenni kosti u pacientti
podstoupivsich osteotomii. Prvni skupiné pacientli byl implantovan kostni §té€p s trombocytarnim
gelem, druhé skupiné byl implantovan kostni §tép s trombocytarnim gelem a hMSC, posledni skupina
pacientll dostala pouze kostni §tépy. Histomorfometrie prokédzala, Ze ptfidani trombocytarniho gelu
nebo gelu v kombinaci s hMSC zvySuje pfitomnost osteoblastli a osteoidl a kostni apozici na Stépech.
Ve skupiné kombinujici trombocytarni gel a hMSC byla statisticky vyznamné vyssi revaskularizace

nez v kontrolnich skupinach. Radiografie navic odhalila statisticky vyznamné vys§i miru
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oseointegrace ve skupinach s trombocyty'?’. Pouziti trombocytarnich preparati ma nepochybné
pozitivni vliv na hojeni kosti, zalezi vSak na metodach ptipravy trombocytt, jejich ptivodu, misté

implantace, pouzitych ndhradéach a chirurgickych piistupech fixace kosti.

2.4 Nanovliakenné nosice pro regenerativni medicinu

Zajem o oblast polymernich nanovldken, ktera napodobuji strukturu a biologickou funkci
mezibunééné hmoty, v poslednich letech vyznamné vzrostl. Jsou vyuzivany rizné techniky pro
vyrobu nanovlaken, naptiklad fazova separace, elektrostatické zvldknovani, odstredivé zvlaknovani,
metoda tazeni a samouspofadani. Nanovldkna nabizi nesporné vyhody, mezi které patii
biokompatibilita, biodegradabilita a mnohostranné chemické a mechanické vlastnosti. Vyznacuji se
velkym specificky povrchem, vysokou porozitou a prumérem vladken blizkym vlaknim mezibunécéné
hmoty. Mohou byt funkcionalizovany bioaktivnimi latkami, pfi¢emz takto piipravené nosice

poskytuji buitkam nejen fyzickou oporu, ale cilen€ ovliviiuji 1 jejich biologickou odpoveéd’ a interakei.

2.4.1 Elektrostatické zvlaknovani

Elektrostatické zvldknovani je Casov€ relativné nendrocny a levny zplsob pfipravy
nanovlakennych nosi¢l. Je nejcastéji pouZivanou metodou pro produkci nanovldken v tkanovém
inZenyrstvi. Tato metoda je principidlné zaloZena na aplikaci silnych elektrickych poli na polymerni
roztok, z kterého se vlivem elektrostatického odpuzovani a vlivem pfitazlivych sil mezi opacné
nabitou jehlou a kolektorem tvoii vlakna!?®, Zakladni sestava pro pfipravu nanovlaken sestava ze
stiikacky naplnéné roztokem polymeru, jehly, zdroje vysokého napéti a kolektoru pro sbér

vytvofenych vlaken (obrazek 2).
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Obrazek 2 Priprava nanovldken pomoct elektrostatického zvldkiiovani; prevzato a upraveno dle'?
Elektrostatické zvlakiovani je provadéno za pokojové teploty pii atmosférickém tlaku.
Polymery jsou ptfed zvlakiovanim rozpustény v rozpoustédlech, se kterymi tvofi polymerni roztok.
Tento roztok je poté natdhnut do stiikacky. Pti samotném zvlakiiovani je roztok polymeru, ktery je
na konci zvlaknovaci jehly drzen svym povrchovym napétim, vystaven silnému elektrickému poli,
v jehoz dusledku je na povrchu kapaliny vytvoten elektricky naboj. Kdyz aplikované elektrické pole
dosahne kritické hodnoty, odpuzujici elektricke sily prekonaji sily povrchové napéti a po zhrouceni
Taylorova kuzele je z hrotu vypuzena nabita kapalinova tryska. Béhem faze letu kapalinové trysky v
prostoru mezi jehlou a kolektorem, kdy se polymerni proud enormné napina, dochazi k odpatovani

rozpoustédla a tvorbé ultrajemnych vlaken'%.

Takto popsana metoda se nazyva kapilarni
zvlaknovani. Jeji velkou nevyhodou je nizka vytéZnost a nizkd homogenita vytvofené vrstvy.
Zvlaknovani z vice paralelnich kapilar bylo vytvofeno pro zvySeni produktivity a moznosti ptipravy
smésnych vlaken z riiznych polymeri!*’. Theron a kol. sledovali experimentalné i pomoci simulaci
elektrostatické zvldknovani pomoci vice kapilar. Zjistili, ze vzajemné interakce Coulombickych sil
ovliviiuji drahy jednotlivych trysek. Dal§i vyznamna nevyhoda je spojena s deformaci elektrického

pole. Tyto nevyhody vedou ke sniZeni homogenity vlaken a vyrobni kapacity'*!. Pro komeréni tcely

je mnohem vhodnéjsi metoda zvlaknovani z volné hladiny. Tato metoda je zalozena na schopnosti
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samo-organizace trysek 1 na volné hladin¢ kapaliny. Yarin a Zussman zkombinovali elektrické a
magnetické pole, kterym putsobili na dvouvrstvy systém. Nanovldkna byla zvlakiiovana z mnoha
kuzelt umisténych na volné hladin€ vrchni vrstvy tvoiené roztokem polymeru. Dolni vrstva byla
tvofena magnetickou tekutinou'*?. Na vyslednou morfologii a vlastnosti vlidken vzniklych pii
elektrostatickém zvlaknovani ma vliv nékolik parametrti, mezi které patii vlastnosti polymerniho

roztoku, parametry procesu a parametry prostiedi.

2.4.2 Odstredivé zvlaknovani

Odstiedivé zvlaknovani je technologie vyuzivajici odstfedivou silu k produkei ultratenkych
vlaken zroztokli a tavenin Siroké Skaly materidli. Polymer s dostateCnou viskozitou se béhem
procesu napinani protdhne jako fetéz a po vysusSeni se pfeméni na polymerni vlakno, které je
uchyceno na sbérném zatizeni. Viskozita roztoku vychazi z tfecich sil mezi fetézci v roztoku, které
se zveétsuji s rostouci hodnotou odstiedivé sily. Diky pouziti vyssi rychlosti mohou byt zvldkinovany
i polymery niz$ich koncentraci'*®. Zaiizeni pro odstfedivé zvlakiovani se sklad4 z téchto hlavnich

komponent: trysky, tepelného systému, sbérn¢ho zafizeni (kolektoru), vnitini komory, fidiciho

systému, motoru a brzdy (obréazek 3).
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Obrdzek 3 Pfiprava nanovidken pomoci odstiedivého zvldkiiovani; pievzato a upraveno dle'*
Mezi parametry, které ovliviiuji pramér vlakna, patii vybér zvlaknovacich trysek a jejich
usporadani, reologické vlastnosti zvlaknovaného materialu, rychlost otaceni, teplota, primér

kolektoru a parametry prostiedi'®

. Metoda odstiedivého zvldknovani pfekonava problém klasického
elektrostatického zvlakiiovani, pti kterém vytvotfenad nanovldkenna sit’ vykazuje malou velikost port.
Tento efekt miize mit negativni vliv na bunécnou infiltraci pfi nékterych biologickych aplikacich.
Rampichova a kol. sledovali penetraci mezenchymalnich kmenovych bunék do vlakennych nosict
vyrobenych metodou odstfedivého zvlaknovani z poly-g-kaprolaktonu (PCL). Bylo pouzito rizné
nastaveni zafizeni a vyrobeny vysoce porézni mikro- a nanovlakenné vrstvy o zna¢né tloust'ce, coz

bylo vyhodné pro bunécnou migraci a komunikaci. Zménami v nastaveni otvoru a vn¢j$Sim prostiedi

bylo moZno piipravit vlakenné nosice s riiznou morfologii'>®.

2.4.3 Polymery pouzivané pro pripravu ultrajemnych vlaken
Vybér vhodného polymeru pro zvlaknéni je nejdulezitéjsi tilohou pro pozitivni vysledny
efekt, at’ jiz se jedna o jakoukoliv medicinskou aplikaci. Polymery musi byt biokompatibilni bez

rizika imunologickych reakci a ve vét§in€ piipadi i biodegradabilni, pfi¢emz rychlost jejich rozpadu
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by méla byt uzpusobena pottebé dané tkan€. Pro pfipravu nanovlakennych nosicli v biologickych
aplikacich jsou vyuzivany polymery jak syntetické, tak ptirodni.

2.4.3.1 Syntetické polymery

Pro ptipravu biologicky odbouratelnych nebo naopak nerozlozitelnych nosict se pouziva
mnoho syntetickych polymert. Pouziti biologicky odbouratelného nosice je vyhodné, jelikoz neni
tieba dalsi chirurgicky zakrok pro vyjmuti implantovaného nosi¢e. Mechanické vlastnosti a rychlost
rozpadu miZze byt u nosicli uzplsobena s ohledem na pouZiti. Vyroba syntetickych polymert je
reprodukovatelnd a jejich cena je obvykle niz$i neZ cena piirodnich polymert. Syntetické polymerni
nosice mohou byt pfipraveny do riznych tvara s pozadovanymi morfologickymi charakteristikami
périt napomahajicim vristani tkané'>’. Siroka $kéla syntetickych polymerti je pouzivana v réiznych
medicinskych aplikacich. Mezi nejvyznamnéjsi patii PCL, polyvinylalkohol (PVA), pluronic (PEO-
PPO-PEO), polyetylenglykol (PEG), polyuretan (PU), PLA a kyselina polyglykolova (PGA)!3"1%°,

2.4.3.1.1 Poly-e-kaprolakton

PCL je semikrystalicky linearni alifaticky polyester sloZzeny z opakujicich se hexanoatovych
jednotek (obrazek 4). Je biokompatibilni, slucitelny s celou fadou syntetickych i ptirodnich polymeri
a bioresorbovatelny. Jeho degradace probiha v fadech mésicii az rokl v zévislosti na jeho molekulové
vaze, stupni krystalinity a podminek degradace. Degradace probihda ve dvou stupnich. Nejprve
probéhne neenzymatické hydrolytické Stépeni esterovych skupin a nasledné, kdyz je polymer vice
krystalinni, dochazi k intracelularni degradaci ve fagozomech makrofagli a fibroblastd!#%!4!,

Vytvotené produkty se v organismu metabolizuji v Krebsoveé cyklu nebo se eliminuji ptimou renélni

sekreci!*?.

Diky své biokompatibilité, biodegradabilité, nizkému bodu tani a vyjimecné smésné

kompeatibilité¢ je PCL Siroce pouZivanym materidlem pro piipravu nosicl v tkanovém inzenyrstvi
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Obrazek 4 Chemicka struktura poly-e-kaprolaktonu

2.4.3.1.2 Polyvinylalkohol

PVA (obrazek 5) je semikrystalicky, linedrni, vysoce hydrofilni, biokompatibilni, netoxicky
a ve vod¢ rozpustny polymer, ktery je produkovan pies cCasteCnou nebo uplnou hydrolyzu
polyvinylacetatu pro odstranéni acetatovych skupin. Stupenn hydrolyzace urcuje fyzikalni, chemické
a mechanické vlastnosti PVA!>2, PVA ptipraveny metodou elektrostatického zvldkiiovani je diky
svym vlastnostem hojn¢ vyuzivan, naptiklad jako nosi¢ v tkanovém inZenyrstvi, k fizenému dodavani

1é¢iv a nebo jako material pro membrany a filtry'>?

. Rozpustnost ve vodé a ptilisna hydrofilita limituji
jeho pouziti v tkanovém inzenyrstvi, proto jsou pouzivany techniky fyzikdlniho a chemického

sitovani nebo naslednych uprav (gamma zafeni, plazmatickd modifikace), které tento problém

prekondvaji!38:154155,

Obrazek 5 Chemicka struktura polyvinylalkoholu
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2.4.3.2 Prirodni polymery

Diky svym vlastnostem mayji ptirodni polymery dobrou biokompatibilitu a poskytuji mnoho
podnétt, které jsou vyzadovany pro bunécnou adhezi, proliferaci a funkci bunék. Oproti syntetickym
polymerim mohou obsahovat patogenni necistoty. Jejich nevyhodou je horSi zpracovatelnost,
variabilita mezi Sarzemi a mensi moznost kontroly jejich mechanickych vlastnosti, jako je naptiklad

139 Tti velké tiidy ptirodnich polymerti mohou byt zvlakiiovany: proteiny

pevnost a poloc¢as rozpadu
(kolagen, gelatin, zelatina, hedvabi, fibrinogen, elastin, myozin, aktin), polysacharidy (celuloza,
amyloza, dextran, chitin a glykosaminoglykany) a polynukleotidy (DNA, RNA)"%!57  Ptirodni
polymery mohou byt kombinovany se syntetickymi polymery pro zlepsSeni jejich mechanickych
vlastnosti a degradaéni stability!>®. He a kol. pfipravili smésny nanovldkenny nosi¢e z kolagenu
a kopolymeru kyseliny mlééné s PCL a sledovali fenotypovou stabilitu, viabilitu, morfogenezi a
adhezi lidskych endotelovych buné¢k. Zjistili, ze pfipraveny nosi¢ zvysSoval viabilitu a adhezi bunék
a navic udrzuje fenotypovou stalost'®. Sharifi-Aghdam a kol. pfipravili smésné nosi¢e na bézi
kolagenu, polyuretanu a hedvabi pro hojeni Slach. Zjistili, Ze pletené hedvabi pokryté smési
zvlaknéného kolagenu a polyuretanu ma vhodnou mechanickou pevnost i porozitu pro 1écbu defekti

Slach. Buné&éné testy prokdzaly vyznamnou proliferaci fibroblastii na nosi¢ich s vy$§im obsahem

kolagenu'°.

2.4.4 Funkcionalizace nanovliakennych nosici

Pro zlepSeni biologickych funkci nosi¢e a navozeni specifické bunécné odpovédi, jako je
zlepSeni proliferace, bunécné adheze, diferenciace a zvySeni migrace cilovych bunék do mista
poskozeni, byvaji nosic¢e funkcionalizovany. Nosi¢e mohou byt funkcionalizovany bioaktivni latkami

JiZ béhem jejich ptipravy nebo jsou tyto latky pfidavany jiz k hotovému nosici (obrazek 6)
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Obrazek 6 Funcionalizace nosice a) fyzikalni adsorpce, b) emulzni zvldkiiovani c) koaxialni zviaknovani d) chemickd modifikace;
pievzato a upraveno dle'!

2.4.4.1 Metody funkcionalizace béhem pripravy nosici

Léky, ristové faktory, proteiny, DNA, RNA i celé¢ bunky mohou byt zainkorporovany do
nanovlaken béhem jejich piipravy. Velka plnici kapacita, velka efektivita zapouzdfovani, soucasné
dodavani rtznych latek, snadnd piiprava a hospoddrnost jsou hlavnimi vyhodami pouziti

elektrostatického zvlakiiovani pro fizené dodavani bioaktivnich latek!6?.

2.4.4.1.1 Zvlaknovani ze smési

Zvlaknovani ze smési je nejjednodussi a nejpouzivangj$i metoda inkorporace bioaktivnich
latek. Ty jsou rozpustény nebo rozptyleny do polymerniho roztoku a nasledné je tato smés zvlaknéna.
Pro ziskéani pozadovanych vysledkii by mély byt splnény nékteré pozadavky. To se tyka napiiklad
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volby pouzitého polymeru, protoze uvolnovaci kinetika je znacné zavisld na distribuci latky
v nanovlaknech, stejn¢ jako na morfologii vlaken, jejich poréznosti a slozeni. Proto musi byt brana
do uvahy hydrofobita/hydrofilita pouzitych polymera a bioaktivnich latek. Tyto fyzikalné-chemické
vlastnosti vyznamné ovliviiuji efektivitu enkapsulace, distribuci latek ve vldknech a kinetiku
uvoliiovani'®®. Zeng a kol. sledovali uvoliiovaci kinetiku paklitaxelu, doxorubicinu hydrochloridu a
doxorubicinové baze z nanovlaken tvotfenych polylaktidem. Zjistili, Ze béhem zvlakiovani nékterych
Iékovych disperzi mohou molekuly 1é¢iva migrovat na nebo do blizkosti povrchu nanovldken a
zpUsobit jejich explozivni uvolnéni'®®. Zamani a kol. sledovali uvoliiovani metronidazolu z PCL
nanovlaken. Pfipravili roztok PCL a metronidazolu ve smeési dichlorometanu a N,N-
dimetylformamidu v riznych pomé&rech. Vysledky prokazaly, ze sniZeni dimetylformamidu ve smési
rozpoustédel vedlo ke sniZeni vodivosti roztoku a zvySeni viskozity stejné€ jako priméru nanovlaken.
Také zvySeni koncentrace metronidazolu v roztoku mélo efekt na viskozitu, vodivost a pramér
nanovlaken. Rychlost uvoliiovani 1é€iva byla ovlivnéna jak pomérem rozpoustédel, tak koncentraci
lécival®,

2.4.4.1.2 Koaxialni zvlakinovani

Koaxialni zvlaknovani je metoda elektrostatického zvldknovani, ktera umoznuje vytvoftit
nanovlakna s morfologii jadro/plast’. Je zaloZena na pouziti trysky se dvéma koaxidln€ umisténymi
kapilarami pro soucasné zvlakiiovani dvou riznych roztokl. Polymerni kapaliny z vnéjsi a vnitini
trysky mohou byt jak misitelné tak nemisitelné, protoze kratkd doba tuhnuti vldken vyznamné
zabrafiuje smé&Sovani kapalin'®®. P1ast nanovlakna je vétSinou bézné& pouzivany polymer, zatimco
jadro miize byt tvofeno bud’ polymerem nebo nepolymerni newtonovskou kapalinou nebo dokonce
praskem, ktery vyplni vnitfek jadra'é’. Z technologického hlediska musi byt plast vytvoten ze
zvlaknitelné kapaliny, zatimco kapalina pro jadro nanovldkna miiZe, ale nemusi byt zvlaknitelna,

protoze fyzika zvldkihovani je ¥izena hlavné povrchem trysky '8, Toto zjisténi umoznilo vytvéiet
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kompozitni vldkna, ktera mohou fungovat jako nosice pro citlivé bioaktivni substance. Do jadra
mohou byt uzavieny naptiklad ristové faktory, proteiny, protirakovinné a protizanétlivé latky, geny
a antibiotika. Takto pfipravené nosice jsou vyhodné pro fizené uvolnovani latek diky Siroké skale
pouzitelnych materiald, velké plnici kapacité a ochrané uzavienych latek pred vné&jsim prostiedim'®’.
Nicméné pro piipravu koaxidlnich vlaken je potieba specialné upravend zvlaknovaci sestava a peclivy

vybér provoznich parametrti pro dosaZeni pozadovanych vysledka!”.

2.4.4.1.3 Emulzni zvlaknovani

Na rozdil od koaxidlniho zvlakiniovani je mozné touto metodou piipravovat vldkna typu
jadro/plast’ bez specialn¢ upravené jehly. Emulze je smés dvou kapalin, které se vzajemné nemisi a
obvykle mivaji riznou hustotu a polaritu. Je tvofena disperznim prostfedim, ve kterém je rozptylena
druhd kapalina. Pro zvlaknovani se nejCastéji pouzivaji emulze typu voda v oleji. Ty obsahuji
olejovou fazi ziskanou rozpusténim polymerti v organickém rozpoustédle a vodni fazi ve které jsou
rozpu$ténd 1éCiva nebo proteiny. Pisobenim elektrické sily se emulze obsahujici olejovou fazi
polymerniho roztoku a vodni fazi mikronovych a submikronovych ¢astic prodluzuje a méni ve vldkna
typu jadro/plast!”!. Tian a kol. enkapsulovali VEGF do nanovlaken tvotenych kopolymerem PLA a
PCL pro dlouhodobéjsi uvoliiovani. Zjistili, Ze takto pfipravené nosi¢e mohou zachovat biologickou

aktivitu proteinu a zajistit odpovidajici uvoltiovaci profil'’2,

2.4.4.2 Metody dodatecné funkcionalizace pripravenych nosicu

Nanovlakenné nosi¢e mohou byt také funkcionalizovany bioaktivnimi latkami aZ po jejich
ptipravé. Nejjednodussim zplisobem funkcionalizace je ponotfeni nosie do vodné faze obsahujici
biomolekuly. Biomolekuly mohou byt ve formé Cistého roztoku nebo emulze a prostfednictvim
elektrostatickych sil, vodikovych mustkii, hydrofobnich interakci a Van der Waalsovych sil se

173

navdzou na nosi¢' °. V porovnani s vlakny o rozmérech v fadu mikrometri vykazuji nanovlakna

vy$§i miru adsorpce proteinii'?®. Okamzité uvoltiovani latek z povrchu nanovlidken umoziuje
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jednoduché lokalni podéni nekterych terapeutickych 1€¢iv jako jsou napiiklad antibiotika pro

prevenci bakteridlnich infekci po operaci'’.

Plencner a kol. pouzili polypropylenovou sit
funkcionalizovanou PCL nanovldkny s adherovanymi ristovymi faktory pro prevenci tvorby
incizionalni kyly. Pomoci biomechanickych a histologickych analyz prokazali, ze pfitomnost
ristovych faktort adherovanych na povrch PCL nanovlaken akcelerovala regeneraci fascie!”. Dalsi
metodou funkcionalizace je imobilizace bioaktivnich molekul pomoci chemickych vazeb. Povrch
zvlaknéného nosice musi byt chemicky modifikovan pro vytvoteni reaktivnich funkénich skupin.

