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VyztuZeny kompozitni hydrogel s butikami

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni se tyka jednoduse nebo dvojité vyztuzenych kompozitnich hydrogeli
s kmenovymi buitkami nebo kmenovymi a endotelovymi bunikami pro cévni zaplaty.

Dosavadni stav techniky

Kolagen je vlaknity protein vyskytujici se ve vysokych koncentracich pfevazné v kazi, §lachach
a kostech. Kolagen je dulezitou soucasti pojivové tkané, ve které zajistuje strukturalni
a mechanickou oporu pro jiné proteiny a buniky. Diky své snadné extrakci, slabé antigenicité,
robustni biokompatibilit¢ a schopnosti byt fyzikalné a chemicky modifikovan je kolagen casto
vybiran jako biomaterial vhodny pro lékaiské aplikace (Chiu LL, Radisic M, Vunjak-Novakovic
G. Bioactive scaffolds for engineering vascularized cardiac tissues. Macromol Biosci. 2010 Nov
10;10(11):1286-301. doi: 10.1002/mabi.201000202. PMID: 20857391; PMCID: PMC3627738.).
Bunkami osazené kolagenové hydrogely byly pfipraveny pro aplikaci pfi rekonstrukci natrzeného
menisku (CN108159499A), 1écbé patologii svali (EP3666298A1) a ischemickych chorob
(CN113262240A). Dalsim zplGsobem vyuziti je podpora chondrogenni diferenciace
(CN108003360A) a podpora angiogeneze (WO9728253A1).

Nevyhodou burikami osazenych kolagenovych hydrogelt je jejich tendence k postupné kontrakci,
tedy smr$t'ovani se v Case a jejich pomérné€ rychla enzymaticka degradace. Tyto zmény rozmeérii
gelu jsou zpusobeny kontraktilni silou bunék (Kim S, Lee H, Kim JA, Park TH. Prevention of
collagen hydrogel contraction using polydopamine-coating and alginate outer shell increases cell
contractile force. Biomater Adv. 2022 May;136:212780. doi: 10.1016/j.bioadv.2022.212780).

Smrs$tovani kolagenového hydrogelu lze predejit upravou jeho vlastnosti, naptiklad zménou
koncentrace kolagenu, sitovanim nebo pfidanim rtznych ptisad. Tyto modifikace ale mohou
stimulovat depozici vapniku a neptiznivé ovliviiovat diferenciaci kmenovych bun¢k (Guo Y, Qiao
Y, Quan S, Yang C, Li J. Relationship of matrix stiffness and cell morphology in regulation of
osteogenesis and adipogenesis of BMSCs. Mol Biol Rep. 2022 Apr;49(4):2677-2685. doi:
10.1007/s11033-021-07075-5. Epub 2022 Jan 13. PMID: 35023006.; Sun Y, Liu J, Xu Z, Lin X,
Zhang X, LiL, Li Y. Matrix stiffness regulates myocardial differentiation of human umbilical cord
mesenchymal stem cells. Aging (Albany NY). 2020 Dec 9;13(2):2231-2250. doi:
10.18632/aging.202244. Epub 2020 Dec 9. PMID: 33318310; PMCID: PMC7880396.). Snizeni
smrstovani u fibrinového gelu bylo dosazeno fixovanim gelu ke stén€ a ke dnu kultivacni jamky
pomoci poly-L-lysinu. Fixace pravdépodobné vytvaiela pozitivni mechanicky stres v hydrogelu
a podporovala depozici kolagenu v téchto gelech (Stefan Jockenhoevel, Gregor Zund, Simon P.
Hoerstrup, Khaled Chalabi, Jorg S. Sachweh, Liitfii Demircan, Bruno J. Messmer, Marko Turina.
Fibrin gel — advantages of a new scaffold in cardiovascular tissue engineering. European Journal
of Cardio-Thoracic Surgery, Volume 19, Issue 4, April 2001, 424-430). Podobny efekt lze
ocekavat i u kolagenovych gelti.

Samotny kolagenovy hydrogel umozinuje bunéfnou adhezi, ale nestimuluje diferenciaci
kmenovych bunék in vitro. Diferenciaci bunék 1ze podpotit vhodnym slozenim kultivaéniho média
a pridanim bioaktivnich slozek do hydrogelu. Volba bioaktivni ptisady do kolagenového hydrogelu
je ovlivnéna zvolenym typem cilové tkané a interakci s kolagenem. Pro fizenou diferenciaci do
bune¢k hladké svaloviny se pouziva transformujici rustovy faktor Bl (TGF-B1) a kostni
morfogeneticky protein 4 (BMP-4) (El¢in AE, Parmaksiz M, Dogan A, Seker S, Durkut S, Dalva
K, El¢in YM. Differential gene expression profiling of human adipose stem cells differentiating
into smooth muscle-like cells by TGF1/BMP4. Exp Cell Res. 2017 Mar 15;352(2):207-217. doi:
10.1016/j.yexcr.2017.02.006. Epub 2017 Feb 7. PMID: 28185836.; Walters B, Turner PA,
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Rolauffs B, Hart ML, Stegemann JP. Controlled Growth Factor Delivery and Cyclic Stretch
Induces a Smooth Muscle Cell-like Phenotype in Adipose-Derived Stem Cells. Cells. 2021
Nov 11;10(11):3123. doi: 10.3390/cells10113123. PMID: 34831345; PMCID: PMC8624888.).
TGF-B1 a dalsi bioaktivni latky se nachazeji i v krevni plazmé a destickovém lyzatu (Astori G,
Amati E, Bambi F, Bernardi M, Chieregato K, Schifer R, Sella S, Rodeghiero F. Platelet lysate as
a substitute for animal serum for the ex-vivo expansion of mesenchymal stem/stromal cells: present
and future. Stem Cell Res Ther. 2016 Jul 13;7(1):93. doi: 10.1186/s13287-016-0352-x. PMID:
27411942; PMCID: PMC4944312.). Proto ptfidani krevni plazmy nebo destickového lyzatu (DL)
do hydrogelu mutze mit pozitivni vliv na adhezi, proliferaci a diferenciaci bunék
nasazenych v hydrogelu. Adhezi kmenovych bunék, zlepSeni jejich diferenciace a ulehceni
manipulace / implantace vysledného konstruktu do cévy dokaze podpofit i vyztuzeni hydrogelu,
které navic zabranuje smr$tovani hydrogelu v ¢ase. Pro kardiovaskularni aplikace je dulezita
pritomnost endotelovych bunék, které slouzi jako antitrombogenni vrstva cévni protézy /cévni
zaplaty ajsou potifebné zejména u cév malého priméru. Vysledny material by proto mél
podporovat adhezi a rist endotelovych bun€k na povrchu hydrogelu / kompozitu. Dosavadni
pokusy o feSeni téchto problémti se soustfedily jenom na nektery z téchto problémt, napf.
smr§t'ovani, rychla degradace, nizka bioaktivita, nepfitomnost endotelové vrstvy, ale nezabyvaly
se jejich komplexnim feSenim.

Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky odstrafiuje kompozitni hydrogel, vhodny pro pouziti jako celularizovana
cévni zaplata, ktery obsahuje hydrogel jednoduse nebo dvojit¢ vyztuzeny a osazeny butikami.
Hydrogel je vytvoren gelaci roztoku kolagenu a/nebo krevni plazmy, poptipad¢ s pridavkem
destickového lyzatu. Kompozitni hydrogel je vyztuzen sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny,
popiipadé i polymerni sitkou. Kompozitni hydrogel dale obsahuje kmenové buriky, a mize byt
navic osazen endotelovymi bunikami.

Kompozitni hydrogel podle technického feSeni lze vyuzit jako cévni zaplatu, ktera, v pfipadé, ze
obsahuje endotelové buiiky, bude mit antitrombogenni vlastnosti. Diferencované kmenové bunky
smérem k hladkému svalu simuluji tunica media, vrstva bun¢k endotelu predstavuje tunica intima.
Sitovana kolagenova mikrovlakna a polymerni sitka zabranuji kontrakci, kterd zpusobuje
deformaci gelu. Zaroven stimuluji adhezi a diferenciaci kmenovych bunék a zlepSuji manipulaci
s kompozitnim hydrogelem.

Ve vyhodnych provedenich kompozitni hydrogel obsahuje hydrogel z kolagenu, nebo krevni
plazmy, nebo smési kolagenu a krevni plazmy v mnozstvich odpovidajicich 30 az 95 obj. % 0,6%
(hmotn./hmotn.) roztoku kolagenu a 5 az 70 obj. % krevni plazmy, nebo smési kolagenu
a desti¢kového lyzatu v mnozstvich odpovidajicich 30 az 95 obj. % 0,6% (hmotn./hmotn.) roztoku
kolagenu a 5 az 70 obj. % destickového lyzatu. Pokud je pfitomen destiCkovy lyzat, je prosty
heparinu.

Mikrovlakna jsou obvykle vlakna o primeéru v rozmezi 1 az 300 mikront.

Kolagenem mutze byt kolagen z jakéhokoliv zdroje, zejména vyhodny z hlediska dostupnosti, ceny
a snizeného rizika pfenosu nemoci je praseci kolagen.

Néhodné orientovana sitovand kolagenova mikrovlakna jsou degradovatelna, proto umoziuji
postupnou remodelaci kompozitniho hydrogelu a jeho nahradu novotvotfenou tkani; umoznuji
rovnéz adhezi bungk a jejich diferenciaci.

Polymerni sitka je vyrobena z biodegradabilnich a/nebo nebiodegradabilnich biokompatibilnich
vlakennych materiald. Mize se skladat z mikrovlakennych niti riznych druhti (monofild, multifila,
pfizi atd.) nebo mize byt tvofena z kompozitnich niti kombinujicich mikro a nanovldkna nebo
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muze obsahovat uvnitf nebo mezi nanovlakny praskova aditiva. Sitka musi byt pruzna a porézni,
s vyhodou vytvofena osnovnim ¢i zataznym pletenim ¢i palickovanim (jednolicni, oboulicni ¢i
obourubni pletenina) z niti o jemnostech 10 az 50 tex s hustotou sloupki a fadkl v rozmezi 2 az
10 cm™ a plosnou hmotnosti 30 az 100 g/m?. S vyhodou je polymerni sitka z polyamidu 6 a/nebo
polykaprolaktonu. Polymerni sitka podporuje adhezi hydrogelu i bunék.

Takto vyztuzeny kompozitni hydrogel si zachovava svij tvar a mize byt s vyhodou nasledn¢
osazen endotelovymi buiikami, které tvofi novou tunica intima cévni zéaplaty.

Vyztuz hydrogelu i ptfitomnost krevni plazmy a/nebo destickového lyzatu zlepSuje diferenciaci
bunek. Krevni plazma i destickovy lyzat obsahuji vhodné ristové faktory podporujici diferenciaci
bunék.

Kmenovymi buiikami jsou kmenové buiiky z Whartonova rosolu pupecni situry (WIJC).
Zabudované WJC diferencuji do hladkého svalu a simuluji cévni vrstvu tunica media.

S vyhodou obsahuje kompozitni hydrogel alespori 700 x 10° WJC bunék na 1 ml kompozitniho
hydrogelu a poptipadé alespont 30 x 10° endotelovych bun&k na 1 ml kompozitniho hydrogelu.
Vyhodné&ji obsahuje kompozitni hydrogel 700 x 10° az 2000 x 10° WJC bunék na 1 ml
kompozitniho hydrogelu a poptipadé i 30 x 10° az 100 x 10° endotelovych bun&k na 1 ml
kompozitniho hydrogelu.

Je zvlasteé vyhodné, kdyz kompozitni hydrogel podle technického feseni obsahuje polymerni sitku
a je oset endotelovymi bunkami.

Kompozitni hydrogel se pfipravi smichanim suspenze kmenovych bun¢k, NaHCO; a popftipadé
krevni plazmy nebo destickového lyzatu, pfidanim roztoku CaCl,, nasledné nalitim smési na
kolagenovéa mikrovlakna, ptipadné€ i na polymerni sitku, pfipadnym ptidanim roztoku kolagenu
(ma-li kolagen byt pfitomen), a naslednou gelaci smési. Takto ptipraveny hydrogel 1ze dale drzet
v médiu pro kultivaci a diferenciaci kmenovych bungk, a nasledné, napiiklad po nékolika dnech,
osadit endotelovymi buitkami. Pouzité roztoky jsou roztoky ve vod¢, pufru ¢i kultiva¢nim médiu.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 ukazuje morfologii nesitovanych kolagenovych mikrovlaken z rastrovaciho elektronového
mikroskopu.

