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Recelularizovany perikard pro kardiovaskularni nahrady

Oblast techniky

Predkladané technické feseni se tyka recelularizovaného perikardu pro kardiovaskularni nahrady.

Dosavadni stav techniky

Materialy na bazi kolagenu, napi. perikard, jsou studovany jako biomateridly pro tkanové
inZzenyrstvi kardiovaskularnich nahrad (jako jsou napf. ndhrady srdec¢nich chlopni, cév ¢i cévni
zaplaty), a dale nahrad §lach, nervovych vodict, chrupavek, kosti apod. Pro zlepseni biologickych
nebo mechanickych vlastnosti tkani obsahujicich kolagen nebo izolovaného kolagenu se pouzivaji
ruzné modifikace, jako je decelularizace mnoha riznymi zptisoby (pfevazné chemicky, dale tlakem
apod.), chemické sitovani (napi. glutaraldehydem, genipinem), fyzikalni sitovani (napf.
mikrovinnym zafenim, ozafovanim elektrony, y-zatenim, UV-zafenim), chemické navazani
bioaktivnich molekul, napt. rastovych faktort (Ahmed, M.R., Vairamuthu, S., Shafiuzama, M.,
Basha, S.H., Jayakumar, R. Microwave irradiated collagen tubes as a better matrix for peripheral
nerve regeneration. Brain Research 1046, 55 — 67, 2005; Filova, E., Stankova, L., Eckhardt, A.,
Svobodova, J., Musilkova, J., Pala, J., Hadraba, D., Brynda, E., Konaiik, M., Pirk, J., Ba¢akova,
L., Modification of human pericardium by chemical crosslinking. Physiol. Res. 69, 49-59, 2020;
Filova, E., Steinerova, M., Travnickova, M., Knitlova, J., Musilkova, J., Eckhardt, A., Hadraba,
D., Matejka, R., Prazak, S., Stepanovska, J., Kucerova, J., Riedel, T., Brynda, E., Lodererova, A.,
Honsova, E., Pirk, J., Konarik, M., Bacakova, L. Accelerated in vitro recellularization of
decellularized porcine pericardium for cardiovascular grafts. Biomed Mater. 16(2): 025024, 2021;
Sionkowska, A. Thermal stability of UV-irradiated collagen in bovine lens capsules and in bovine
cornea, J Photochemistry and Photobiology B. 2005, 80, 87-92, 2005), blokovani karboxylovych
skupin asitovani perikardu (CN112773936A), potahovani perikardu, napf. chitosanem
(RU2519219C1), chemicka uprava na sniZzeni kalcifikace decelularizovaného perikardu
(CN104998299A). Byla snaha o vytvofeni recelularizovaného perikardu osazenim
decelularizovaného crosslinkovaného perikardu kmenovymi buiikami pro rekonstrukei panevniho
dna a 1écbu hernie btisni stény (CN102552997A). Tento posledni patent neudava podrobnosti
pripravy. Lidsky perikard byl také osazen srdecnimi kmenovymi bunikami pfipravenymi z bunck
perikardu pomoci epitelialné mezenchymalniho pfechodu (CN108410801A).

Pro dlouhodobé skladovani kolagennich nahrad (perikard, $lachy, ktize, kosti, vazy, chrupavka) se
pouzivaji rizné metody kryoprezervace, jako je lyofilizace a hluboké zamrazeni, nékteti autofi
udavaji i metodu mrazového suseni, kterd spociva v rychlém ochlazeni a nasledném odstranéni
vody z perikardu pomoci silného vakua. Takto upraveny perikard je nasledné mozné skladovat za
pokojové teploty.