Kwvili chemické modifikaci se vSak mize objevit i ¢aste¢nd inaktivace imobilizovanych molekul. Pro

imobilizaci jsou pouzivany hlavng aminové a karboxylové, méné ¢asto i hydroxylové skupiny'’>.
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3 Cile prace

1. Ptiprava trombocytarnich preparatd a jejich slozek.

2. Charakterizace trombocytarnich preparata a jejich slozek.

3. Funkcionalizace nanovlakennych nosici trombocytarnimi preparaty.

4. Testovani funkcionalizovanych nosicu in vitro.

5. Testovani jednotlivych slozek trombocytarnich preparatt in vitro.
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4 Experimentalni Cast

Experimentalni ¢ast prace je rozdélena do 4 samostatnych ¢asti. V prvni ¢asti byl pfipraven a
ocharakterizovan trombocytarni lyzat, ktery byl v riznych koncentracich pfidavan k dermélnim
bunkdm kultivovanym na nanovldkennych nosi¢ich. Ve druhé ¢asti byly pfipraveny trombocyty,
které byly v riznych koncentracich adherovany na nanovlakenné nosice a byl sledovan jejich vliv na
dermalni bunky. Ve tfeti ¢asti byly ocharakterizovany trombocyty, které byly nasledné¢ adherovany
na nanovldkenné nosi¢e a byl sledovan jejich vliv na bunky MG-63. Ve ¢tvrté Casti byly
ocharakterizovany a porovnavany jednotlivé slozky trombocytarniho koncentratu a byl sledovan

jejich vliv na hMSC a fibroblasty.
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5 Obecné metody

5.1 Stanoveni celkového proteinu v trombocytarnim lyzatu

Celkovy protein obsazeny v hPL byl kvantifikovan pomoci fluorescen¢niho kitu (Quant-iT™
Protein Assay Kit, Invitrogen Life Technologies, CA, USA). Z kazdého vzorku bylo odebrano 10 pl
a doplnéno 200 pl pracovniho roztoku proteinového kitu. Vzorky byly nanaseny do cerné 96jamkové
desticky (Corning 3603, NY, USA), aby bylo zabranéno prostupu fluorescence mezi sousedicimi
jamkami. Fluorescence jednotlivych vzorkli byla méfena pomoci readeru Tecan (Tecan group Ltd.,
Svycarsko) pii hodnotach excitace 470 nm, emise 570 nm. Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky byly
v dubletech naneseny standardy (soucasti kitu, obsah proteinu 0-500 ng/ul) a na zéklad¢ kalibra¢ni

ktivky byla vypocitana koncentrace celkového proteinu v jednotlivych vzorcich.

5.2 Priprava bunécnych kultur

Linie mySich 3T3-A31 fibroblasti byla zakoupena od Sigma-Aldrich (MO, USA), XB2 linie
mysich keratinocytli a melan-a (pigmentované melanocyty) mysi linie byly zakoupeny z Welcome
Trust Functional Genomics Cell Bank z St. George univerzity v Londyné, lidska osteosarkomova
linie MG-63 byla zakoupena z firmy Cell Lines Service GmbH (Eppelheim, Némecko) a primarni
lidské mezenchymalni kmenové butiky z kostni dfené byly zakoupeny z firmy ScienCell™ (CA,
USA). Linie 3T3, XB2 a MG-63 byly kultivovany v médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium, Sigma-Aldrich, MO, USA) suplementovaném 10% FBS (Sigma-Aldrich, MO, USA) a
osetfeny smési penicilin/streptomycin (100 IU/ml, 100 pg/ml, Gibco, MA, USA ). Linie mysich
melanocytii byla kultivovana v RPMI-1640 médiu (Roswell Park Memorial Institute, Sigma-Aldrich,
MO, USA) doplnéném 10% FBS, penicilin/streptomycinem (100 IU/ml, 100 pg/ml, Gibco, MA,

USA), 2mM L-glutaminem a 200 nM TPA (12- O-Tetradecanoylforbol-13-acetat). MSC byly
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kultivovany v MEM alpha médiu (Minimum Essential Medium, Gibco, MA, USA)
suplementovaném 10% FBS (Sigma-Aldrich, MO, USA) a oSetieny penicilin/streptomycinem (100

[U/ml, 100 pg/ml, Gibco, MA, USA). VSechna média byla ménéna kazdé 3—4 dny.

5.3 Kvantifikace fibrinogenu a albuminu v trombocytarnim lyzatu

Kvantifikace fibrinogenu a albuminu v trombocytarnim lyzatd byla provedena v diagnostické
laboratofi Synlab Czech (Ceska Republika) dle protokolu vyrobct. K méfeni koncentrace albuminu
bylo pouzito barvivo bromokresolova zelen. Absorbance komplexu bromkresolové zelené a albuminu
byla detekovana pouzitim pftistroje AU5S800 (Beckman Coulter, CA, USA). Celkova koncentrace
fibrinogenu byla detekovana modifikovanou Clausovou metodou s pouzitim automatického

koagulometru Sysmex CA 1500 (Siemens, Némecko).

5.4 Kvantifikace IGF-I

Kvantifikace IGF-1 byla provedena pomoci imunoradiometrické metody v laboratofi Imalab
(Ceska Republika). Byly pouzity mys$i monoklonalni protilatky namifené proti dvéma rtiznym
epitopim IGF-I, které tudiZ nejsou konkuren¢ni. Pro uvolnéni IGF-I z vazby proteind, je nutny
pfedchozi disociaéni krok. Vzorky a kalibratory byly inkubovany ve zkumavkach potaZzenych prvni
monoklonélni protilatkou v pfitomnosti druhé monoklonéalni protilatky znafené jodem-125. Po
inkubaci byl obsah zkumavek odstranén a byla méfena navdzana radioaktivita. Nezndmé hodnoty
byly urCeny stanovenim interpolaci ze standardni kiivky. Vazana radioaktivita je pfimo iimérna

koncentrace IGF-I ve vzorku.
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5.5 Kbvantifikace vybranych ristovych faktoru v trombocytarnim lyzatu a jeho

slozkach a stanoveni uvoliiovaci kinetiky EGF z nosice

Koncentrace rustovych faktort (HGF, EGF, VEGF, P-selektin, KGF, TGF-p)
v trombocytarnim lyzatu a jeho jednotlivych slozkach byly stanoveny pomoci ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) metody protilitkovym systémem Duo Set (R&D Systems,
Minneapolis, USA). Kultivaéni médium pro stanoveni uvoliiovaci kinetiky (exp. 2) bylo odsato a
zamrazeno (-80 °C). Koncentrace EGF uvolnéného z trombocytii a/nebo syntetizovaného buiikami
byly kvantifikovany také pouzitim ELISA eseje. Povrch 96jamkové desticky byl nejprve inkubovan
s primarni protilatkou po dobu 12 hodin pii pokojové teploté, poté blokovan fosfatovym pufrem
(PBS) s 1% hovézim sérovym albuminem (BSA). Pfi pokojové teploté byla primarni protilatka
inkubovéna po dobu 2 hodin se vzorky a standardy. Detekce prob¢hla inkubaci s biotinylovanou
sekundarni protilatkou (2 hodiny, pokojova teplota) a konjugatem streptavidin-HRP (avidin-
peroxidaza) (20 minut, pokojova teplota). Mezi jednotlivymi kroky byly jamky v desti¢ce promyvany
PBS s 0,05% Tween-20®. Aktivita navdazané HRP byla stanovena kolorimentricky pfidanim TMB
(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin, Life Technologies) substrdtu a méfenim absorbance pti 450 nm na
spektrofotometru Biotek Synergy H1 ELISA reader (Biotek, VT, USA) po 20 minutach reakce pfi

pokojové teploté. Na zaklad¢ kalibracnich kiivek byly stanoveny koncentrace rustovych faktord.

5.6 Kbvantifikace vybranych bioaktivnich molekul metodou Bioplex

Pro detekci vybranych bioaktivnich latek obsazenych v hPL byl pouZzit BioPlex system (Bio-
Rad Laboratories, CA, USA). Tato metoda umoznuje stanoveni vét§iho mnozstvi analytii naraz
v jednom vzorku. Vzorky byly nafedény 1:4 v fedicim roztoku. Standard byl rekonstituovan a
nafedén Ctyfnasobnym fedénim. Byly pfipraveny magnetické kulicky pokryté protilatkou, které byly

umistény do testovaci desticky. Roztok s magnetickymi kuli¢kami byl pfed kazdym pifidanim do
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desticky peclivé promichan na vortexu. Desticka byla promyta na automatické promyvacce. Po
promyti byly do jamek ke kulickam piidany standardy a vzorky. Desticka byla inkubovdna na
tfepacce a po inkubaci a promyti byla pfidana detek¢ni protilatka. Desticka byla znovu inkubovana
na tfepacce a po dalSim promyvacim kroku byl pfidan streptavidin-fykoerytin. Po poslednim
inkubacnim kroku byla desicka umisténa do piistroje a analyzovéna. Vysledky byly analyzovany
pouzitim Bio-Plex Manager™ softwaru. Absolutni koncentrace vzorku byly vyhodnoceny
sestavenim kalibra¢ni kiivky daného analytu. Hodnoceny byly nasledujici bioaktivni latky:
interleukin-1b  (IL-1b), interleukin-Ira (IL-1ra), interleukin-2 (IL-2), interleukin-4 (IL-4),
interleukin-5 (IL-5), interleukin-6 (IL-6), interleukin-7 (IL-7), interleukin-8 (IL-8), interleukin-9 (IL-
9), interleukin-10 (IL-10), interleukin-12 (IL-12), interleukin-13 (IL-13), interleukin-15 (IL-15),
interleukin-17 (IL-17), faktor stimulujici kolonie granulocytli (G-CSF), faktor stimulujici kolonie
granulocytli a makrofagli (GM-CSF), interferon-gamma (INF-y), tumor nekrotizujici faktor-o. (TNF-
a), MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1), CXCL10 chemokin (IP-10), MIP-1a, MIP 1b
(CCL-4), RANTES, eotaxin (CCL-11), ristovy faktor odvozeny z trombocyti (PDGF), bazicky

fibroblastovy rastovy faktor (bFGF) a vaskuldrni endotelovy ristovy faktor (VEGF).

5.7 Stanoveni metabolické aktivity bunék

MTS test (CellTiter96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega , WI,
USA) je kolorimetrickd metoda, kterd umoziuje sledovani zmény metabolické aktivity nasazenych
bunék. V reagencnim roztoku se nachazi tetrazoliova sil, kterd je pomoci NADPH nebo NADH
metabolizujicich bun¢k redukovana na barevny formazan. V uréené experimentalni dny byly nosice
pieneseny do nové kultivaéni destiCky a ke kazdému nosici bylo ptidano 20 pl reagencniho roztoku
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) a
100 pl kultivaéniho média. Dle typu buné¢k byly buiiky kultivovany v inkubatoru po dobu 2—3 hodin.

Do nové desticky bylo odsato 100 ul vysledného barevného produktu a byla méfena absorbance na
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spektrofotometru (Infinite®M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pii vlnové délce 490 nm a 690 nm pro
odecteni pozadi. Hodnoty absorbance vzorki byly vypocteny odectenim hodnoty pouzitého média

bez bunék.

5.8 Stanoveni proliferace bunék

Obsah DNA byl stanoven pomoci citlivé fluorescencni barvy (QuantiT™ High Sensitivity
dsDNA Assay Kit, Invitrogen). Tato metoda je zalozena na vazbé ultrasenzitivniho fluorescencniho
barviva do dvousroubovicové DNA. Slouzi k jeji detekci a kvantifikaci v roztoku. Cela metoda i
ptiprava pufru je provadéna sterilné v laminarnim boxu s materidly, které nemohou obsahovat volné
nukleové kyseliny. Ptiprava pracovniho roztoku Quant-iT™ dsDNA Assay Reagent a manipulace s
nim musi byt provadéna bez pfitomnosti ptimého osvétleni. Jednotlivé nosice byly premistény do
mikrozkumavek s 200 pl lyzacniho pufru (10 mM Tris, 1| mM EDTA, 0.2% v/v Triton X-100).
Vzorky byly 3x zmrazeny (20 °C) a rozmrazeny (pokojova teplota) a pti kazdém rozmrazeni dikladné
promichdny na vortexu. Z kazdého vzorku bylo do ¢erné 96jamkové desticky odebrano 10 pl roztoku,
které¢ byly doplnény do 200 pl pracovnim roztokem kitu. Fluorescence jednotlivych vzorka byla
méfena pomoci spektrofotometru (Infinite® M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pfi hodnotach excitace
485 nm a emise 528 nm. Pro sestaveni kalibracni kiivky byly v dubletech naneseny standardy
(soucasti kitu, obsah DNA 0-10 ng/pul) a na zékladé kalibra¢ni kiivky byl vypocitan obsah DNA v

jednotlivych vzorcich.

5.9 Vizualizace bunék pomoci skenovaci elektronové mikroskopie

Vzorky byly fixovany pomoci 2,5% glutaraldehydu (Sigma-Aldrich, MO, USA) pfi teploté
4 °C. Po dvou hodinach fixace byly vzorky dehydrovany pomoci ethanolové fady (35%, 48%, 70%,
96% a 100% ethanol). Nékolik kapek hexametyldisilazanu (Sigma-Aldrich, MO, USA) bylo pouzito

pro odstranéni zbytkové vody a rovnomérnému vysuSeni vzorkl. Vzorky byly pokryty vrstvou zlata
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(ptiblizn€¢ 30 nm) na pfistroji Quorum QI50R (Quorum Technologies, Spojené Kralovstvi) a
vizualizovany s pouzitim skenovaciho elektronového mikroskopu Vega 3 SBU (Tescan, Ceské

Republika).

5.10 Vizualizace bunék pomoci konfokalni mikroskopie

Pro méfeni bunécné adheze bylo pouzito barveni pomoci barviva DiOC6, které barvi
membranové struktury buniky. Propidium jodid (PI) se vaze na buné¢nou DNA a barvi tak jadra bunék
a slabé i1 cytoplasmu. Vzorky byly nejprve fixovany metanolem o teploté -20 °C, nasledné¢ byly
promyty PBS a obarveny pomoci barviva DiOC6 (1 pg/ml v PBS; 30 minut pfi pokojové teplote).
Vzorky byly nasledné obarveny pomoci propidium jodidu (5 pl/ml v PBS; 10 minut pii pokojové
teploté). Vzorky byly mezi jednotlivymi kroky omyvany PBS. Vzorky byly sledovany pomoci
konfokalniho mikroskopu LSM 510 DUO (Zeiss, Némecko) pti vinovych délkach Aex = 561 nm a

Aem= 630-700 nm pro PI a Aex =488 nm a Aem= 505-550 nm pro DiOC6.

5.11 Charakterizace nosic¢e a priprava vzorku

Morfologie elektrospinovanych nanovldken byla hodnocena pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM) na pfistroji Vega 3 SBU Tescan (Tescan, Ceska Republika). Vzorek PCL byl
pokryt vrstvou zlata (pfiblizn€ 30 nm) na pfistroji Quorum Q150R (Quorum Technologies, Spojené
Kréalovstvi). Primér vlaken a velikost port byly méfeny z libovolné vybranych oblasti na péti SEM
obrazech. Primérny primér vldkna byl vypocitdn z 280 nezavislych méfeni v ImageJ softwaru a
velikost porti byla odhadnuta z 840 nezavislych méteni. PCL nanovldkenné vzorky (primér 0,6 cm)

byly sterilizovany v 70% ethanolu po dobu 30 minut.

5.12 Statisticka analyza

Data byla hodnocena softwarem SigmaStat 3.5 (Systat, San Jose, CA, USA). Nejprve byl

proveden Kolmogoroviiv-Smirnoviv pro zjisténi normality dat. Statisticky signifikantni rozdily mezi
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skupinami s normalnim rozlozenim byly hodnocenou metodou ANOVA a Tukeyho test byl pouzit
pro post hoc analyzu. Data s nenormalnim rozloZzenim byla testovana Kruskal-Wallisovym testem a

metodou Dunnové pro post hoc analyzu. Statistickd vyznamnost byla piijata na 5% hlading.
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6 Specifické metody

6.1 Experiment 1

6.1.1 Priprava trombocytarnich lyzati

Trombokoncentrat pfipraveny z buffy coatu byl zakoupen z transfizni stanice (Sumperk,
Ceskda Republika). Trombokoncentrat byl piipraven zkrve 16 darci k minimalizovani
interindividuélnich variabilit. Trombocytarni lyzat byl pfipraven pomoci metody opétovného mrazeni
a rozmrazovani®’. Cely vak byl tiikrat zmrazen (-80 °C) a rozmrazen (37 °C) z diivodu rozruseni
trombocytarnich membran. Nasledné byl roztok rozalikvotovan do 50ml zkumavek a stocen
(4 100 g/15 min) pro odstranéni bunééného odpadu. hPL byly do pouziti skladovany pfti teploté -

80 °C.

6.1.2 Priprava nanovliakennych nosicii elektrostatickym zvlakiovanim

Nanovldkna byla pfipravena z polykaprolaktonu (PCL) pomoci hladinového
elektrostatického zvlaknovani. Elektrostatické zvlaknovani bylo provedeno za pouziti 24% (w/v)
roztoku PCL (45 000 Da, Sigma Aldrich, MO, USA) rozpusténého v chloroform:ethanolu v poméru
9:1 (v/v) na Nanospideru NS500 (Elmarco, Ceskd Republika) s pouZitim bezjehlové elektrody.
Rozmezi elektrického napéti bylo mezi 80—100 kV. Teplota byla 24 £2 °C a relativni vlhkost
55 + 10 %. Vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem byla 20 cm.

6.1.3 Nasazeni a kultivace bunék na nosicich

Nanovlakenné nosi¢e byly osazeny buiikami v hustoté 14 200 bunék/cm?

v ptipadé
keratinocytti a fibroblasti a 17 700 bun&k/cm? v piipadé melanocytl. Vzorky byly kultivovany

v riznych typech média. Koncentrace suplementi je obsazena v nazvu vzorku (XFYL). X

reprezentuje koncentraci FBS (v/v), Y koncentraci hPL (v/v). Média obsahujici pouze 5% nebo 10%
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koncentraci FBS slouzila jako kontrola. Do médii obsahujicich hPL byl pfidan heparin (2 IU/ml) pro

zabranéni formovani fibrinové site.

6.2 Experiment 2

6.2.1 Priprava nosice

Nanovlakna byla piipravena z PCL pomoci hladinového elektrostatického zvldknovani.
Elektrostatické zvlakiiovani bylo provedeno za pouziti 24% (w/v) roztoku PCL (40 000 Da, Wako
Chemicals GmbH, Neuss, Némecko) rozpusténé¢ho v chloroform:ethanolu v poméru 9:1 (v/v) na
ptistroji Nanospider NS500 (Elmarco, Ceska Republika) s pouzitim bezjehlové elektrody. Rozmezi
elektrického napéti bylo mezi 80—100 kV. Teplota byla 23 +2 °C a relativni vlhkost 60 + 15 %.

Vzdalenost mezi elektrodou a kolektorem byla 20 cm.

6.2.2 Priprava kompozitniho nosice

Pomoci punche byla pfipraveny nosice o velikosti 6mm. Nosi¢e byly sterilizovany pouZzitim
70% ethanolu po dobu 30 minut a nasledné byly promyty PBS. Trombocyty smésné deleukotizované
v nahradnim roztoku byly zakoupeny v transfiizni stanici (Sumperk, Ceska Republika). Byly
piipraveny tfi koncentrace C1 (1,03 x 10'? trombocytti/l, maximélni koncentrace), C2 (5,15 x 10!
trombocytii/l, poloviéni koncentrace) a C3 (2,575 x 10! trombocyti/l, tietinova koncentrace) a 50 ul
roztoku bylo pfidano k sterilnim nosi¢im. Nahradni roztok SSP+ (Macopharma, Tourcoing, Francie)
byl pouzit ke zfedéni trombocytarniho koncentratu. Vzorky byly inkubovany 2 hodiny pfi teploté

22 °C, poté byly oplachnuty PBS a pfeneseny do nové desticky.

6.2.3 Nasazovani bunék na nosice
Nanovlakenné nosi¢e byly osazeny buitkami v hustoté 7800 bun&k/cm? v piipadé

keratinocytii a fibroblastti a 12 500 bun&k/cm? v ptipadé melanocyti.

6.2.4 Stanoveni obsahu melaninu
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Obsah melaninu na nosi¢ich byl stanoven dle metody Busca a kol.!”®. Vzorky byly pfeneseny
do 300 pl 1 mol I NaOH a inkubovény 2 hodiny pii teploté 80 °C. Poté byly vzorky zvortexovany
pro usnadnéni rozpousténi melaninu a sto¢eny (10 000 g, 1 minuta, MiniSpin; Eppendorf, Hamburk,
Némecko) z divodu usazeni PCL debris. Absorbance supernatantu byla detekovana pii 405 nm.
Obsah melaninu na nosi¢ich byl stanoven pomoci kalibracni kiivky syntetického melaninu

(synteticky melanin; Sigma-Aldrich).

6.3 Experiment 3

6.3.1 Priprava vlakenného nosi¢e pomoci odstiredivého zvlakinovani

Vldkenna vrstva byla pfipravena pomoci pfistroje pro odstredivé zvldknovani (Cyclone 1000
L/M Forcespinning® device; FibeRio, McAllen, TX, USA). PCL (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) byl rozpustén ve smesi chloroformu a ethanolu v objemovém pomeéru 9:1 pro ziskani 40%
smési. Pro ziskani vlakenné vrstvy byl pouzit otvor G30 pfi ota€kach 6 000 g. Vldkna byla nanesena

na netkanou textili pomoci vakuové depozice.