Obr. 2 ukazuje kompozitni nit tvofenou jadrem z polyamidu 6 a nanovladkennym obalem
z polykaprolaktonu vytvorenym stfidavym elektrickym zvlakiovanim. Zleva: pfi¢ny fez (méfitko
20 um), podélny pohled (méfitko 50 um) na kompozitni nit a fotografie detailu polymerni sit’ky
z kompozitni nité (mefitko 1 mm).

Obr. 3 ukazuje pocty WIC bunék na ml v jednotlivych kompozitnich hydrogelech 1 az 6
vyztuzenych kolagenovymi mikrovlakny: Kompozit 1 — roztok kolagenu 50 obj. % + DL
(destickovy lyzat) 50 obj. %, kompozit 2 - roztok kolagenu 50 obj. % + krevni plazma 50 obj. %,
kompozit 3 — roztok kolagenu 90 obj. % + DL 10 obj. %, kompozit 4 — roztok kolagenu
90 obj. % + krevni plazma 10 obj. %, kompozit 5 — roztok kolagenu 100%, kompozit 6 — krevni
plazma 100%. Statistickd vyznamnost byla hodnocena jednocestnym testem ANOVA, grafy byly
vytvofeny pomoci GraphPad PRISM software. Hvézdic¢ky se spojnici oznacuji vyznamné rozdily
mezi stejnym typem kompozitu v riznych casovych intervalech. Horni index nad sloupci
oznacuje vyznamné rozdily mezi rozdilnym typem kompozitu ve stejnych asovych intervalech.
Ns: p > 0,05, *: <0,05, **: <0,01, ***: <0,001. Data jsou uvedena jako median = SEM.
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Obr. 4 ukazuje vizualizaci bunék WJC ve vyztuzenych kompozitnich hydrogelech 7. den kultivace
po barveni alfa-aktinu a kalponinu. Dragonfly 503 - konfokalni mikroskop s rotujicim diskem,
obj. x10. Kompozit 1 — roztok kolagenu 50 obj. % + DL (destickovy lyzat) 50 obj. %, kompozit
2 -roztok kolagenu 50 obj. % + krevni plazma 50 obj. %, kompozit 3 — roztok kolagenu
90 obj. % + DL 10 obj. %, kompozit 4 — roztok kolagenu 90 obj. % + krevni plazma 10 obj. %,
kompozit 5 — roztok kolagenu 100%, kompozit 6 — krevni plazma 100%. Kompozitni hydrogely
byly ptipraveny s WJC a kultivovany 14 dni s diferenciaci WJC smérem do hladkého svalu.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Ptiklad 1: Izolace kolagenu, pfiprava nesitovanych a sitovanych kolagenovych ikrovlaken

Kolagen typu I (COL), pouzity pro ptipravu kompozitnich hydrogeltl, byl izolovan z praseci kiize
ziskané z jatek (prase plemene Ceské bilé uslechtilé, stafi 6 mésicli). Kize byla zbavena tuku
roztokem 70% (obj./obj.) etanolu; vlastni izolace byla provedena pomoci roztoku 0,1% (obj./obj.)
kyseliny octové po dobu 48 hodin. COL byl vysrazen ze supernatantu 0,1 M roztokem hydroxidu
sodného. Ziskany precipitat byl poté znovu rozpustén v roztoku 0,1% (obj./obj.) kyseliny
octové, zamraZen na -30 °C a lyofilizovan na pfistroji BenchTop Pro pfi 5 Pa s teplotou kondenzoru
-96 °C (Stepanovska J, Otahal M, Hanzalek K, Supova M, Matejka R. pH Modification of High-
Concentrated Collagen Bioinks as a Factor Affecting Cell Viability, Mechanical Properties, and
Printability. Gels. 2021 Dec 7;7(4):252. doi: 10.3390/gels7040252. PMID: 34940312; PMCID:
PMC8700843.). Lyofilizovany COL se sklada znesitovanych kolagenovych mikrovlaken
(Obr. 1), ktera byla bud’ pouzita na ptipravu roztoku kolagenu nebo byla sitovana a pouzita jako
vyztuz kompozitniho hydrogelu. Nesitovana kolagenovd mikrovlakna ziskana vyse uvedenym
postupem byla zesitovana roztokem 95% (obj./obj.) etanolu obsahujicim
N-ethyl-N'-(3-(dimethylaminopropyl)karbodiimid a N-hydroxysukcinimid v hmotnostnim poméru
4 : 1 podobu 24 h pti 37 °C. Néasledovalo promyti 0,1 M roztokem hydrogenfosforecnanu sodného
(Na;HPOs), zamrazeni na -30 °C a lyofilizace. Nesitovana kolagenova mikrovldkna obsahovala
25 — 28 % (hmotn./hmotn.) dalSich pfimési (tuky, glykosaminoglykany, voda), byla ozatena UV
po dobu 20 min a skladovana pfti -80 °C.

Priklad 2: Ptiprava roztoku kolagenu a kolagenového hydrogelu pro ptipravu hydrogelovych
kompoziti

Roztok kolagenu pro pfipravu hydrogelovych kompozitl byl pripraven rozpusténim nesitovanych
kolagenovych mikrovlaken v 0,1% (obj./obj.) kyseliné¢ octové po dobu 5 dni. Vysledna
koncentrace kolagenu v roztoku kolagenu byla 6 mg/ml. Sitovana kolagenova mikrovlakna byla
2 dny pted ptipravou hydrogelovych kompoziti promyvana ve fyziologickém roztoku pufrovaném
fostaty (PBS) a nasledn€ polozena na dno 24 jamkové desticky se sklenénym dnem. Pro piipravu
kolagenového hydrogelu je nutné neutralizovat kysely roztok kolagenu 0,6% (hmotn./hmotn.)
roztokem NaHCO; v poméru 1 : 0,0166 (COL : NaHCOs3). Béhem piipravy kompozitniho
hydrogelu bylo nutné uchovavat kysely roztok kolagenu na ledu, aby se piedeslo predcasné gelaci.