Nevyhodou této metody je zména tloustky perikardu, avSak jeho mechanické vlastnosti se neméni.
Kryoprezervace se Casto kombinuje s ozafenim y-zafenim davkou ionizujiciho zafeni 25 az
35kGy, a to zdivodu sterilizace Stépu. Ozafeni y-zafenim (25kGy) zplsobuje zménu
mechanickych vlastnosti hovéziho perikardu, konkrétné¢ Youngova modulu, tahového napéti
(tensile strength) a miry jeho prodlouzeni (elongation rate; Hafeez, Y.M., Zuki, A.B.Z., Yusof, N.,
Asnah,. H., Logman, M.Y., Noordin, M.M., Ainul-Yuzairi, M.Y. Effect of freeze-drying and
gamma irradiation on biomechanical properties of bovine pericardium. Cell and Tissue Banking 6:
85-89, 2005).

Bovinni perikard, pouzivany pro konstrukci nahrad srdecnich chlopni, je obvykle sitovany
glutaraldehydem. Sitovani perikardu snizuje jeho degradaci, antigenicitu, trombogenicitu
a modifikuje mechanické vlastnosti nahrady. Zbytky glutaraldehydu ve tkani jsou vsSak
povazovany za pfiCinu kalcifikace perikardu v dlouhodobém métitku; zplsobuji selhani jeho
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funkce anutnost vymény chlopenni nahrady. Nevyhodou je, Ze v soucasnosti pouzivané
decelularizované tkané uréené pro kardiovaskularni nahrady jsou v organismu velmi slabé
spontanné recelularizovany, zejména endotelizovany. Experimentalné je v§ak mozné zlepsit jejich
endotelizaci potahovanim proteiny, chemickym navazanim rustovych faktorti, a rovnéz osazenim
kmenovymi bunkami, které ulehcuji naslednou endotelizaci (Filova, E., Steinerova, M.,
Travnickova, M., Knitlova, J., Musilkova, J., Eckhardt, A., Hadraba, D., Matejka, R., Prazak, S.,
Stepanovska, J., Kucerova, J., Riedel, T., Brynda, E., Lodererova, A., Honsova, E., Pirk, J.,
Konarik, M., Bacakova, L. Accelerated in vitro recellularization of decellularized
porcine pericardium for cardiovascular grafts. Biomed Mater. 16(2): 025024, 2021; Musilkova J,
Filova E, Pala J, Matejka R, Hadraba D, Vondrasek D, Kaplan O, Riedel T, Brynda E, Kucerova
J, Konarik M, Lopot F, Jan Pirk, Bacakova L. Human decellularized and
crosslinked pericardium coated with bioactive molecular assemblies. Biomed Mater.
2019;15(1):015008. doi: 10.1088/1748-605X/ab52db; Polak, R., Rodas, A.C.D., Chicoma, D.L.,
Giudici, R., Beppu, M.M., Higa, O.Z., Pitombo, R.N.M. Inhibition of calcification of bovine
pericardium after treatment with biopolymers, E-beam irradiation and in vitro endothelization.
Materials Science and Engineering C, 33(1), 85-90, 2013).

Pfi recelularizaci decelularizovanych matrici (v€etné matrici kolagennich) v podminkach in vitro
pomoci kmenovych bun€k je pro spravnou diferenciaci bun€k nutno pfidat do média ristové
faktory, nebo ristové faktory chemicky navazat na kolagen. Napiiklad perikard modifikovany
fibrinem s navazanym VEGF a osidleny kmenovymi buikami tukové tkan¢ (ASC) vykazoval
vysoky obsah fibronektinu, ktery podporuje adhezi a riist endotelovych bunék na povrchu Stépu
a tim zabezpecuje jeho antitrombogenicitu (Filova, E., Steinerova, M., Travnickova, M., Knitlova,
J., Musilkova, J., Eckhardt, A., Hadraba, D., Matejka, R., Prazak, S., Stepanovska, J., Kucerova,
J., Riedel, T., Brynda, E., Lodererova, A., Honsova, E., Pirk, J., Konarik, M., Bacakova, L.
Accelerated in vitro recellularization of decellularized porcine pericardium for cardiovascular
grafts. Biomed Mater. 16(2): 025024, 2021).