6.3.2 Adheze trombocyti na vlikenné nosice

Trombocyty smésné deleukotizované v ndhradnim roztoku byly zakoupeny z transfuzni
stanice (Sumperk, Ceska Republika). Vak obsahoval trombocyty od 4 darci. Trombocyty byly
stoceny pii 120 g po dobu 7 minut z divodu jejich sedimentace a odstranéni zbytkovych erytrocytt.
Nasledné¢ byl supernatant prenesen do nové zkumavky a stocen (2 200 g; 10 min) pro obdrzeni pelety
trombocytl, ktera byla resuspendovana v nihradnim roztoku SSP+ (Macopharma, Tourcoing,
France). Trombocyty byly poté nafedény na odpovidajici koncentrace v SSP+ roztoku: 3 000x10°
trombocytti/l (odpovidd 10x koncentrované fyziologické koncentraci (FK); P1), 900x10°
trombocytt/l (odpovida 3x koncentrované FK; P2), 300x10° trombocyti/l (odpovida FK; P3),

100x10° trombocyti/L (3% fedéna FK; P4) a 30x10° trombocytii/l (10x fedéna FK; P5).
6.3.3 Nasazovani bunék na nosi¢ a adheze trombocytu
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Pfed nasazenim bun¢k na nosice byla PCL nanovlakna vyrazena na kolecka o priméru 6 mm
a sterilizovana pomoci ethylenoxidu. Vzorky byly osazeny linii osteosarkomovych bunék MG-63
(Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Germany) v hustot& 30 000 bunék/cm?. Buiiky adherovaly na
nosi¢ po dobu 2 hodin v 30 pl kultivaéniho média DMEM, které bylo supplementovano 2% fetalnim
bovinnim sérem a penicillinem/streptomycinem. Nasledn¢ bylo pfidano 20 ul trombocytarni
suspenze v ruznych koncentracich (P1-P5). Tyto suspenze adherovaly na nosice po dobu 1 hodiny.
Poté bylo ptidano 250 pl média. Kultivaéni médium nebylo v pribéhu experiment ménéno. Bylo
ptipraveno Sest riznych skupin — 5 skupin s riznou koncentraci trombocytti adherovanych na PCL
nosi¢e (PCL/P1-P5) a vldkenny nosi¢ bez trombocytl, ktery slouZil jako kontrola (PCL). Pro
kontrolu interakce trombocytd s pouzitymi metodami byly pouzity nosi¢e s adherovanymi
trombocyty v danych koncentracich (P1-P5) bez bunék. Hodnoty namétené na téchto vzorcich byly

odecteny z hodnot naméfenych u vzorkt s buiikami.

6.3.4 Detekce aktivity alkalické fosfatazy (ALP)

Aktivita ALP byla méfena pouZzitim kitu 1-Step™ PNPP kit (Thermo Fisher Scientific, MA,
USA). V experimentalni den bylo 100 pl p-nitrofenyl fosfatu (PNPP) ptidano do kazdé jamky a
inkubovano po dobu 30 minut. Nasledné byla reakce zastavena pomoci 2N NaOH. Absorbance byla

meéfena na spektrofotometru pii 405 nm (Synergy HT, Biotek, VT, USA).

6.3.5 Detekce osteogennich markeri nepifimym imunofluorescenénim barvenim

Ptitomnost osteokalcinu (OCN) jakoZto markeru typického pro osteogenni diferenciaci byla
hodnocena pouZzitim neptimého imunofluorescen¢niho barveni 1., 7. a 14. den. Vzorky byly fixovany
4% formaldehydem po dobu 10 min, promyty PBS a inkubovény s 3% FBS v PBS/0,1% Triton po
dobu 30 minut pii pokojové teploté. Nejprve byla pfidana primarni monoklonalni protilatka proti
OCN (OCG3; Abcam, Cambridge, UK; fedéni 1:20) a vzorky byly inkubovany pies noc pii teploté

2-8 °C. Po ttech promytich PBS/0,05% Tweenem-20 byly vzorky inkubovany s Alexa Fluor 488-

62



konjugovanou mysi sekundarni protilatkou po dobu 45 min. Nasledn¢ byl ptidan roztok PI na 10 min
(5 pg/ml v PBS) pro vizualizaci bunéénych jader. Nakonec byly vzorky 3x promyty PBS/0,05%
Tweenem-20. Pro detekci ptitomnosti OCN byl pouzit konfokalni mikroskop (ZEISS LSM 5 DUO,
Némecko) (Alexa Fluor 488: Aex=488 nm, Aem =505-550 nm a PI: Aex =561 nm, Aem =630-700

nm).

6.4 Experiment 4

6.4.1 Priprava jednotlivych sloZek trombocytarniho lyzatu

Trombokoncentrat piipraveny z buffy coatu byl zakoupen z transfiizni stanice (UHKT, Ceska
Republika). Trombokoncentrat byl ptipraven z krve 16 darct k minimalizovéni interindividualnich
variabilit. Trombokoncentrat byl rozdélen do tii ¢asti. Prvni ¢ast byla zpracovéana na trombocytarni
lyzat (skupina hPL). Druhd ¢ast trombokoncentratu byla stocena (360 g/10 min). Nasledné byl
supernatant nahrazen destilovanou vodou a tento trombokoncentrat byl také zlyzovan (skupina hPL
dH>0). Posledni ¢ast byla sto¢ena (360 g/15 min) a vznikly supernatant byl pouZit pro experiment
(skupina hPL PPP). Skupiny s trombocyty (hPL a hPL dH.O) byly zlyzovany opakovanym
zmrazenim (-80 °C) a rozmrazenim (37 °C) a nasledn¢ byly stoceny (4 100 g/15 min) pro odstranéni
bunécného odpadu. VSechny slozky byly do pouziti skladovany pii teplote -80 °C.

6.4.2 Nasazovani bunék na kultivacni plast

Buiiky byly nasazovany v hustoté 10 000 bun&k/cm? v piipadé fibroblastd i hMSC. Buiiky
byly kultivovany v pfitomnosti 8% slozek trombocytarniho lyzatu. Jako kontrola slouzilo médium
s 10% FBS. Média obsahujici trombocytarni slozky byla oSetfena heparinem (2 IU/ml) z divodu

prevence formovani fibrinové sité.
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7 Vysledky

7.1 Trombocytarni lyzat jako nahrada séra pro koZni burky kultivované na

biomimetickych PCL nanovlikennych nosicich

Cilem experimentu bylo vyvinout a optimalizovat pokroCily systém kultivace bunck s
pouzitim trombocytarniho lyzatu v kombinaci s nanovlakennymi nosi¢i. 3D podobna struktura
pripomind mikroprostiedi tkané 1épe nez kompaktni povrch kultivaéni desti¢ky, a navic velky povrch
nanovlaken usnadnuje vyssi adsorpci proteini z kultivacniho média. V této praci bylo zacileno na
kultiva¢ni podminky fibroblasttl, keratinocytii a melanocytti ve 3D podminkach a porovnani hPL a
FBS jako doplnk.

7.1.1 Vysledky

7.1.1.1 Trombocyty obsahuji rozmanité bioaktivni proteiny

Bylo zméfeno celkové mnozstvi proteinu v hPL a FBS. Navic byla zmé&fena koncentrace
fibrinogenu a albuminu v hPL. ELISA a multiplexovy proteinovy kit byl proveden pro detekci

koncentrace specifickych medidtorti (obrazek 7).
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Obrazek 7 Koncentrace riistovych faktorit a dalsich bioaktivnich molekul v hPL. Mediatory detekované pomoci BioPlex analyzy jsou
zobrazeny tmavé Sedou, mediatory detekované pomoci ELISA testu jsou zobrazeny svétle Sedou.

Analyza ukézala, Ze hPL obsahuje rtizné protizanétlivé a prozanétlivé mediatory. Ve skupiné
protizanétlivych medidtorti je nejvice zastoupenym proteinem IL-1ra (235,9 + 4,8 pg/ml). IL-1ra je
znam svou schopnosti modulovat riizné imunitni a zanétlivé odpovedi spojené s interleukinem-1.
Dalsi protizanétlivé interleukiny jako je IL-4, IL-10 a IL-13 byly nalezeny ve vyrazné€ niz§ich
koncentracich. Prozéanétlivé cytokiny jako IL-8, IL-9, IL-12, IFN-y a TNF-a byly detekovany v
podobnych koncentracich (100-200 pg/ml). V nejvyssi koncentraci byl namétfen interleukin 17
(1022,5+56,4 pg/ml), nicméné dal§i prozanétlivé cytokiny (IL-1b, IL-6, 1L-2, IL-5, IL-15),
protizanétlivé cytokiny (IL-4 and IL-13) a MIP1a byly naméfeny ve velmi nizkych koncentracich.

RANTES byl nejhojnéji zastoupenym cytokinem v asi 10 000krat vyssi koncentraci nez ostatni

65



cytokiny a chemokiny. Ddle byly v hPL determinovany rastové faktory, znichZz v nejvyssi
koncentraci byl PDGF-BB. EGF a HGF byly ptitomny v koncentraci vy$si nez 500 pg/ml. Analyza
ukdzala, Ze koncentrace GM-CSF a G-CSF byla stejné nizk4 jako koncentrace ostatnich ristovych
faktorii. Namétena data ukazala, Ze koncentrace sledovanych bioaktivnich molekul byla zanedbatelna
v porovndni s celkovym proteinem detekovanym v hPL (obrazek 8). Nicméné vétSina
monitorovanych analytd je v koncentracich, které jsou dostatecné pro plnéni jejich fyziologickych

funket.

Celkovy protein a sledované
bioaktivni molekuly v hPL

Fibrinogen; 1,33%

Mediatory; 0,00018%
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Obrazek 8 Graficka ilustrace detekovanych proteinit a cytokinii v trombocytarnim lyzatu.

7.1.1.2 Charakterizace PCL nanovlaken

Stereologické méteni nanovldkennych vrstev identifikovalo populace nano a mikro vldken

s minimem nevldkennych defektii. Stfedni primér nejtenci nanovlakenné frakce byl 229 + 79 nm a
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nejtlustsi nanovlakenné frakce 579 £+ 133 nm. Kromé toho byla detekovana mén¢ zastoupena frakce

mikrovlaken se stfednim priimérem 2 442 + 925 nm. Porozita nanovlakenného nosice byla 38 £ 3 %.

7.1.1.3 Efekt hPL na fibroblasty

K ovéfeni efektu pouzitych suplementli na metabolickou aktivitu fibroblastli byl pouzit MTS
test. Obrazek 9a ukazuje metabolickou aktivitu fibroblastd béhem kultivace. Metabolicka aktivita
plynule rostla ve skupinach OF10L, 10FOL, SF2.5L, SF5L a SF7L. Viabilita ve skupinach 0F2.5L,
SFIOL a SFOL rostla do 7. dne a poté se jiz nezvySovala, nebo klesala. Vysledky naznacuji, Ze
koncentrace hPL vys§i neZ 7% je dostatecnd pro nahrazeni FBS. Kontrolni skupina 10FOL
nevykazovala statistické rozdily v porovnani se skupinou OF10L. Ve skupinach, kde byl kombinovan
hPL a FBS, bylo zjisténo, Ze niz$i koncentrace hPL (do 7 %) zajiSt'ovala lepsi viabilitu bun¢k az do
3. dne, zatimco ve skupiné s vyssi koncentraci hPL (5F10L) metabolické aktivita rapidné vzrostla 7.
den. Nizk4 koncentrace (2,5%) hPL v kombinaci s 5% FBS (5F2.5L) méla lepsi efekt na
metabolickou aktivitu fibroblastl v porovnani se skupinami obsahujici vy$§i mnozstvi hPL
s piidavkem FBS. Piedpokladame, Ze vyS$si koncentrace hPL kombinovana s FBS ma na fibroblasty
spiSe inhibi¢ni efekt. Proliferace fibroblastii kultivovanych na PCL nosicich byla testovana pomoci
fluorescenéniho kitu (obrazek 9b). Nejvétsi proliferacni rychlost 3T3 fibroblastii byla pozorovéana ve
skupinach OF7L, OF10L a 10FOL. Skupiny, kde bylo kombinovano FBS a hPL nebo které obsahovaly
5% FBS samotné, vykazovaly niZsi proliferacni aktivitu v pribéhu celého experimentu. Vysledky
jsou ve shodé¢ s vysledky z MTS testu a ukazuji, ze 7% a 10% hPL stimuluje proliferaci fibroblastii

ve statisticky vyS$$i mife nez 5% FBS.
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Obrazek 9 Metabolicka aktivita a proliferace fibroblastii. (a)- Metabolicka aktivita byla mérena pomoci MTS testu, (b)- proliferace
fibroblastit byla mérena pomoci fluorescencniho kitu. Nazvy skupin (XFYL) koduji koncentrace suplementii v médiu; X pro
koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v). Cisla nad sloupcem indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Konfokalni mikroskopie ukézala dobte rozprosttené buiiky na nosi¢i vykazujici morfologii
typickou pro fibroblasty (obrazek 10). Snimky ukézaly plynulou proliferaci bun¢k od 1. do 10. dne.
V ptipad¢ skupin neobsahujich FBS se buiky kultivované v médiu obsahujicim niz§i koncentrace

hPL (0F2.5L, OF5L) shlukovaly do agregatti, coz ukazuje na nevhodné kultivacni podminky.
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0F2.5L OF10L

Obrazek 10 Snimky z konfokalni mikroskopie fibroblastii adherovanych na PCL nosice 1., 7. a 10. den. Zelend barva charakterizuje
bunécné membrany (barveni DiOC-6), ¢ervena barva znaci jadra (barveni propidium jodid). Zvétseni 200x, méritko 50 um. Nazvy
skupin (XFYL) kéduji koncentrace suplementii v médiu; X pro koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v).

7.1.1.4 Efekt hPL na keratinocyty

Velky nartst v metabolické aktivité byl detekovan u skupin suplementovanych FBS 1 hPL od
3. do 7. dne (obrazek 11a). Nicméné¢, nebyl pozorovan dalsi narist v metabolické aktivité¢ 10. den.
Skupiny suplementované pouze hPL vykazovaly na dévce zavislé zvySeni metabolické aktivity a
velké zvySeni od 7. do 10. dne. Bunky reagovaly dobie na kultivacni podminky a 7% koncentrace

hPL (OF7L) se ukézala jako dostacujici pro ndhradu FBS.
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Obrazek 11 Metabolicka aktivita a proliferace keratinocytil. (a)- Metabolicka aktivita byla mérena pomoci MTS testu, (b)-
proliferace fibroblastii byla mérena pomoci fluorescencniho kitu. Nazvy skupin (XFYL) koduji koncentrace suplementii v médiu; X
pro koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v). Cisla nad sloupcem indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Mnozstvi DNA kontinudlné rostlo v pribéhu experimentu (obrazek 11b). Nejvyssi obsah
DNA byl dosazen ve skupin¢ suplementované FBS a nejvyssi koncentraci hPL (SF10L). Navic byly
se zvySenim hPL ve skupinach 5F5L, SF7L, SF10L pozorovany statisticky vyznamné rozdily 7. den
experimentu nejen oproti skupiné¢ suplementované 5% FBS, ale dokonce i1 ve skupiné

suplementované 10% FBS.

Vizualizace bun€k pomoci konfokalni mikroskopie ukdzala témét konfluentni vrstvy bunék

ve skupinach obsahujicich jak hPL, tak FBS (obrazek 12).
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Obrazek 12 Snimky z konfokadlni mikroskopie fibroblastii adherovanych na PCL nosice 1., 7. a 10. den. Zelena barva charakterizuje
bunécné membrany (barveni DiOC-6), éervena barva znadi jadra (barveni propidium jodid). Zvétseni 200x, méeritko 50 um. Nazvy
skupin (XFYL) koduji koncentrace suplementii v médiu; X pro koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v).

Pocet bunék kultivovanych v hPL se zvySoval se zvySujici se koncentraci hPL. Pfitomnost
FBS stimulovala spojeni bunék a buiiky vytvarely velké shluky naznacujici spiSe stimula¢ni efekt ve

smési suplementi.

7.1.1.5 Efekt hPL na melanocyty

Metabolicka aktivita melanocyti (obrazek 13) vykazovala nartst od 1. do 10. dne
experimentu, kromé skupiny suplementované pouze hPL (OF7L a OF10L). Ve skupinach s hPL i FBS
byla pozorovana lepsi inicidlni adheze bunck. Navic tyto skupiny mély v pribéhu experimentu
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statisticky vyznamné vyssi metabolickou aktivitu. Vysledky naznacuji, ze pouziti hPL samostatné
bylo nedostate¢né pro podporu adheze a viability melanocytl. Zajimavé bylo, Ze bunky kultivované
v médiu se smési suplementli mély vyssi metabolickou aktivitu nez bunky v kontrolnich skupinach
(v pribéhu celého experimentu néz 5% FBS (5FOL) skupina, a 1., 3. a 7. den nez 10% FBS (10FOL)

skupina). Vysledky naznacuji synergicky efekt suplementi pti kultivaci melanocytt.

Metabolicka aktivita melanocytt
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Obrazek 13 Metabolicka aktivita melanocytii. Metabolickad aktivita byla mérena pomoci MTS testu. Nazvy skupin (XFYL) kéduji
koncentrace suplementit v médiu, X pro koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v). Cisla nad sloupcem indikuji statistickou
vyznamnost (p < 0,05).

Konfokalni mikroskopie byla pouzita pro zhodnoceni morfologie a proliferace melanocytt,
protoZe syntetizovany melanin interferuje s s fluorescenéni sondou pouZivanou pro stanoveni
proliferace. Melanocyty ve skupinach suplementovanych jak FBS tak hPL byly dobie rozprostfeny
na nosicich (obrazek 14). V piipad¢ skupin suplementovanych pouze hPL se pocet bun¢k béhem
kultivace pfili§ nezvySoval. ZvySeni nebylo zavislé na davce, a dokonce i nejniz§i koncentrace

(5F2.5L) vykazovala 7. a 10. den kultivace vyznamné zvySené pocty bunek.
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Obrazek 14 Snimky z konfokalni mikroskopie fibroblastii adherovanych na PCL nosice 1., 7. a 10. den. Zelend barva charakterizuje
bunécné membrany (barveni DiOC-6), ¢ervend barva znaci jadra (barveni propidium jodid). Zvétseni 200x, méritko 50 um. Nazvy
skupin (XFYL) koduji koncentrace suplementii v médiu; X pro koncentraci FBS (v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v).

Vizualizace melanocytil kultivovanych v hPL pomoci SEM vykazovala rozdilnou morfologii
v porovndni s butkami kultivovanymi v FBS (obrdzek 15). Bylo zajimavé, Ze buiiky v médiich
obsahujicich pouze hPL byly spisSe bipolarni s delSimi dendrity, zatimco melanocyty kultivované ve
FBS vykazovaly klasickou morfologii. Melanocyty kultivované v hPL udrzovaly sviij bipolarni tvar

bez ohledu na koncentraci hPL.
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Obrazek 15 Vizualizace morfologie melanocytii pomoci SEM. Vzorky s nasazenymi buitkami byly fixovany a dehydrovany 7. den
experimentu. Zvétseni 5 000x, meritko 10 um. Nazvy skupin (XFYL) kéduji koncentrace suplementii v médiu; X pro koncentraci FBS
(v/v), Y pro koncentraci hPL (v/v).

7.1.2 Diskuze

Nové pfistupy ke kultivaci bunék in vitro se zaméfenim na napodobovani pfirozenych in vivo
podminek jsou potiebné napti¢ biomedicinskymi obory. Pouzivani FBS je dobie pfijimanou rutinni
praxi v bunécnych a tkanovych kulturach, zejména kvili vysokému obsahu rlistovych stimulantii a
nizké hlading inhibitor!””»!7®, Existuje mnoho diivodii, pro¢ je pouziti FBS jako suplementu pro
bunécné kultury pro terapeutické Ucely omezené, a proto jsou potieba kultivacni systémy bez

xenogennich pfidavka.

Trombocytarni lyzat patii k nejslibnéjSim nahradam FBS. Byl jiZ pouZit jako alternativa k

)180

FBS pro MSC7#!7| stejn& jako u myofibroblastové kultury odvozené ze skryté Zily (safény)'® a

fibroblastdi'®!. Byly detekovany vyssi Girovné proteind, které se podilely na opravé tkané a remodelaci

kolagenu!®?

. V poslednim desetileti byl hPL stéle Castéji uzivan v klinickych studiich zalozenych na
pouziti MSC®’. Jeho pfiprava prekonava kratkou Zzivotnost PRP. Rauch a kol. zvolili EGF jako
ukazatel dlouhodobé stability. Vysledky ukazaly, ze hPL je stabilni nejméné pét mésici pii teploté -

20 °C'7®, Horn a kol. porovnavali vliv jednotlivych hPL na proliferaci MSC. Pozorovali vyznamné
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rozdily v proliferaci MSC u hPL od jednotlivych pacienti'®?. Abychom sniZili darcovskou variabilitu,
piipravili jsme davku destickového lyzatu ze 16 darcti. Pripravné protokoly se vSak v jednotlivych

laboratofich stale 1isi.

V této studii byl hPL piipraven cykly zmrazeni/rozmrazeni a potom byl pfidan do kutiva¢niho
média s FBS nebo bez FBS v riznych koncentracich. K nalezeni optimalniho slozeni kultivacnich
suplementti byly koncentrace destickovych lyzati testovany na koznich bunikach (keratinocyty,

fibroblasty a melanocyty) kultivovanych na PCL nanovlaknech.

