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1 UVOD

Mezi nejéastéjsi pricinu umrti ve vyspélych zemich patii kardiovaskularni onemocnéni, které jsou
spojeny piedevsim s obezitou, koufenim ¢i stresem. Revaskularizaéni terapie je sice ué¢innou lé¢bou pii
obnoveni toku krve v srdci, ale jizva vznikla po infarktu myokardu je permanentni. Soucasna regenerace
myokardu zahrnuje chirurgickou ¢i farmakologickou 1é¢bu. Bohuzel pomoci dostupnych metod 1é¢by
lze ovlivnit pouze funkéni tkan srdce. V pokrocilém stadiu srde¢niho selhdni je jedinou moznosti
transplantace srdce, ktera je omezena poctem darcu.

V poslednich nékolika dekadach byl zaznamenan obrovsky vzestup zajmu o tkaiové inzenyrstvi a
kombinaci jeho metod s terapeutickymi postupy vyuzivajicimi buné¢né terapie napf. implantaci
mesenchymalnich kmenovych bungk. | pfes velky potencial bunééné terapie pii 1éCbé riznych typt
onemocnéni, nedosahuji dosavadni klinické studie o¢ekavanych vysledkd. Jako mozné pficiny téchto
neuspéchi byly identifikovany nedostatena doba setrvani bunék v misté implantace spolu s jejich
nizkou viabilitou in vivo. Tyto problémy vyvolaly zajem mnoha védeckych pracovist o nosi¢, do kterého
by mohly byt buiiky inkorporovany, a jenz by prodlouzil dobu jejich setrvani v misté€ aplikace a podpofil
jejich viabilitu piipadné i diferenciaci v pozadovany typ bunék. Pro tento ucel jsou za nad&jné materialy
povazovany hydrogely, které se v minulosti ukazaly jako vhodné prostedi pro rust a diferenciaci bunék
in vitro. Diky svym mechanickym vlastnostem navic mohou branit nezddoucimu tniku bunék z mista
aplikace a do zna¢né miry mohou poskytnout i oporu okolni tkani, napf. ischemické srde¢ni sténé.
Vyhodou hydrogeli je moznost jejich snadné aplikace, kdy ke vzniku finalni struktury gelu dochazi az
v misté aplikace (in situ) a to za fyziologickych podminek. To je velmi dilezity parametr kvili moznym
zpusobum aplikace materialu do srdeéni tkané, zahrnujici obvykle podani prostfednictvim katetru.

Vyvoj hydrogelli na bazi kyseliny hyaluronové, které lze ptipravit za fyziologickych podminek, patii
mezi moderni trend ve vyzkumu biomaterialti. Takové hydrogely umoznuji aplikaci materialu ptimo do
mista postizeni, a to i v pifitomnosti bunék a tkané. Kyselina hyaluronova je linearni polysacharid
nachazejici se v pojivové, epitelialni ¢i nervové tkani obratlovel.. V oblasti tkanového inZenyrstvi je
tento polymer Siroce vyuzivan piedev§im pro svou biokompatibilitu a biodegradabilitu. Jako
farmaceutickd ingredience je dand makromolekula jiz vyuzivdna v mnoha aplikacich, jako je
viskosuplementace ¢i o¢ni chirurgie.

Tato prace je zaméfena na piipravu hydrogeld na bazi kyseliny hyaluronové, do kterych lze
enkapsulovat buiiky pfedev§im pro potencidlni regeneraci srdecni tkané po infarktu myokardu.
Charakter hydrogeld musi byt pfizptisoben jak bunéénému typu, tak i moznostem aplikace materialu do
mista uréeni. Musi spliiovat fadu kritérii, jako je snadna inkorporace bunék ¢i moznost zesiténi in situ.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Hydrogely jako scaffoldy v tkifiovém inZenyrstvi

Hydrogely jsou nejéastéji tvofeny trojrozmérnou siti hydrofilnich fetézci polymeru, které mohou
absorbovat mnohonasobné vice vody, nez je jejich hmotnost susiny. Diky jejich strukturni podobnosti
s extracelularni matrix jsou extenzivné zkoumany pro mozné vyuziti v medicinskych aplikacich, jako je
regenerace chrupavky [3], kosti, zubti, meziobratlovych plotének, svald, kiZze, srdce, hlasivek ¢i
regenerace michy [1, 2, 4, 5].

Vyhodou hydrogeli je moznost inkorporace 1éCiv, biologicky aktivnich latek ¢i rastovych faktorid
do jejich struktury a moznost postupného uvoliiovani téchto latek (kontrolovatelna diftize) po implantaci
do okolni tkan¢. Uvoliiovani latek z hydrogelu je vétSinou zalozeno na velikosti ok hydrogelové sité
(mesh size), botnani v misté aplikace ¢i kontrolované degradaci (obvykle hydrolyza ¢i enzymatické
Stépeni). Tento proces je mimo jiné ovlivnén nabojem polymeru, z n€jz je hydrogel ptipraven [5].

Hydrogely mohou byt také vhodné pro enkapsulaci bunék. Kli¢ovym parametrem je opé&t velikost ok
sit¢ gelu, kterd umoziuje snadnou difizi malych molekul, piedevsim kysliku, zivin ¢i metabolitii
produkovanych bunikami [4].

Snad nejdiilezitéjsim parametrem pii vybéru vhodného materialu v dané aplikaci je bezpecnost. Obecné
jsou hydrogely diky podobnosti s extracelularni matrix a hydrofilni povaze dobfe snaseny organismem
— jsou ,,biokompatibilni®. Legislativni hodnoceni biokompatibility materialu ale neni tak snadné.
Na zaklad¢é mista aplikace (povrch kiize/implantaty/styk s krvi) a délky setrvani v ném, jsou materialy
rozdéleny do kategorii pro hodnoceni biokompatibility. Dle 1SO norem tyto kategorie musi spliiovat
zadané parametry, aby byly hodnoceny jako biokompatibilni. Kromé cytotoxicity to dle uréené kategorie
také muze byt senzibilizace, drazdivost, akutni systémova toxicita, pyrogenita materialu,
subakutni/subchronicka toxicita, genotoxicita, hemokompatibilita, chronicka toxicita a karcinogenita

[6].

Velmi dulezitym aspektem pii vybéru materialu jsou moznosti jeho podani. Hydrogely mohou byt
predem piipraveny pted vlastni aplikaci (pre-formed hydrogel) ¢i ve formé scaffoldt — bez bunék ¢i jiz
s predkultivovanymi bunikami. Tyto materialy je potieba chirurgicky implantovat do pozadovaného
mista (invazivni metoda). V nékterych ptipadech, napi. pro viskosuplementaci ¢i dermalni filery, je
mozné i pre-formed hydrogely aplikovat injek¢né. Mezi minimalné invazivni techniky patii endoskopy,
katetry ¢i jehly. Injektovatelné hydrogely, vyznacujici se in situ gelaci, mohou byt aplikovany do mista
urceni a vyplnit cely defekt nezavisle na jeho tvaru. Vyhoda vyuziti tohoto typu materialu tkvi také
Vv jeho snadném pouziti [4].

2.1.1 Materialy pro pripravu hydrogelu vyuZitelné v tkaiovém inZenyrstvi

Velkou vyhodou hydrogelid je jejich strukturni rozmanitost. Pro ptipravu hydrogeli jako scaffoldd
v tkanovém inZenyrstvi je vyuZzivano mnoho typa syntetickych ¢i ptirodnich material [1]. Obecné mezi
vyhody hydrogeli ptipravenych z biopolymeri patii jejich biodegradabilita a biokompatibilita, jelikoz
mnoho z nich se vyskytuje v lidském téle [3, 1]. Na druhou stranu u syntetickych polymerd je mozno
lépe kontrolovat a reprodukovat materialové vlastnosti [3]. Lze velmi dobfe fidit molekulovou
hmotnost, strukturu blokovych polymerd, sitovani ¢i degradaci. Doba setrvani materialu v tkani je
dilezitd kvuli zajisténi ucinku, ale ve vétSiné aplikaci je dulezita také degradace po urcité dobé.
V idealnim ptipadé dochazi k postupné degradaci a material je nahrazovan plynule novou funk¢ni tkani
[1]. Cas degradace in vivo je také klicovy pro klasifikaci materiala do kategorii v ramci hodnoceni
biokompatibility [6]. Dalsim dulezitym parametrem je adheze materidlu k tkani (bioadhezivni
vlastnosti) ovlivilgjici setrvani materialu v misté aplikace. Pouze nékteré polymery maji bioadhezivni
vlastnosti bez chemické modifikace — naptiklad chitosan ¢i polyakrylova kyselina [5]. Také schopnost



bunék adherovat na povrch scaffoldu je kritériem ovliviwjici vybér vhodného materialu vyuzitelného
ve tkdnlovém inZenyrstvi. V tkani bunky adheruji pfimo k extracelularni matrici, proto je vyhodné
ptipravit scaffold napodobujici danou tkan, do které je aplikovan. Mezi procesy regulované bunécnou
adhezi patii vlastni komunikace mezi buitkami, migrace bun¢k ¢i vyvoj tkan€. Naruseni bunééné adheze
muze vést ke zméné bunéénych procest. Adheze bunék na materialu ovliviiuje také proliferaci ¢i
diferenciaci bunék [7].

Mezi vyuzivané syntetické materialy pro piipravu hydrogeli patii polyethylenglykol, polyvinyl alkohol,
polyakrylova kyselina, kopolymer polypropylen fumaratu a ethylen glykolu [1], polyestery a rizné typy
polypeptidi [4]. Mezi vyuzivané piirodni polymery a jejich derivaty patii agaroza, alginat,
methylceluloza [1], Matrigel [8], chitin, dextran, pektin, heparin, chitosan, kolagen, fibrin, Zelatina a
kyselina hyaluronova (HA) [1, 8, 4].

2.1.1.1 Hpydrogely na bazi HA

Kyselina hyaluronova je po desetileti vyuzivana Vv medicing, ale navzdory mnoha vyhodnym
vlastnostem, se tento polysacharid nevyznacuje dobrymi mechanickymi vlastnostmi [9] ¢i dlouhym
setrvanim v misté aplikace diky rychlé degradaci zapti¢inéné piredevsim pritomnosti hyaluronidaz v téle
[10]. Moznosti je chemicka modifikace samotného polymeru, ktera je zamétena na 3 funk¢ni skupiny
fetézce HA: N-acetylovou skupinu, ale predevsim na reaktivnéjsi karboxylovou skupinu glukuronové
kyseliny a primarni a sekundarni hydroxylové skupiny [11].

Hydrogely na bazi derivati kyseliny hyaluronové [12] jsou pouzitelné jako perspektivni material pro
piipravu scaffoldti v oblasti tkanového inZzenyrstvi. HA hydrogely mohou také slouzit jako scaffoldy pro
inkorporaci bunék ¢i rustovych faktorti. Hydrogely na bazi HA Ize rozdélit na zakladé povahy vznikajici
vazby na fyzikalni ¢i kovalentni [13] a supramolekularni komplexy.