Ukolem piedkladaného technického feSeni je vyvinout recelularizovany perikard pro
kardiovaskularni nahrady, ktery spontanné stimuluje adhezi, rast, diferenciaci bunék ASC
a produkci mezibunééné hmoty témito bunikami bez nutnosti pouZit ristové faktory na diferenciaci
smérem k hladkému svalu, nevyzaduje Zadnou dalsi chemickou upravu s potencidlné toxickymi
ucinky, a ma mechanické vlastnosti porovnatelné s decelularizovanou tkani.

Podstata technického feSeni

Predmétem predkladaného technického feSeni je recelularizovany perikard pro kardiovaskularni
nahrady, ktery je pfipravitelny postupem, pii némz se decelularizovany perikard sterilizuje vodnym
roztokem etanolu, nasledn¢ se perikard ozaii elektrony o energii v rozmezi 8§ az 10 MeV v davce
v rozmezi 20 az 70 kGy, a poté se perikard osadi kmenovymi buiikami ziskanymi z tukové tkané
(ASC), a poptipadé nasledné také endotelovymi bunikami.

V jednom provedeni je pfedmétem technického feSeni perikard pro kardiovaskularni nahrady
recelularizovany kmenovymi buiikami ziskanymi z tukové tkané.

V dalsim provedeni je pfedmétem technického feSeni perikard pro kardiovaskularni ndhrady
recelularizovany kmenovymi bunkami ziskanymi z tukové tkan¢ a endotelovymi bunkami.

Decelularizovany perikard je slozen pievazné z kolagenu 1 a III, je biodegradabilni,
biokompatibilni, a ma snizenou imunogenicitu oproti nedecelularizovanym tkanim.
Decelularizovanym perikardem je s vyhodou decelularizovany praseci perikard. Postupy pfipravy
decelularizovaného perikardu jsou znamy z literatury, napifiklad z ¢lanku: Roman Matéjka,
Miroslav Konaiik, Jana Stépanovska, Jan Lipensky, Jaroslav Chlupa¢, Daniel Turek, Simon
Prazak, Antonin BroZ, Zuzana Simtnkova, Iveta Mrazova, Serhiy Forostyak, Peter Kneppo, Jozef


https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/33629665/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/33629665/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/31665713/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/31665713/
https://www.sciencedirect.com/science/journal/09284931/33/1
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/33629665/
https://pubmed-ncbi-nlm-nih-gov.d360prx.biomed.cas.cz/33629665/
https://sciprofiles.com/profile/author/Rm1KeGd6cHduYWk3a2VrNnM3NnhGOFg0RVEvZk5SR1gyZTA5cExydnB0QT0=
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Rosina, Lucie Bacakova, Jan Pirk. Bioreactor Processed Stromal Cell Seeding and Cultivation on
Decellularized Pericardium Patches for Cardiovascular Use. Appl. Sci. 2020, 10(16),
5473. V tomto provedeni decelularizacniho postupu se perikard zamrazi na teplotu v rozmezi -76
az -86 °C v médiu DMEM (Dulbeccova modifikace Eaglova séra) s pfidavkem dimethylsulfoxidu,
fetalntho bovinniho séra, antibiotika a antimykotika, nasledné se perikard decelularizuje
promyvanim v roztoku dodecylsulfatu sodného, a poté se perikard promyje roztokem DNAsy.
Kroky zamraZeni a decelularizace lze opakovat, naptiklad je l1ze opakovat 2x az 4x. Lze ale pouzit
1 jiné v oboru zndmé postupy decelularizace perikardu.

Sterilizace vodnym roztokem etanolu se s vyhodou provadi roztokem o koncentraci alespon 60
obj. %, vyhodné&ji roztokem o koncentraci 70 obj. %.