Koncentrace bioaktivnich molekul obsazenych v hPL byly stanoveny s pouziti systému Bio-
Plex. Mussano a kol. vyuZzival flexibilni systém Bio-Plex pro analyzu vice bioaktivnich faktort

v PRP'®,

w1

w1

Ira vede k prodlouzenému zanétu a zpomaluje proces hojeni ran'34. Prozanétlivé proteiny IL-1b a IL-
6 byly v nizké koncentraci v hPL. IL-17 zprostfedkovava prozanétlivé reakce, coZ ptispiva k naboru
neutrofild a monocytl. IL-17 byl nalezen v relativn€ vysoké koncentraci v nasem vzorku. Nedavné
studie predpokladaji, Ze IL-17, odvozeny od vrozenych a adaptivnich zdrojii, miiZze plsobit proti
riznym patogenim v ruznych fazich a mistech infekce, coz poukazuje na slozitost imunitni
odpovédi'®. Bylo zjisténo, ze IL-17 a TNF moduluji expresi melanocytovych mitogenti (CXCLI1,
IL-8, IL-6, CXCL2, CXCL3 nebo z mozku odvozeny neutroficky faktor (BDNF)), které mohou

podporovat proliferaci a rist melanocytt'®6,

Po vyhodnoceni vysledkii se objevily tivahy spojené se ziskanou vysokou koncentraci

RANTES. RANTES je chemokin, ktery chemotakticky ptisobi na mnoho riznych typa bunék'®” a
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hraje zéasadni roli pii zrychleni regeneracnich procesii. RANTES hraje aktivni roli pfi naboru T-
bun¢k, eozinofill, bazofili a pti aktivaci NK bun¢k v misté zdnétu. Nicméné vysoka koncentrace

RANTES byla méfena nejen v nasem hPL, ale také v PRP!83:188,

Rustové faktory nezbytné pro stimulaci proliferace koznich bun¢k a produkci mezibunécné
hmoty (ECM) byly v hPL pfitomny ve vysokych koncentracich. PDGF-bb, ktery hraje dilezitou roli
pii hojeni ran, reepitelizaci a remodelaci tkan&>*, byl nalezen v nagem vzorku v nejvyssi koncentraci.
EGF (koncentrace vy$$i nez 500 pg/ml) je silnym mitogenem pro keratinocyty a zvySuje jejich
migraci v akutnich ranach'®. Béhem angiogeneze mohou endotelialni buiiky proliferovat, coz je
stimulovano vaskuldrnim endotelovym réstovym faktorem (VEGF), IL-8 a eotaxinem'**!°!, Dalsi
detekované proteiny, které se podilely na regulaci angiogeneze, reepitelizaci a tvorby granulacni

tkang, byly HGF a bFGF!'*2.

Riizné sloZeni FBS a PL je odpové&dné za rtiznou biologickou reakci béhem bunééné kultivace.
Interakce proteinti s biomateridly hraje rozhodujici roli pfi adsorpci bilkovin. Bylo naptiklad

prokézano, ze BSA se prednostné vaZe na kationtové povrchy!*

. Nasledna interakce s proteiny ECM
bunék miize regulovat biologickou odpovéd’ a tim i osud bunék na riiznych substratech!**. Rozdil v
sloZeni bilkovin muZe také ovliviiovat bunééné chovani pomoci signalizacnich molekul. Lyzat
trombocytll je smés vice signdlnich molekul ve vysoké koncentraci. Proteomicka analyza FBS

ukazala, ze obsahuje pfevdzné sérovy albumin a dal§i molekuly, jako je plazminogen a alfa-1

antitrypsin. Kromé& toho jsou jiné proteiny pfitomny pfi mnohem nizsich koncentracich!”’.

Utinek riiznych suplementti byl pozorovan v kultuie fibroblastd. Vysledky nasi studie
naznacuji, Ze koncentrace hPL nad 7% (v/v) zlepsila zivotaschopnost a proliferaci bunék a byla
dostatecna k nahrazeni FBS. Na druhé stran¢ se zda, Ze PL v kombinaci s FBS ma spiSe inhibi¢ni

ucinek na kultivované fibroblasty. Witzeneder a kol. zkoumali G¢inek riznych koncentraci hPL v
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bezsérovém médiu ve srovnani s médiem doplnénym o FBS na expanzi fibroblasti!®>. Potvrdili, Ze
piisednuti bunék na kultivacni plast bylo u FBS rychlejsi, ale doba zdvojnasobeni populace byla delsi
nez v médiu doplnéném PL. Ranzato a kol. pfidavali hPL v rtznych koncentracich do média
obsahujiciho FBS a média bez FBS. Necytotoxicky a metabolicky u¢inek hPL byl potvrzen na davce
zavislym zplisobem a kromé¢ toho stimula¢ni vliv na mitochondrialni aktivitu byl jesté vyraznéjsi v
médiu bez FBS!'®®. Nase udaje potvrzuji davkove zavisly efekt hPL v obou typech média na proliferaci
fibroblastii. Pozitivni G¢inek hPL v bezsérovém médiu vzrostl se stoupajicimi koncentracemi az na
10% (v/v), zatimco zvySené davky lidského hPL v médiu obsahujicim FBS zptlisobily pokles

metabolické aktivity bunék.

Studie vlivu na kulturu keratinocyti naznacuje, Ze bioaktivni latky uvolnéné z hPL pozitivné
ovlivnily proliferaci a viabilitu bun¢k. Pozitivni, na davce zavisly €inek hPL na buné¢nou proliferaci
byl pozorovan u obou typt médii, nicméné vSechny koncentrace od 5% do 10% (v/v) hPL média bez
séra byly schopné nahradit FBS v kultufe keratinocytil. Stimula¢ni G€¢inek byl zavisly na davce, coz
bylo v souladu se zjisténimi Stessuka a kol., ktefi kultivovali primarni lidské keratinocyty s riiznymi
koncentracemi PRP. Nejlepsi mira proliferace byla dosazena pouzitim 10% PRP'”’. Na rozdil od
rustu fibroblastl jsme zaznamenali pozitivni korelaci zavislou na ddvce v médiu s kombinaci obou

doplnkd.

V soucasné dobé€ je malo znamo o vlivu krevnich desticek na melanocyty. V soucasné studii
hPL stimuloval rist melanocytt v kombinaci s FBS na ddvce zavislym zptsobem, zatimco samotny
hPL vyznamné nepodporoval proliferaci. Melanocyty kultivované na PCL nosicich syntetizovaly
melanin, ktery absorboval excitacni vlnovou délku (485 nm) fluorescencniho kitu pro stanovni
proliferace, a tak ovliviloval méfeni obsahu DNA. Proto byla pro stanoveni proliferace melanocyt
pouzita konfokalni mikroskopie. Zajimaveé je, ze v hPL-obohaceném médiu byla pozorovana odlisna
morfologie melanocytl. V piitomnosti hPL byly buiiky bipolarni a s delSimi dendrity v porovnani s
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kontrolni skupinou obsahujici pouze FBS. Bylo zjisténo, ze PDGF-bb stimuluje melanogenezi,
dendritogenezi a diferenciaci lidskych melanocyti, zatimco inhibuje jejich proliferaci v
koncentracich vyssich nez 0,01 ng/ml'®®. Bioplexova analyza hPL ukézala vysokou koncentraci
PDGF-bb. V FBS vsak nebyla koncentrace PDGF-bb dosud ur¢ena, a proto tento fenomén potiebuje

dalsi zkoumani.

Vyvoj nanovlakennych nosict, které napodobuji ECM z hlediska chemické a fyzikalni
struktury, zvySil moZznost konstrukce nosice, ktery by mohl nahradit kultivaci bunék na 2D
kultivaénim plastu. Dale by mohly byt nanovldkenné nosice funkcionalizovdny bunikami a/nebo
bioaktivnimi molekulami, aby indukovaly, urychlily a/nebo zlepovaly tvorbu tkani'®’. Jako
optimalni substrat pro kultivaci fibroblastt, keratinocytii a melanocytl byla vybrana PCL nanovlakna
pfipravend elektrostatickym zvlakiiovanim. PCL je znam jako netoxicky, biokompatibilni material
pro podporu rastu, proliferace a diferenciace riznych typi bunck vcetné fibroblasti, MSC a

keratinocyti' 30200203,

Rozsifili jsme vysledky naSich predchozich experimentl, kde byly uspé$Sné pouZity nano-

175,199 199 199

/mikrovlakenné PCL nosi¢e jako nosice pro fibroblasty , melanocyty °, keratinocyty ~”,
chondrocyty?™ a MSC?%2%_ v piedchozich studiich jsme se zaméfili na funkcionalizaci vlaken
pomoci trombocytii. Soucasna studie rozsifuje zjisténi ze vSech uvedenych studii na oblast bunééné
kultivace in vitro. Vyvinuli jsme systém zaloZzeny na kombinaci PCL nanovldken jako nosice a

destickovych lyzath jako nadhrady za FBS, ktery mize napodobit pfirozené bunécné mikroprostiedi.

71.3 Zavér

Trombocyty jsou oblibenym zdrojem ristovych faktort pro aplikace v tkannovém inZenyrstvi.
Cilem studie bylo ovéfit pouziti trombocytarniho lyzatu jako ndhrady FBS pro kultivaci dermélnich
bunék. Obsah bioaktivnich mediatort v trombocytarnim lyzatu byl sledovan pouZitim systému Bio-

Plex. Bunky (fibroblasty, melanocyty, keratinocyty) byly kultivovany na nanovldkennych PCL
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nosicich, které napodobovaly jejich pfirozené¢ mikroprostfedi. Trombocytarni lyzat byl ptidavan do
media samostatné nebo v kombinaci s FBS. Vysledky ukazaly, ze 7% (v/v) trombocytarni lyzat byl
dostacujici pro nahrazeni 10% (v/v) FBS v kultufe fibroblastii a keratinocyti. Kombinace hPL a FBS
meéla na fibroblasty spiSe inhibi¢ni efekt narozdil od keratinocytt, kde byl efekt synergicky.
Trombocytarni lyzat dostatecné nepodporoval proliferaci melanocytii, nicméné kombinace FBS a
hPL poskytla lepsi vysledky a vedla k bipolarni morfologii kultivovanych melanocyti. Data
naznacuji, ze hPL zlepSuje bunécnou proliferaci a metabolickou aktivitu a mlze byt pouzit jako

aditivum do kultivaéniho media.
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7.2 Nanovliakenné nosice z polykaprolaktonu s adherovanymi trombocyty

stimuluji proliferaci dermalnich bunék

Cilem studie bylo vyvinout system fizen¢ho dodavani latek, ktery by slouzil jako kryti pro
hojeni ran. PCL nanovldkna byla vybrana jako nosi¢. Nosi¢ byl funkcionalizovan tfemi
koncentracemi imobilizovanych trombocyti (C1-C3). Jejich efektivita byla testovana in vitro s

pouzitim fibroblastii, keratinocytli a melanocyta.

7.2.1 Vysledky

7.2.1.1 Charakterizace nosi¢u

Architektura pfipravenych nosic¢i byla hodnocena pomoci SEM (obrazek 16). Vzorky
vykazovaly strukturu typickou pro PCL nanovldkna. Analyza ukézala nano-/mikroarchitekturu s
minimem nevldkennych defektt. Stiedni primér tenké vldkenné frakce byl 241,6 = 90,6 nm, silné&jsi
vlakna méla stfedni primér 748 + 147,4 nm. Méné zastoupend mikrovldkenna frakce méla stiedni
primér 1486,8 = 419,1 nm. Stfedni velikost pord byla 10,28 + 12,1 um? Na nosi¢ich
funkcionalizovanych trombocyty byly trombocyty kontaktem s nanotopografii povrchu nosice
aktivovany, ¢imz zménily svoji morfologii. Navic byla na téchto nosi¢ich pozorovana silna fibrinova

vrstva.
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Obrazek 16 SEM snimky nanovldkennych nosici. (a) CI nosi¢ (PCL nosic funkcionalizovany maximalni koncentraci trombocytii,
meFitko 20 um, zvétseni 4000x). (b) C2 nosi¢ (PCL s polovinou maximalni koncentrace trombocytii, méritko 20 um, zvétseni 4000x).
(c) C3 nosic (PCL se ctvrtinou maximalni koncentrace trombocytii, méritko 20 um, zvétseni 4000x). (d) PCL kontrolni nosic (méFitko

20 um, zvétseni 4000x).

7.2.1.2 Keratinocyty

Pro testovani biokompatibility nosi¢ii byla sledovana metabolick4 aktivita bun¢k nasazenych
na funkcionalizované nosice. Obrazek 17 ukazuje metabolickou aktivitu keratinocytl. Béhem
experimentu nebyl vidét jasny trend v namétfenych datech. 14. den experimentu byla metabolicka
aktivita keratinocytl statisticky vyznamné vys§i na vzorcich C3 v porovnani s PCL kontrolou

(p < 0,05).
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Obrazek 17 Metabolicka aktivita keratinocytii mérend pomoci MTS testu (statisticka analyza p < 0,05).

Proliferace keratinocytli je ukazana na obrazku 18. Do 14. dne experimentu nebyly zjistény
zadné statisticky vyznamné rozdily mezi vzorky. 14. den vykazovaly vzorky obsahujici trombocyty
vyznamny narlst v bunécéné proliferaci v porovnani se vzorky PCL. Mezi vzorky s adherovanymi
trombocyty byly statisticky vyznamné rozdily. Na vzorku C1 bylo mnoZzstvi syntetizované DNA

signifikantné vétsi v porovnani se vzorky C2 a C3.
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Obrazek 18 Proliferace keratinocytii byla mérena pomoci fluorescencniho kitu (statisticka analyza p < 0,05).

Keratinocyty nasazené na nosi¢ byly vizualizovany pomoci konfokalni mikroskopie ve dnech

1,7 a 14 (obrazek 19). 14. den byly keratinocyty konfluentni na vSech vzorcich obsahujicich

trombocyty, naopak u vzorkli PCL nebyl pozorovan dramaticky nartist mezi 7. a 14. dnem

experimentu.
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Obrazek 19 Snimky z konfokadlniho mikroskopu keratinocytii kultivovanych na nosicich funkcionalizovanych trombocyty a PCL
kontrolach. Bunécné membrany byly barveny DiOC-6 (zelend barva), bunécna jadra byla barvena propidium jodidem (Cervend
barva). Al-keratinocyty kultivované na C1 nosicich 1. den. A7-keratinocyty kultivované na C1 nosicich 7. den. Al4-kerationocyty
kultivované na C1 nosicich 14. den. Bl-keratinocyty kultivované na C2 nosicich 1.den. B7-keratinocyty kultivované na C2 nosicich 7.
den. Bl4-keratinocyty kultivované na C2 nosicich 14.den. Cl-keratinocyty kultivované na C3 nosicich 1.den. C7-keratinocyty
kultivované na C3 nosicich 7. den. Cl4-keratinocyty kultivované na C3 nosicich 14.den. D1-keratinocyty kultivované na PCL
nosicich 1. den. D7-keratinocyty kultivované na PCL nosicich 7. den. D14-keratinocyty kultivované na PCL nosicich 14. den. A1, Bl,
Cl, DI — méritko 100 um, zvetseni 200x. A7, A14, B7, B14, C7, Cl14, D7, D14 — méritko 100 um, zvétseni 150x.

Koncentrace uvolnéného EGF byla hodnocena pomoci ELISA testu z odebiraného media
(obrazek 20). Na pocatku experiment byla nejvyssi koncentrace EGF ve vzorku C1. Koncentrace
EGF byla odpovidajicim zptisobem nizsi ve vzorcich C2 a C3. Behem experimentu koncentrace EGF

postupné vzrustala. Na PCL kontrolnim vzorku byla syntéza EGF keratinocyty zjisténa 7. den

experimentu.
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Obrazek 20 Koncentrace EGF v médiu keratinocytit hodnoceno pomoci ELISA testu (statisticka analyza p < 0,05).

7.2.1.3 Fibroblasty

Metabolicka aktivita fibroblastii nasazenych na trombocyty-funkcionalizovanych nosicich je
ukdzana na obrazku 21. Béhem celého experimentu byla metabolické aktivita fibroblastii na vzorku
C3 signifikantn€ vyssi v porovnani s PCL vzorky. Navic, 1.,3. a 7. den byla metabolickd aktivita
fibroblastl na vzorku C3 statisticky vyznamné vys§i neZ metabolicka aktivita na nosi¢ich C1 a C2.
Od 7. dne se metabolicka aktivita bun€k na vzorcich C1-3 vyznamné zvysila ve srovnani s kontrolou
PCL. 14. den nebyly statisticky vyznamné rozdily v metabolické aktivit¢ bunék na nosicich

funkcionalizovanych trombocyty.
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Obrazek 21 Metabolicka aktivita fibroblastit mérena pomoci MTS testu (statisticka analyza p < 0,05).

Proliferace fibroblastli (obrazek 22) byla hodnocena 1., 3., 7. a 14. den experimentu. Do 7.
dne nebyly zjiStény Zadné statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi syntetizované¢ DNA mezi vzorky
s trombocyty a kontrolou. 7. a 14. den bylo pozorovano statisticky vyznamné vétsi mnozstvi DNA
na nosicich s trombocyty v porovnani s kontrolnim vzorkem. Mezi skupinami s trombocyty nebyly

pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 22 Proliferace fibroblastii byla mérena pomoci fluorescencniho kitu (statisticka analyza p < 0,05).

Vizualizace fibroblastli je zobrazena na obrazku 23. 14. den byla vrstva fibroblastli na
vzorcich s imobilizovanymi trombocyty konfluentni na rozdil od kontrolnich vzorkd. Nebyly

viditelné vyznamné rozdily mezi vzorky s trombocyty.
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Obrazek 23 Snimky z konfokalniho mikroskopu fibroblastit kultivovanych na nosicich funkcionalizovanych trombocyty a PCL
kontrolach. Bunécné membrany byly barveny DiOC-6(3) (zelena barva), bunécna jadra byla barvena propidium jodidem (Cervend
barva). Al-fibroblasty kultivované na CI nosicich 1. den. A7-fibroblasty kultivované na C1 nosicich 7. den. Al4-fibroblasty
kultivované na C1 nosicich 14. den. Bl-fibroblasty kultivované na C2 nosicich 1. den. B7-fibroblasty kultivované na C2 nosicich
7.den. Bl4-fibroblasty kultivované na C2 nosicich 14.den. C1-fibroblasty kultivované na C3 nosicich 1.den. C7-fibroblasty
kultivované na C3 nosicich 7. den. Cl4-fibroblasty kultivované na C3 nosicich 14. den. D1-fibroblasty kultivované na PCL nosicich
1 .den. D7-fibroblasty kultivované na PCL nosicich 7.den. D14-fibroblasty kultivované na PCL nosicich 14. den. A1, Bl, C1, DI —
meritko 100 um, zvétseni 200x. A7, Al14, B7, Bi14, C7, Cl4, D7, D14 — méritko 100 um, zvétseni 150x.

Mnozstvi EGF uvolnéného do kultivaéniho média fibroblasti bylo hodnoceno
v experimentalnich dnech pouzitim ELISA testu (obrazek 24). Mezi vzorky s trombocyty byly
statisticky vyznamné rozdily korespondujici s koncentraci trombocyti. V pribéhu experimentu
koncentrace EGF v médiu postupné klesala. Na kontrolnich vzorcich byla pozorovana syntéza EGF
fibroblasty, nicméné mnozstvi detekované v kontrolnich vzorcich bylo signifikantné nizs$i nez
mnozstvi EGF uvolnéného z trombocytii na funkcionalizovanych nosicich.
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Obrazek 24 Koncentrace EGF v médiu fibroblastii hodnoceno pomoci ELISA testu (statistickd analyza p < 0,05).

7.2.1.4 Melanocyty

Metabolicka aktivita melanocytl je ukdzéna na obrazku 25. B&hem celého experimentu byla
metabolick4 aktivita na funkcionalizovanych nosic¢ich signifikantné vyssi v porovnani s kontrolnimi
PCL nosici. Mezi funkcionalizovanymi nosici nebyly statisticky vyznamné rozdily. Mnozstvi DNA
syntetizované melanocyty je ukdzéno na obrazku 26. Data ukézala, Ze proliferace melanocytl
stoupala béhem celého experimentu. Trombocyty vyznamné podporovaly proliferaci melanocyti na
trombocyty-funkcionalizovanych nosi¢ich ode dne 7 v porovnani s PCL kontrolou. Mezi

funkcionalizovanymi nosi¢i nebyly pozorovany vyznamné rozdily.
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Obrazek 25 Metabolicka aktivita melanocytii mérena pomoci MTS testu (statisticka analyza p < 0,05)
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Obrazek 26 Proliferace melanocytii byla mérena pomoci fluorescencniho kitu (statisticka analyza p < 0,05).

Mnozstvi melaninu syntetizovaného melanocyty na nanovlakennych nosi¢ich vzriistalo
béhem celého experimentu. 7.den bylo mnoZstvi melaninu signifikantné vyssi na vzorku Cl1
v porovnani s PCL kontrolou. 14. den bylo mnozstvi syntetizovaného melaninu signifikantné vyssi

na vzorcich C2 a C3 v porovnani s PCL kontrolou.
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Obrazek 27 Syntéza melaninu na nosicich detekovana pomoci NaOH testu (statisticka analyza p < 0,05).