2.1.1.1.1 Kovalentné zesiténé hydrogely na bazi HA sit’ujici in situ

Pro piipravu kovalentné zesiténych hydrogelt HA za fyziologickych podminek ¢i piimo v organismu
pfijemce je nutné vyuzit reakce vychazejici z chemicky modifikovaného hyaluronanu. Akrylované
derivaty hyaluronanu podstupuji radikalové sitovaci reakce, které mohou byt iniciovany
elektromagnetickym zafenim (UV/VIS) nebo piidavkem redoxnich ¢inidel. V ptipadé vyuziti vhodné
modifikované HA lze zvolit i metody z oblasti click chemie (Huisgenova adice, Diels-Alderovy reakce,
thiol-en reakce), nebo napt. enzymaticky katalyzované reakce [2] [4].

Enzymatické sit’ovani

Z pohledu chemického je enzym bilkovinou, ktera vykazuje katalytickou aktivitu s vysokou
substratovou specifitou. V reakcich urcuje jeji rychlost i povahu. Tento typ sitovacich reakci je ¢im dal
vice vyuzivan v tkafiovém inZenyrstvi, jelikozZ mohou probihat za fyziologickych podminek a vykazuji
dobrou kompatibilitu s buiikami a tkani [14, 15, 16].

Kurisawa pfipravil derivat na bazi kyseliny hyaluronové konjugovany s tyraminem. Cilem bylo pfipravit
jednoduchy enzymaticky katalyzovany systém, schopny tvofit biokompatibilni hydrogely in situ [17].
Dana enzymaticka reakce je zalozena na katalytické dekompozici peroxidu vodiku pomoci kienové
peroxidazy (HRP — horseradisch peroxidase). Jedna se o jednotetézcovy hemoprotein, jehoz zakladem
je porfyrinova struktura obsahujici zelezo. Katalyzuje mnozstvi fenolovych a anilinovych derivati
za vyuziti peroxidu vodiku jako oxidantu (Obr. 1). Béhem enzymatické reakce dochazi diky vazbé
peroxidu vodiku na atom Zeleza k vytvoteni oktahedralni konfigurace okolo atomu Zeleza. Vznika tak
reaktivni enzym, ktery interaguje se substratem. Katalyzovanou reakci dochazi ke vzniku fenolovych
radikalt, které izomerizuji a dimerizuji, a vytvaii se tak C-C (Obr. 1), ptipadné C-O-C vazby [18, 19]
vedouci k tvorbé gelu.
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(vlevo). Schéma sitovaci reakce iniciované pritomnosti peroxidu vodiku a katalyzované kienovou
peroxidazou (vpravo) [15].

Reakei 1ze pripravit scaffoldy bez bunék ¢i hydrogely se zabudovanymi buiikami. Kurisawa i mnoho
dalsich vyzkumnych tyma se zabyva systémem HRP/peroxid vodiku/substrat obsahujici fenolovou
skupinu, které mohou byt vyuzity v cilené distribuci léCiv ¢i v tkdnovém inzenyrstvi [17, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33]. Napriklad skupina Calabra vyuzila hydrogely na bazi HA
pripravené danou reakci pro regeneraci chrupavky [10]. Vyzkumem spojenym s tyraminovanym
derivatem kyseliny hyaluronové se zabyval také tym Claudie Loebel. Opakovanym piidavkem
4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholinium chloridu a tyraminu k HA docilila skupina
zvyseni funkcionalizace tyraminu az k 20 % a tim i zvySeni Y oungova modulu ptipravenych hydrogeld.
Do hydrogelii s riznou koncentraci peroxidu vodiku (0,68 mM a 1,1 mM) byly inkorporovany lidské
mesenchymalni bufiky s viabilitou 85-98 % po 6 dnech. Adheze bunék byla detekovana pouze
U hydrogelti s niz§im stupném zesiténi (0,68 mM peroxid vodiku), kdezto u hydrogelti s vy$§im stupném
zesiténi mély bunky morfologii zakulacenou [29]. Mechanické vlastnosti hydrogelii na bazi HA-TA
mohou byt také zvySeny piidavkem HRP [30]. Je potfeba si uvédomit, Ze vliv aktivity HRP ¢&i
koncentrace peroxidu vodiku na rychlost reakce jsou na sobé zavislé. Pokud zvolime nizkou aktivitu
HRP a zvysujeme pouze pridavek peroxidu vodiku, dochazi k urychleni reakce a zvySeni mechanickych
¢i viskoelastickych vlastnosti hydrogeld jen do jisté koncentrace peroxidu vodiku, poté jiz ptidavek
nema na dané vlastnosti vliv. Stejny princip plati i v pfipadé zvoleni pfili§ nizké koncentrace peroxid
vodiku, kdy zvyseni aktivity HRP ma vliv pouze do jisté hodnoty a pak se jiz neméni [29, 30].

Obecné je adheze bunck k hydrogelim na bazi HA termodynamicky nevyhodna diky hydrofilni a
polyaniontové povaze polymeru [35]. Ke zvySeni bunééné adheze je mozné vyuzit adhesivnich molekul
jako je fibronektin [34], laminin, fibrinogen, kolagen [36, 37], ¢i peptidové sekvence — IKVAV, YIGSR
[38], RGDS [39] ¢i RGD, které mohou byt navazany na polymerni fetézec HA [35, 40, 41, 42, 43].
Pravda a jeho tym popsali syntézu derivatu na bazi HA nesouci hydroxyfenylovou skupinu a RGD.
Hydrogely mohou byt pfipraveny enzymatickou reakei s HRP a peroxidu vodiku na stejném principu
popsaném vyse [41].

2.2 Regenerace tkané po infarktu myokardu

Kardiovaskularni onemocnéni jsou jednou z hlavnich pfi¢in umrti ve vyspélych zemich [8, 44, 45, 46].
Kromé vysoké mortality tvotici az 1/3 vSech umrti v USA [44, 45], jsou tyto nemoci také spojené
s enormnimi naklady na zdravotni péci [8, 44, 45, 46].



Pti tomto onemocnéni dochazi k nahlému preruseni krevniho zasobeni ¢asti srdce. Pfic¢inou je uzavieni
srdecni artérie, coz vede k imrti kardiomyocytt. Do postizené oblasti poté migruji bunky zodpovédné
za imunitni odpovéd, jako jsou makrofagy, monocyty a neutrofily. Secernované metaloproteinazy
degraduji extracelularni matrix, coz zpusobuje odplaveni myocytt, celkové oslabeni struktury
kolagenového scaffoldu vedouci ke ztenceni srdecni stény a tvorbé jizvy. Tento proces je nazyvan
remodelace levé komory [8, 47] (Obr. 2).

Pomoci dostupnych metod 1écby lze ovlivnit pouze funkcni tkan srdce. Obvykle je vyuZzivana
farmakologicka terapie ¢i stenty k rozsifeni ucpanych cév. Revaskularizacni terapie je ucinna pii
obnoveni krevniho toku do srdce, nicméné zbytkové zjizveni myokardu zlstava natrvalo. ZlepSeni
zjizveni po infarktu a obnoveni srdecni funkce mize eliminovat kaskadu udalosti, ktera vede
k srde¢nimu selhani. V pokroc¢ilém stadiu srde¢niho selhani je jedinou moznosti transplantace srdce.
Nevyhodou je samoziejmé omezené mnozstvi darci [48].

¢ Rustové faktory @ Nanolastice 4 Bunky

Obr. 2 Vievo: blokace korondarni artérie zpisobujici infarkt myokardu. Vpravo: Aplikace
injektovatelného materialu s obsahem nanocastic s inkorporovanymi ristovymi faktory ¢i jinymi
biologicky aktivnimi latkami a bunck (kmenové buiky, kardiomyocyty ¢i jiny bunecny typ) do srdecni
stény [49] (pouzito s dovolenim koordindtora projektu AMCARE).

P#i infarktu myokardu dochazi k smrti kardiomyocytt. Jednou z moznosti regenerace nekrotické tkané
po infarktu myokardu je vyuziti bunééné terapie [50, 51, 52]. Buitky samotné mohou byt aplikovany
pomoci katetru jako minimaln¢ invazivniho nastroje [53]. Na druhou stranu s rozvojem tkanového
inzenyrstvi se vyzkum stale vice zaméfuje na pripravu scaffoldu, ktery lze vyuZzit samotny (acelularni)
¢i jako nosi¢ rastovych faktort a jinych latek podporujici napf. angiogenezi [5, 53] nebo slouZici pro
inkorporaci bungk (Obr. 2). Pti terapii kardiovaskularnich onemocnéni maji velky potencial kmenové
buriky pro své unikatni vlastnosti sebeobnovy a diferenciace [50, 56].

I pres velky potencial nema terapie pomoci samotnych kmenovych bun€k v klinickych studiich
uspokojivé vysledky kvuli lokalizaci do mista aplikace, zivotaschopnosti a nizké ucinnosti
inkorporovaného graftu. Mezi faktory ovliviiujici zivotaschopnost bunék patii netésnost v misté vpichu,
unik materidlu z mista aplikace, generace neadekvatni extracelularni matrix ¢i nasledna apoptédza [58].
Bunééna viabilita po aplikaci je ¢asové omezena — Vv zavislosti na bunééném typu se pohybuje od 24 do
pravé vyuziti hydrogelu jako matrice pro inkorporaci bunék, at’ uz bez nebo s dal§imi podpirnymi
latkami. Hydrogel tvoii mechanickou oporu i vytvaii vhodné prosttedi pro rist ¢i diferenciaci bunck.
Ke zlepSeni komunikace (crosstalk) mezi bufikami by mohly byt vyuzity specialni materialy s riznou



povrchovou tpravou ¢i vyuzity peptidové sekvence, jako je RGD [57]. Mezi materialy, vyuzitelné pro
pfipravu hydrogeli pro regeneraci myokardu, patii pfirodni ¢i syntetické derivaty ¢i pfimo piirodni
materialy [47, 54], jako je alginat, agar6za, chitosan, decelularizovana extracelularni matrix, fibrin,
kyselina hyaluronova ¢i jeji modifikace, keratin, Matrigel [8], kolagen, zelatina ¢i laminin [55]. Jejich
ptitomnost ¢i podobnost s molekulami nachazejicimi se v lidském t€le snizuje moznost nezadouci
imunologické odpovédi po implantaci [55]. Ze syntetickych materialti by mohly byt vyuzity derivaty
polyethylenglykolu, termoresponsivni poly(N—isopropyl)akrylamid [8], polylaktat, kopolymer kyseliny
mlécné a polyglykolové, polykaprolakton ¢i polyuretan. Obecné u syntetickych polymert existuje veétsi
riziko cytotoxicity. Jen né€které ze syntetickych materiala (polyethylenglykol, polylaktat, kopolymer
kyseliny mlééné a polyglykolové) byly uznany FDA pro klinické pouziti. Dal§i moznosti je vyuZiti
hybridnich hydrogeli sloZzenych ze syntetického a pfirodniho polymeru [55].