Nasledny krok ozareni elektrony se provadi ve vodném prostiedi, davkou v rozmezi 20 az 70 kGy,
s vyhodou 25 az 50 kGy. S vyhodou se pouziji elektrony o energii 10 MeV. Ozafeni zpisobuje
zmeény fyzikalné chemickych vlastnosti decelularizovaného perikardu, které zahrnuji naptiklad
snizeni mnozstvi vazané vody, ale zachovani amidovych vazeb typickych pro kolagen
(pozorovatelné napf. infraéervenou spektrometrii), zmény denaturaéni teploty méiené diferencialni
skenovaci kalorimetrii, mirné zvySeni hydrofébnosti pozorovatelné jako snizeni bobtani.
Mechanické vlastnosti v§ak zlstavaji zachovany. Fyzikalni zesitovani pomoci ozatovani elektrony
ptiznivé ovliviiuje stabilitu mezibunécné hmoty, zanétlivou odpoveéd’ a kalcifikaci pii zachovani
biokompatibility tkani.

Takto upraveny perikard pak po osazeni ASC stimuluje adhezi a proliferaci téchto kmenovych
bun¢k a jejich diferenciaci smérem k hladkym svalovym bunkam, kterd se vyznacuje produkci
specifickych markerd, jako jsou alfa-aktin, kalponin a smoothelin, a to i v kultivacnim médiu bez
pouziti ristovych faktord. Kmenové bunky jsou soucasné stimulovany i k produkci mezibunécné
hmoty, napt. kolagenu I a fibronektinu, které mohou nasledné podporovat osidleni matrice
endotelovymi buiikami.

Osazeni kmenovymi buiikami z tukové tkané lze provést napiiklad v médiu DMEM s ptidavkem
fetalniho bovinniho séra (FBS) a rustového faktoru FGF-2, a s vyhodou se dale provadi kultivace
po dobu 8 az 14 dni. Svyhodou je pfi osazeni hustota bun¢k vrozmezi 16700 az
32 000 bunék/cm?.

Po nakultivovani kmenovych bun¢k z tukové tkdné€ lze nasledné osadit perikard endotelovymi
bunikami (napf. HSVEC) v médiu EGM-2 (médium pro rtst endotelovych bunék), a s vyhodou se
dale provadi kultivace po dobu 2 az 5 dni, s vyhodou 3 az 4 dny. S vyhodou je pii osazeni hustota
bunék v rozmezi 28 000 az 56 000 bun&k/cm?.

Recelularizovany perikard podle predkladaného technického fteSeni neobsahuje zbytky
glutaraldehydu, které by zvySovaly riziko kalcifikace a snizovaly stabilitu a funkcénost
kardiovaskuldrni nahrady, protoze je pfi ptipraveé odstranéna potieba sitovani glutaraldehydem.
Dale recelularizovany perikard neobsahuje rtstové faktory, zejména TGF-B1, BMP-4, které
negativné ovliviiuji rist endotelovych bunék. Trojrozmérna perikardialni matrice ozafena
elektrony poskytuje vhodny systém pro ko-kultivaci kmenovych bun€k s endotelovymi bunikami
bez pouziti téchto rdstovych faktord. Zaroven je zajiSténa dostateCna recelularizace
decelularizovaného meziproduktu, protoze takto oSetfeny meziprodukt spontanné stimuluje adhezi,
proliferaci a diferenciaci kmenovych bun¢k smérem k hladkému svalu bez pouziti rlstovych
faktord na diferenciaci kmenovych bun¢k a podporuje tvorbu mezibunééné hmoty nutnou pro
dlouhodobou funkénost kardiovaskularni nahrady. Urychleni recelularizace perikardu kmenovymi
bunkami, jejich diferenciace smérem na hladké svalové buiiky a tvorba mezibuné¢né hmoty
dlouhodobé zlepsuje funkcnost kardiovaskularni ndhrady.


https://sciprofiles.com/profile/author/eEhEWldKQ0ZqTllRZzdvZlZjZ3d6M0ZlMDhsbGpkZmE3dU1NRWpvRnVYST0=
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Objasnéni vykresu

Obr. 1 ukazuje pomér intenzity signald amidu A (3300 cm™) a amidu I (1650 cm™) v FTIR-ATR
vibra¢nim spektru neozatreného (non) a ozareného (25 kGy, 50 kGy) decelularizovaného perikardu.
Hvézdicka popisuje statisticky signifikantni rozdily.