Obrazek 26 ukazuje proliferaci melanocytii béhem experimentu. Pocet melanocytil se na
nosicich s trombocyty zvySovala mezi dny 1 a 7. 7. den byla vrstva melanocytt téméf konfluentni a
14. den nejsou pozorovany statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami. Kontrolni skupina
vykazovala stejny trend, ale celkovy pocet bun€k byl signifikantné niz$i nez na funkcionalizovanych
nosi¢ich a bunécéna vrstva nebyla konfluentni dokonce ani 14. den experimentu. Na nosi¢ich byl
pozorovan syntetizovany melanin (obrazek 27). Melanin je zndzornén ¢ernou barvou v konfokalnich

snimcich slou€enych se snimky v prochazejicim viditelném svétle (obrazek 28).
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Obrazek 28 Snimky z konfokalniho mikroskopu melanocytii kultivovanych na nosicich funkcionalizovanych trombocyty a PCL
kontrolach. Bunécné membrany byly barveny DiOC-6(3) (zelena barva), bunécna jadra byla barvena propidium jodidem (Cervena
barva). Al-melanocyty kultivované na C1 nosicich 1. den. A7-melanocyty kultivované na CI nosicich 7. den. Al4-melanocyty
kultivované na C1 nosicich 14. den. Bl-melanocyty kultivované na C2 nosicich 1. den. B7-melanocyty kultivované na C2 nosicich 7.
den. Bl4-melanocyty kultivované na C2 nosicich 14. den. Cl-melanocyty kultivované na C3 nosicich 1. den. C7-melanocyty
kultivované na C3 nosicich 7. den. Cl4-melanocyty kultivované na C3 nosicich 14. den. D 1-melanocyty kultivované na PCL nosicich
1. den. D7-melanocyty kultivované na PCL nosicich 7. den. D14-melanocyty kultivované na PCL nosicich 14. den. A1, B1, C1, DI —
meFitko 100 um, zvétseni 200x. A7, A14, B7, B14, C7, C14, D7, D14 — méFitko 100 um, zvétseni 150x.

7.2.2 Diskuze
Hojeni ran je fizeno souhrou rozmanitych stimul@?®’. Ristové faktory jsou mezi

nejdilezitéjSimi regulaénimi piisobky. Dokonce 1 malé odchylky v koordinaci bunécnych procesi a

odpovidajicich hodnot GF mohou mit za nasledek neschopnost uzavieni rany'®.
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Cilem studie bylo vyvinout nanovlakenné kryti ran obohacené o rustové faktory. Trombocyty
byly vybrany jako zdroj rozmanitych rtistovych faktor zapojenych v hojeni ran (EGF, PDGF, TGF-
B)**®. PDGF puisobi jako silny mitogen pro fibroblasty a hraje diileZitou roli ve v§ech stadiich hojeni
ran zahrnujici angiogenezi a reepitelizaci. TGF-P podporuje proliferaci fibroblasti i keratinocytf?.
Bylo popsano, ze dalsi rtistové faktory obsazené v trombocytech, jako je bFGF a HGF, jsou dillezité

2210

pro spravny rust melanocytii'”. Byly testovany tfi rizné koncentrace trombocytii pro sledovani vlivu

rustovych faktori na dermalni buiky.

Kompozitni nosice byly pfipraveny adhezi trombocyti na PCL nanovldkna. Nanovlakna
vykazuji architekturu typickou pro PCL. Vzorky obsahuji smés nano- a mikrovldken. Podobna
architektura byla pozorovana Plencnerem a kol.?° a Knotkem a kol.?!!. Nano/mikro struktura
kombinuje vétsi velikost pord mezi mikrovlakny s vysokou adhezivni kapacitou nanovlaken?!2.

V nasi studii bylo zjiSténo, Ze trombocyty byly efektivné adsorbovany na povrch nanovlaken.

Skenovaci elektronova mikroskopie ukézala, Ze trombocyty byly po adhezi na povrch nosice
aktivovany a vytvofily silnou fibrinovou vrstvu. Toto zjisténi je ve shodé s Wan a Xu?!’. Ti
demonstrovali, Ze trombocyty podstupuji aktivaci po adhezi na nanovldkna diky jejich specifické
povrchové topografii*!3. P¥irozeny charakter fibrinu byl Siroce vyuzit v riiznych aplikacich tkafiového
inzenyrstvi. Fibrinova sit’ podporuje bunéénou adhezi pies integrinové a neintegrinové receptory>'.
Takové biomimetické motivy jsou klicové pro zvySeni bunééné adheze a proliferace na spise
hydrofobni povrch PCL nosi¢ti. Nékteré dalsi piirodni polymery jako je kolagen®!* a chitosan®!'¢ byly
pouzity pro zvySeni biokompatibility nosi¢e. Podobny systém, ktery kombinoval trombocyty a
nanovlakenné nosice byl testovan Jakubovou a kol.?** a Plencnerem a kol.>%’. Jakubova a kol.
testovali vliv trombocytii adherovanych na PCL nanovlakna na proliferaci chondrocyti?®. Plencner
a kol. pouzili tento systém v regeneraci kyly?®. Obé dvé& studie prokazaly signifikantni zlepSeni
metabolické aktivity a proliferace buné¢k diky bioaktivnim molekulam uvolnénym z trombocytt.
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Ptipraveny systém byl pouzit pro kultivaci keratinocytl. Vysledky naznacuji, ze uvolnéné
rustové faktory stimuluji metabolickou aktivitu a proliferaci na trombocyty-funkcionalizovanych
nosic¢ich v porovnani s PCL kontrolou. Stimula¢ni efekt se nicméné¢ zdal nezavisly na pocatecni
koncentraci trombocyt. Konfokdlni mikroskopie morfologie keratinocytt ukézala konfluentni
vrstvu vyrazn¢ stratifikovanych a diferencovanych bunék na vSech vzorcich obsahujicich
trombocyty. Bylo popsano, ze dostatecné vysoké koncentrace EGF maji za nasledek proliferaci a

diferenciaci kerationocytii a podporuji hojeni ran u diabetickych mysiZ!’.

Kompozitni systém byl pouzit na kultivaci fibroblastii. Stimulace proliferace fibroblastli a
produkce ECM v piitomnosti trombocytll byla popsana Liu a kol.?'®. NaSe studie ukazala, Ze
adherované trombocyty stimuluji metabolickou aktivitu a proliferaci bun¢k od 1. experimentélniho
dne. Byly testovany tii rizné koncentrace trombocytl a bylo prokdzano, Ze v prvni poloviné
experimentu nejlépe stimuluje proliferaci a metabolickou aktivitu fibroblasti nejnizsi koncentrace
trombocytl (skupina C3). Nicméné rozdily mezi funkcionalizovanymi skupinami byly na konci

experimentu vyrovnany.

Ukézali jsme, Ze bioaktivni substance uvolnéné z trombocytl stimuluji jak fibroblasty, tak
keratinocyty. Interakce mezi keratinocyty a fibroblasty postupné pfesouva proces hojeni od zénétu
k syntéze granula¢ni tkan&*!?. Oba bunééné typy jsou nezbytné pro sniZeni objemu rény a jeji fadné

uzavieni. V soucasné dobé existuje jen velmi malo 1é¢iv stimulujicich oba bunééné typy soucasné a

vyvoj takového systému pro hojeni hlubokych ran by byl velice ptinosny>*°.

Melanocyty jsou buiky zodpovédné za pigmentaci klze. Nejbézngjsi depigmentacni
onemocnéni klze je wvitiligo, charakterizované bilymi ostrivky vzniklymi ztratou funkce
melanocyt@i*?!. Nedavno byl navrzen koncept bun&éné naplasti pro 1é¢bu vitiliga®'®. Ta sestiva

z vhodného biomaterialu dovolujiciho in vitro expanzi zdravych bunék a poskytujiciho mechanickou
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oporu po transplantaci do mista 1éze. Jako tento material bylo studovano mnoho polymera ve forme

filmu (kyselina polymlééna???, polyvinylchlorid a silikon’”> nebo chitosanem potazeny

224 nebo lidska amnioticka

polystyren®'®). Néteré materialy jako naptiklad kyselina polymlééna
membrana®?® byly pouzity v klinické praxi. Ukézali jsme, Zze PCL nanovlakna jsou vhodny materil
pro kultivaci melanocytl. Funkcionalizovand nanovlakna navic vedou k signifikantnimu zvySeni
bunécné proliferace, metabolické aktivity a syntézy melaninu. Podle snimk z konfokalni
mikroskopie kolonizace nosi¢ii melanocyty byla extrémné efektivni. Efektivita kolonizace nosicli
nebyla podpofena daty z proliferatniho trestu, kde nedoSlo k dramatickému nardstu v poctu

melanocytii na trombocyty-funkcionalizovanych nosicich. Tento rozpor mize byt zplisoben tim, Ze

melanin absorbuje excita¢ni vinovou délku (485nm) fluorescenéniho kitu.

Vysledky studie ukazaly, Ze systém je schopen stimulovat fibroblasty, keratinocyty a
melanocyty a miize slouzit jako schliidny systém pro tkanové inzenyrstvi. Tento systém kombinuje
mechanickou stabilitu PCL nanovléken s bioaktivni ulohou trombocytl. Kozni regenerace, hlavné u
popalenin 3. stupné a diabetickych ulceraci, zistava dilezitou védeckou oblasti. Nami navrhovany
systém muze slouZit jako bezbun&cny nosi¢, ktery podporuje proliferaci fibroblastli a keratinocytd,
migraci’® a angiogenezi prostiednictvim VEGF uvoliiovanych z adherovanych trombocyti*'.
Stimulace riistu keratinocytd a fibroblastii na nosi¢ich by mohla podporovat proces hojeni a mohla
by sniZovat dobu hojeni, coZ je zdsadni komplikace u chronickych ran. Navic, pokud by pied
transplantaci byly na nosi¢ nasazeny melanocyty, tak by systém mohl slouzit pro 1écbu vitiliga.
Melanocyty vykazovaly dobrou viabilitu na nosicich a planarni povaha funkcionalizovanych nosict

umoziuje aplikaci melanocytii pomoci sprejovani (napt. ReCELL technologii®?").

Nebyly nalezeny zadné statisticky vyznamné rozdily mezi nosic¢i s riznymi koncentracemi

v

metoda adheze navic umoznuje rychlou a pohodlnou piipravu na misté potieby a rychly pfenos do
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klinické praxe. PCL je biokompatibilni material schvaleny FDA??%, PCL je biodegradabilni polymer.
Jeho degradacni cas (okolo 1 roku) limituje jeho pouziti v tkanovém inzenyrstvi kiize z diivodu
potieby Castého ménéni koznich krytii. Nicméné bylo popséano, Zze PCL je nachylny k enzymatickému
rozpadu a chronické rany jsou charakterizovany pravé nadmeérnou proteolytickou aktivitou, takze by

tento fenomén mohl hrat roli v degradaci polymeru pii hojeni ran®?’.

Carter a kol. a jejich meta-analyza na dostupnych datech tykajicich se pouziti krevni plazmy
bohaté na desticky v klinické praxi ukdzala, Ze PRP terapie ma nejen pozitivni vliv na proces hojeni

230

ran, ale je spojena se snizenim bolesti, infekei a dal$ich nezaddoucich G€inki=". Nas systém kombinuje

oba ptistupy a mél by tak efektivnéji usnadnit hojeni.

7.2.3 Zavér

Chronické rany jsou obecné charakterizovany snizenou dostupnosti rustovych faktort. Jsou
vyvijeny nové strategie pro efektivnéj$i dodavani rustovych faktord. V tomto experimentu byla
piipravena PCL nanovlakna, kterd byla funkcionalizovana adherovanymi trombocyty jako zdrojem
ristovych faktort. Tti koncentrace trombocyti byly jednoduchou adhezi imobilizovany na
nanovlakenné nosi¢e a byl sledovan jejich vliv na adhezi, proliferaci a metabolickou aktivitu
dermalnich bunék (fibroblasty, melanocyty, keratinocyty). Ziskand data naznacuji, ze pfitomnost
trombocyti podporuje proliferaci a metabolickou aktivitu u vSech typi testovanych bunék. Mezi

testovanymi koncentracemi trombocytll nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily, takze i

cv w7

96



7.3 Trombocyty funkcionalizovany 3D vliakenny nosi¢ z poly-e-kaprolaktonu

pripraveny odstredivym zvlakiovanim pro dodavani ristovych faktoru.

Cilem studie bylo pripravit jednoduchy kompozitni nosi¢ zalozeny na adhezi trombocytli na
PCL nanovldkna. Trombocyty byly pouzity jako zdroj pfirodnich rustovych faktorti a cytokint
zapojenych v procesu hojeni tkani.

7.3.1 Vysledky

7.3.1.1 Charakterizace pripravenych nosici

Bylo pfipraveno 6 rtiznych typt nosicli. Vldkenné vrstvy byly kombinovany s 5 odlisnymi
koncentracemi trombocytil (3 000x10° trombocytd/l; PCL/P1), 3x fedén4 koncentrace trombocytii
(PCL/P2), 10x fedénd koncentrace trombocyti (PCL/P3), 30x fedénd koncentrace trombocytl
(PCL/P4) a 100x fedéna koncentrace trombocytit (PCL/P5). Samotna PCL vlakna byla pouzita jako

kontrola.

PCL vlakna byla Gspésné piipravena a vykazovala nano-/mikrovldkennou morfologii. Sttedni
pramér mikrovlaken byl 1380 +427 nm. Stfedni primér prevladajici nanovlakenné frakce byl
504 + 148 nm. Priimér velikosti pord byl 7,11 = 11,9 um? a 20 % pért bylo vétsich nez 10 pm?. Ze
SEM snimku je zfejmé, ze trombocyty uspésné adherovaly na PCL vzorky (obr. 29). Trombocyty
byly ¢astecné aktivovany a na nosicich tvoftily fibrinovou sit. Trombocyty byly na nosicich viditelné
dokonce az do 14. dne experimentu (obrazek 29). Stiedni priimér trombocytt 1. den byl 1 080 + 178

nm a 14. den 2 465 + 370 nm.

97



& 5 o el z "
4 o o P ) 4N o Wl #l 2
SEM HV: 10.0 kV WOD: 18.88 mm 1615 | SEM HV: 10.0 kV WD: 18.57 mm l | | VEGA3 TESCAN
BI: 8.00 Det SE 10 pm BI: 7.00 Det: SE 10 pm
SEM MAG: 4.95 kx SEM MAG: 4.95 kx Performance in nanospace SEM MAG: 5.03 kx SEM MAG: 5.03 kx Performance in nanospace

Obrazek 29 Vizualizace adheze trombocytii na PCL viakna pomoci SEM. Trombocyty byly astecné aktivovany a formovaly
fibrinovou sit 24 h po adhezi (a). Trombocyty byly viditelné adherovany na vidkna dokonce po 14 dnech experimentu (b).

7.3.1.2 Mnozstvi ristovych faktora v trombocytech a jejich uvoliiovani

Trombocyty pouzité v experimentu byly analyzovany pomoci multiplexové proteinové
analyzy X-MAP assay; BioPlex, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) a bylo vyhodnoceno mnoZstvi
cytokinli, chemokint a ristovych faktort (tabulka 3). Analyza ukézala ptfitomnost velkého mnoZzstvi
(109 + 7 pg/ml). IL-4 a IL-13 byly detekovany v koncentraci niZ§i nez 50 pg/mL. Prozanétlivé
cytokiny byly pfitomny ve vysSich koncentracich: IL-17 (1 774 = 10 pg/ml), IL-8 (133 + 30 pg/ml),
IL-9 (139 + 12 pg/ml), IL-15 (108 £ 6 pg/ml), INF-y (299 £ 11 pg/ml) a TNF-a (204 £9 pg/ml).
Koncentrace IL-1b, IL-2, IL-5, IL-6 a IL-7 byly nizsi nez 50 pg/ml. RANTES byl ptevladajicim
chemokinem pfitomnym v trombocytech v koncentraci 14 721 + 239 pg/ml. MIP-1b (176 + 68
pg/ml), eotaxin (122 £ 8 pg/ml), IP-10 (383 + 22 pg/ml) a MCP-1 (113 + 7 pg/ml) byly pfitomny
v koncentracich okolo 100 pg/ml. Z pohledu tkanového inzZenyrstvi maji ristové faktory velkou
ditlezitost pro stimulaci buné¢né proliferace a diferenciace. PDGF-bb byl nejhojnéji zastoupenym

rustovym faktorem (9 218 + 313 pg/ml). VEGF (750 + 24 pg/ml) a bFGF (379 = 10 pg/ml) byly
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pritomny ve vysSich koncentracich. G-CSF and GM-CSF byly také pfitomny v koncentracich vyssich
nez 100 pg/ml. ELISA byla provedena pro kvantifikaci dalSich riistovych faktora. TGF-B (76 817 £ 6
384 pg/ml), EGF (403 £32 pg/ml) a HGF (530+ 16 pg/ml) byly pfitomny v nejvysSich
koncentracich. ELISA test potvrdil vysokou koncentraci trombospondinu jakozto antiangiogenniho

faktoru (94 200 £+ 10 575 pg/ml) a P-selektinu (4 667 + 80 pg/ml) jako markeru uvoliiovani a-granul.

Tabulka 3 Obsah vybranych mediatorii v trombocytech mérenych pomoci multiplexové eseje a ELISA testu.

Mediator Koncentrace (pg/ml) SD (pg/ml)
Protizanétlivé cytokiny

IL-1ra 340 4
IL-4 168 15
IL-10 109

IL-13 13 4
Prozanétlivé cytokiny

IL-Ib 12 6
1L-2 33 5
IL-5 29 6
IL-6 31 9
IL-7 53 6
IL-8 134 30
IL-9 139 12
IL-12 229 4
IL-15 108

IL-17 1774 10
IFN-y 299 11
TNF-a 204 9
Chemokiny

RANTES 14722 239
MIP-1a 25 4
MIP-1b 177 68
Eotaxin 122 8
IP-10 383 22
MCP-1 (MCAF) 114 7
Riistové faktory

VEGF 750 24
PDGF-bb 9218 313
FGF 379 10
G-CSF 219 1
GM-CSF 164 6

Riistové faktory méiené Elisa testem
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KGF 128 11

EGF 403 32
HGF 530 16
IGF-1 283 20
TGF-B1 76 817 6384
SDF-1a 67 27
Trombospondin-1 94200 10575
P-Selektin 4 667 80

Pro vizualizaci uvoliovaci kinetiky z adherovanych trombocyti byl pouzit trombospondin
jako modelovy protein. Trombospondin je inhibitor neovaskularizace, ktery je pfitomny
v trombocytech ve vysoké koncentraci. Koncentrace uvolnéného trombospondinu byla detekovana
ve vzorcich ve vybrany cas a bylo vyhodnoceno jeho kumulativni uvoliiovani. Koncentrace
trombospondinu uvolnéného z PCL/P4 (30x fedénd maximalni koncentrace trombocytit) a PCL/P5
(100xtfedénd maximalni koncentrace trombocyti) byla pod detekénim limitem ELISA kitu, proto
jedina ziskana data (obrazek 30a) byla z PCL/P1 (maximalni koncentrace trombocyti), PCL/P2 (3x
fedéna maximalni koncentrace trombocyti) a PCL/P3 (10x fedénd maximalni koncentrace
trombocytll). Z PCL/P1 vzorku byl trombospondin uvolnén béhem prvnich 7 dnli experimentu. Se
snizujici se koncentraci trombocytl bylo plateau faze dosazeno dfive (3 dny pro PCL/P2 vzorky a 1

den pro PCL/P3 vzorky).

Kromé¢ uvolnovani trombospondinu byl pomoci citlivé fluorescen¢ni sondy méten i celkovy
protein. Celkové uvoliovani proteinii prekracuje detek¢ni limit ELISA testu, jelikoZ v§echny proteiny
uvolnéné z krevnich desticek jsou méfeny v jediné reakci. Kromé& toho je limit detekce
fluorometrického stanoveni lepsi nez u kolorimetrického stanoveni. Proto byl uvolnény protein
méfitelny ve vSech vzorcich. Vysledky jsou ve shodé s vysledky ELISA testu. Mnozstvi uvolnéného
proteini vykazuje na ddvce zavislé uvoliiovani u nejvyssich koncentraci (PCL/P1-P3). V téchto

ptipadech je uvoliiovaci ¢as prodlouZen v porovnani s niz§imi koncentracemi. Na druhé strané u
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mén¢ koncentrovanych vzorki byly vysledky ovlivnény proteiny z plazmy, které byly porovnatelné
ve vSech vzorcich. Koncentrace plazmatickych proteini byly mnohonéasobné vyssi nez koncentrace

proteinil z trombocytl, jejichZ rozdily ve vzorcich byly minimalni.

) Kumulativni uvolnovani trombospondinu
= 300000
=
= 250000
2 200000
8 150000
5100000
2 50000
g 0
16
——Pl =@ =P2 ==g=-P3
b) Uvolnovani celkového proteinu
0 2 4 : 10 12 14 16
—@—10xPC — @ —3xPC --@=-PC —@- - PC/2 ==0==PC/10 PC/20

Obrazek 30 Uvoliiovaci kinetika proteinii z trombocytii. Trombospondin byl pouzit jako modelovy protein pro detekci uvoliiovaci
kinetiky z trombocytii (a). Uvolnovani trombospondinu bylo na davce zavislé a bylo detekovatelné pouze pro vyssi koncentrace
trombocytii (P1-P3) Vzorky s nizsi koncentract trombocytii byly pod detekcnim limitem ELISA testu (P4 a P5). Uvolitovani celkového
proteinu bylo méreno pomoct fluorescencnich prob (obrazek 30b). Zavislost na koncentraci trombocytit byla prokazana pouze pro
nejvyssi koncentraci (10x PC = P1). PFi nizsich koncentracich byly vysledky ovlivnény pritomnosti plazmatickych proteinii.

7.3.1.3 Metabolicka aktivita a proliferace bunék na nosic¢ich

Metabolicka aktivita a proliferace bun¢k na nosicich byla hodnocena MTS testem a analyzou

mnozstvi DNA 1., 3., 7., 10. a 14. den experimentu (obrazek 31a). 24 hodin po nasazeni bunék byla
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bunécna adheze podobna na vSech nosi¢ich. Buiky zacaly proliferovat rychleji na vzorcich s vyssi
koncentraci trombocyt. Nejviditelnéjsi proliferace byla na nosi¢ich s nejvy$§im mnozstvim
trombocyti (PCL/P1 a PCL/P2) 3. den. Bunky kontinualné proliferovaly az do 7. dne, kdy byl
nejvetsi pocet bunék detekovan ve skupiné PCL/P1. Nizsi proliferace byla pozorovana ve skupinach
PCL/P2 a PCL/P3 a nejnizsi ve skupinach PCL/P4, PCL/P5 a PCL. Ackoliv se pocet bun¢k zacal od
7. dne snizovat ve skupinach PCL/P1, PCL/P2 a PCL/P3, vyssi pocet bun¢k byl 10. a 14. den stale
detekovan ve skupin€ PCL/P1. Nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily mezi

skupinami.