2.2.1 Metody aplikace

Velmi dalezitym aspektem, ovliviiujicim vybér materidlu a jeho formy, je zptsob aplikace. Obecné
existuji 3 metody pro injektaci materiali do srdeéni stény [52] ¢i lze aplikovat tenkou vrstvu
biomaterialu (patch) na povrch epikardu [47, 54].

Jednou z moznosti aplikace je pfima injekce do epikardu (Obr. 3 a), ale tato metoda je invazivni a
vyzaduje otevieni hrudniku. Proto je cilem nalézt techniku, kterd by byla minimaln¢ invazivni. K tomuto
lze vyuzit katetr predstavujici ,hadicku®, ktera je zavedena do artérie (arterialni katetr) a to bud’
transendokardialné (Obr. 3 b) do oblasti postizené po infarktu myokardu ¢i intrakoronarné (Obr. 3 c)
za pomoci koronarniho balonku [8, 47, 52, 54, 59, 60].

Polymerni struktura patch materialu mtze vytvaret podpurnou strukturu pro ischemické srdce (Obr. 3 d)
nebo muze byt material pfipevnén pomoci adhezivniho materialu na postizené misto srdce (Obr. 3 e).
Mezi komeréné dostupna a vyuzivana tkanova lepidla patfi BioGlu zalozené na kombinaci bovinniho
sérového albuminu (BSA) a glutaraldehydu [61]. Vazba je zaloZena na interakci amino a aldehydické
skupiny. Dale je mozné vyuzit komeréné dostupny produkt CoSeal [62]. Nevyhodou vyuZiti patch
materialu je nutnost otevieni hrudniku béhem jeho aplikace.

Na zakladé moznych metod aplikace hydrogeli je vhodné vyuziti in situ gelujicich materialt
(injektovatelnych hydrogelt) [8, 63, 64]. Cilem je pripravit material, ktery by zgeloval ihned pii aplikaci
do pozadovaného mista. Na druhou stranu ke gelaci nesmi dochazet v aplikatoru (katetru/jehle),
abychom se vyhnuli jeho blokaci [5, 8, 64]. Dulezité je si uvédomit bézné pouzivanou velikost jehly
(2628 G) a vnitiniho poloméru katetru, ktery je velmi maly, coZ zna¢né ovliviiuje vlastnosti vybraného
materialu [64].

2 # )

Obr. 3 Metody aplikace hydrogelii do srdce situjicich in Situ: a) primd epikardidlni injekce b)
intrakorondrni aplikace c) transendokardialni injekce [63] d-e) epikardidlni aplikace patch materidlu
[60] (pouzito s dovolenim koordindtora projektu AMCARE).



3 CILE DISERTACNI PRACE

Cilem této disertani prace je charakterizace hydrogelti na bazi kyseliny hyaluronové pro vyuziti
v tkanovém inZenyrstvi, piedev§im pro regeneraci srdeéni tkané€ po infarktu myokardu.

U vyvijenych materialti bylo sledovano jejich chemické sloZeni, mechanické a viskoelastické vlastnosti,
podminky sitovacich reakci a kinetika gelace. Za timto ucelem bylo nutné navrhnout mnozstvi
dostupnych experimentti, které budou vhodné ke stanoveni fyzikalné-chemickych parametrt.

Pfipravené hydrogely by mély slouzit jako scaffoldy pro vybrany typ bunék, a proto byly sledovany také
biologické vlastnosti téchto materialti z hlediska bunécné viability a adheze. U finalné zvoleného
materialu byla testovana kompatibilita s vhodnym aplikaéni zafizenim in vitro a in vivo.



4 METODY

4.1 Hydroxyfenyl derivat HA a priprava hydrogela

Sitovaci reakce materiald na bazi hydroxyfenyl derivatt HA (HA-TA, HA-PH-RGD) je iniciovana
ptidavkem peroxidu vodiku a katalyzovana kienovou peroxidazou (HRP) (2.1.1.1.1). Ke zvySeni
bunééné adheze lze pouzit hydroxyfenyl derivat HA s navazanou peptidovou sekvenci RGD
(HA-PH-RGD), ktery lze zesitit stejnym zptsobem [41].

Hydrogely byly ptipraveny pomoci homogenizatoru ve dvoucestném provedeni (Obr. 4 A), kde pomoci
$neku dochazi k homogenizaci 2 slozek. Vznikla smés je aplikovana do teflonovych forem (Obr. 4 B),
kde dochazi ke vzniku transparentnich geli. Byl vyuzit kovovy homogenizator pfipraveny
Ve spolecnosti Contipro a.s. (Obr. 4 B) a komer¢né dostupny homogenizator spole¢nosti MEDMIX
(https://www.medmix.ch/) (Obr. 4 C).
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Obr. 4 Vlevo: Struktura HA-PH-RGD derivadtu. Vpravo: Schéma dvouslozkového homogenizatoru pro
pripravu hydrogelii (A). Homogenizdtor pripraveny spolecnosti Contipro a.s. s teflonovou formou pro
pripravu hydrogelu (B). Homogenizator od spolecnosti MEDMIX (C).

4.2 Stanoveni reologickych parametri

Ke stanoveni zdanlivé viskozity a dalsich reologickych vlastnosti jsou pouzivany rota¢ni reometry, které
se skladaji ze dvou ¢asti — statoru a rotoru otacejiciho se konstantni uhlovou rychlosti.

4.2.1.1 Stanoveni zddanlivé viskozity

Viskozita patii mezi zakladni reologické parametry. Vyjadiuje miru odporu proti vnéjSimu zatizeni,
resp. miru odporu proti toku [65, 66]. U newtonskych kapalin stanovujeme dynamickou viskozitu, ktera
neni zavisla na smykové rychlosti. U nenewtonskych latek neni viskozita konstantni pfi zméné smykové
rychlosti a u vétsSiny materiala dochazi k poklesu této zdanlivé viskozity se smykovou rychlosti, tedy ke
ziidnuti pti toku (shear-thinning). Timto chovanim se vyznacuji napiiklad emulze ¢i polymerni roztoky
[65, 66], jako je i roztok nativni kyseliny hyaluronové.

Zdanliva viskozita prekurzorovych roztoka derivatl pro pfipravu hydrogelti byla méfena na reometru
TA Instruments AR-G2 s vrchni pohyblivou geometrii, kuzelem (pramér 60 mm, uhel 1°). Davkovaci
objem méieného vzorku byl 1000 ul. Méfeni bylo provedeno pii 25 °C. Byla stanovena zavislost
zdanlivé viskozity na smykové rychlosti v rozmezi 0,01-3000 s? (viskozitni kiivka).
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4.2.1.2 Stanoveni viskoelastickych vlastnosti

Vyuzitim oscila¢ni reologie je mozné kvantifikovat viskézni i elastické vlastnosti materiald. Béhem
experimentu je vzorek vlozen mezi dvé desky. Jedna z desek je stacionarni a druha se pohybuje a ptisobi
casoveé zavislou deformaci na vzorek. SouCasné Casové zavislé napéti je kvantifikovano métenim
krouticiho momentu, ktery se pienasi pies vzorek na nehybnou (statickou) desku. Tato odezva materialu
nam dava vypovidajici hodnotu o rozdilu mezi jednotlivymi materidly. Odezva (napéti) idealné elastické
latky je vzdy ve fazi s aplikovanym namahanim (deformaci), kdezto u idealn¢ viskozni kapaliny je tomu
naopak. Odezva materialli, jako jsou napt. i gely, leZi v oblasti mezi témito dvéma extrémy (tedy mezi
idedln¢ elastickou pevnou latkou a viskozni kapalinou). Takovéto materidly se tedy vyznacuji
viskoelastickymi vlastnostmi [67, 68, 69, 70].

Komplexni modul pruznosti ve smyku G* je slozen ze dvou ¢asti: viskozniho (ztratového) G”
a elastického (pamét'ového) modulu G'. Viskdézni modul neni ve fazi s deformaci a udava fluidni
prispévek viskézni kapaliny, naproti tomu ve fazi s deformaci je pamétovy modul, jenz je
charakteristikou idealn¢ elastické pevné latky [70]. Vztah mezi moduly lze vyjadtit pomoci ztratového
uhlu nasledujicim vztahem:

t 6—6’ 1
an =7 Q)

kde 9 je ztratovy tihel, G”je viskozni a G'je elasticky modul [70]. Pokud je hodnota modulu stejna, tak
tand je roven 1 a uhel pak nabyva 45°. Nizka hodnota ztratového uhlu pfipada pro tuhé materialy a
naopak.

Pro urceni viskoelastickych vlastnosti jsou voleny dva typy nastaveni. V prvnim rezimu je zvolena
konstantni rychlost smykové deformace a stanovujeme smykové napéti, u druhého typu nastaveni je
tomu naopak. Z uhlové rychlosti Ize vypocitat rychlost smykové deformace a kroutici moment udava
smykové napéti [65]. Viskoelastické vlastnosti byly stanoveny pomoci pfistroje AR-G2
(TA Instruments) za pouziti geometrie se zdrsnélym povrchem (crosshatch), aby bylo zamezeno
vyklouznuti hydrogelu b&hem oscilace horni pohyblivé geometrie (deska, pramér 20 mm).
Pro porovnani viskoelastickych vlastnosti byl pouzit test v modu strain sweep s nastavenou konstantni
frekvenci 1 Hz a posunem (displacement) v rozmezi od 10 do 2 rad.

4.2.1.3 Kinetika gelace

Byla stanovena ¢asova zavislost elastického (pamét'ového) G' a viskozniho (ztratového) G” modulu
na case. Na zacatku reakce jsou hodnoty obou modult velmi nizké a nasledné dochazi Kk jejich narastu.
Hodnota elastického modulu je niZ$i v porovnani s viskoznim modulem G” az do bodu gelace znamého
jako cross-over point, kdy dochazi k vyrovnani hodnot obou modulti. V tomto bod¢ byl také odeéten
Cas gelace Tg. Dale jiz pfevySuje modul elasticky, jehoz hodnota nadale roste [70]. Ke konci reakce
elasticky modul dosahuje rovnovaznych hodnot tzv. plata. Pro porovnani jednotlivych materialtt mezi
sebou byla ode¢tena hodnota elastického G' a viskézniho G” modulu a ztratového thlu J'v ¢ase 3 minut.