Obr. 2 ukazuje denaturacni teploty nativniho perikardu, decelularizovaného neozareného
a ozéfeného (25 kGy a 50 kGy) perikardu.

Obr. 3 ukazuje procento bobtnani nativniho, decelularizovaného neozareného a ozatreného (25 kGy
a 50 kGy) perikardu.

Obr. 4 ukazuje metabolickou aktivitu ASC bun€k na decelularizovaném neozareném a ozareném
perikardu a na kontrolni polystyrenové misce métenou pomoci MTS eseje 4. a 8. den po nasazeni.

Obr. 5. ukazuje expresi gend pro smoothelin a fibronektin u decelularizovaného ozéatreného
a neozareného perikardu. Statistické hodnoceni: sloupce ozna¢né jinym pismenem se navzajem
signifikantné li$i v rdmci jednoho ¢asového useku.

Obr. 6. ukazuje imunofluorescencni barveni fibronektinu v ASC bunkach ve vzorku

decelularizovaného perikardu (A), v decelularizovaném perikardu ozafeném 25 kGy a 50 kGy
14. den po nasazeni. Konfokalni mikroskop Leica SP8, obj. x 63, zoom x 3.

Priklady uskutecnéni technického feSeni

Priklad 1: Pfiprava ozateného decelularizovaného perikardu

Perikard byl odebran zpiestického prasete a zamrazen v DMEM médiu s 10 obj.%
dimethylsulfoxidu (DMSO) (Sigma), 20 obj.% fetalniho bovinniho séra (FBS) (Gibco)
a 1 hmotn.% antibiotického-antimykotického roztoku (ABAM, Sigma, 1 ml obsahuje
10 000 jednotek penicilinu, 10 mg streptomycinu a 25 pg amphotericinu B). Pro decelularizaci
perikardu byl dale pouzit postup podle publikace: Roman Matéjka, Miroslav Konaiik, Jana
Stépanovska, Jan Lipensky, Jaroslav Chlupaé, Daniel Turek, Simon Prazék, Antonin BroZ, Zuzana
Siminkova, Iveta Mrazova, Serhiy Forostyak, Peter Kneppo, Jozef Rosina, Lucie Bacdkova, Jan
Pirk. Bioreactor Processed Stromal Cell Seeding and Cultivation on Decellularized Pericardium
Patches for Cardiovascular Use. Appl. Sci. 2020, 10(16), 5473. Decelularizovany perikard byl
sterilizovan vodnym roztokem etanolu 2 hod a oplachnut v PBS.

Krok ozatovani byl proveden tak, Ze decelularizovany praseci perikard byl ponofen v PBS, umistén
na rota¢ni podstavec do vzdalenosti 100 cm od okénka vystupu elektronli z mikrotronu a ozafen
elektrony v Microtronu MT25 energii 10 MeV, proudem Ii = 8, davkou 25 kGy a 50 kGy. Doba
ozéfeni byla 20 min pro davku 25 kGy a 40 min pro davku 50 kGy. Béhem ozafovéni vzorky
rotovaly, aby bylo ozafeni rovhomérné ze vSech stran. Absorbovana davka byla méfena pomoci
ioniza¢ni komory TN34045 (PTW Freiburg) a programovatelného elektrometru Keithley 617.
Ozatovani probihalo pii pokojové teploté, ktera se udrzovala stabilni pomoci chlazeni proudem
vzduchu.