Metabolicka aktivita bun¢k byla nejvyssi ve skupiné s nejkoncentrovanéjSimi trombocyty
(PCL/P1) jiz prvni den po nasazeni (obrazek 31b). Metabolicka aktivita plynule nartistala a byla
nejvyssi ve skupinach PCL/P1 a PCL/P2 10. a 14. den. Na druhé stran€ pomér metabolické aktivity
s obsahem DNA nabizi jiny pohled (obrazek 31c). Nejvyssi metabolickd aktivita byla pozorovana ve
skupiné PCL/P1 24 h po nasazeni. Ackoliv se metabolickd aktivita signifikantné snizovala ve
vzorcich s nejkoncentrovanéj$imi trombocyty (PCL/P1-P3) ve dnech 3 a 7, nasledné se zacala znovu
zvySovat. Nejvyssi metabolickd aktivita byla pozorovéna ve skupiné¢ PCL/P2 14. den. Skupiny
s niz§im poctem trombocytl a kontrolni skupina vykazovala stabilni nebo slabé se zvySujici

metabolickou aktivitu béhem celého experimentu.

Bunky ve skupinach svys$i koncentraci trombocyti (PCL/P1-P3) zacdaly znatelné
proliferovat od 3. do 7. dne. Rychlé zvyseni poctu bunék vedlo ke snizeni metabolické aktivity buné¢k,
pokud bylo spojeno s obsahem DNA. Rist bun¢k zacal zpomalovat v téchto vzorcich v den 10, coz
odpovidalo zvySeni metabolické aktivity. Pokles bunécné proliferace byl pravdépodobné zpiisoben
depleci Zivin, protoze kultivacni médium nebylo béhem experimentu ménéno. Rychle rostouci buniky
na nosicich s vys$simi koncentracemi trombocytit (PCL / P1-P3) vy€erpaly Ziviny rychleji neZ buniky
na nosic¢ich s niz§imi koncentracemi trombocyti nebo bez trombocytt (PCL/P4, PCL/P5 a PCL).
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a) Proliferace bunék b) MTS test
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Obrazek 31 Proliferace (a), viabilita (b), metabolicka aktivita (c) a aktivita ALP (d) bunécné linie MG-63 Bunécnda proliferace byla
mérena pomoci kvantifikace DNA (obrdzek 3 1a). Metabolicka aktivita bunék byla hodnocena pomoci MTS testu (obrazek 31b).
Proliferace bunék i metabolicka aktivita byly nejvyssi ve vzorcich s nejvyssi koncentraci trombocytii (PCL/P1 a PCL/P2).
Metabolicka aktivita byla nasledné vztazena k mnozstvi DNA (obrazek 3 1c). ALP aktivita byla nejvyssi ve vzorcich s nejvyssi
koncentraci trombocytii (PCL/P1 a PCL/P2; obrdzek 31d). Cisla nad sloupci v grafech reprezentuji cisla vzorki a ukazuji statisticky
vyznamné rozdily (p<0,05).

7.3.1.4 Osteogenni aktivita bunék MG-63

Aktivita ALP a imunodetekce OCN byly pouzity pro hodnoceni stimulace osteogenni
diferenciace pomoci trombocyti. Obrazek 31d ukazuje, ze vyssi koncentrace trombocyti zvysila
aktivitu ALP. Skupina PCL/P1 méla nejvyssi ALP aktivitu ve srovnani s ostatnimi skupinami 7. a

14. den. Niz§i ALP aktivita byla pozorovana ve skupiné¢ PCL/P2, ackoliv byla vys$si nez ve vSech

skupinéach s niZsi koncentraci trombocytl a v kontrolni skupiné (PCL/P3—-P4, PCL).

Vizualizace OCN pomoci konfokalni mikroskopie nepotvrdila osteogenni stimulaci
trombocyty. Byly pozorovatelné pouze malé, ojedinélé ostrivky OCN. Nejvétsi mnozstvi OCN bylo

viditelné ve skupinach PCL/P1 a PCL/P2 14. den (obrazek 32).
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PCL/P1 PCL/F2 PCL/P3
PCL/P4 PCL/PS PCL
Obrazek 32 Vizualizace OCN pomoci konfokdlniho mikroskopu den 14. Cervené jsou znaceny bunécnd jadra propidium jodidem,
OCN byl obarven protilatkou konjugovanou Alexa Fluor 488 (zelend). Zvétseni 200x. Pouzité méritko 100um.

7.3.1.5 Morfologie bunék hodnoceni konfokalni mikroskopii

Morfologie a rozprostfeni bunck na nosi¢ich bylo vizualizovano pomoci konfokalni
mikroskopie (obrazek 33) a SEM (obrazek 34). Buiiky na nosicich byly vizualizovany pouzitim
DiOC6 (bunécné membrany, zelend barva) a PI (bunécnd jadra, Cervena barva). Konfokdlni
mikroskopie ukazala dobrou adhezi bun€k na PCL vldkna. Buiiky adherovaly podobné¢ na vSechny
testované PCL nosi¢e. Mimoto byly 1. den pozorovatelné i trombocyty. Butiky byly na nosi¢ich dobie
rozprostfené a béhem kultivace se jejich pocet zvySoval. Mikroskop potvrdil trend sledovany pomoci
MTS a stanoveni proliferace, kde buniky vykazovaly vyssi proliferaci se zvySujici se koncentraci
a PCL. 14. den se pocet bun¢k snizoval. Vysledky dobie koreluji s vysledky z DNA analyzy.

Vysledky ze SEM analyzy potvrdily, Ze buniky byly adherovany na vlakna a byly dobfe rozprostiené.
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Obrazek 33 Vizualizace bunék MG-63 na nosicich pripravenych odstiedivym zvlakiovanim Bunky byly barveny DiOC6 (vnitini
bunécné membrany, zelend barva) a propidium jodidem (bunécna jadra, cervend barva) a vizualizovany pomoci konfokalniho
mikroskopu. Zvétseni 200x. Pouzité méritko 100um. Buiiky byly adherovany podobné na vsech testovanych nosicich. Nejvyssi pocet
bunek byl viditelny na PCL/P1 7. den. 14. den pocet bunék poklesl. Pocet bunék na nosicich s nizkou koncentraci trombocytii
(PCL/P3, PCL/P4) a kontrolnich nosicich (PCL) byl po dobu experimentu konstantni. Vysledky dobre koresponduji s daty z analyzy
DNA.
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Obrazek 34 Vizualizace adherovanych bunék pomoci SEM. Buniky byly rovhomérné distribuovany a rozprostieny na nosicich.
Podobny obrazek byl pozorovan na vsech vzorcich. Den 7; zvetseni 3 000x.

Diky velkym velikostem pérl v porovnani s nosici zvlakiiovanymi elektrostaticky'*¢, butiky
penetrovaly do nosice. Ve vSech skupindch byla hloubka penetrace ~80-90 um a pouze ve skuping

PCL/P1 byla hloubka penetrace vétsi (120 pm; obrazek 35).
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PCL/P4.

Obrazek 35 Bunécnad infiltrace do nosicii. Bunécna jadra vizualizovana pomoct konfokalniho mikroskopu byla znacena na zakladé
Jjejich pozice uvniti viakennych nosici.. Barevna skdla ukazuje buriky v riiznych hloubkdch nosice. Bunécna infiltrace byla podobna
na vSech nosicich (80-90 um), kromé PCL/P1, kde bunky penetrovaly do hloubky 120 um; zvétseni 100x.

7.3.2 Diskuze

Defekty kosti a chrupavky patii celosvétové mezi nejrozsifenéjs$i divody pro invaliditu
populace. Vzhledem k 3D povaze kosti a chrupavky by nosi¢e mély podporovat riist bun€k ve vSech
ttech dimenzich. V tkanovém inZenyrstvi jsou 3D nosi¢ové systémy vysoce Zadané. Pro feSeni této
vyzvy je nezbytny systém s vysokou porozitou a otevienymi pory. Pro Gcely tkanového inZenyrstvi
byly pouzity rGzné strategie pro piipravu vldkennych nosi¢l. Nejpopularn€jsi metodou je
elektrostatické zvlakiovani. Tyto vrstvy maji velkou poréznost a velky pomér plochy k objemu, s
vynikajici adhezivni schopnosti. Nevyhodou vrstev vytvoienych elektrostatickym zvlaknovanim je
2D struktura s malymi péry. Mnoho aplikaci vyZzaduje 3D strukturované nosice s otevienymi pory
schopnymi bunécné infiltrace. Pro zvySeni velikosti porit a tloustky nanovldkenné vrstvy byly
pouzity riizné strategie, jako jsou specidlni kolektory**® a vyluhovani krystalti soli**!. Nyni jsou pro
pfipravu mikro- a nanovldken mozné alternativni metody jako je melt-blown a odstfedivé
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zvlaknovani. V nasi predchozi studii bylo ukazano, ze PCL nanovldkna piipravena odstfedivym
zvlaknovanim vykazuji morfologii podporujici bunécnou penetraci na rozdil od nosict pfipravenych
elektrostatickym zvlakiiovanim'*®. Vysledky nynéjsi studie potvrzuji, Ze buiiky jsou schopny

penetrovat az do hloubky 120 um v ptipad¢ skupiny PCL/P1.

Stimulace bunééné migrace do nosice a jejich diferenciace do zadaného bunécného typu je
nezbytna pro uspésSnou regeneraci tkané. Pouze spravné diferencované bunky mohou produkovat
ECM se spravnym sloZenim a pomérem pro danou tkan. Bunécna diferenciace je regulovana
pocetnymi stimuly vcetné mechanickych vlastnosti obklopujici tkané, signalizaénich molekul s
malou molekulovou hmotnosti a morfogeni na bazi proteini (tj. rastovych faktorti). Diferenciacni
proces je rozehrdn témito stimuly. V tkaiovém inzenyrstvi kosti byla studovana Siroka Skéla

stimula¢nich molekul.

Hojeni kosti po zranéni je komplexni proces zahrnujici mnoZstvi cytokinii, chemokinli a
rastovych faktort. Rana faze regenerace kosti je spojend s hemostazou a zdnétem v misté defektu.
Trombocyty hraji hlavni alohu v rané fazi hojeni. IL-123? a IL-6** jsou prozanétlivé cytokiny hrajici
roli v aktivaci makrofagi. IL-17 je jednim z klicovych regulatorti v rané fazi hojeni prostfednictvim
maturace osteoblasti®***3, IL-17 byl v trombocytech detekovan v nejvy$sim mnozstvi. IL-1, TNF-
o, SDF-1 a G-CSF stimuluji aktivaci progenitorti mezenchymalnich kmenovych bun&k?,
Multiplexova analyza potvrdila, ze TNF-a, IL-lra a G-CSF byly pfitomny v trombocytech
adherovanych na nosi¢. Dorucovani téchto stimuli mlze pomoci zapocit regeneracni proces.
V pozd¢jSich fazich hraji ristové faktory hlavni roli vregulaci tkanové regenerace. Mezi
nejvyznamngjsi rustové faktory ucinné v casnych fazich hojeni kosti patti SDF-la rekrutujici
progenitorové buniky do mista poskozeni, bFGF podporujici proliferaci progenitorovych bun¢k, IGF-
I plsobici jako antiapoptoticky a pro-osteogenni faktor a TGF-beta stimulujici osteogenni

diferenciaci. Ve stiednich a pozdnich fazich zastavaji nejdominantnéjsi roli kostni morfogeneticky
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protein 2 (bone morfogenetic protein 2; BMP-2), kostni morfogeneticky protein 7 (BMP-7) a IGF-
1236, Bylo také pozorovano, e pfitomnost PDGF ma pozitivni vliv na hojeni kosti**’.
Neovaskularizace kosti je regulovana VEGF, ktery je také nezbytny pro obnovu integrity kostni
tkan¢. Aby byl vyvinut GspéSny nosi¢, m¢el by systém dodavat tyto ristové faktory. Multiplexova
analyza identifikovala ptitomnost PDGF-bb, VEGF, bFGF a dalsich rtstovych faktorti. ELISA test
potvrdil piitomnost TGF-B, IGF-I a EGF. Nicméné dalsi aktivni molekuly identifikované
multiplexnim testem maji také vyznam pro tkanové inzenyrstvi kostni tkané. RANTES byl

identifikovan ve vysoké koncentraci a bylo prokdzano, Ze hraje roli pfi osteogenni diferenciaci

MSC?%,

Kromé¢ stimulaéni role mohou uvoliiované molekuly také inhibovat proces hojeni kosti. Pti
vyzkumu biomateriald jsou TNF-a a IL-1 nejznaméj$imi mediétory reakce na cizi téleso. Lang a kol.
sledovali pozitivni efekt IL-1f na proliferaci osteoblastl a negativni efekt na proliferaci a diferenciaci
MSC?*2. Podobné TNF-a inhibuje vyvoj v hojeni kosti prosttednictvim indukce apoptézy osteoblastii
a chondrocytt®****. Nékteré experimenty vSak ukazuji, Ze urditd Groven signalizace TNF-a je
nezbytnd pro resorpci kostni hmoty b&hem procesu hojeni**!. Trombospondin je jeden z nejhojnéjsich
proteinl v trombocytech. Trombospondin je také inhibitor vaskularizace a n€kolik studii ukézalo jeho
negativni vliv na hojeni kosti. Hsu a kol. zjistili, Ze trombospondin negativné ovliviiuje proliferaci
riznych bunéénych typld (periodontdlni vazivové buiiky, osteoblasty a endotelové bunky) v

koncentracich 2,5 pug/ml**?. Priimér4 hladina trombospondinu v nasich vzorcich byla ~ 94 ng/ml a

jeho inhibi¢ni G¢inek proto miize byt niz§i**>.

V této studii byla pouZzita multiplexova imunoesej a ELISA test, které maji omezenou kapacitu
a senzitivitu, proto mohlo byt identifikovano pouze ast proteinil pifitomnych v trombocytech.
Komplexni proteomicka analyza ukéazala vice nez 500 proteinii v trombocytarnim proteomu?*.

Studie zalozend na trombinem indukovaném uvolnovani odhalila vice nez 90 proteini v
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trombocytarnim releasatu>**. Obsah trombocytarnich proteini navic hodné kolisa v zavislosti na

243

pohlavi, véku a fyziologickém stavu darce~™. Mussano a kol. provedli X-MAP multiplexovou

analyzu s trombocyty od muzskych a Zenskych darc!'®®. Vysledky byly rozdilné od vysledkt v této
studii. V nasem ptipad¢ byly koncentrace IL-17, VEGF a PDGF-bb vyssi a INF-y nizsi v porovnani

s popisovanou studii. Kromé toho byla multiplexova analyza mnohem citlivéjsi nez ELISA test.

Napitiklad bFGF v naSem vzorku nebyl méfitelny pomoci standartniho ELISA protokolu.

Trombocyty jsou pro jejich regenerativni potencidl casto pouzivané v regenerativni

245 246,247

mediciné™. Klicové strategie pro ptipravu trombocytli zahrnuji metodu buffy coatl a aferézy
Metoda piipravy z buffy coatil, kterd je pouzita v této studii, je zaloZena na centrifugaci plné krve,
kterd je timto rozdélena na trombocyty, leukocyty, erytrocyty a plazmu. Pfebyte¢né erytrocyty a
leukocyty se odstrani specifickou filtraci. Kli¢ovou vyhodou metody buffy coat je moznost piipravit
velké davky krevnich desti¢ek od ne¢kolika darcti. Na druhé¢ strané, aferéza je zaloZena na oddé€leni
trombocytll z krve jediného déarce. PrestoZe koncentrace trombocytll jsou méné kontaminovany
leukocyty a erytrocyty, metoda je ¢asové narocnd a vyzaduje komplexni pfistroje. V klinické praxi
mohou byt trombocyty pro chirurgickou aplikaci izolovany na misté specifickymi koncentratory.
Systémy jsou zaloZeny na riznych modifikacich metody buffy coat a jsou komeréné dostupné pod
obchodnimi ndzvy jako Plateltex, SmartPReP, PCCS a Magellan®***. Z aplika¢niho hlediska
komeréni metody umoziiuji izolaci autolognich trombocytl. Klicovymi vyhodami autolognich
trombocytl jsou eliminace pienosu onemocnéni a mozné imunitni reakce a vysoké kompatibilita s
pacientem. Na druhé strané alogenni trombocytarni pfipravky umoziuji rychlé darcovstvi i u pacienti
v Zivot ohroZujicich stavech. VSechny alogenni pfipravky na bazi buffy coatu také umoziiuji eliminaci
interidividudlnich variabilit pfipravou smiSenych izolatl trombocyth od riznych dérci. Vyznam

tohoto problému zdtraznil Lohmann a kol., ktery pozoroval vztah mezi vékem pacienta a proliferaci

MSC*,
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Izolované trombocytarni piipravky se ve svych vlastnostech velmi li§i. Podle Dohan
Ehrenfest a kol., mohou byt trombocytarni produkty rozdéleny na cist¢ PRP (P-PRP), leukocyty a
PRP (L-PRP), Cisty fibrin bohaty na trombocyty (P-PRF) a fibrin bohaty na leukocyty a trombocyty
(L-PRF)%%%6_Rozdily jsou v pFitomnosti leukocyti a aktivaénim stavu trombocytil. V této studii jsme
pouzili P-PRP pro adhezi k vlakniim. Na druhé strané aktivované krevni desticky poskytuji zajimavé

vlastnosti pro aplikace tkanového inzenyrstvi.

Pokud jsou trombocyty aktivovany, vytvateji fibrinovou sit’ a uvoliuji ristové faktory a
cytokiny. Fibrinova sit’ je pouzivdna jako nosicovy material. Dosud vykazovaly trombocyty slibny
pfinos zejména v oblasti rekonstrukce obli¢ejovych kosti. Fibrinové gely pfipravené z trombocytl
vykazuji vysokou adhezi bun&k a jejich proliferaci®® a zlep3uji kostni obnovu?**2°°. Nicméné
fibrinové gely ptipravené aktivaci trombocytll jsou stabilni pouze nékolik dni. Rychld degradace
fibrinu byla popsana v nékolika studiich®>!"253. Bardsley a kol. zjistili vysokou pocate¢ni in vitro
degradaci fibrinového gelu mezi 0. az 5. dnem*?. Bylo ukazino, 7e degrada¢ni rychlost byla
zpomalena, pokud byl gel kombinovéan s kyselinou hyaluronovou a lamininem®' nebo PEG**.
Zatimco samotny fibrinovy gel degraduje béhem 14 dnl kultivace, PEGylovany fibrin zGstal
neporusen. Kromé toho je velikost pora fibrinového gelu niz8i vzhledem k morfologii fibrinovych
vlaken®*®, a proto je penetrace bun&k spojena s degradaci fibrinového gelu?2. Na druhou stranu je
PCL biokompatibilnim a biologicky odbouratelnym polymerem, ktery degraduje béhem nékolika
mésicti?>®. Materidl navrzeny v této studii ukazuje del3i stabilitu a je vhodné&jsi pro rekonstrukci
kritickych defektti, které vyzaduji prodlouzenou stabilizaci nosi¢li. Pomala degradace umoziuje
bunikdm syntetizovat ECM a postupné vytvaret novou tkan. Zvlasté kostni regenerace v kritickych
kostnich defektech (tj. dlouhé kosti a velké extrakce) trva nékolik mésict. U takovych indikaci
fibrinovy gel nemtZe vykazovat dostatecnou stabilitu. Material v této studii ukazal, Ze adherované

trombocyty byly schopné tvofit fibrinovou sit’ na vlaknech a vykazovaly lepsi poc¢ate¢ni bunécnou
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adhezi ve srovnani s Cistym PCL nosi¢em. Kromé toho technologie odstfedivého zvldknovani
umoznuje vytvofeni velkych nadychanych nosi¢tu s propojenymi pory, umoziujicich penetraci
bunék. Z hlediska uvoliiovani bioaktivnich latek je ptidani trombocyta kli¢em k dodani aktivnich

molekul. Dod4vani riistovych faktord zlepsilo kolonizaci nosicti jak in vitro®®’, tak in vivo®®,

Vyznam adheze trombocytl k povrchu vlaken je pfedevsim v jejich imobilizaci. Vysledky
SEM a uvolnovacich testii ukdzaly, Ze trombocyty dodavaly aktivni molekuly po dobu nékolika dni.
Aktivni molekuly identifikované v trombocytech mohou proto zlepsit regeneraci tkdni. Pro srovnani
s fibrinovym gelem, studie Dohan Ehrenfest a kol. ukazala, Ze trombocytovy fibrinovy gel uvolioval
ristové faktory az 7 dni*>’. Pfedkladana studie ukazala, Ze trombocyty piichycené k vldkniim uvoliiuji
rustové faktory i po 7. dni. Véfime, Ze tento jev byl pozorovan z diivodu degradace Cistého fibrinu
pti kolonizaci hlubsi vrstvy nosi¢e a uvolnéni napojenych ristovych faktor. Mechanismus uvolnéni
v tomto systému mize byt spojen se dvéma jevy. Neporusené trombocyty byly na nosicich i po 14
dnech inkubace, coz naznacuje, Ze jsou Zzivotaschopné a schopné vylucovat svlij obsah. Druhy
mechanismus pro prodlouZené uvoliiovani je spojen s degradaci fibrinové sité. Fibrinova sit’ vaze
rastové faktory a prostfednictvim degradace jsou tyto proteiny uvolnény. Po 14 dnech byl pozorovan
jak sniZzeny pocet neporuSenych trombocytli na nosicich, tak degradovana fibrinova sit’. Proto bylo
uvoliiovani obéma mechanismy oslabeno. Funkcializace vlakennych nosi¢ii miize byt provedena
zapouzdfenim nebo povrchovou vazbou trombocytarnich derivati. Pouze v omezeném mnoZstvi
studii bylo zaznamenano pouziti nosici pfipravenych odstfedivym zvldkinovanim pro fizené dodavani
latek. Ve studii Mary a kol. byla pouZita smésna vldkna z PCL/polyvinylpyrolidonu (PVP) obohacena
o tetracyklin pro fizené dodavani 1éCiv. Pfipravend vldkna vykazovala rychlé uvoliiovani 1écCiva,
nasledované trvalym uvoliiovanim a dobrou antimikrobidlni aktivitou proti bakteriim, které se bézné
vyskytuji pii dermalnich infekcich?®®. V soucasné studii jsme se zaméfili na dodavku latek

podporujicich regeneraci. Trombocyty byly adherovany k povrchu vldken a poskytly bioaktivni
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molekuly. Vysledky testi metabolické aktivity a proliferace ukazaly, ze faktory stimulovaly
proliferaci bun¢k MG-63. Proliferace bun¢k zavisi na davce a se zvySenim koncentrace trombocyti

vykazovaly buiiky vyssi miru proliferace a zvySenou metabolickou aktivitu.