Kinetika gelace byla stanovena za pouziti paralelnich desek s horni pohyblivou deskou (40 mm)
S nastavenou fixni mezerou 400 pm. Pro homogenni smiseni nadavkovanych prekurzorovych roztoki
derivatu a sit'ovaciho ¢inidla bylo nastaveno promichani (pre-shear) o rychlosti 2000 1/s po dobu
1 sekundy. Byla vyuzita oscila¢ni metoda v zavislosti na ¢ase (oscillation time sweep) pii frekvenci 1 Hz
a posunu 0,001 rad. Teplota byla zvolena 37 °C odpovidajici teploté lidského téla.
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4.3 Stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogeli a vytla¢né sily v kompresi

Mechanické vlastnosti hydrogelii a vytlacna sila prekurzorovych roztoki derivati byly méfeny pomoci
ptistroje Single Column Materials Testing System INSTRON 3342 a 3343 (Bluehill software)
v kompresnim modu. Kapacita zatizeni je 500 N a kapacita kompresni desky 100 N. Testovaci rychlosti
je mozné nastavit v rozmezi 0,05-1000 mm/min. Testovaci rychlost pouZzita pro stanoveni
mechanickych vlastnosti hydrogeltt v této praci byla 2 mm/min. Testovaci rychlost pouzita pro
stanoveni vytla¢né sily prekurzorovych roztokl v této praci byla 50 mm/min. Pro uchyceni stiikacek
0 objemu 3 ml s vnitinim primérem 8,9 mm obsahujici méfeny roztok byl vyuZit specialni nastavec.
Vnitini pramér zvolenych jehel (25 a 27 G) odpovidal praméru kénické jehly u katetru vyuzitého v dané
praci (0,24 mm). Draha jednoho testu byla 10 mm.

4.4 Botnani — gravimetrie

Béhem procesu botnani je botnaci sila kompenzovana retrakéni silou. Hydrogel se dostane
do rovnovazného stavu pii vyrovnani téchto dvou sil, a poté je jiz hodnota koeficientu nabotnani
konstantni. Stupen nabotnani Q lze stanovit gravimetricky. Hydrogely byly po pfipravé zvazeny,
vlozeny do lékovek a zality roztokem PBS pH 7,4 (desetinasobkem hmotnosti hydrogelu). Lékovky se
vzorky byly uchovavany pii 37 °C v inkubatoru a Vv danych intervalech byly hydrogely po osuseni
zvazeny. Pro zjednoduseni lze Q vyjadfit v procentech jen jako podil hmotnosti gelu po a pied
nabotnanim:

m (po nabotnani)

= =100 (9 2
my(pied nabotnanim) (%) )

V tomto piipadé stupet nabotnani hydrogelu pfed nabotnanim je rovno 100 % a hodnota nad 100 %
predstavuje nabotnaly podil.

4.5 Biologicka cast

Pro uvedené testy cytotoxicity a inkorporaci bunék do hydrogelové matrice byly pouzity kardiopoietické
buiky  ztukové tkané¢ darcd (ADSC). Poskytovatelem  byla  spole¢nost  Celyad
(https://www.celyad.com/), jeden z partnerd EU projektu AMCARE. Buiiky jsou kultivovany dle
protokolt za standardnich podminek v inkubatoru — kultivace bunék neni predmétem této disertacni
prace.

Byla stanovena cytotoxicita prekurzorovych roztokt. Bunky byly nasazeny na 24jamkové kultivaéni
panely a nasledujici den k nim byly pfidany testované vzorky. Cytotoxicita byla stanovovana po
24-72 hod. metodou ATP.

Byla testovana viabilita a adheze bunék inkorporovanych do hydrogelové matrice. Suspenze bunék je
ptidana v piipadé enzymatického systému do roztoku hydroxyfenyl derivatu HA s obsahem enzymu
HRP. Nasledné jsou z prekurzorovych roztokd ptipraveny hydrogely do teflonovych formicek dle
postupu v kapitole 4.1. Po gelaci (maximalné 15 minut) jsou hydrogely pfeneseny do jamky kultiva¢niho
panelu a zality vhodnym médiem.

Testovaci metody

Barveni Live/Dead se provadi za ucelem zaznamenani rastu, distribuce a morfologie bunék na jamkach
nebo v hydrogelech. Metoda je zalozena na zaklad¢ rozdilné propustnosti membrany pro riizna barviva
a na zaklad¢ aktivity vnitrobunécnych enzymi esteraz. Snimky jsou potizeny pomoci fluorescencniho
mikroskopu Nikon Eclipse Ti, kde neviabilni bunky jsou ¢ervené a viabilni zelené.

Metoda ATP je zalozena na detekci luminiscen¢niho signalu na pfistroji TECAN Infinite, ktery je
emitovan v pritomnosti ATP uvolnéného z zivych, metabolicky aktivnich bunék.
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5 DISKUZE NEJVYZNAMNEJSICH VYSLEDKU
5.1 Hydrogely na bazi hydroxyfenyl derivatu HA

Byl pfipraven a charakterizovan hydrogel na bazi hydroxyfenyl (tyraminovaného) derivatu HA-TA
vhodny jako vehikulum pro inkorporované buiky. Dany systém vykazuje rychlou gelaci umoziujici
zesiténi materialu in situ pti zachovani vhodnych vlastnosti hydrogelu. Pro podporu bunééné viability a
adheze byl vyuzit hydroxyfenyl derivat HA, ktery obsahuje RGD sekvenci i hydroxyfenylovou skupinu
(HA-PH-RGDPYRE) moznou zesitit pomoci peroxidu vodiku a HRP stejné jako u HA-TA derivatu.
Reakce je pomalejsi ve srovnani s tyraminovanym derivatem HA-TA, a proto je zadouci kombinace
té&chto dvou derivati (HA-PH-RGDM™) pro dosazeni vhodné rychlosti gelace a viskoelastickych ¢i
mechanickych vlastnosti.

5.1.1 HA-PH-RGD a jeho smési s HA-TA derivatem

5.1.1.1 Zdanliva viskozita

Zdanliva viskozita byla stanovena pomoci rota¢niho reometru AR-G2 dle metodiky popsané v kapitole
42.1.1. Roztoky HA-PH-RGDMX o  koncentraci 20 mg/ml  (hmotnostni  pomér
HA-PH-RGDPYRE:HA-TA byl 1:1, 10 mg/ml HA-PH-RGDPUREa 10 mg/ml HA-TA) v PBS pH 7,4 byly
zvoleny pro porovnani zdanlivé viskozity roztokd liSicich se molekulovou hmotnosti vychoziho
derivatu. Dle ptedpokladu dochazi u téchto roztokt k poklesu zdanlivé viskozity se smykovou rychlosti
(Obr. 5). Jedna se o projev nenewtonského chovani, kdy dochazi k zfidnuti pfi toku (shear-thinning).
Pokles je o to vice signifikantni, ¢im je vy$si molekulova hmotnost. Pokud je molekulova hmotnost
velmi nizka (Mw 60-90 kDa, koncentrace derivatu 20 mg/ml), roztoky se chovaji témé&f jako newtonskeé.
Dle ptedpokladu s rostouci molekulovou hmotnosti pii zvolené smykové rychlosti nariista i zdanliva
viskozita roztoku.
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Obr. 5 Zavislost zdanlivé Viskozity na smykové rychlosti u HA-PH-RGDM™ derivdtu s riiznou
molekulovou hmotnosti.

5112 Wytlacna sila

S viskozitou také souvisi vytlacna sila, u které byl hodnocen maximalni tlak vytvofeny extruzi roztoku
ze stiikacky pies jehlu. Vytlacna sila byla stanovena dle metodiky popsané v kapitole 4.3. Pro aplikaci
materialu byly pouzity 2 typy velmi tenkych jehel 25 G a 27 G s délkou 40 mm a vnitinim primérem
0,26 mm (25 G) a 0,21 mm (27 G). Jehly byly zvoleny na zakladé¢ parametrii aplika¢niho zafizeni
AMCath katetr. Vnitini primeér 1,2 m dlouhého dvoucestného katetru (0,5 mm) i jehly zakoncujici katetr
(0,24 £ 0,01 mm) jsou velmi malé.
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V ptipadé tohoto systému je vytlacna sila dana predev§im parametry hydroxyfenyl derivatu HA. Byly
testovany derivaty lisici se v molekulové hmotnosti (spec. A My 60-90 kDa, spec. B My, 240-360 kDa)
pti zachovani stejné koncentrace roztoku derivatu 20 mg/ml v PBS (pH 7,4). V nasledujicim Obr. 6 jsou
uvedeny hodnoty maximalniho tlaku pro oba typy derivatu pii extruzi pies jehlu 25 G v porovnani
s jehlou s mensim pramérem 27 G. Maximalni tlak je vyS$si u roztoku derivatu s vys$si molekulovou
hmotnosti (My 240-360 kDa) v porovnani s nizkomolekularnim derivatem (M,, 60-90 kDa). Dle
predpokladu je také hodnota maximalniho tlaku vyssi u jehly (27 G) s mens§im vnitinim primérem.
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Obr. 6 Vytlacna sila — maximalni tlak vytlacovanych roztokii HA-PH-RGDMX (spec. A a B) pres jehlu
o velikost 25 a 27 G.

5.1.1.3 Kinetika gelace

Byla testovana kinetika gelace u materiald na bazi HA-PH-RGDM™ (1:1) v koncentraci 20 mg/ml
v roztoku PBS (pH 7,4) se sitovacimi ¢inidly 1 (koncentrace peroxidu vodiku 0,003 %, aktivita HRP
0,24 U/ml) s nizkou (M, 60-90 kDa) a stfedni molekulovou hmotnosti (M, 240-360 kDa).
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Obr. 7 Zavislost elastického a viskozniho modulu na case (vlevo) cas gelace Tqg (vpravo) materialii na
bazi derivatu HA-PH-RGDM™ o koncentrace 20 mg/ml s riznou molekulovou hmotnosti. Aktivita HRP
je 0,24 U/ml a koncentrace peroxidu vodiku 0,003 %.

14



Na zéklad¢ vysledki stanoveni zdanlivé viskozity a vytlacné sily roztokti HA-PH-RGDM™ je vyhodné
vyuziti derivatu s nejniz§i molekulovou hmotnosti spec. A (Mw 60-90 kDa), jelikoz bude material
aplikovan do srde¢ni tkané katetrem s malym vnitinim primérem o délce 1,2 m. Kromé nizké viskozity
je dal8im dalezitym parametrem charakterizujici prekurzorovy roztok i hodnota elastického a viskozniho
modulu na pocatku reakce. Jak je vidét z Obr. 7 z prabéhu kinetiky gelace, prekurzorovy roztok derivatu
HA-PH-RGDM*X s M,, 240-360 kDa dosahuje na poc¢atku méfeni pied gelaci vyssiho elastického a
viskoézniho modulu ve srovnani s M, 60-90 kDa. Také je rychlost gelace derivatu svyssi M
(240-360 kDa) pfilis rychla pro danou aplikaci ve srovnani s nizsi My, (60-90 kDa, spec. A).