Nékteré vzorky decelularizovaného perikardu byly ponechany bez ozareni (srovnavaci vzorky).
Priklad 2: Recelularizace perikardu lidskymi kmenovymi bunikami z tukové tkané

Vzorky ozétené¢ho i neozateného perikardu z Pfikladu 1 byly osazeny lidskymi kmenovymi
butikami z tukové tkané (ASC) v hustoté 16 700 az 32 000 bun&k/cm? v 24-jamkové desticce,


https://sciprofiles.com/profile/author/Rm1KeGd6cHduYWk3a2VrNnM3NnhGOFg0RVEvZk5SR1gyZTA5cExydnB0QT0=
https://sciprofiles.com/profile/author/eEhEWldKQ0ZqTllRZzdvZlZjZ3d6M0ZlMDhsbGpkZmE3dU1NRWpvRnVYST0=
https://sciprofiles.com/profile/author/eEhEWldKQ0ZqTllRZzdvZlZjZ3d6M0ZlMDhsbGpkZmE3dU1NRWpvRnVYST0=
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a byly kultivovany v DMEM médiu s 10 obj.% FBS a s FGF-2 (FGF-basic, human, 154aa,
GenScript, 10 ng/ml) po dobu 8 az 14 dni.

Ptiklad 3: Recelularizace perikardu lidskymi kmenovymi buiikami z tukové tkan¢ a endotelovymi
bunkami

Vzorky ozéatené¢ho i neozateného perikardu z Piikladu 1 byly osazeny lidskymi kmenovymi
burikami z tukové tkané& v hustoté 16 700 az 32 000 bunék/cm? v 24-jamkové destiéee, kultivovany
v DMEM médiu s 10 obj.% FBS a s FGF-2 (FGF-basic, human, 154aa, GenScript, 10 ng/ml) po
dobu 8 az 14 dni.

Na takto pfipraveny perikard byly nasazeny endotelové kmenové bunky (HSVEC)
v hustoté& 28 000 az 56 000 bunék/cm?, v EGM-2 médiu (C-22111, Promocell), a byly kultivovany
v EGM-2 médiu po dobu 2 az 5 dni.

Priklad 4: Charakterizace ozafeného decelularizovaného perikardu pfed osazenim bunkami
a) Charakterizace ozafeného decelularizovaného perikardu na FTIR

Fyzikalné-chemické vlastnosti vysuSenych vzorkd perikardu byly hodnoceny pomoci metody
FTIR-ATR (Attenuated Total Reflection Infrared Spectrometry) piistrojem Protégé 460 E.S.P.
(Thermo Nicolet Instruments Co., Madison, USA) vybavenym ATR nadstavcem (GladiATR,
PIKE Technologies) s diamantovym krystalem. VSechna spektra byla zaznamenana 128 skeny
s rozliSenim 4 cm!. Plochy past (integralnich absorbanci) byly uréeny pomoci software OMNIC 7.
Infracervena spektra byla méfena na 10 riznych mistech a byla statisticky vyhodnocena.

Obréazek 1 ukazuje pomér intenzit pikti amidu A (3300 cm™) a amidu I (1650 cm™). Oba piky jsou
charakteristické pro kolagen. Pik amidu A zahrnuje amidovou vazbu i OH vazby, pik amidu I
zahrnuje vibrace novych kovalentnich vazeb v kolagenu. Snizeni poméru amidu A vii¢i amidu I po
ozateni poukazuje na ztratu O-H vazeb, zejména vazané vody béhem sit'ovani kolagenu.

b) Charakterizace ozatreného decelularizovaného perikardu pomoci diferencialni skenovaci
kalorimetrie (Temperature Modulated Differential Scanning Calorimetry, TMDSC, TA
Instruments)

Praseci perikard byl ponotfen do ultracisté vody na 40 min, skalpelem byl vyfezan kus perikardu
(7 az 10 mg), poloZen na hlinikovou misku a hermeticky uzavien. Béhem méteni byl pouzivan
heat-iso mod. Zahiivani bylo nastaveno na 2 °C/min, méfeni trvalo 100s (odpovida
1 modula¢nimu cyklu), amplituda zahtivani = 0,53 °C. Prazdna hermeticky uzaviena miska byla
pouzita jako kontrola. Kazdy vzorek byl méfen 3x. Denatura¢ni teplota byly méfena pomoci
TRIOS software.