Ptiklad 3: Pfiprava bun¢k

WIJC ve 4. pasazi byly kultivovany v médiu alfa MEM s piidavkem 5 % DL a 10 ug/ml
gentamicinu. Po dosazeni cca 90% konfluence byly bunky sklizeny pomoci TrypsinW/ EDTA
a spocitany. Byly pfipraveny alikvoty s 500 tis. bun¢k na zkumavku. Charakterizace WJC je
uvedena v publikaci (Petrenko Y, Vackova I, Kekulova K, Chudickova M, Koci Z, Turnovcova K,
Kupcova Skalnikova H, Vodicka P, Kubinova S. A Comparative Analysis of Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells derived from Different Sources, with a Focus on Neuroregenerative
Potential. Sci Rep. 2020 Mar 9;10(1):4290. doi: 10.1038/s41598-020-61167-z. PMID: 32152403;
PMCID: PMC7062771.).
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Ptiklad 4: Priprava destickového lyzatu a krevni plazmy

Lidsky destickovy lyzat (DL) byl pfipraven v Krajské nemocnici Liberec z pIné krve 4 darcd,
postup byl popsan v publikaci Filova E, Supova M, Eckhardt A, Vrbacky M, Blanquer A,
Travnickova M, Knitlova J, Suchy T, Ryglova S, Braun M, Burdikova Z, Schétz M, Jencova V,
Lisnenko M, Behalek L, Prochazkova R, Sedlacek R, Kubasova K, Bacakova L. Adipose-Derived
Stem Cells in Reinforced Collagen Gel: A Comparison between Two Approaches to
Differentiation towards Smooth Muscle Cells. Int J Mol Sci. 2023 Mar 16;24(6):5692. doi:
10.3390/ijms24065692. PMID: 36982766; PMCID: PMC10058441. Strucny postup piipravy:
Lidsky DL byl pfipraven z destickového koncentratu (843 x 10° desti¢ek/1 ml) zamraZzenim pfi
-80 °C nejméné po dobu 24 hod a néslednym rozmrazenim pies noc pii 4 °C, coz zpiisobilo 1yzu
bunék. Nasledné¢ byl bunécny lyzat centrifugovan (1000 x g, 30 min) a supernatant byl po
centrifugaci skladovan piti -80 °C az do pouziti (Koprivova, B.; Lisnenko, M.; Solarska-Sciuk, K.;
Prochazkova, R.; Novotny, V.; Mullerova, J.; Mikes, P.; Jencova, V.: Large-scale electrospinning
of poly (vinylalcohol) nanofibers incorporated with platelet-derived growth factors. Express
Polymer Letters, 14, 987—-1000 (2020). http://doi:10.3144/expresspolymlett.2020.80.

Lidskéa krevni plazma byla ziskana z Transfuzniho oddéleni Thomayerovy nemocnice v Praze
odbérem plné krve od jednoho darce do antikoagula¢niho roztoku CPD (roztok citrat fosfat
dextrosy). Kontaminace trombocyty byla niz$i nez 50 x 10°TU (TU = transfuzni jednotka),
leukocyty niz$i nez 0,1 x 10°/TU a erytrocyty nizsi nez 6 x 10°/TU. Labilni koagula¢ni faktory byly
zachovany v hodnot¢ alespont 70 % vychozi hladiny.

Priklad 5: Priprava kompozitniho hydrogelu 1 (Kompozit 1) s obsahem 50 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 50 % (obj./obj.) desti¢kového lyzatu se sitovanymi kolagenovymi mikrovldkny

K alikvotu WJC bylo pifidano 250 ul DL a 4,17 ul NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo pridano
6,3 ul CaCl,, kratce promichano a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenymi
sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové desticce. Okamzité po naneseni bunck
s dosud neztuhlym hydrogelem bylo pridano 250 ul roztoku kolagenu a ihned pipetou krouzivym
pohybem promichano. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C).
Po ztuhnuti kompozitniho hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky ptidano 1,5 ml riistového
kultivacniho média (alfa MEM s pridavkem 2 % (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) roztoku antibiotik
a antimykotik (ABAM)) a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Ptiklad 6: Pfiprava kompozitniho hydrogelu 2 (Kompozit 2) s obsahem 50 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 50 % (obj./obj.) krevni plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny

K alikvotu WJC bylo ptidano 250 pl krevni plazmy, 4,17 pl NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo
pfidano 6,3 pul CaCl,, kratce promichano a pifeneseno pipetou do jedné jamky s predem
ptripravenymi sitovanymi kolagenovymi mikrovldkny v 24 jamkové desticce. Okamzité po
naneseni bun¢k s dosud neztuhlym hydrogelem bylo pfidano 250 pl roztoku kolagenu a ihned
pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou
atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti kompozitniho hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé
jamky pfidano 1,5 ml ristového kultivacniho média (alfa MEM s pfidavkem 2 % (obj./obj.)
DL + 1 % (obj./obj.) ABAM) a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Ptiklad 7: Ptiprava kompozitniho hydrogelu 3 (Kompozit 3) s obsahem 90 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 10 % (obj./obj.) destic¢kového lyzatu se sitovanymi kolagenovymi mikrovldkny

K alikvotu WJC bylo ptidano 50 pl DL a 7,5 pl NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo piidano 1,3 pl
CaCl,, kratce promichano a pteneseno pipetou do jedné jamky s piedem pfipravenymi sitovanymi
kolagenovymi mikrovldkny v 24 jamkové destiCce. Okamzit¢ po naneseni bunck s dosud
neztuhlym hydrogelem bylo pridano 450 pl roztoku kolagenu a ihned pipetou krouzivym pohybem
promichéno. Deska byla pfenesena do termostatu s fizenou atmosférou (5 % CO., 37 °C). Po
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ztuhnuti kompozitniho hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky ptidano 1,5 ml rastového
kultivaéniho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) ABAM)
a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Ptiklad 8: Ptiprava kompozitniho hydrogelu 4 (Kompozit 4) s obsahem 90 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 10 % (obj./obj.) krevni plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny

K alikvotu WJC bylo ptidano 50 pl krevni plazmy a 7,5 ul NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo
pfiddno 1,3 pl CaCl,, kratce promichdno a pifeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem
pfipravenymi sitovanymi kolagenovymi mikrovldkny v 24 jamkové desticce. Okamzit€¢ po
naneseni bun¢k s dosud neztuhlym hydrogelem bylo ptidano 450 pl roztoku kolagenu a ihned
pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou
atmosférou (5 % CO», 37 °C). Po ztuhnuti kompozitniho hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé
jamky pfidano 1,5 ml rdstového kultivacniho média (alfa MEM s piidavkem 2 % (obj./obj.)
DL + 1 % (obj./obj.) ABAM) a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Priklad 9: Ptiprava kompozitniho hydrogelu 5 (Kompozit 5) s obsahem 100 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny

K alikvotu WIC bylo pifidano 50 ul ristového kultivacniho média (alfa MEM s piidavkem 2%
(obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) ABAM). Ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 8,34 ul NaHCOs, kratce
promichano a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenymi sitovanymi kolagenovymi
mikrovlakny ve 24 jamkové desti¢ce. Okamzité po naneseni WJC bun¢k s hydrogelem bylo
pridano 450 pl kolagenu a ihned pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pfenesena
do termostatu s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do
kazdé jamky ptfidano 1,5 ml rastového kultiva¢niho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.)
DL + 1 % (obj./obj.) ABAM) a kultiva¢ni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Ptiklad 10: Pfiprava kompozitniho hydrogelu 6 (Kompozit 6) s obsahem 100 % (obj./obj.) krevni
plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny

K alikvotu WIC bylo ptfidano 500 pl krevni plazmy. Ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 12,6 pl
CaCl,, kratce promichano a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenymi sitovanymi
kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové desticce. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou
atmosférou (5 % COa, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky ptidano
1,5 ml rtstového kultivacniho média (alfa MEM s pfidavkem 2 % (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.)
ABAM) a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou.

Priklad 11: Vlastnosti kompozitnich hydrogeli osazenych WJC builkkami a vyztuzenych
sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny

a) Podpora proliferace a diferenciace WJC bunck do hladké svaloviny v kompozitnich
hydrogelech 1 az 6

Po 48 hodinach kultivace v ristovém médiu bylo ristové kultivatni médium nahrazeno
diferenciatnim médiem (DMEM low glucose, 2 % (obj./obj.) fetdlniho hoveziho séra (FBS),
2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml TGFB1, 50 pg/ml kyselina askorbova a 40 pg/ml gentamicin) pro
podporu diferenciace bun¢k do hladké svaloviny. Médium bylo ménéno kazdy druhy den.
Kompozitni hydrogely byly fixovany ve 4% (hmotn./hmotn.) paraformaldehydu po 7 a 14 dnech
kultivace a na téchto vzorcich byly imunofluorescenc¢né obarveny markery bunék hladké svaloviny
(alfa-aktin a kalponin) (Obr. 3). Po 14 dnech kultivace byly zméfeny rozméry vzorka (Tab. 1).
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Tabulka 1: Rozméry kompozitnich hydrogelti 1 az 6 vyztuzenych sitovanymi kolagenovymi
mikrovlakny po 14 dnech kultivace.

Vyska Sitka

(mm) | (mm)
Kompozit 1 5 10
Kompozit 2 6 6
Kompozit 3 4 5
Kompozit 4 5 5
Kompozit 5 6 12
Kompozit 6 5 10

b) Imunofluorescencni barveni kompozitnich hydrogeld 1 az 6 vyztuzenych sitovanymi
kolagenovymi mikrovlakny, hodnoceni hustoty bunék v kompozitnich hydrogelech a
hodnoceni diferenciace pomoci poméru pozitivnich fluorescen¢nich signalti alfa-aktinu a
kalponinu.

Vzorky byly pied barvenim promyty PBS a fixovany ve 4% (hmotn./hmotn.) paraformaldehydu
po dobu 20 minut pfi pokojové teploté. Nespecifickd vazba protilatek byla blokovana inkubaci
vzorkd v PBS s 1 % (hmotn./hmotn.) bovinniho sérového albuminu (BSA) a 1 % (obj./obj.) Tween
20 po dobu 60 minut. Vzorky byly nasledné promyty ¢istym PBS a byly inkubovany pies noc pii
4 °C v primarnich protilatkach fedénych v PBS obsahujicich 1 % (hmotn./hmotn.) BSA a 0,1 %
(obj./obj.) Tween 20. Byly pouzity nésledujici primarni protilatky: anti- alfa-aktinova protilatka
(mys, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab5694, pfes noc), fedéna 1 : 200,

a protilatka anti-h1-kalponin (kralik, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab46794) fedéna 1 : 200.
Proti mys$i primarni protilatce byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor 546
(Cervena fluorescence, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab150116) fedéna 1 : 500, proti krali¢i
primarni protilatce byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor 488 (zelena
fluorescence, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab199091), fedéna 1 : 400. Jadra bunék byla barvena
barvivem Hoechst 34580 (modra fluorescence, Life Technologies, USA, kat. ¢. H21486) fedénym
v PBS v poméru 1 : 100. Snimky z kazdé sady byly fotografovany se stejnym nastavenim expozice.
Pro upravu fotografii a analyzu po¢tu jader byl pouzit Imaris Microscopy Image Analysis Software.

Pocet bunek byl stanoven podle poctu pozitivné barvenych jader v kompozitnich hydrogelech.
Vypocitané hodnoty hustoty bun¢k na mililitr kompozitniho hydrogelu pro oba ¢asové intervaly
jsou uvedeny na obrazku 3. Imunofluorescencni barveni prokazalo pfitomnost alfa-aktin (Casny
marker hladkych svalovych buné€k) i kalponin (stfednédoby marker hladkych svalovych bungk)
pozitivnich bunék (Obr. 4). Diferenciace bunék smérem k hladkému svalu byla hodnocena pomoci
poméru objemu pozitivnich fluorescen¢nich signald kalponinu a alfa-aktinu (Tabulka 2).
Jednotlivé kompozitni hydrogely se mezi sebou statisticky neliSily.