Hydroxyfenyl derivat nesouci RGD skupinu (HA-PH-RGDP'®) s nizkou molekulovou hmotnosti
(Myw 60-90 kDa) dosahuje velmi pomalych ¢ast gelace a material by vytékal po aplikaci z mista defektu.
Z tohoto divodu byl kombinovan s hydroxyfenyl derivaitem HA bez RGD skupiny (HA-TA)
v hmotnostnim poméru 1:1 za vzniku smési HA-PH-RGD™*, Byla porovnana rychlost gelace této smési
v koncentraci 20 mg/ml v roztoku PBS 7,4 se sitovacimi ¢inidly 1 (koncentrace peroxid vodiku
0,003 %, aktivita HRP 0,24 U/ml). Jak je vidét v Obr. 8, ¢as gelace se timto zpusobem zkratil na 19 s.
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Obr. 8 Cas gelace Tg materidlii na bazi derivatii HA-PH-RGDPYRE a HA-PH-RGDM™ spec. A
(20 mg/ml, PBS 7,4) se sitovacimi cinidly 1 (koncentrace peroxidu vodiku 0,003 %, aktivita HRP
0,24 U/ml).

U derivatu HA-PH-RGDM™ spec. A (M., 60-90 kDa) bylo promé&feno mnoZzstvi ptipravenych vzorkt
lisicich se pfipravenou Sarzi vstupniho derivatu HA-PH-RGDMX, Sarzi HRP a peroxidu vodiku. Jak je
vidét v Obr. 9, z pohledu aplika¢niho je rychlost gelace porovnatelna u vSech pfipravenych Sarzi.
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Obr. 9 Cas gelace vzorkii lisicich se sarzi derivatu HA-PH-RGDM™X spec. A ¢i Sarzi HRP a peroxidu
vodiku.
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5.1.1.4 Cytotoxicita

Material neni cytotoxicky, pokud bunééna viabilita neklesne o 30 % vici kontrole dle 1SO 10993-5.
V Obr. 10 je znazornéna cytotoxicita hydroxyfenyl derivatti HA — HA-PH-RGDPURE, HA-TA a
HA-PH-RGDM'X, Testované materialy nejsou cytotoxické. Butiky vykazuji vyssi proliferaéni schopnost
Vv ptitomnosti danych derivati v porovnani s kontrolou (kultivaénim médiem).

30 1 m24h =48h m72h

20
i |

N i ' I Ii iI'

0-4i N I

-10

Aktiv./Inhib. ADSC
(% prislusné kontroly)

-20

-30 -
Médium |
HA-HP-RGD | HA-TA (spec. A) HA-PH-RGD MIX (spec. A)
PURE (spec. A)
Obr. 10 Aktivace a inhibice ADSC u hydroxyfenyl deriviti HA specifikace A s nizkou My vyjddrena
v procentech viici prisiusné kontrole CTRL.

Médium | Médium Méd./PBS | |
CTRL

Sitovaci reakce hydroxyfenyl derivatu HA za pfitomnosti enzymu HRP je iniciovana ptfidavkem
peroxidu vodiku. Proto také byla testovana cytotoxicita téchto sitovacich ¢inidel samotnych a jejich
kombinace s oligosacharidy ptipravenych degradaci hydroxyfenyl derivatu HA (Obr. 11). Roztoky HRP
nejsou cytotoxické, kdezto samotny roztok peroxidu vodiku je cytotoxicky v koncentraci 0,003 % a
vys$§i. Pii zvolené finalni koncentraci peroxidu vodiku (0,005 %) a HRP (0,4 U/ml) s obsahem
oligosacharidu derivatu HA-TA (oligo-HA) nepoklesla viabilita o vice nez 30 % vucéi kontrole (hranice
cytotoxicity -30 %). Navic je roztok peroxidu vodiku béhem sit'ovaci reakce spotfebovavan a bunky
jsou jim exponovany po velmi kratkou dobu v ramei sekund ¢i desitek sekund.

20 - E24h m48h
0 - !I I

N i " l II lI

40 1 I I

-100 - - BC BC

—
H

Aktiv./Inhib. ADSC
(% prislusné kontroly v dany den)
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H202 (%) HRP (U/ml)| NaCI|  H202 (%) H202 (%) | NaCl
+0,24 U/mI HRP | + 0,4 U/ml HRP

Kultiva¢ni médium Oliga (20 mg/ml)

Obr. 11 Cytotoxicita sitovacich cinidel — aktivace/inhibice ADSC.
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5.1.1.5 Botndni hydrogelit — in vitro stabilita HA-PH-RGD hydrogeli

Hydrogely na bazi HA-PH-RGDMX o koncentraci 20 mg/ml byly piipraveny v roztoku PBS pH 7,4. Dle
postupu uvedeném v kapitole 4.1 byly pfipraveny gely o praméru 11,1 mm a hmotnosti 300-500 mg.
Hydrogely byly po zvazeni vlozeny do vialek a zality 3 ml roztoku PBS a uchovany v inkubatoru po
dobu 8 tydni. Koeficient nabotnani byl spoéten jako podil hmotnosti gelu po a pted botnanim (Tab. 1)
a byl sledovan spolu s Youngovym modulem po dobu 8 tydnd.

Tab. 1 Botnani hydrogelii HA-PH-RGD™* v PBS (pH 7,4) po dobu 8 tydnii

peljc?)?i(aeun:;a:;:iiu Ahtg;ta Cast Koeficient na(l))otnéni Q+SD Youngiv modul £ SD
(%) (U/ml) &) (kPa)

0 dni 100,0 9,7+£1.2

1 dni 143,3+2,0 84+11

7 dni 1454 +£24 8,1+1,11

HA-PH- 14 dni 152,0+£0,6 6,8+0,2
RGDMX 0,003 0,24 21 dni 161,8+12,8 56=+0,7
28 dni 169,1+4,0 6,7+0,9

6 tydnd 183,1+£55 6,1+19

8 tydntl 178,9+0,5 6,4+1,2

5.2 Inkorporace kardiopoietickych bunék do HA-PH-RGD hydrogelu

Pro dosazeni pozadovaného efektu regenerace tkané po infarktu myokardu je nutné do hydrogelu
zakomponovat co nejvice bun€k pii zachovani jejich viability, moznosti proliferace a soucasné
zachovani vhodnych vlastnosti materialu. Pro danou aplikaci byly pouzity kardiopoietické bunky
ADSC. Bunky byly poskytnuty spolecnosti Celyad, jednim z partnertt EU projektu AMCARE. Zvolené
finalni mnozstvi bunék (ADSC) inkorporovanych do hydrogelu bylo 20 mil. na 1 ml hydrogelu.

Bunééna adheze k povrchu hydrogeli na bazi kyseliny hyaluronové je termodynamicky nevyhodna.
Je to dano znaénou hydrofilitou polymeru a jeho zapornym nabojem [35]. Déle pak samotna struktura a
povaha polysacharidti hraje dulezitou roli v interakci s bunikami, tzv. crosstalk je piihodny pro
bilkoviny/peptidy obsahujici mnoho amino skupin. Adheze bunék je dualezita kvuli proliferaci a
diferenciaci bunék. Pro buné¢nou adhezi je tedy nutné zakomponovat do struktury hydrogelu adhezivni
molekuly, jako je kolagen, fibronektin, laminin, vitronektin, fibrin, fibrinogen [34, 36, 37] ¢&i rtzné
peptidové sekvence [35, 38, 39, 40, 41, 42, 43].

Ke zvySeni bunééné adheze a viability byl pouzit derivat s pevné vazanou peptidovou RGD sekvenci
HA-PH-RGDPYRE [41] v kombinaci s tyraminovanym derivatem HA-TA v hmotnostnim poméru 1:1 pro
dosazeni optimalnich vlastnosti gelu (HA-PH-RGDM),

5.2.1.1 Vliv inkorporovanych bunék na charakter hydrogelu na bazi HA-PH-RGDMX

Hydrogely byly pfipraveny dle postupu v kapitole 4.1. Zvoleny finalni material HA-PH-RGDM™ byl
rozpustén v roztoku PBS pH 7,4 v koncentraci 20 mg/ml. V piipadé bunéénych hydrogelt byla pti gelaci
ptidana bunééna suspenze s finalni koncentraci 20 mil. ADSC/ml.

Hydrogel
Bez bun¢k Sitovaci ¢inidla 1 Konc. peroxidu vodiku 0,003 %  Aktivita HRP 0,24 U/ml
Bez bunék Sitovaci ¢inidla 2 Konc. peroxidu vodiku 0,005 %  Aktivita HRP 0,4 U/ml

20 mil. ADSC/ml  Sitovaci ¢inidla 1 Konc. peroxidu vodiku 0,003 %  Aktivita HRP 0,24 U/ml
20 mil. ADSC/ml  Sitovaci ¢inidla 2 Konc. peroxidu vodiku 0,005 %  Aktivita HRP 0,4 U/ml

U HA-PH-RGDM'™* materialu bez bun&k se sitovacimi ¢inidly 1 bylo docileno optimalnich vlastnosti
hydrogelu z pohledu rychlosti gelace, mechanickych a viskoelastickych vlastnosti (kapitola 5.1.1).
Pokud jsou ale do hydrogelu inkorporovany buriky, dochazi ke znatelnému botnani hydrogelové matrice
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a degradaci béhem kultivace (Obr. 14). Tento negativni aspekt je zptisoben dekompozici peroxidu
vodiku vlivem pfidavku suspenze vedouci k prodlouzenim gela¢niho ¢asu a poklesu tuhosti hydrogelové
sité, resp. Youngova modulu (Obr. 12 hydrogel obsahujici sitovaci ¢inidla 1 — bez bunék vs. inkorporace
20 mil. ADSC/ml). Navysenim koncentrace Cinidel lze tyto nevyhovujici vlastnosti eliminovat a
dosahnout srovnatelnych vlastnosti gelu s obsahem ADSC jako v ptipadé hydrogelu bez bunék (Obr. 12
— hydrogel obsahujici sitovaci ¢inidla 2 s inkorporovanymi 20 mil. ADSC/ml). Jak je vidét z Obr. 13,
volbou vhodné koncentrace sitovacich ¢inidel bylo docileno také srovnatelné rychlosti gelace
u hydrogelu bez bunék (s nizsim obsahem sitovacich ¢inidel 1) a buné¢ného hydrogelu (S vyssim
obsahem sitovacich ¢inidel 2). V tomto pfipadé hydrogely béhem kultivace signifikantné méné botnaji

a degradace je zpomalena. Adheze ADSC je patrna u obou hydrogelt lisicich se tuhosti a charakterem
(Obr. 14).
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Youngiiv modul (kPa)
HouzZevnatost (J/dm?3)

o N B (o] (o]
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Youngtiv modul (kPa) Houzevnatost (J/dm3)

® Bez bunék, Sitovaci ¢inidla 1 H Bez bunék, Sitovaci ¢inidla 2
m 20 mil. ADSCs/ml, Sit'ovaci ¢inidla 1 20 mil. ADSCs/ml, Sit'ovaci ¢inidla 2

Obr. 12 Youngiiv modul a houZevnatost hydrogelii bez bunék a s obsahem 20 mil. ADSC na 1 ml
S riiznym stupném zesiténi urcenym sirovacimi cinidly: 1 (koncentrace peroxidu vodiku 0,003 %, aktivita
HRP 0,24 U/ml) a 2 (koncentrace peroxidu vodiku 0,005 %, aktivita HRP 0,4 U/ml).
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Obr. 13 Cas gelace hydrogelu bez bunék s obsahem sitovacich cinidel 1 a hydrogelu s inkorporovanymi
bunikami (20 mil. ADSC/ml) s obsahem sitovacich cinidel 2.
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DEN 14 DEN 21 DEN 28

HA-PH-RGDMIX
Sitovaci ¢in. 1
HRP 0,24 U/ml
H,0, 0,003 %

HA-PH-RGDMIX
Sitovaci ¢in. 2
HRP 0.36 U/ml
H,0, 0,005 %

Obr. 14 Viiv tuhosti gelit na adhezi a rust ADSC. Materidaly s nizsim pridavkem sitovacich cinidel (HRP
0,24 UIml, peroxid vodiku 0,003 %) s nizsi tuhosti (Sitovaci c¢inidla 1) a vyssim pridavkem sitovacich
Cinidel (HRP 0,4 Ulml, peroxid vodiku 0,005 %)) s vyssi tuhosti (Sitovaci cinidla 2).