Me¢fteni denaturaéni teploty perikardu metodou TMDSC pfed ozafenim a po ozéfeni ukazalo, ze
denaturacni teplota je snizena pii rozstépeni kolagenovych molekul i elastickych vlaken, a je
ovlivnéna i sitovanim, viz Obr. 2.

c) Charakterizace ozafeného decelularizovaného perikardu méfenim bobtnaciho poméru

Vzorky nativniho perikardu a vzorky decelularizovaného ozafené¢ho a neozéateného perikardu byly
vysuSeny pies noc pii laboratorni teploté, zvazeny a pak ponofeny do ultracisté vody.
V stanovenych ¢asovych intervalech, tj. po 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90 a 120 minutach byly vzorky
vybrany z vody, povrch vzorkd byl zlehka osuSen filtratnim papirem a vzorky byly zvazeny.
Pomér bobtnani byl definovan jako pomér hmotnosti vlhkého vzorku a suchého vzorku.
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Pomér bobtnani perikardu vyjadfuje miru jeho smacivosti, mirné snizeni poméru bobtnani
poukazuje na zvyseni hydrofobnosti ozafenych perikardu (Obr. 3).

Ptiklad 5: Vlastnosti decelularizovaného a ozareného perikardu po osazeni kmenovymi bunikami

a) Podpora adheze a viability/metabolické aktivity/proliferace kmenovych bunék na
ozéafeném perikardu

Vzorky decelularizovaného ozafeného a neozafené¢ho perikardu byly osazené ASC buinikami
v hustoté 30 000 bun¢k na jamku ve 24-jamkové desticce a kultivovany v DMEM s 10 obj.% FBS
a s FGF2. Na hodnoceni proliferace bun¢k/metabolické aktivity 4. a 8. den po nasazeni byla
pouzita esej: CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega). Do 1 ml
média bylo pfidano 200 pl reagentu a inkubovano s buiikami 1 hod. Absorbance byla od¢itana
métenim 150 pl roztoku pii 490 nm. Méfili jsme 4 paralelni vzorky z kazdé vzorky.

Ozateni decelularizovaného praseciho perikardu elektrony davkou 25 kGy a 50 kGy zvysilo
metabo-lickou aktivitu kmenovych bunék izolovanych z tuku (ktera je pfimo timérna poctu bun¢k)
4. den, 8. den po nasazeni v porovnani z neozafenym decelularizovanym perikardem (Obrazek 4).

b) Podpora diferenciace ASC bun¢k smérem k hladkému svalu

Vzorky decelularizovaného ozareného i neozareného perikardu byly osazeny lidskymi kmenovymi
bufikami z tukové tkan€ v hustoté 16900 bunék/cm? v 24-jamkové desti¢ee, kultivovany v DMEM
médiu s 10 obj.% FBS a FGF-2 (FGF-basic, human, 154aa, GenScript, 10 ng/ml) po dobu 24 hod,
48 hod, 3 dny, nebo 8 dni. Mira diferenciace bun€k a produkce proteind extracelularni matrix byla
sledovana metodou RT PCR. Stanovili jsme relativni expresi mRNA gend pro fibronectin (FN/)
a smoothelin (SMTN) vi¢i referenénimu genu P2-mikroglobulinu (B2M). Celkova RNA byla
z bunék izolovana pomoci Total RNA Purification Micro Kit (Norgen Biotek), reverzni transkripce
provedena pomoci Omniscript Reverse Transcription Kitu (205113; Qiagen, Hilden, Germany) se
statistickymi (random) hexamery (New England Biolabs, Inc, Ipswich, MA, USA) podle
standardniho protokolu. Vzorky byly skladovany pii -20°C. Relativni exprese mRNA byla
stanovena pomoci 5XHOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (ROX) (kat. ¢. 08-36-00001; Solis
BioDyne, Tartu, Estonia) a hydrolyzacnich eseji TagMan Gene Expression Assays (kat. €.
4331182; Thermo Fisher Scientific).