MG-63 je bunécna linie odvozena od lidského osteosarkomu. Tyto bunky se Casto pouzivaji
ve studiich tkafiového inzenyrstvi ke studiu biokompatibility a tvorby kostni tkang?®!~2%, Na druhou
stranu byly publikovany rozdily mezi liniemi osteosarkomu a primarnimi osteoblasty?*®*$”. Hlavni
rozdily byly zjistény v kinetice proliferace, bunééné morfologii a syntéze proteini ECM. Z tohoto
divodu budou nutné dal$i experimenty s pouzitim primarnich osteoblastli nebo MSC pro potvrzeni
pozitivniho u€inku systému vlakenného nosice s trombocyty na specifickou bunécnou infiltraci a

osteogenni diferenciaci.

Vysledky jsou podobné jako u Diaz-Gomez a kol.>8, ktefi zjistili, ze adheze PRP k PCL
nanovlakentim podporuje proliferaci MSC. Podobné, Buzgo a kol. zjistili, ze alfa granule byly
schopné stimulovat chondrogenni diferenciaci MSC?%. Stimula¢ni tiloha trombocytli v kostni

regeneraci byla dale potvrzena ve studiich Anjana a kol.?”°, Getgood a kol.?’! a Prosecka a kol.2*.

Dalsi vyhodou povrchové funkcionalizace trombocyty ve srovnani s jejich zapouzdienim je
mnohem jednodussi pfiprava nosicl. Systém umoznuje pfipravu v ambulanci a fesi problémy spojené
s dlouhodobym skladovdnim nosic¢li. Navic pouzité¢ trombocyti mohou byt autologni, ¢imz se
minimalizuji rizika spojend s pouzitim alogennich trombocyti, jako je pfenos nemoci a imunitni
reakce. V této studii byla hodnocena efektivita systému v modelu osteoblasti MG-63. Vzorky
funkcionalizované trombocyty vykazovaly zlepSenou proliferaci, metabolickou aktivitu a aktivitu
ALP. Penetrace bunc¢k jeu konstrukti pro kostni tkan nezbytna. Proseckd a kol. vyrobili
kolagen/hydroxyapatitové pénové nosic¢e pfipravené lyofilizaci. Pénovy nosi¢ vSak vykazoval

problémy s propojenim pori?*8. V piipadé vlakennych nosi¢t vyrobenych odstiedivym zvldkiiovanim
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jsou péry vysoce propojeny a umoznuji uc¢innou migraci buné¢k. Konfokalni mikroskopie ukazala, ze
diky 3D struktufe vldkennych nosi¢ti buiiky mohly proniknout hluboko do nosicl. Biologické
vlastnosti systému popsané v této praci jsou proto jednoduchym a klinicky pouzitelnym systémem
protkéanové inzenyrstvi kosti.
7.3.3 Zavér

Kost je tkan s 3D strukturou, proto je pro jeji regeneraci potieba 3D nosic, ktery by podporoval
bunécnou infiltraci a proliferaci. Nosice by pro naplnéni téchto pozadavki mély mit velké, oteviené
pory. Odstredivé zvlaknovani je jednoduchd metoda pro ptipravu 3D vlakennych nosict s velkymi
propojenymi pory. Proces regenerace kosti je nicméné komplexni a vyzaduje navic stimulaci
bioaktivnimi latkami. V tomto experimentu byl pouzit jednoduchy kompozitni nosi¢ zalozeny na
adhezi trombocytti na 3D nosi¢ pripraveny z PCL. Trombocyty byly pouzity jako pfirozeny zdroj
rustovych faktorii a cytokinid zapojenych v procesu regenerace tkani. Imobilizaci na vldkenny nosic¢
byla prodlouzena jejich biologicka dostupnost. Biologicka uCinnost navrzené¢ho systému byla
testovana s pouzitim bunééné linie MG-63. Bunky vykazovaly zvySenou metabolickou aktivitu,
proliferaci a aktivitu alkalické fosfatdzy v porovndni s vldkennym nosi¢em, ktery nebyl
funkcionalizovan. Bunétna odpovéd’ byla navic na davce zavisld. Se zvySenou koncentraci
trombocyta se zlepSovala biokompatibilita. Vysledky ukézaly, Ze tento systém je vhodny pro kostni

tkan.
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7.4 Porovnani jednotlivych slozek trombocytarniho koncentratu a sledovani

jejich vlivu na buriky in vitro

Cilem studie byla ptiprava a charakterizace jednotlivych slozek trombocytarniho koncentratu

a jejich testovani na proliferaci a metabolickou aktivitu MSC a fibroblast.

7.4.1 Vysledky

7.4.1.1 Koncentrace celkového proteinu a vybranych bioaktivnich molekul

Byly pfipraveny 3 slozky trombocytarniho koncentratu. Skupina hPL obsahovala
trombocytarni proteiny uchované v plazmé a ndhradnim roztoku, skupina hPL dH,O obsahovala
trombocytarni proteiny uchované v destilované vodé a skupina hPL PPP obsahovala plazmu s

nahradnim roztokem bez obsahu trombocytarnich proteinti.

Koncentrace celkového proteinu
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Obrizek 36 Koncentrace celkového proteinu. Cisla nad sloupcem indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Koncentrace celkového proteinu (obrazek 36) byla ve skupinach s obsahem plazmy (hPL,

hPL PPP) statisticky vyznamné vyssi nez ve skupin€ obsahujici pouze trombocyty (hPL dH>0).
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Tabulka 4 Koncentrace fibrinogenu, albuminu a IGF-1 v jednotlivych slozkdch trombocytarniho lyzatu

Koncentrace Koncentrace Koncentrace IGF-1
Vzorek
fibrinogenu (g/1) | albuminu (g/1) (ng/ml)
1 hPL 0,50 8,47 32,43
2 hPL dH:0 <0,50 <2,00 <11,15
3 hPL PPP 0,64 8,31 33,79

Byly méteny koncentrace fibrinogenu, albuminu a IGF-1 (tabulka 4). Skupina obsahujici
pouze trombocyty méla vSechny sledované markery pod detekénim limitem, ostatni skupiny

vykazovaly témét shodné koncentrace vybranych markert.
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Tabulka 5 Prehled namérenych bioaktivnich latek v jednotlivych slozkdach trombocytarniho lyzatu, statisticky vyznamné rozdily
(p < 0,05) jsou znaceny x>y, cislo 1 znaci skupinu hPL, cislo 2 znaci skupinu hPL dH2O a cislo 3 znaci skupinu hPL PPP. OOR <
znaci hodnoty pod detekcnim limitem.

1 hPL 2 hPL dH20 3 hPL PPP

Cytokiny Koncentrace SD  Koncentrace SD  Koncentrace SD  Statistika

pg/ml pg/ml pg/ml
IL-1b 1,7 0,3 11,7 0,6 1,1 0,2 2>,1,3
IL-1ra 214,7 13,1 195,6 23,0 130,3 17,0  1>3;2>3
IL-2 7,7 0,5 6,8 1,0 OOR <
IL-4 1,2 0,1 3,1 0,4 OOR < 2>1
I1-5 39,4 5,3 65,1 43 OOR < 2>1
IL-6 15,6 4,0 5,4 0,6 3,2 0 1>3
IL-7 14,8 1,1 57,9 1,7 OOR < 2>1
IL-8 19,2 1,2 21,4 1,9 10,7 1,6 1>3;2>3
IL-9 95,4 3,1 138,8 7,7 85,5 3,3 2>,1,3
IL-15 222,5 37,7 415,9 48,1 OOR < 2>1
IL-17 17,7 1,1 56,4 5,6 12,3 1,7 2>3
IFN-g 9,7 1,2 66,1 0,4 53 0,5 2>,1,3;1>3
TNF-a 57,2 3,5 83,3 6,4 39,4 1,0 2>3
Rustové faktory
bFGF 67,6 4,7 82,9 5,1 42,5 7,0 1>3;2>1.3
G-CSF 73,5 12,5 443,4 42,0 OOR < 2>1
GM-CSF 6,0 1,0 17,8 1,0 OOR < 2>1
PDGF-bb 1125,8 55,6 1340,6 12,6 295,1 3,8 2>3
Chemokiny
Eotaxin 23,3 0,8 7,6 0,8 6,7 0,5 1>2,3
IP-10 225,0 5,4 38,13 0,5 31,1 1,8 1>2,3;2>3
MCP-1 12,4 1,2 24,4675 1,5 4,8 0,5 2>1,3;1>3
MIP-1a 1,3 0,07 1,445 0,1 1,1 0,1 2>3;1>3
MIP-1b 1427,1 105,2 1496,05 33,2 1174,5 57,9 2>3

RANTES 16082,4 1729,8  33412,1 1431,1 9548,2 346,4 2>1,3;1>3
Pomoci analyzy Bio-plex byly méfeny koncentrace jednotlivych analyth (tabulka 5). Bylo
zjisténo, ze IL-1b, IL-4, IL-5, IL-7, IL-9, IL-15, INF-y, bFGF, GM-CSF, G-CSF, VEGF, MCP-1 a
RANTES byly ve skupiné hPL dH20 vyznamné vyssi neZ ve skupiné hPL. IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-
15, G-CSF, GM-CSF a VEGF byly ve skupin¢ hPL PPP pod detek¢ni limitem. Nejvyssi hodnoty

byly namétfeny u chemotaktického faktoru RANTES ve vSech sledovanych skupinach.

117



7.4.1.2 Metabolicka aktivita a proliferace bunék

Metabolicka aktivita 3T3 fibroblastl
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Obrdzek 37 Metabolickd aktivita fibroblastii. Metabolickd aktivita byla mérena pomoci MTS testu. Cisla nad sloupcem v rdmci

experimentalniho dne indikuji statistickou vyznamnost (p<0,05).

Metabolicka aktivita byla méfena pomoci MTS testu (obrazek 37). Buiikky vyznamné 1épe

adherovaly na nosi¢ suplementovany FBS (1. den experimentu). U vSech skupin s vyjimkou hPL

dH20 se viabilita zvySovala postupné a u skupin hPL a FBS byla vyznamné vyssi od 3. dne nez ve

skupiné¢ hPL dH20. Metabolick4 aktivita bun€k ve skupiné hPL dH2O klesala a byla po celou dobu

experimentu niZ§i neZ po nasazeni.
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Obrdzek 38 Proliferace fibroblastii. Proliferace fibroblastit byla mérena pomoci fluorescnecniho kitu. Cisla nad sloupcem v ramci
experimentalniho dne indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Proliferace fibroblastii byla hodnocena pomoci fluorescen¢niho kitu 1,3,7,10 a 14. den
experimentu (obrazek 38). VSechny skupiny s vyjimkou skupiny hPL dH2O vykazovaly postupny
narust proliferace. Ve skupiné hPL byla proliferace vyznamné vyssi 7. a 14. den experimentu oproti
vSem ostatnim skupindm. VSechny skupiny vykazovaly vyznamné vyssi proliferaci 14. den
experimentu neZ skupina suplementovand pouze trombocyty. Samotné trombocyty nemély

dostacujici ucinek pro podporu bunééné proliferace, kterd béhem experimentu nevykazovala zadny

narast.
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Obrazek 39 Snimky z konfokadlni mikroskopie fibroblastii 1., 7. a 14. den. Zelena barva charakterizuje bunécné membrany (barveni
DiOC-6), ¢ervena barva znaci jadra (barveni propidium jodid). Zvétseni 200x, meritko 50 um.

Snimky z konfokalni mikroskopie (obrazek 39) ukazuji, ze ve vSech skupinach s vyjimkou
skupiny hPL dH>O byly buiiky dobie rozprostteny a vykazovaly morfologii typickou pro fibroblasty.
Ve skupiné hPL dH>O byly buniky ve shlucich, coZ znaci neptiznivé podminky. Snimky z konfokalni

mikroskopie jsou ve shodé€ s vysledky s vysledky z MTS testu a stanoveni obsahu DNA.
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Metabolicka aktivita hMSC
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Obrdzek 40 Metabolickd aktivita hMSC. Metabolickd aktivita byla mérena pomoci MTS testu. Cisla nad sloupcem v rdmci
experimentalniho dne indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Metabolicka aktivita hMSC byla méfena pomoci MTS testu (obrazek 40). Adheze bunék
prvni den experimentu byla vyznamné vyssi ve skupinach suplementovanych pouze plazmou (hPL
PPP) a FBS oproti skuping s tiplnym lyzatem (hPL). Metabolicka aktivita hMSC nartstala v pribéhu
celého experimentu u skupiny suplementované FBS. Skupina suplementovand Uplnym
trombocytarnim lyzatem (hPL) vykazovala vyrazny nariist metabolické aktivity mezi 3. a 7. dnem a
poté mirn¢ klesla. Byla vSak vyznamné& vyssi nez ve skupiné suplemnetované pouze trombocyty (hPL
dH»0). Viabilita ve skupiné suplementované pouze trombocyty (hPL dH>O) mirné stoupala az do 7.
dne a poté stagnovala. Skupina suplementovana pouze plazmou (hPL PPP) a kontrolni skupina s FBS

vykazovala od 10. dne experimentu vyznamné vyssi viabilitu v porovnani se skupinou hPL dH-O.
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Obrézek 41 Proliferace hMSC. Proliferace hMSC byla méfena pomoci fluorescencniho kitu. Cisla nad sloupcem indikuji statistickou
Vznamnost (p<0,05).

Proliferace hMSC byla hodnocena pomoci fluorescenéniho kitu (obrazek 41). Proliferace
hMSC postupné nartistala u vSech sledovanych skupin s vyjimkou skupiny hPL, kde byl viditelny
rustovy spurt mezi 7. a 10. dnem a poté proliferace klesala. 7. a 10. den experimentu byla proliferace
ve skupiné hPL vyznamné vys$i neZ v kontrolni skupiné FBS, posledni den experimentu byla

vyznamné vys$i nez ve skupiné hPL dH»O. Vysledky jsou ve shodé¢ s vysledky z MTS testu.
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Obrazek 42 Snimky z konfokalni mikroskopie hMSC 7., 10. a 14. den. Zelend barva charakterizuje bunécné membrany (barveni
DiOC-6), ¢ervena barva znaci jadra (barveni propidium jodid). Zvétseni 200x, meritko 50 um.

Snimky z konfokalni mikroskopie (obrazek 42) ukazuji, Ze buniky dobie proliferovaly ve
vSech skupinach kromé skupiny suplementované pouze trombocyty, kde byly buiiky sice dobie
rozprostfené, ale bylo jich vyrazn€ méné neZ v ostatnich skupiniach. Buiiky ve skupiné hPL byly

témeét konfluentni jiz 10. den experimentu.
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7.4.1.3 Koncentrace vybranych ristovych faktorua

Koncentrace KGF
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Obrdzek 43 Koncentrace KGF méfené pomoci ELISA testu v jednotlivych experimentdlnich skupindch. Cisla nad sloupcem indikuji
statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Byla méfena koncentrace KGF pomoci ELISA testu (obrazek 43). Bylo zjisténo, ze
koncentrace ve skupiné hPL dH>O byla pod detekénim limitem. Ve skupiné hPL PPP byla

koncentrace KGF vyznamné vyssi nez ve skupiné hPL.

Koncentrace VEGF
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Obrizek 44 Koncentrace VEGF mérené pomoci ELISA testu v jednotlivych experimentdlnich skupindch. Cisla nad sloupcem indikuji
statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Koncentrace VEGF byla stanovena pomoci ELISA testu (obrazek 44). Ve vzorku hPL byla

statisticky vyznamné vyssi nez ve skupinach hPL dH>O a hPL PPP.
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Koncentrace P-selektinu
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Obrdzek 45 Koncentrace P-selektinu mérené pomoci ELISA testu v jednotlivych expeperimentalnich skupindch. Cisla nad sloupcem
indikuji statistickou vyznamnost (p<0,05).

Koncetrace P-selektinu jako marker aktivace trombocytl byla ve vzorcich obsahujicih
trombocyty (hPL, hPL dH>O) statisticky vyznamné vyss§i nez ve skupin€ obsahujici pouze plazmu

(hPL PPP) (obrazek 45).
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Obrizek 46 Koncentrace TGF-f§ méfené pomoci ELISA testu v jednotlivych expeperimentdlnich skupindch. Cisla nad sloupcem
indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Koncentrace TGF-B byla statisticky vyznamné vyssi ve skupinach s obsahem trombocyti

(hPL, hP1 dH20) oproti skupin¢ obsahujici pouze plazmu (hPL PPP) (obrazek 46).
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Obrdzek 47 Koncentrace EGF mérené pomoci ELISA testu v jednotlivych expeperimentalnich skupindch. Cisla nad sloupcem
indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Koncentrace EGF byla vyznamné vyssi ve skupinach hPL a hPL dH>O nez ve skupiné hPL

PPP (obrazek 47).
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Obrdzek 48 Koncentrace HGF mérené pomoci ELISA testu v jednotlivych expeperimentalnich skupindch. Cisla nad sloupcem
indikuji statistickou vyznamnost (p < 0,05).

Koncentrace HGF byla statisticky vyznamné vyssi ve skupindch s obsahem plazmy (hPL, hPL

PPP) nez ve skuping€ se samotnymi trombocyty (hPL dH>O) (obrazek 48).

7.4.2 Diskuze
Ptiprava trombocytarniho lyzatu sméfuje ke snizeni obsahu plazmy ve formulaci. Plazma
obsahuje cetné imunoglobuliny, které mohou interferovat s imunitnim systémem pii alogennim

podani. Z tohoto diivodu jsme pfistoupili k ovéfeni koncentrace faktorti mezi lyzatem pfipravenym
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v plazmé (hPL) a plazm¢ nahrazené destilovanou vodou vodou (hPL dH>0O). Jako kontrolni skupina

byla pouzita plazma bez trombocytt.

Vysledky z multiplexové eseje (Bioplex) ukazaly signifikantné vyssi koncentraci IL-1b, IL-
4, IL-5, IL-7, IL- 9, 1I-15, IFN-y, bFGF, G-CSF, GM-CSF, MCP-1 a RANTES ve vzorku hPL dH,O
oproti vzorkiim hPL a hPL PPP. Vybrané bioaktivni molekuly byly déale kvantifikovany pomoci
metody ELISA. Vyhodou vac¢i multiplexové eseji jsou inkubacni podminky, které jsou
optimalizovany pro vazbu konkrétniho proteinu. Vysledky ukazaly vyssi koncentraci TGF-beta, P-
selektinu a EGF ve formulacich s trombocyty (hPL a hPL H>O) vi¢i hPL PPP. Uchovani
trombocytarnich proteinii v dH,O (hPL dH20) vedlo k signifikantné niz§imu uvolnéni KGF, VEGF
a HGF ve srovnani se skupinami s pfitomnosti plazmy (hPL, hPL PPP). Ptekvapivé, v ptipadé¢ KGF
a ¢astecné¢ HGF, jsme pozorovali jejich vysokou akumulaci v plazmé chudé na trombocyty (hPL

PPP).

Rozdily v koncentraci faktorti v plazmé bohaté na trombocyty (hPL) a plazmé chudé na
trombocyty (hPL PPP) miiZe souviset s teorii existence vétSiho poctu frakci a-granul. V zasadé
existuji dvé protichiidné teorie zabyvajici se otdzkou uloZeni bioaktivnich latek v a-granulich. Prvni
teorie pfedpoklada distribuci bioaktivnich molekul ndhodné mezi granulemi, ne ve specifickych
subpopulacich. Jonnalagadda a kol. stimulovali trombocyty pomoci riznych agonistl a sledovali
uvoliiovani bioaktivnich molekul z a-granul. Vysledky ukéazaly, Ze uvoliiovani bioaktivnich latek z
a-granul je stochasticky process kontrolovany nékolika faktory, jako je naptiklad rozpustnost
bioaktivnich molekul, tvar granul a cesta fize granuli a plazmatické membrany®’?. Kamykowski a
kol. pouzili kvantitativni imunofluorescenci pro méfeni korelace 15 angiogennich proteini
obsazenych v a-granulich. Autofi vyslovili hypotézu, Ze bioaktivni molekuly jsou roz¢lenény spise v

ramci granul neZ mezi granulemi?’