5.3 Kompatibilita vybraného materialu s aplika¢nimi zarizenimi

Na zakladé dosazenych vysledku (5.1.1, 5.2.1.1) byl pro testovani kompatibility vybraného materialu
s aplikaénimi zafizenimi pouzit derivat na bazi HA-PH-RGDM'X, ktery lze zesitit enzymatickou reakci
pomoci enzymu HRP pti piidavku peroxidu vodiku. Tento material podporuje viabilitu a adhezi bun¢k
ADSC ve finalni zvolené koncentraci 20 mil./ml hydrogelu.

Pro snadnou aplikovatelnost materialu pomoci aplikaénich zafizeni byl zvolen derivat s nizkou
molekulovou hmotnosti 60-90 kDa vykazujici v koncentraci 20 mg/ml nizkou zdanlivou viskozitu
prekurzorovych roztoku (5.1.1.1) i pii nizké smykové rychlosti. Dalsim dilezitym parametrem je
gelacni Cas, ktery nesmi byt pfilis rychly, aby nedoslo k zatuhnuti v aplikacni casti SPREADS zatizeni
¢i v jehle Kkatetru, ale také piili§ dlouhy, aby nedochazelo k vytékani materidlu z mista aplikace pii
pouziti katetru. Proto byla zvolena u scaffoldu bez bun¢k aktivita HRP 0,24 U/ml a koncentrace
peroxidu vodiku 0,003 %. Pii inkorporaci bun¢k ADSC v hustoté 20 mil. b./ml byl navySen obsah
sitovacich ¢inidel (HRP 0,4 U/ml a peroxid vodiku 0,003 %) pro zachovani vhodné rychlosti gelace a
charakteru gelu (5.2.1.1). Vysledky popisu charakteru finalniho materidlu a jeho kompatibility
s aplika¢nimi zafizenimi jsou uvedeny také v publikacich [71, 72].

5.3.1 Aplikace materialu pomoci katetru

Pro moznou aplikaci daného materialu do srde¢ni tkané€ byl v ramci EU projektu AMCARE (FP7-NMP-
2013-SME-7) partnery navrzen specialni katetr AMCath s uzptisobenym davkovanim vzorku popsany
v publikaci [71]. Katetr délky 1,2 m je slozen ze dvou ptivodnych hadi¢ek S vnitinim primérem 0,5 mm
zakoncenych nastavcem majici luer lock pro mozné napojeni stiikacek, které obsahuji prekurzorové
roztoky HA-PH-RGDM™ se sitovacimi ¢inidly a ADSC buiikami. Pfivodna dvoucestna hadicka vede do
reservoaru o objemu 5 ml v koncové ¢asti katetru, kde dochazi ke smiseni dvou prekurzorovych roztoku.
Katetr je zakoncen konickou jehlou s velmi malym vnitfnim praimérem (0,24 + 0,01 mm). Katetr, vyjma
uchytné ¢asti, je zaveden pres abdominalni aortu do srde¢ni stény, kde jsou aplikovany malé davky
materialu (200 pl).
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5.3.1.1 Charakterizace hydrogelit pFipravenych pomoci katetru

Byly porovnany vlastnosti hydrogelt ptipravenych pomoci Contipro smésovace (4.1) a katetru AMCath.
Koncentrace finalniho materialu HA-PH-RGDM* (1:1) byla 20 mg/ml v PBS (pH 7,4), koncentrace
peroxidu vodiku 0,003 % a aktivita HRP 0,24 U/ml. Byly stanoveny viskoelastické a mechanické
vlastnosti hydrogell a stupen nabotnani.

Obr. 15 Homogenita hydrogelii pripravenych pomoci Contipro homogenizatoru (A) a katetru AMCath
(B) vizualné zndzornéna pomoci pridavku barviva Sirius Red.

Homogenita pfipravenych hydrogelll byla testovana vizualné pomoci barviva Sirius Red, ktera byla
zamichana do prekurzorového roztoku pted jeho pripravou. Vizualné nebyl zaznamenan signifikantni
rozdil mezi hydrogely ptipravenymi pomoci homogenizatoru a katetru (Obr. 15). Na druhou stranu
tuhost hydrogeld pfipravenych pomoci standardniho sméSovace byla vyssi v porovnani s hydrogely
ptipravenymi pomoci katetru (Obr. 16, Obr. 17). Tuhost sité byla urena stanovenim elastického G'
(viskozniho modulu G", ztratového thlu J) a Youngova modulu Y. Pro hydrogel pfipraveny
sméSovacem jsou parametry nasledovné: G'=825Pa, G"=3,2Pa, 4=0,22°, Y =9,7 kPa a pomoci
katetru nabyvaji hodnot G' = 701 Pa, G"=4,3 Pa, 5=0,36°, Y = 7,7 kPa se statistickym rozdilem pro
G'p=0,0002 a pro Y p=0,0077. Stupen nabotnani (Obr. 18) byl také vyssi u hydrogelid pfipravenych
pomoci katetru (52,5 % vs. 43,3 %, p =0,0077), coz koreluje s vysledky dosazenymi pii testovani
viskoelastickych a mechanickych vlastnosti. Rozdil nebyl zaznamenan u houZevnatosti stanovené
podilem energie, potifebné k naruseni hydrogelu, a objemu hydrogelu (0,35-0,45 ml). Pravdépodobné je
rozdil ve vlastnostech dan mirnou nehomogenitou zpisobenou nedostate¢nym zesiténim, ktera ale neni
vizualn¢ patrna. Na druhou stranu hydrogel je kompaktni, drZi tvar a 1ze do né&j inkorporovat buiky bez
ztraty integrity vzorkd.
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B CNT homogenizator typu Benchtop Katetr AMCath

Obr. 16 Youngiiv modul a houZevnatost hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT)
homogenizatoru typu Benchtop a katetru AMCath.
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Obr. 17 Elasticky modul hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru typu

Benchtop a katetru AMCath.
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Obr. 18 Stupen nabotnani Q hydrogelii pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizdtoru typu
Benchtop a katetru AMCath.

Roztok HA-PH-RGDMX s M,, 60-90 kDa 60 -
vykazuje velmi nizkou zdanlivou viskozitu

a maximalni silu pfi extruzi pies jehly 50 -
(25 G a 27 G) se srovnatelnym vnitinim
priamérem s jehlou zakoncujici katetr. = 407
Pro snadnou aplikovatelnost in vivo je <& 30
dalezité stanoveni maximalni sily potfebné -
pro extruzi materialu pfi stlaceni stfikacek 20
spojenych s katetrem.  Obecné  je
maximalni vhodna sila pro stlaceni muzem 07
70N a zenou 50N. Béhem extruze il -
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o

o

findlniho materialu dochazi ke gelaci a
Vv pribéhu 3 minut maximalni sila dosahuje
maxima, které ale nepiesahuje hodnotu
50 N a dale se jiz tato hodnota neméni a je
mozné material aplikovat (Obr. 19) [71].
Tento fakt je dan vlastni specialni
konstrukei katetru obsahujici rezervoar v koneéné ¢asti, kde dochazi k miseni prekurzorovych roztoki,
a také charakterem samotného materialu po gelaci — hydrogely nevykazuji pfili§ vysokou tuhost.

Cas t (min)

Obr. 19 Zavislost maximdlni sily na case pri extruzi
finalniho materialu pomoci katetru.
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5.3.2 Aplikace pomoci SPREADS zarizeni

SPREADS je specialni aplika¢ni zafizeni, které bylo vyvinuto spole¢nosti AdjuCor GmbH
(https://www.adjucor.com/). Je slozeno znosné kapsy (substance carrier) a 3 ptivodnich hadicek
(supply line) —jedna pro aplikaci hydrogelového prekurzorového roztoku do rezervoaru ve sttedu kapsy
a dvou hadicek pro dopraveni bioadheziva do rezervoaru nachazejici se po obvodu kapsy. Spodni ¢ast
nosné kapsy je tvofena biodegradabilni polopropustnou membranou (Obr. 20) [72].

A)Prekurzorovy roztok ¥ Bioadhezivum B) G\A

Cist B:
.

o - HA-PH-RGDMX
Cist A: @t Y HiO
HA-PH-RGDMX 'y .
ADSCs N

\ 2 S § T icky mi

b( < Staticky mixer

Rezervoar
pro hydrogel

Nosna kapsa

Rezervoar
pro bioadhezivni lepidlo

Obr. 20 Zarizeni SPREADS je slozené z nosné kapsy a aplikacnich hadicek (4), sméSovace pro pripravu
homogenniho roztoku (B). Ukdazka Fezu nosné kapsy aplikované na prasecim kadaveru obsahujici
hydrogel obarveny methylenovou modii (C) [72].