Tabulka 2. Hodnoceni diferenciace pomoci poméru pozitivnich fluorescencnich signald kalponinu
a alfa-aktinu v kompozitnich hydrogelech 1 az 6.

kalponin / alfa-aktin
pramer SD
Kompozit 1 143,93 53,73
Kompozit 2 509,43 388,39
Kompozit 3 359,65 355,72
Kompozit 4 821,27 1095,00
Kompozit 5 160,52 109,36
Kompozit 6 524,56 573,63
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Ptiklad 12: Pfiprava polymerni sitky z kompozitni nité

Polymerni sitka byla vyrobena z kompozitnich niti tvofenych mikrovlakennym multifilem
z polyamidu 6 (12 trilobalnich vldken, jemnost multifilu 4,4 tex) a nanovldkennym obalem
z polykaprolaktonu (Obr. 2). Kompozitni nit¢ byly vyrobeny principem uvedenym
v WO 2016192697 A2 s odtahovou rychlosti 15 nebo 20 m/min. Rozpoustédlovy systém pro
sttidavé elektrické zvlakiovani polykaprolaktonovych nanovlaken byl kyselina octové/kyselina
mravenci/aceton v hmotnostnim pomeéru 1 : 1 : 1. Koncentrace roztoku byla 10 % (hmotn./hmotn.).
Vzdalenost zvlaknovaci elektrody od mikrovlakenné nité byla 355 mm, napéti jadra 30 cN, teplota
v susici zoné 35 °C, zvlaknovaci elektrické napéti 40 kVef, sinusovy signal. Kompozitni nit
o celkové jemnosti 20 tex (pro odtah 15 m/min) a 16 tex (pro odtah 20 m/min) byla ru¢né pomoci
osnovniho pleteni pfetvoiena do formy oboulicni sitky s hustotou 3,3 sloupku/cm a 3 fadky/cm
s plosnou hmotnosti 50 g/m? (nit 20tex) a 40 g/m? (nit 16tex) (Obr. 2).

Ptiklad 13: Pfiprava kompozitniho hydrogelu 7 (Kompozit 7) s obsahem 50 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 50 % (obj./obj.) destickového lyzatu se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny
a polymerni sitkou z kompozitni nité a jeho nasledna endotelizace

Na dno jamky byla pfidana polymerni sitka z kompozitni nité a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WJC bylo ptfidano 250 ul DL a 4,17 ul NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo piidano
6,3 ul CaCl,, kratce promichdno a preneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenou
polymerni sitkou z kompozitni nit¢ a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové
desti¢ce. Okamziteé po naneseni bun€k s dosud neztuhlym hydrogelem bylo ptidano 250 pl roztoku
kolagenu a ihned pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pfenesena do termostatu
s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky
pfidano 1,5 ml ristového kultiva¢niho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.) DL +1 %
(obj./obj.) ABAM) a kultiva¢ni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou. Po
48 hodindch kultivace v ristovém médiu bylo rastové kultivani médium nahrazeno za
diferencia¢ni médium (DMEM low glucose, 2 % (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml
TGFB1 a 50 pg/ml kyselina askorbova) pro podporu diferenciace bunék do hladké svaloviny.
Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala kultivace do
14. dne.

Pro endotelizaci kompozitniho hydrogelu 7 byly 10. den na kompozitni hydrogel nasazeny
endotelové butiky lidské pupeénikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku) a kultivovany
v kompletnim endotelialnim ridstovém médiu 2 (EGM-2) po dobu dalsich 4 dni.

Ptiklad 14: Piiprava kompozitniho hydrogelu 8 (Kompozit 8) s obsahem 50 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 50 % (obj./obj.) lidské plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni
sitkou z kompozitni nité a jeho nasledna endotelizace

Na dno jamky byla ptidana polymerni sitka z kompozitni nité€ a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WIC bylo ptfidano 250 pl krevni plazmy a 4,17 ul NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo
pfidano 6,3 pl CaCly, kratce promichdno a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenou
polymerni sitkou z kompozitni nit€¢ a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové
desti¢ce. Okamzite po naneseni bun€k s dosud neztuhlym hydrogelem bylo pfidano 250 pl roztoku
kolagenu a ihned pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pfenesena do termostatu
s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky
pfidano 1,5 ml ristového kultiva¢niho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.) DL +1 %
(obj./obj.) ABAM) a kultiva¢ni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou. Po
48 hodinach kultivace v ristovém médiu bylo rastové kultivaéni médium nahrazeno za
diferencia¢ni médium (DMEM low glucose, 2 % (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml
TGFB1 a 50 pg/ml kyselina askorbova) pro podporu diferenciace bunék do hladké svaloviny.
Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala kultivace do
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14. dne. Pro endotelizaci kompozitniho hydrogelu 8 byly 10. den na kompozitni hydrogel nasazeny
endotelové buniky lidské pupecnikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku) a kultivovany
v kompletnim EGM-2 po dobu dalsich 4 dni.

Ptiklad 15: Pfiprava kompozitniho hydrogelu 9 (Kompozit 9) s obsahem 90 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 10 % (obj./obj.) destickového lyzatu se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny
a polymerni sitkou z kompozitni nité a jeho nasledna endotelizace

Na dno jamky byla ptidana polymerni sitka z kompozitni nité€ a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WJC bylo ptidano 50 pl DL a 7,5 pl NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo piidano 1,3 pl
CaCl,, kratce promichano a pieneseno pipetou do jedné jamky s pfedem pfipravenou polymerni
sitkou z kompozitni nit¢ a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové desticce.
Okamzité po naneseni bunék s dosud neztuhlym hydrogelem bylo pfidano 450 pl roztoku kolagenu
a ithned pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou
atmosférou (5 % COa, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky ptidano
1,5 ml rstového kultivacniho média (alfa MEM s piidavkem 2 % (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.)
ABAM) a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou. Po 48 hodinach
kultivace v ristovém médiu bylo ristové kultivaéni médium nahrazeno za diferenciacni médium
(DMEM low glucose, 2% (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml TGFf1 a 50 pg/ml kyselina
askorbova) pro podporu diferenciace bun¢k do hladké svaloviny. Médium bylo ménéno kazdé
3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala kultivace do 14. dne. Pro endotelizaci
kompozitniho hydrogelu 9 byly 10. den na kompozitni hydrogel nasazeny endotelové buiky
lidské pupeénikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku) a kultivovany v kompletnim EGM-2 po
dobu dalsich 4 dni.