Elektrony ozafeny decelularizovany perikard podpofil v ASC buiikach expresi genil pro markery
diferenciace smérem k hladkému svalu: napf. smoothelin (SMTN) a expresi gentl pro tvorbu
mezibunéné hmoty: napt. fibronektin (FN1) (Obrazek 5). Smoothelin se povazuje za specificky
marker hladkého svalu.

¢) Tvorba mezibunééné hmoty ASC bunkami na ozateném perikardu.

Vzorky perikardu osazené¢ ASC buitkami byly 14. den kultivace fixovany 10 min roztokem
4 hmotn. % paraformaldehydu a byly oplachnuté ve fosfatovém pufru (PBS). Nasledné¢ byly
inkubovany 20 min v roztoku 1 hmotn.% albuminu s 0,1 obj. % tritonu X-100 pfi pokojové teploté
a oplachnuté v PBS. Nasledovala 20 min inkubace v roztoku 1 obj.% Tweenu a oplachnuti v PBS.
Vzorky byly dale inkubovany pfes noc v roztoku protilatky proti fibronektinu, fedéné 1:200, pti
4°C (F0791, Sigma). Nasledovaly 2 oplachy v PBS a inkubace v roztoku protilatky Alexa Fluor488
Goat Anti-Mouse IgG (A11017, Thermofisher Scientific) po dobu 1 hodiny a 2 oplachy v PBS.
Pozitivni signal byl sniman konfokalnim mikroskopem Leica SPS.

ASC bunky produkovaly fibronektin ve vétSim mnozstvi na ozafeném perikardu nez na
neozafeném decelularizovaném perikardu (Obr. 6).
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NAROKY NA OCHRANU

1. Perikard pro kardiovaskularni nahrady recelularizovany kmenovymi builkami ziskanymi z
tukové tkang, pripravitelny postupem, pii némz se decelularizovany perikard sterilizuje vodnym
roztokem etanolu, nasledné se perikard ozaii elektrony o energii v rozmezi 8 az 10 MeV v déavce v
rozmezi 20 az 70 kGy, a poté se perikard osadi kmenovymi buitkami ziskanymi z tukové tkané.

2. Perikard podle naroku 1, kde krok ozareni elektrony se provede elektrony o energii 10 MeV.

3. Perikard podle kteréhokoliv z narokt 1 az 2, kde krok ozafeni elektrony se provede davkou v
rozmezi 25 az 50 kGy,

4. Perikard podle kteréhokoliv z narokti 1 az 3, kde osazeni kmenovymi buiikami z tukové tkané
se provede v médiu DMEM, Dulbeccova modifikace Eagleova média, s ptidavkem fetalniho
bovinniho séra a ristového faktoru FGF-2, a dale se provede kultivace po dobu 8 az 14 dni.

5. Perikard podle kteréhokoliv z narokt 1 az 3, kde osazeni kmenovymi buitkami z tukové tkané
se provede na hustotu bunék pii osazeni v rozmezi 16 700 az 32 000 bunék/cm?.

6. Perikard podle kteréhokoliv z narokit 1 az 5, dale recelularizovany endotelovymi
bunkami. pfipravitelny postupem, kde se po osazeni kmenovymi bunikami ziskanymi z tukové tkané

perikard nésledné osadi endotelovymi butikami.

7. Perikard podle naroku 6, kde osazeni endotelovymi bunkami se provede v médiu EGM-2,
Endothelial Cell Growth médium 2, a s vyhodou se dale provede kultivace po dobu 2 az 5 dni.

8. Perikard podle kteréhokoliv z narokd 6 az 7, kde osazeni endotelovymi buitkami se provede na
hustotu bunék pii osazeni v rozmezi 28 000 az 56 000 bunék/cm?.

6 vykresi
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