5.3.2.1 Charakterizace hydrogelii piipravenych pomoci aplikacni ¢asti zaiizeni SPREADS

Pro smiseni prekurzorovych roztoki byl pouzit sméSova¢ zakoupeny od spolecnosti MEDMIX
(https://lwww.medmix.ch/). Byly porovnany vlastnosti hydrogelti pfipravené timto sméSovacem
s transportni hadi¢kou vedouci do nosné kapsy SPREADS zaiizeni (Obr. 20) a Contipro (CNT)
homogenizatorem typu Benchtop (4.1), ktery byl pouzit pii pifedchozim testovani hydrogelovych
vlastnosti. Findlni prekurzorovy roztok byl zvolen na bazi HA-PH-RGDM™ s nizkou molekulovou
hmotnosti (Mw 60-90 kDa) a koncentraci roztoku (20 mg/ml) zachovavajici velmi nizkou zdanlivou
viskozitu kvuli snadné aplikovatelnosti. Koncentrace sitovacich Cinidel byla volena, aby nedoslo
k zatuhnuti smési v pfivodné hadi¢ce a doSlo k dostate¢nému rozprostieni materidlu v nosné kapse
(peroxid vodiku 0,003 %, HRP 0,24 U/ml) zaru¢ujici homogenni distribuci bungk.
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Homogenita ptipravenych hydrogelt byla testovana vizualné pomoci barviva Sirius Red, které bylo
zamichano do prekurzorového roztoku pted jeho ptipravou. Vizualné nebyl zaznamenan signifikantni
rozdil mezi pfipravenymi hydrogely (Obr. 21), coz bylo potvrzeno srovnatelnymi hodnotami elastického
a Youngova modulu a koeficientu nabotnani (Obr. 22). Pro hydrogel pfipraveny Contipro sméSovacem
byly stanoveny hodnoty G'=825Pa, G"=3,2Pa, 6=0,20°, Y=9,7kPa a pomoci MEDMIX
sméSovace s privodnou hadickou G'=805Pa, G"=2,8Pa, §=0,22°, Y =7,7kPa se statistickym
rozdilem pro G' p = 0,0002 a pro Y p = 0,0077.

A) B)

Obr. 21 Homogenita pripravenych hydrogeli pripravenych pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru
typu Benchtop (A) a MEDMIX homogenizatoru s transportni hadickou (B) vizudlné zndazornéna pomoci
pridavku barviva Sirius Red.
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Obr. 22 Hydrogely pripravené pomoci Contipro (CNT) homogenizatoru a MEDMIX homogenizadtoru
S transportni hadickou. Elasticky, Youngiiv modul a koeficient nabotnani hydrogelii na bazi
HA-PH-RGD™™ (20 mg/ml, PBS pH 7,4, peroxid vodiku 0,003 %, HRP 0,24 U/ml).
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5.3.2.2 Homogenni distribuce bunék v SPREADS zaiizeni

Byla zjistovana homogenni distribuce a viabilita bun¢k v hydrogelu injektovaném do nosné kapsy
aplika¢niho zafizeni SPREADS. Buiiky ADSC byly enkapsulovany do HA-PH-RGDM™* hydrogelu
v koncentraci 20 mil. bun€k/ml. Obsah sitovacich ¢inidel byl kvili pfitomnosti bunék navySen
na koncentraci peroxidu vodiku 0,005 % a aktivitu HRP 0,4 U/ml.

Stikacky s hydrogelovymi prekurzorovymi roztoky byly piipevnény pomoci luer lock zakonceni
k SPREADS zatizeni a plynule stla¢ovany, ¢imz vznikl pomoci sméSovace hydrogelovy prekurzorovy
roztok. Diky vytvofenému aplikaénimu oknu danému rychlosti gelace (vice nez 15 sekund), dochazi
k jeho zatuhnuti po priuchodu pfivodni hadickou a rozprostieni v nosné kapse (Obr. 20 C). Pro smiseni
prekurzorovych roztokt byl pouzit sméSovac zakoupeny od spole¢nosti MEDMIX.

Po 15 minutach od ptipravy hydrogelu byly vzorky vyfezany z nosné kapsy v 6 riznych mistech dle
Obr. 20-A pomoci nastavce na biopsii (biopsy punch, 5 mm). Kazdy vzorek (vyfez hydrogelu) byl
vlozen oddélené do 6jamkového kultivaéniho panelu a vzorky byly kultivovany pti 37 °C s 5 % oxidu
uhli¢itého. Distribuce a viabilita bunék ve vzorcich byla detekovana po 24, 48 a 96 hodinach (Obr. 23).
Mezi testovanymi vzorky nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil v distribuci bunék a
zivotaschopnosti. Primérna viabilita bunék v hydrogelu byla 77 %.
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Obr. 23 Distribuce bunék v hydrogelu odebraného z riznych casti nosné kapsy SPREADS (1-6).
Barveni Live/Dead — zivé burnky (zelené) a mrtvé bunécné jadro (Cervené). (A) Viabilita bunék vyjadrena
v procentech, detekovina po 24, 48 a 96 hodindch (n = 6) (B).
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5.4 Preklinicka studie

V ramci preklinické studie byl vyvinut model pro simulaci infarktu myokardu spole¢nosti Explora
Biotech (projekt AMCARE, https://www.explora-biotech.com/). Testovani aplika¢nich zafizeni in vivo
(AMCath/SPREADS zafizeni) s finalné¢ zvolenym materialem bylo Gspésné. Dale probéhlo testovani
terapeutického efektu na modelu velkého zvifete — miniprasete. Preklinické studie jsou popsany
v uvedenych publikacich [71, 72].

5.4.1 Viabilita bunék v prekurzorovém roztoku HA-PH-RGDMX

Operace myokardu, at’ uz za pouziti katetru ¢i SPREADS zafizeni, je n€kolikahodinovy proces, béhem
kterého miize dojit k tomu, Ze pfedem ptipravend suspenze bunék ziistane pied vlastni aplikaci ve smési
s roztokem A (HA-PH-RGDMX v PBS pH 7,4 obsahujici mimo jiné HRP). Proto je nutné stanovit dobu,
po jakou muize byt takova smés uchovana, aniz by byla naru$ena buné¢na viabilita. 40 miliona ADSC
bunék bylo obsazeno v 1 ml prekurzorového roztoku A. Smés byla uchovavana po dobu az 7 hodin pfi
laboratorni teploté (RT) a pfi snizené teploté¢ v lednici a v hodinovych intervalech byly ze smési
odebirdny vzorky. Tyto vzorky byly po zfedéni kultivatnim médiem nasazeny na kultivacni panel.
Viabilita bunék byla stanovena po 24 a 48 h. Viabilita ADSC neni ovlivnéna po dobu 4 hodin pii
inkubaci v roztoku HA-PH-RGDM™ + HRP, at uz pfi RT &i pii snizené teploté (2-10 °C). Poté
signifikantné klesa viabilita bun¢k (p < 0,05), ale v ptipadé uchovani v lednici nedochazi k poklesu pod
hranci cytotoxicity 30 % po dobu 7 hodin (Obr. 24).
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Obr. 24 Viabilita bunék ADSC po inkubaci 1-7 hod v prekurzorovém roztoku HA-PH-RGDM* + HRP
vyjadrena v % riistu kontrolnich bunek.

5.4.2 Aplikovatelnost materialu in vivo

Proveditelnost aplikace pomoci katetru byla testovana
namodelu velkého zvifete — prasete (~90 kg, Landrace,
samice), (Ethics approval No0.904/2015-PR). Katetr byl
zaveden pfes abdominalni aortu, aortilni arch a nasledné
zaveden do levé srde¢ni komory (LV). Stiikacky obsahujici
prekurzorové roztoky byly pfipevnény Kk homogenizatoru a
postupnym stlacovanim obou stiikacek byl roztok aplikovan
do daného mista vramci nékolikanasobné davky malého
objemu (200 ul/12s). Po 30 sekundach byla konicka jehla
presunuta do dalsiho mista aplikace. Celkem byly provedeny
3 vpichy. Po 20 minutach od posledniho aplikovaného vzorku Obr. 25  MRI  analyza
byly subjekty usmrceny. P¥itomnost hydrogelu uvnitt stény LV  injektovaného hydrogelu v srdecni
byla potvrzena vizualné a MRI analyzou (Obr. 25) [71]. tkani [71].

25



Implantace SPREADS zafizeni i s aplikaci materialu a gelaci prob&hla uspésné. SPREADS zatizeni bylo
implantovano na srde¢ni sténu pomoci adhesiva injektovaného do okrajovych ¢asti aplikacniho zatizeni.
Uchyceni probéhlo tspésné. Nadavkovani prekurzorového roztoku a gelace materialu v nosné kapse
byla bezproblémova a viditelna, jelikoz hydrogel byl obarven methylenovou modii (Obr. 26) [72].

B

Obr. 26 Implantace minimdalné invazivniho SPREADS zarizeni s inkorporovanym hydrogelem a ADSC
burtkami (A). Umisténi nosné kapsy (B). Kontrola uchyceni po 1 hodiné po implantaci (C). Kontrola
pritomnosti a umisténi hydrogelu v nosné kapse (n = 4 zvirata) [72].

5.4.3 Terapeuticky efekt

Postup a vyhodnoceni preklinické studie véetné histologického vysetieni je blize popsano v uvedené
publikaci [72]. Testovani prob&hlo na 36 miniprasatech (~40 kg, Landrace, samice) roz¢lenénych do
6 skupin. In vivo studie byla zapocata stimulaci infarktu myokardu zavedenim katetru s implantovanym
balonkem. Po 14 dnech byla provedena implantace SPREADS zatizeni a aplikace materialu pomoci
katetru. U zadného testovaného subjektu nedoslo k nezadouci reakci. Nasledné po 7 dnech od provedeni
zakroku (21. den) bylo zjisténo signifikantni zlepseni LVEF (%) u subjektd, kterym byl aplikovan
SPREADS (Obr. 27) s hydrogelem bez i s ADSC burikami oproti kontrole (gold standard) [72, 73].
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Obr. 27 Porovnani LVEF (%) u materialu SPREADS bez a s buitkami oproti kontrole (A) [72, 73].
Ukdzka aplikace SPREADS zarizeni s obsahem hydrogelu a ADSC bunék (B).
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6 ZAVER
Omezena regeneracni kapacita srdce po infarktu myokardu ma za nasledek remodelacni procesy, které
mohou vést az Kk srde¢nimu selhani. Bylo vyvinuto n€kolik strategii zahrnujicich mechanickou oporu
srdecni tkané ¢i regenerativni pristupy za vyuziti napi. kmenovych bunék. Prozatimni G¢innost lécby je
ale stale nedostatecna, mimo jiné diky nizké zivotaschopnosti bun€k a jejich nedostatecné retenci
V mist¢ aplikace.

Nosnym prvkem, ktery by podpofil zivotaschopnost bunék a jejich retenci v misté aplikace, mize byt
hydrogel. Jeho zna¢na hydrofilita, podobnost s extracelularni matrix a moznost gelace in situ jej
predurcuji jako vhodného kandidata pro vyuziti v této aplikaci. Kyselina hyaluronova je télu vlastni
latka s prirozenou biokompatibilitou a biodegradabilitou. Diky piitomnosti hyaluronidaz ¢i reaktivnich
forem kysliku v lidském téle dochazi k rychlé degradaci, kterou Ize vyrazné zpomalit jeji modifikaci
za vzniku derivati HA vedouci za vhodnych podminek k tvorbé hydrogelt. Diky témto vlastnostem jsou
hydrogely na bazi HA povazovany za vhodné materialy pro vyvoj prostfedkti umoznujicich aplikaci a
rast bunék slouzicich pro bunéénou terapii po infarktu myokardu.