Ptiklad 16. Ptiprava kompozitniho hydrogelu 10 (Kompozit 10) s obsahem 90 % (obj./obj.) roztoku
kolagenu a 10 % (obj./obj.) krevni plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni
sitkou z kompozitni nité a jeho nasledna endotelizace

Na dno jamky byla pfidana polymerni sitka z kompozitni nité a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WJC bylo pridano 50 pl krevni plazmy a 7,5 pl NaHCOs. Ke vzniklé suspenzi bylo
pfidano 1,3 pl CaCly, kratce promichdno a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenou
polymerni sitkou z kompozitni nit¢ a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny v 24 jamkové
desti¢ce. Okamzite po naneseni bun€k s dosud neztuhlym hydrogelem bylo ptidano 450 pl roztoku
kolagenu a ihned pipetou krouzivym pohybem promichano. Deska byla pfenesena do termostatu
s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky
pfidano 1,5 ml ristového kultivaéniho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.) DL +1 %
(obj./obj.) ABAM) a kultivaéni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou. Po
48 hodindch kultivace v ristovém médiu bylo rustové kultivaéni médium nahrazeno za
diferencia¢ni médium (DMEM low glucose, 2 % (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml
TGFB1 a 50 pg/ml kyselina askorbova) pro podporu diferenciace bunék do hladké svaloviny.
Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala kultivace do
14. dne. Pro endotelizaci kompozitniho hydrogelu 10 byly 10. den na kompozitni hydrogel
nasazeny endotelové butiky lidské pupeénikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku) a kultivovany
v kompletnim EGM-2 po dobu dalSich 4 dni.

Priklad 17: Ptiprava kompozitniho hydrogelu 11 (Kompozit 11) s obsahem 100 % (obj./obj.)
roztoku kolagenu se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni sitkou z kompozitni nité
a jeho nasledna endotelizace

Na dno jamky byla ptidana polymerni sitka z kompozitni nité a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WJC bylo ptfidano 50 pl rastového kultivaéniho média (alfa MEM s piidavkem 2 %
(obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) ABAM). Ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 8,34 ul NaHCOs, kratce
promichano a preneseno pipetou do jedné jamky s pfedem piipravenou polymerni sitkou
z kompozitni nité a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny ve 24 jamkové desti¢ce. Okamzité po
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naneseni WJC bun¢k s hydrogelem bylo piidano 450 ul roztoku kolagenu a ihned pipetou
krouzivym pohybem promichano. Deska byla pienesena do termostatu s fizenou atmosférou (5 %
COy, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca 15 min) bylo do kazdé jamky ptidano 1,5 ml ristového
kultivatniho média (alfa MEM s ptidavkem 2 % (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) ABAM)
a kultivacni deska byla vracena do termostatu s fizenou atmosférou. Po 48 hodinach kultivace
v ristovém médiu bylo rstové kultivaéni médium nahrazeno za diferenciacni médium (DMEM
low glucose, 2 % (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4, 2,5 ng/ml TGFB1 a 50 pg/ml kyselina
askorbova) pro podporu diferenciace bun¢k do hladké svaloviny. Médium bylo ménéno kazdé
3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala kultivace do 14. dne. Pro endotelizaci
kompozitniho hydrogelu 11 byly 10. den na kompozitni hydrogel nasazeny endotelové buiky
lidské pupecnikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku) a kultivovany v kompletnim EGM-2 po
dobu dal$ich 4 dni.

Ptiklad 18: Ptiprava kompozitniho hydrogelu 12 (Kompozit 12) s obsahem 100 % (obj./obj.) krevni
plazmy se sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni sitkou z kompozitni nit€ a jeho
nasledna endotelizace

Na dno jamky byla ptidana polymerni sitka z kompozitni nité€ a sitovana kolagenova mikrovlakna.
K alikvotu WIJC bylo ptidano 500 pl krevni plazmy. Ke vzniklé suspenzi bylo pfidano 12,6 pl
CaCl,, kratce promichano a pfeneseno pipetou do jedné jamky s pfedem pfipravenou polymerni
sitkou z kompozitni nité a sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny ve 24 jamkové desti¢ce. Deska
byla ptenesena do termostatu s fizenou atmosférou (5 % CO,, 37 °C). Po ztuhnuti hydrogelu (cca
15 min) bylo do kazdé jamky ptidano 1,5 ml ristového kultiva¢niho média (alfa MEM s ptidavkem
2% (obj./obj.) DL + 1 % (obj./obj.) ABAM) a kultiva¢ni deska byla vracena do termostatu
s fizenou atmosférou. Po 48 hodinach kultivace v ristovém médiu bylo ristové kultivacni médium
nahrazeno za diferenciatni médium (DMEM low glucose, 2 % (obj./obj.) FBS, 2,5 ng/ml BMP4,
2,5 ng/ml TGFB1 a 50 pg/ml kyselina askorbova) pro podporu diferenciace bun¢k do hladké
svaloviny. Médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Pro hodnoceni mechanickych vlastnosti trvala
kultivace do 14. dne. Pro endotelizaci kompozitniho hydrogelu 12 byly 10. den na kompozitni
hydrogel nasazeny endotelové buriky lidské pupecnikové zily HUVEC (100 x 10° na jamku)
a kultivovany v kompletnim EGM-2 po dobu dalsich 4 dni.

Priklad 19: Charakterizace kompozitnich hydrogeld vyztuzenych sitovanymi kolagenovymi
mikrovlakny a polymerni sitkou z kompozitni nité

a) Méreni mechanickych vlastnosti

Kompozitni hydrogely pfipravené podle Piikladu 13 az 18 byly kultivovany s WJC 14 dni bez
endotelizace. Méfeni mechanickych vlastnosti probehlo na zivych preparatech mikroindentaci
pomoci piistroji Hysitron BioSoft In-Situ Indenter a BioSoft PetriDishHeater, 16 indentli na kazdy
vzorek. Méfeni neukazalo statisticky vyznamné rozdily Youngova modulu pruznosti mezi
jednotlivymi vzorky (Tab. 3).