Druhé teorie ptedpoklada, Ze o-granule jsou rozdéleny do
jednotlivych subpopulaci obsahujicich rizné bioaktivni molekuly. Tato teorie je podporovana
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studiemi, ve kterych bylo sledovano uvoliiovani bioaktivnich molekul v reakci na rtizné agonisty.
Chatterjee a kol. prokazali, ze rizné stimuly vyvolavaji odliSnou sekreci a povrchovou expresi pro-
a anti-angiogennich faktorti. Stimulace pomoci PAR1 nebo ADP vyvolala masivni uvolnéni SDF-1a
a VEGF, ale slabé uvolnéni PF4 a endostatinu. Stimulace pomoci PAR4 naopak vedla k uvolnéni
PF4 a endostatinu, ale slabému uvolnéni SDF-1a a VEGF. Tento efekt miize byt vysvétlen odlisSnym
obsahem bioaktivnich latek v riznych subpopulacich a-granul. Ve studii Batinelli a kol. aktivovali
trombocyty pomoci ADP a tromboxanu Az. Aktivace pomoci ADP stimulovala uvoliiovani VEGF,

t2’*. Heterogenita a-

ale ne endostatinu, zatimco aktivace pomoci tromboxanu A, méla opacny efek
granul miZe byt také hodnocena pomoci lokalizace membranovych proteinGi?”® nebo jejich
morfologie®’s. Vysledky napovidaji, ¢ KGF a HGF jsou sekretovany ztrombocytii v priibéhu
skladovani a jsou tedy akumulovany v plazmé. Céste¢na sekrece je podloZena i &asteEnym uvolnénim
solubilniho P-selektinu jako markerové molekuly uvolnéni alfa-granuli ve vzorku hPL PPP.

Uvolnéné mnoZstvi je niz§i nez u lyzovanych vzorkl s trombocyty, a tedy znac¢na ¢ast alfa-granul

nebyla pred lyzaci sekretovana.

Rozdily v uvolnéni mezi formulaci vzorkli v plazmé (hPL, hPL PPP) a destilované vodé (hPL
dH20) mlZe souviset s vazbou na nosi€ové proteiny, jako jsou fibrinogen, albumin a dalsi
komponenty krevni plazmy. Jelikoz formulace hPL dH,O obsahovala vyrazné nizsi koncentraci
proteinu, nedochdzelo u nich ksekvestraci a moznému sniZzeni vazebného ucinku pfi
imunodetek&nich metodach nebo ke sniZeni funkce molekul. Cannon a kol. stanovovali IL-1b v lidské
plazmé nebo séru. Zjistili, ze IL-1b miZe byt navazan na vétsi nosiCové proteiny, a proto mize byt

v plazmé hiife detekovan®”’

. 'V naSem piipad€ jsme pozorovali niz$i koncentraci IL-1b ve vzorku
s plazmou nez ve vzorku s dH>O. Biologicky vSak sekvestrace proteinu mtize byt diilezita pro vazbu

receptorti a koreceptori u cilovych bun¢k. Sahni a kol. sledovali vazbu IL-1beta k fibrinogenu.

Dospéli k tomu, Ze IL-1f se na rozdil od IL-1a vaZe s vysokou afinitou k fibrinogenu a v této vazané
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formé se zvysuje jeho aktivita’?’®. Vazba na plazmatické proteiny je dileZitd pro dalsi signalni
molekuly. Martino a kol. sledovali vazbu rastovych faktort k fibrinogenu pies heparinovou vazebnou
doménu. Zjistili, ze riastové faktory z rodiny PDGF/VEGF, FGF a TGF-p, stejné jako riistové faktory
z rodiny neurotrofinii se vazi k fibrinogenu. Ristové faktory, které se nevazaly k fibrinogen, byly
rychle uvolnovany z fibrinové matrice, zatimco rustové faktory, které se ukdzaly vazané, byly
v matrici zachovany. PDGF-BB sice vykazoval silnou vazbu k fibrinogenu, ale byl z matrice
uvoliiovan velmi rychle?”®. V naSem experimentu se koncentrace PDGF-BB ukézala podobna ve
vzorcich hPL a hPL dH20. M¢lo by byt zminéno, Ze vzorky s obsahem heparinizované plazmy
mohou po opakovaném mrazeni a rozmrazovani obsahovat precipitované proteiny, a proto mize byt
jejich identifikace ztizena®®*8!. Uchovéni vzorkii s bun&¢nymi komponenty po ¢as delsi nez dvé
hodiny také vyznamné méni koncentraci nékterych cytokinii, které jsou bud’ degradovany,
282

absorbovany nebo naopak produkovéany buitkami“®~. Vyse zminéné efekty mohou piisobit 1 na ostatni

typy mediator, u kterych zatim nebyly posuzovany.

Fibroblasty jsou zakladnimi buiikami vazivové tkané tvofené diferenciaci bunék
mezenchymalniho piivodu s vyznamem zejména pii regeneraci pojivovych tkani, klize a vnitinich
ran. Fibroblasty adherovaly pfi aplikaci riznych lyzati na povrch kultivacnich jamek podobné ve
vSech skupinach. Nicméné jejich metabolicka aktivita i proliferace byly u skupiny hPL dH2O nizké
po celou dobu experimentu. Jednym z ditvodii miZze byt TNF-a, ktery byl u skupiny obsahujici pouze
trombocyty naméfen 1,5x vyssi neZ u skupiny obsahujici plazmu i trombocyty. Jedna se o pleiotropni
cytokin, ktery ma rozlicné funkce véetné indukce apoptdzy, kterou zptisobuje u mnoha typi bunék
véetné fibroblastii?®®. Frankel a kol. sledovali vliv TNF-a na normélni a fibrotické plicni fibroblasty.
Zjistili, ze bazalni rezistence fibroblastii k Fas- indukované apoptdze je prekonana senzibilizaci TNF-
o284

. Graves a kol. provedli experiment, pifi kterém inokulovali myS§im divokého typu a mySim bez

TNF receptoru Porphyromonas gingivalis. Inokulace touto bakterii stimulovala produkci TNF a
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apoptozu fibroblastii, kterd byla ale vyrazné redukovana u mysi TNFR-/-. To naznacuje, Ze tato

bakterie stimuluje produkci TNF a ten zptisobuje programovanou bunéénou smrt fibroblastii®®>.

Dalsim divodem muze byt vyssi koncentrace IFN-y. IFN-y ovliviiuje fadu bunécnych funkei,
jako je modulace imunitni odpovédi, indukce bunécné diferenciace ale i inhibice bunétného
ristu?®®2%7. Nejéastéji blokuje bunéény cyklus v G1/S fazi. IFN-y transkripéné indukuje p21 a p27
inhibitory cyklin-dependentnich kindz, které¢ inhibuji aktivitu komplext cyklin E:CDK2 a cyklin
D:CDK4, ¢imz blokuji bunéény cyklus na trovni G1/S%*. Ve vzorku hPL dH20 byly naméfeny
vyznamné vyS$§i koncentrace oproti ostatnim vzorkiim. Tento rozdil mize mit vyrazny inhibic¢ni efekt
na proliferaci a viabilitu fibroblasti ve vzorku hPL dH2O. Ve studii Wang a kol. sledovali apoptozu
fibroblastii rezistentnich k mitomycinu. Bylo zji§téno, Ze kombinace IFN-y ¢ini tyto fibroblasty

citlivé na apoptozu zprostiedkovanou Fas. INF-y a INF- a ma na senzibilizaci syntergicky efekt?*’.

Dalsim diivodem muze byt absence stimulac¢nich faktord. Jednd se o absenci plazmatickych
proteinli, zejména fibrinogenu a albuminu. Albumin je jeden znejhojnéji zastoupenych
plazmatickych proteinii. Studie Torada a kol. ukézala pozitivni vliv na proliferaci fibroblasti

290

pfidanim sérového albuminu do média=. Albumin byl ve vzorku bez obsahu plazmy pod detekénim

limitem, coZ mohlo také ovlivnit Zivotaschopnost fibroblastli. Dale pak je niz$i koncentrace spektra
IGF-1je vyznamny troficky faktor syntetizovany v jatrech a cirkulujici v plazmé¢, ale nachéziseiv a-
granulich trombocyti®!. IGF-I stimuluje DNA syntézu fibroblastii?*> a vede ke zvySeni syntézy
extraceluldrni matrix, hlavné kolagenti a proteoglykanti**>. V nasem experimentu byla koncentrace
témét shodnd u obou vzorkid obsahujicich plazmu, zatimco ve vzorku bez plazmy byl IGF-I pod
detek¢nim limitem. Koncentrace IGF-I tedy mohla ovlivnit chovani fibroblasti. Déle byla namétena
niz$i koncentrace EGF, HGF a KGF. Cytokiny jako PDGF, bFGF, TGF-beta a EGF vSak byly

namétfeny v obdobnych koncentracich jako vzorek s plazmou.
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Inhibicni efekt byl tedy zplisobeny zejména pravdépodobné kombinaci vyse zminénych vlivi.
Jako klicové se jevi vyssi efekt absence albuminu, chybéjici troficky IGF-I a vysoké zastoupeni TNF-

alfa a INF-y.

Proliferace a metabolicka aktivita byla nizsi také u skupiny inkubované s plazmou chudou na
trombocyty. U skupiny byla naméfena nizkd koncentrace inhibi¢nich cytokini, jako je TNF-alfa,
INF-y a IL-1b. Koncentrace plazmatickych proteinti byla srovnatelna se skupinou hPL. Nizsi vSak
byla také koncentrace stimulacnich rastovych faktort jako je bFGF, VEGF, PDGF-bb, G-SCF, GM-
SCF, TGF-beta a EGF. NiZ8i mira proliferace a metabolické aktivity je tedy zplisobena zejména nizsi

koncentraci téchto faktora.

Celkové je tedy znatelny vyznam plazmatickych proteinli a IGF-I, které v ptipad¢ absence
inhibuji rist fibroblastl. Synergicky vyhodnou je pak kombinace s rlistovymi faktory z trombocytd,
které stimuluji rast fibroblastil. Jako nejlepsi se jevi hPL, ve kterém fibroblasty dosahovaly statisticky
obdobnych hodnot metabolické aktivity a lepSich hodnot prolifera¢ni kapacity v porovnani s FBS.
HPL se tedy jevi jako vhodna alternativa FBS. Eliminace plazmy a jeji vyména za dH20 neni mozna
bez dalsi optimalizace. Jako nejvhodnéjsi se jevi suplementace pomoci albuminu, fibrinigenu a IGF-
I. Otazkou zlstava uspéSnost z dlivodu vyssich koncentraci inhibi¢nich cytokinti (TNF-alfa, INF-y),

které mohou efekt suplementace sniZzit.

Adheze MSC byla prvni den experimentu podobné ve vSech sledovanych vzorcich. Jejich
viabilita a proliferace se nicméné v pribéhu experimentu liSila. Vzorky bez obsahu plazmy
nezajistovaly buitkkdm dostate¢nou vyzivu, takze bunky proliferovaly velice pomalu. Nicmén¢ trend
postupného naristu obsahu DNA a viability byl viditelny i u této skupiny. Zasadni je zejména zvySena

proliferace u hPL, ktera byla vyrazné vyssi nez u dalSich skupin (v¢etné skupiny obsahujici FBS).
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Z pohledu efektu rozdilnych cytokind je u MSC obdobna inhibice pomoci TNF-alfa?** a INF-
v*%> . Wang et al. ukéazali poskozeni samoobnovy a diferenciace MSC pomoci NFkB signalizaéni
kaskady**>. Tudiz pii inkubaci MSC s témito ristovymi faktory dochazi k inhibici jako v piipadé
fibroblastti. Efekt I1-1b a 11-6 na MSC je vsak jiny nez na fibroblasty a stimuluje jejich kmenovost a
imunomodula¢ni funkce**®2%. Plisobeni téchto interleukinfl zvys$uje jejich parakrinni signalizaci a
vede k proliferaci bunék. Naopak, deficience IGF-I je pro MSC kritickd. IGF-I signalizace ma
proliferativni Gi¢inek, anti-apopticky u¢inek a je diilezita pro spravnou bFGF signalizaci®®’. U skupiny
s dH20 (hPL dH;0) tudiz dochazi k absenci IGF-I signalizace, a tim snizeni proliferace u MSC.

Kumulativni efekt absence IGF-I a vysoké koncentrace TNF-o a INF-y tedy pravdépodobné

zpusobuje nizkou metabolickou aktivitu a proliferaci ve skupiné¢ hPL dH>O.

Vyssi proliferace MSC u skupiny hPL je zplsobena, obdobné jako v ptipadé¢ fibroblasti,
piitomnosti pro-proliferacnich riistovych faktori jako je IGF-I1*°, bFGF3® TGF-B**!, PDGF-bb,

EGF*%, G-SCF*» a GM-SCF3*.

Pozitivni efekt téchto faktorl je patrny také ve srovnani se skupinou obsahujici FBS. U MSC
dochazi plisobenim trombocytarnich faktorG ke zvySeni proliferace. Vysledky jsou konzistentni

se studiemi Mishra a kol.”” a Vogel a kol.”!, kde PRP zlepsovala expanzi MSC.

7.4.3 Zavér

Trombokoncentrat a jeho derivaty jsou Siroce vyuzivané pro kultivace bunék in vitro, ale 1
pro pouziti v regenerativni medicin¢ z divodu zlepSeni procesu hojeni ran. Jednotlivé slozky
trombokoncentratu vSak obsahuji riizné typy bioaktivnich latek, které mohou mit na osud bun¢k jak
pozitivni, tak negativni dopady. Plazma, jedna ze slozek trombokoncentratu, miize pii alogennim
podani zpusobit imunologické reakce na soucasti plazmy, a proto je zadouci ji pro urcité aplikace
nahradit. V tomto experimentu byly pfipraveny a ocharakterizovany jednotlivé slozky

trombocytarniho koncentratu na koncentrace vybranych bioaktivnich latek a zaroven byly tyto slozky
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piidany do média a byl sledovan jejich vliv na bunétné kultury in vitro. Bylo zjisténo, ze
trombocytarni lyzat v destilované vod¢ ani samotna plazma nezajistuji dostateCnou proliferaci a

viabilitu bun€k. Ta je zajiSténa az synergickym ptisobenim obou téchto slozek.
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8 Zavér

Trombocyty jsou v soucasné dobé v popiedi zajmu v tkdilovém inZenyrstvi a regenerativni
mediciné diky Sirokému zastoupeni celé fady bioaktivnich molekul pfiznivé ovliviiujiich bunécny
rast. Existuje celd fada trombocytarnich preparati s rozdilnymi uc€inky na cilové buiiky.

Charakterizace téchto preparatii je nezbytna pro pochopeni jejich pisobeni.

V prvnim experimentu byly optimalizovany podminky kultivace dermalnich bun¢k v
pritomnosti trombocytarniho lyzatu. Kultivace bunék pro vyuziti v regenerativni medicing vyzaduje
nahradu FBS, které by mohlo vyvolavat xenogenni imunizaci. Trombocytarni lyzat byl nejprve
charakterizovan, pti¢emz bylo zji$téno, Ze nejhojnéji zastoupenymi mediatory je chemokin RANTES
a rustovy faktor PDGF. Pii testovani s bunéénymi kulturami bylo zjisténo, ze jiz 7% lyzat je schopen
nahradit 10% FBS v kultivacnim médiu keratinocytl a fibroblastl. Zajimavosti bylo, Ze jednotlivé
bunécné typy reagovaly na snizeni nebo zvySeni bioaktivnich latek v médiu rizn€. Zatimco vyssi
koncentrace hPL v kombinaci s FBS méla na fibroblasty inhibi¢ni efekt, v pfipad¢ keratinocytd byl
zaznamenan pozitivni efekt kombinace obou doplikid. Samostatny lyzat nepodporoval proliferaci
melanocytli, naopak v kombinaci s FBS mél pozitivni efekt a to na davce zavislym zpisobem. Tato

zjisténi ukazuji na dalezitost optimalizace kultiva¢nich podminek pro klinické aplikace.

V dalSich ¢astech byly vyvinuty kompozitni nosice s trombocyty. Planarni, elektrostatickym
zvlakinovanim piipraveny nosi¢ obohaceny o trombocyty byl optimalizovan pro pouziti jako kryt na
hojeni ran. Naopak 3D nanovldkenny nosi¢ pfipraveny centrifuga¢nim zvldknovanim obohaceny o
trombocyty byl vyvinut s cilem hojeni kostnich defekti. Vyhoda téchto nosicl spoc€iva zejména v
jednoduchosti jejich ptipravy, kdy jsou trombocyty na nanovlakna pasivné adherovéany. Tento proces
muze probihat naptiklad na operacnim sale s pouzitim autolognich trombocytl od pacienta. Takto
pfipraveny systém piedstavuje jednoduché feSeni, které je snadno pouzitelné pro klinickou praxi.
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Trombocytarni koncentrat se sklada z n€kolika slozek, pficemz kazda mtze mit odlisny vliv
na rast bun¢k. Plazma, jedna ze slozek koncentratu, obsahuje ¢etné imunoglobuliny, které mohou
interferovat s imunitnim systémem pii alogennim podani. Proto je vhodné jeji koncentraci v
trombocytarnim lyzatu snizovat. Jednotlivé slozky trombocytarniho lyzatu byly v dal$i ¢asti prace
ocharakterizovany a pouzity jako dopln€k pro kultivaci bunék. Bylo zjisténo, ze samotné trombocyty
neobsahuji dostatecné koncentrace bioaktivnich latek, které by stimulovaly bunécny rast. Navic,
zastoupeni jednotlivych faktort se znaéné 1i$i mezi jednotlivymi slozkami. Pro kultivaci vybranych
bunék se jako nejvhodnéjsi jevil trombocytarni lyzat, ktery v 8% koncentraci mohl nahradit FBS.
Samostatné trombocyty nebo plazma nebyly pro kultivaci bunék dostacujici. Je tedy zfejmé, Ze pouze
synergicky efekt plazmy a trombocyti dostateéné zajist'uje riist bunck, pfi¢emz tento efekt musi byt

pii kultivaci bunék zohlednovan.
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9 Souhrn

Cilem této prace bylo pfipravit rizné typy krevnich derivatl, jejich charakterizace a in vitro
testovani. Krevni derivaty byly testovany jak samostatng, tak v kombinaci s nanovlakennymi nosici

pfipravenymi elektrostatickym a centrifugacnim zvlaknovanim.

V prvnim experimentu byl pfipraven a ocharakterizovan trombocytarni lyzat, ktery byl v
riznych koncentracich pfiddvan do média samostatné nebo v kombinaci s FBS ke kulturdm
dermalnich bun¢k. Bylo zjisténo, ze jiz 7% destickovym lyzatem je mozné nahradit 10% FBS v
kulturach fibroblastli a keratinocytti. V dal$im experimentu byly pfipraveny a ocharakterizovany
trombocyty, které byly v raznych koncentracich adherovany na nanovldkenné nosice a byly
sledovany uvoliovaci charakteristiky riistovych faktorti a vliv takto funkcionalizovanych nosicti na
dermalni buniky. Trombocyty vytvofily po kontaktu s povrchem nanovlakennych nosic¢t fibrinovou
sit, ve které byly imobilizovany rlstové faktory, diky ¢emuz doslo k jejich prodlouzenému
uvoliiovani z nosice. Takto pfipravené nosice mély pozitivni vliv na proliferaci a metabolickou
aktivitu dermalnich bun¢k. Ve tfetim experimentu byly pfipravené trombocyty ocharakterizovany a
jejich jednoduchou adhezi byl ptipraven PCL kompozitni nosi¢. Tento systém byl testovan s pomoci
bunécné linie MG-63. Bylo prokazano zlepSeni proliferace, metabolické aktivity a aktivity alkalické
fosfatdzy na nosicich s trombocyty oproti kontrolnim nosicim. V poslednim experimentu byly
pfipraveny jednotlivé slozky trombocytarniho koncentratu, které byly ocharakterizovany a byl
sledovan jejich vliv na MSC a fibroblasty. Nejvhodnéj$im suplementem se ukazal byt trombocytarni

lyzat.

Z vysledkl je zfejmé, Zze trombocyty obsahuji celou fadu bioaktivnich molekul ptiznivé
ovlivityjicich chovéani bunék, takZze mohou, jako zdroj ristovych faktori, slouzit v celé fadé¢ aplikaci,
zvlasté pokud jsou kombinovany s vhodnymi nosici.
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10 Summary

The aim of this study was preparation of blood derivatives and its in vitro testing. Blood
derivatives were tested alone or in combination with nanofibrous scaffolds prepared by

electrospinning or centrifugal spinning.

In the first experiment, a platelet lysate was prepared and characterized. Subsequently, it was
added in different concentrations to the media alone or in combination with FBS. Its effect on dermal
cells was observed. It was found that 7% platelet lysate was sufficient to replace FBS in fibroblast
and keratinocyte culture. In the following experiment, platelets were prepared and characterized.
Consequently, they were adhered in different concentrations onto nanofibrous scaffolds and release
kinetic of growth factors and their effect on dermal cells were tested. Platelets, after contact with the
nanofibers, created fibrin network where the growth factors were immobilized. Thus, a prolonged
release of growth factors was obtained. These composite scaffolds positively influenced metabolic
activity and proliferation of dermal cells. In the third experiment, characterized platelets were
passively adhered to PCL scaffolds. This system was tested using MG-63 cell line. The enhancement
of proliferation, metabolic activity and alkaline phosphatase activity in comparison with control
scaffolds was observed. In the last experiment, individual components of platelet concentrate were
prepared and characterized and the effect on MSCs and fibroblasts was observed. The most promising

supplement was platelet lysate.

The results indicate that platelets contain a range of the bioactive molecules positively
influencing the cell behavior. They can serve as a source of growth factors in broad spectrum of

applications, especially if combined with suitable scaffolds.
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