V soucasnosti jsou hojné pouzivany katetry i v rdmci regenerace tkané po infarktu myokardu. V této
praci byl vyuzit specialné navrzeny katetr s rezervoarem popsany v kapitole 5.3.1 a publikaci [71].
Druhé pouzité aplikacni zafizeni v daném praci byl SPREADS slozené z aplikacni Casti slouzici
k dopraveni materialu do nosné kapsy, ktera je tak vyplnéna hydrogelem obsahujici buiiky a na okrajich
bioadhezivem pro uchyceni zafizeni na srde¢ni sténé (5.3.2) [72].

Moznost in situ aplikovatelnosti je velmi dulezita, pokud chceme vyuzit jako aplika¢niho zafizeni
katetru ¢i nové vyvinuté nosné kapsy SPREADS. Je nutné zachovat nizkou zdanlivou viskozitu (i pfi
nizké smykové rychlosti), jelikoz primér jehly zakoncujici katetr je velmi maly. In situ gelace umoziuje
docilit nizké viskozity materialu pii jeho prichodu katetrem danou pouze viskozitou prekurzorovych
roztokt. K prudkému nartstu zdanlivé viskozity dochazi v misté aplikace ¢i Castecné v ptizpiisobeném
rezervoaru umisténém na konci katetru. Dale je velmi dilezita rychlost gelace, ktera musi byt dostate¢né
rychla, aby doslo ke zgelovani pouze v misté aplikace. Na druhou stranu pfili$ rychla gelace nemusi
ptinést vhodnou integraci materialu do tkané, jelikoz se material vhodné nerozprostie a mize dochazet
ke gelaci v aplikatoru.

Pro dosaZzeni pozadovaného efektu regenerace tkané po infarktu myokardu je nutné do hydrogelu
zakomponovat co nejvice bun€k pii zachovani jejich viability, mozZnosti proliferace a soucasné
zachovani vhodnych vlastnosti materidlu. Pro danou aplikaci byly pouzity kardiopoietické butiky
ADSC. Zvolené finalni mnozstvi bunék (ADSC) inkorporovanych do hydrogelu bylo 20 mil na 1 ml
hydrogelu.

Enzymaticky katalyzovanou reakci hydroxyfenyl derivatu HA v pfitomnosti peroxidu vodiku vznikaji
hydrogely s vhodnymi vlastnostmi i v pfitomnosti pozadovaného vysokého mnozstvi bunééného
materialu. Buné¢na adheze K povrchu hydrogelt na bazi kyseliny hyaluronové je termodynamicky
nevyhodna. Pro podporu buné¢né viability a adheze byl pfipraven derivat, ktery obsahuje syntetickou
sekvenci aminokyselin RGD interagujici s bunéénymi receptory ze skupiny integrind. RGD sekvence je
kovalentn¢ vazana na strukturu derivatu, ¢imz je eliminovéano riziko embolizace, které mize byt
problémem pii vyuziti naptiklad fibrinogenu. Na druhou stranu objemnost skupiny RGD snizuje
efektivitu zesiténi, tedy snizuje tuhost hydrogelové sité a zpomaluje gelaci, coz by mohlo vést k vytékani
materidlu z mista defektu. Proto byl hydroxyfenyl derivat s RGD (HA-PH-RGDPURE) kombinovan
s derivatem bez RGD sekvence (HA-TA) v hmotnostnim poméru 1:1. Cas gelace se timto zpaisobem
zkratil ze = 100 s na 18-26 s v zavislosti na Sarzi derivatu, Sarzi HRP ¢i peroxidu vodiku.

Dale byla u jednotlivych komponent testovéna cytotoxicita. U derivati HA-TA, HA-PH-RGDPURE 3
HA-PH-RGDM™ bunky vykazuji vyssi proliferaéni schopnost v porovnani s kontrolou (kultivani

27



médium) (Obr. 10). Roztoky HRP nejsou cytotoxické, kdezto samotny roztok peroxidu vodiku je
cytotoxicky v koncentraci 0,003 % a vyssi (Obr. 11). Pii kombinaci peroxidu vodiku (0,005 %) s HRP
(0,4 U/ml) a sobsahem oligosacharidu derivatu HA-TA (oligo-HA) nebyla piekrocena hranice
cytotoxicity -30 %. Navic je roztok peroxidu vodiku béhem sitovaci reakce spotiebovavan a bunky jsou
jim exponovany po velmi kratkou dobu v ramci sekund ¢i desitek sekund.

Pro moznou aplikaci dané¢ho derivatu pomoci katetru ¢i SPREADS zafizeni je nutné zachovani nizké
zdanlivé viskozity a vytlacné sily prekurzorového roztoku, c¢ehoz bylo docileno volbou nizké
molekulové hmotnosti vychoziho derivatu (Mw 60-90 kDa) pti koncentraci 20 mg/ml.

U hydrogelu bez bunék byl obsah sitovacich ¢inidel 1 (HRP 0,24 U/ml, peroxid vodiku 0,003 %)
optimalizovan na zaklad¢ rychlosti gelace, charakteru hydrogelové sité, botnani a kompatibility s dvéma
zvolenymi aplikaénimi zafizenimi (katetr, SPREADS). Inkorporace vysokého mnozstvi bunék
(20 mil. ADSC na 1 ml) ma signifikantni vliv na charakter gelu. Tuhost hydrogelové sité klesa, coz je
patrné nahodnoté Youngova modulu a také dochazi ke znatelnému botnani hydrogelové sit¢ a jeji
degradaci béhem kultivace. Tyto nevyhovujici vlastnosti lze redukovat mirnym navySenim obsahu
sitovacich ¢inidel — HRP 0,4 U/ml, peroxid vodiku 0,005 %. Tim dosahneme srovnatelnych vlastnosti
gelu bez bun€k s nizsi koncentraci sitovacich Cinidel 1 a s butikami s vyssi koncentraci sitovacich
¢inidel 2. Hydrogely béhem bunécné kultivace signifikantné méné botnaji a degradace je zpomalena,
také se projevuje bunééna adheze ADSC.

V ramci Evropského projektu AMCARE byl vyvinut specialné upraveny katetr pro aplikaci materialu
do srde¢ni tkané. Byla prokazana aplikovatelnost finalniho materialu s obsahem 20 mil ADSC/ml
pomoci katetru in vitro bez signifikantniho vlivu na buné¢nou viabilitu. Pfipravené hydrogely pomoci
katetru vykazuji vhodné vlastnosti pro danou aplikaci. Vyhodou katetru je jeho minimalné invazivni
aplikace do srde¢ni stény. Vznikly hydrogel byl pii in vivo testech detekovan v misté aplikace bez
negativniho vlivu na okolni tkan ¢i testovany subjekt (miniprase).

Material byl rovnéz in vitro aplikovan do nosné kapsy zatfizeni SPREADS, kde doslo k jeho rozprostieni
a vzniku hydrogelu s inkorporovanymi viabilnimi buikami s homogenni distribuci. Pfedpokladem je
mechanickd opora poskozené srdecni stény po infarktu myokardu pomoci tohoto elastického a
biologicky rozlozitelného patch v kombinaci s regeneraci srde¢ni tkané kmenovymi bunkami, jez
prochazi ptes polopropustnou membranu a také pti SPREADS degradaci. In vivo aplikace hydrogelu
do nosné kapsy, jeji implantace a uchyceni pomoci bioadheziva bylo uspésné. Doslo také k
vyznamnému zvySeni LVEF (%) po 14 dnech od implantace v porovnani se standardem GS (gold
standard), u kterého nebylo pouzito aplikaéni zatizeni ani vyvinuty material ¢i buriky.

Operace myokardu, at’ uz za pouziti katetru ¢i SPREADS zatfizeni, je Casové narona a b&hem
opera¢niho procesu miize zlstat suspenze bunék smisena s roztokem A — HA-PH-RGDM™* v PBS pH
7,4 obsahujici HRP. Viabilita ADSC neni ovlivnéna po dobu 4 hodin pfi inkubaci v roztoku derivatu
HA-PH-RGDMX+ HRP, at’ uz pii RT &i pti snizené teploté (2-10 °C). Poté signifikantné klesa viabilita
bunék, ale v piipadé uchovani v lednici nedochazi k poklesu pod hranici cytotoxicity -30 % po dobu
7 hodin.

Cilem diserta¢ni prace byl vyvoj materialu slouzici jako scaffold pro enkapsulaci bun&k pro regeneraci
srde¢ni tkané po infarktu myokardu. V rameci disertaéni prace byl ptipraven hydrogel, do jehoZ struktury
Ize inkorporovat kmenové bunky izolované z tukové tkané darca. Pro podporu viability a adheze bun¢k
ve scaffoldu byl zvolen hydroxyfenyl derivat HA nesouci pevné vazanou RGD sekvenci. Obsah
sitovacich ¢inidel byl optimalizovan pro moznou enkapsulaci vysokého mnozstvi bun¢k. Finalné
vybrany material byl uspé$né aplikovan pomoci specialné vyvinutych aplikacnich zafizeni (katetru a
SPREADS) in vitro i in vivo.
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Derivat na bazi HA — tyraminovany/hydroxyfenyl derivat HA

Kyselina hyaluronova/hyaluronan

Peptidova sekvence Arg-Gly-Asp (argynin-glycin-kyselina asparagova)
Advanced Materials for Cardiac Regeneration (EU projekt)
Molekulova hmotnost

Dalton (Jednotka My, polymerti, g-mol™)

Kienova peroxidaza (Horseradish peroxidase)

Peptidova sekvence Ile-Lys-Val-Ala-Val (izoleucin-lysin-valin-alanin-valin)

Peptidova  sekvence  Tyr-lle-Gly-Ser-Arg  (tyramin-izoleucin-glycin-
serotonin-arginin)

Peptidova sekvence Arg-Gly-Asp-Ser (argynin-glycin-kyselina asparagova-
serotonin)

Kmenové buriky ziskané z tukové tkané (Adipose-derived stem cells)
Federalni agentura pro kontrolu potravin a 1é¢iv

Food and Drug Administration

Ejekéni frakce levé komory (Left ventricular ejection fraction)
Bovinni sérovy albumin

Peptidova sekvence (Gly-Gly-Arg-Met-Ser-Met-Pro-Val) (glycin-glycin-
argynin-methionin-serotonin-methionin-prolin-valin)

Stupeii substituce

Hydroxyfenyl derivat HA s navazanou RGD sekvenci
Demineralizovana voda

Komplexni modul pruznosti ve smyku
Elasticky (pamét'ovy) modul
Viskozni (ztratovy) modul

Fazovy posun/ztratovy uhel

Cas gelace

Botnaci koeficient/ Stupeni nabotnani
Hmotnost hydrogelu po nabotnani
Hmotnost hydrogelu pted nabotnanim
Smérodatna odchylka

Younglv modul pruznosti

Leva srde¢ni komora
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