Tabulka 3: Modul pruznosti (E) kompozitnich hydrogelti 7 az 12 s dvoji vyztuzi méfeny indentaci
14. den kultivace. Kontrola — kompozitni hydrogel bez bunck tvofeny 100% (obj./obj.)
kolagenovym hydrogelem, sitovanymi kolagennimi mikrovlakny a polymerni sitkou z kompozitni
nit¢ méfeny v den 0. Méfeno mikroindentaci pomoci Hysitron BioSoft In-Situ Indenter. Data jsou
uvedena jako prameér + SD.
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Vzorek E (kPa) SD
Kompozit 7 1,64 0,36
Kompozit 8 1,81 0,54
Kompozit 9 1,43 0,49
Kompozit 10 1,46 0,54
Kompozit 11 2,60 0,85
Kompozit 12 3,07 0,61
Kontrola 2,30 0,81

b) Ovéfeni piitomnosti endotelovych bunék na endotelizovanych kompozitnich hydrogelech
vyztuzenych sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni sitkou z kompozitni nité
pomoci imunofluorescencniho barveni von Willebrandova faktoru

Ctrnacty den kultivace byly endotelizované kompozitni hydrogely 7 az 12 pied barvenim promyty
PBS a fixovany v 4% (hmotn./hmotn.) paraformaldehydu po dobu 20 minut pfi pokojové teplote.
Nespecificka vazba protilatek byla blokovana inkubaci vzorkd v PBS s 1 % (hmotn./hmotn.) BSA
a 1 % (obj./obj.) Tween 20 po dobu 60 minut. Vzorky byly nasledné promyty cistym PBS a byly
inkubovany pifes noc pii 4 °C v primarnich protilatkdch fedénych v PBS obsahujicim 1 %
(hmotn./hmotn.) BSA a 0,1 % (obj./obj.) Tween 20. Byly pouzity nasledujici primarni protilatky:
protilatka proti alfa-aktinu (mys, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab5694, ptes noc) fedéni 1 : 200,
protilatka proti von Willebrandovu faktoru (fedéni 1 : 200, 3 h, pokojova teplota, F 3520, SIGMA).
Proti mys$i primarni protilatce byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor 546
(Cervena fluorescence, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab150116) fedéna 1 : 500, proti krali¢i
primarni protilatce byla pouzita sekundarni protilatka konjugovana s Alexa Fluor 488 (zelena
fluorescence, Abcam, Cambridge, UK, kat. ¢. ab199091), fedéna 1 : 400. Jadra bunek byla barvena
barvivem Hoechst 34580 (modra fluorescence, Life Technologies, USA, kat. ¢. H21486) fedénym
v PBS v poméru 1 : 100. Vzorky byly skenovany mikroskopem Bruker Ultima, obj. x 25,
mefitko = 100 um. Imunofluorescenéni barveni prokazalo ptitomnost von Willebrand faktoru
u bunék u vSech hydrogelovych kompozit.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Kompozitni hydrogel, vyznacujici se tim, Ze obsahuje hydrogel pfipravitelny gelaci roztoku
kolagenu a/nebo krevni plazmy, poptipad¢ s ptidavkem destickového lyzatu, pfi¢emz tento hydrogel
je vyztuzeny sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny, poptipad€ i polymerni sitkou, a pficemz
kompozitni hydrogel dale obsahuje kmenové bunky.

2. Kompozitni hydrogel podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje endotelové bunky.

3. Kompozitni hydrogel podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze hydrogel je ptipravitelny
gelaci kolagenu, nebo je pripravitelny gelaci krevni plazmy, nebo je pfipravitelny gelaci smési
kolagenu a krevni plazmy v mnozstvich odpovidajicich 30 az 95 obj. % 0,6%
hmotn./hmotn. roztoku kolagenu a 5 az 70 obj. % krevni plazmy, nebo je pfipravitelny gelaci smési
kolagenu a destickového lyzatu v mnozstvich odpovidajicich 30 az 95 obj. % 0,6%
hmotn./hmotn. roztoku kolagenu a 5 az 70 obj. % destickového lyzatu.

4. Kompozitni hydrogel podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, vyznacujici se tim, ze hydrogel je
vyztuzeny sitovanymi kolagenovymi mikrovlakny a polymerni sitkou.

5. Kompozitni hydrogel podle naroku 4, vyznacujici se tim, Ze polymerni sitka je
z biokompatibilnich polymernich mikrovldkennych niti nebo z kompozitnich niti kombinujicich
mikrovladkna a nanovlakna, pficemz nité maji jemnost 10 az 50 tex.

6. Kompozitni hydrogel podle naroku 5, vyznacujici se tim, ze polymerni sitka je ve formeé
osnovni nebo zatazné pleteniny, s hustotou sloupkii a fadkd v rozmezi 2 az 10 cm™ a ploSnou
hmotnosti 30 az 100 g/m?.

7. Kompozitni hydrogel podle kterkéhokoliv z narokd 4 az 6, vyznacujici se tim, Ze polymerni
sitka je z polyamidu 6 a/nebo polykaprolaktonu.

8. Kompozitni hydrogel podle kteréhokoliv z narokd 1 az 7, vyznaéujici se tim, Ze kmenovymi
buiikami jsou buiiky Whartonova rosolu.

9. Kompozitni hydrogel podle naroku 8, vyznacujici se tim, Ze kompozitni hydrogel obsahuje
alespofi 700 x 10° bunék Whartonova rosolu na 1 ml kompozitniho hydrogelu, vyhodné&ji obsahuje
kompozitni hydrogel 700 x 10° az 2000 x 10° bunék Whartonova rosolu bunék na 1 ml kompozitniho
hydrogelu.

10. Kompozitni hydrogel podle kteréhokoliv z narokd 1 az 9, vyznacujici se tim, ze kompozitni
hydrogel dale obsahuje endotelové buiiky v mnozstvi alesponi 30 x 103 endotelovych bunék na 1 ml

kompozitniho hydrogelu, vyhodn&ji obsahuje kompozitni hydrogel 30 x 10° az 100 x 10°
endotelovych bunék na 1 ml kompozitniho hydrogelu.

3 vykresy
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