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ABSTRAKT

Povrchy biomateriala hraji diilezitou roli pti adhezi a nasledné proliferaci bunék. V této praci
byly modifikovény &tyfi rizné povrchy za pomoci Zelatiny a bovinniho sérového albuminu
zaucelem zkoumani vlivu povrchu na proliferaci a viabilitu bunék. Soucasné byla provedena
izolace exosomli za pomoci komercéniho kitu, které byly nasledn¢ pouzity jako dalsi
modifika¢ni slozka. Vliv povrchll na viabilitu bunék mysich fibroblastii byl vyhodnocen

fluorescencnim mikroskopem a metodou MTT.

Kli¢ova slova: modifikace povrchu, exosomy, sérovy albumin, zelatina

ABSTRACT

Biomaterial surfaces play an important role in cell adhesion and subsequent proliferation. In
this work, four different surfaces were modified with gelatin and bovine serum albumin to
investigate the effect of the surface on cell proliferation and viability. At the same time, the
exosomes were isolated by a commercial isolation kit, which were subsequently used as
another modification component. The effect of surfaces on the viability of mouse fibroblast

cells was evaluated by fluorescence microscopy and MTT method.

Keywords: surface modification, exosomes, serum albumin, gelatine
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UvVOD

V oblasti biomaterialti dochézi k neustalému vyvoji. Biomateridly jsou hojné vyuzivany
v oblasti mediciny. Velmi dileZitou roli u biomaterialii hraji jejich povrchy, kde dochézi
k interakci s bunikami/tkdnémi. Pro dobré piijeti biomateridlu hostitelskym systémem, jsou
predevsim diilezité povrchové vlastnosti jako je naptiklad topografie povrchu a povrchové
napéti. Dal§imi dilezitymi faktory biomaterialii je biokompatibilita, bioaheze a biointerakce
bun¢k s povrchem. Pro docileni co nejidealngjSich podminek pro bunéfnou viabilitu a
interakci s biomaterialy mohou byt povrchy materialti modifikovany. Pomoci povrchovych
modifikaci lze dosdhnout optimalniho nastaveni vlastnosti, které jsou vyzadovany pro
konkrétni aplikaci. Jednou z nejcastéji pouzivanych povrchovych uprav je modifikace
tenkym filmem, kdy mohou byt pouzity naptiklad riizné biopolymery, které¢ dodaji materialu
potiebnou bioaktivitu. Dale mohou byt pro tGpravu povrchu materidlu pouzity naptiklad
exosomy, které jsou skvé€lé pro vyuziti v mediciné hned z nékolika diivodi. Exosomy jsou
produkovany jak prokaryotickymi, tak eukaryotickymi buiikami. V lidksém téle je miZeme
kromé bungk nalézt také v télnich tekutinach, jako je naptiklad matefské mléko, krev sliny
nebo mo¢. Exosomy obsahuji nukleové kyseliny a maji ve svém obalu specifické proteiny,
diky kterym mohou ptisobit jako biomarkery rliznych onemocnéni. Dalsi zajimavou
vlastnosti je to, Ze dokdzi zprostiedkovavat mezibunénou komunikaci diky tomu, ze
pfenaleji svlj biologicky aktivni obsahve formé nukleovych kyselin do vzdalenych bunék a

tim se podileji na zménach genové exprese v cilovych bunkach.

V praktické Casti této prace je popsana studie srovnavajici bunéénou adhezi a proliferaci na

ruznych typech povrchu bez a s povrchovymi upravami.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Biomateridly jsou syntetické materialy, které 1ze pouzit v Iékatskych aplikacich k nahrazeni
¢asti zivého systému, k fungovani v tésném kontaktu s Zivou tkdni. Nebo jako aplikaéni
systém pro 1éc¢ivo [1]. Biomaterial je urCen k interakci na rozhrani biologickych systémtl.
Poprvé byly biomateridly definovany v roce 1974 jako systematicky a farmakologicky
inertni latky ur€ené k implantaci nebo zaclenéni do zivého systému. S pokrokem védy se
tato definice ménila az do roku 1986, kdy byla Evropskou spole¢nosti pro biomaterialy

zavedena definice nova [2][3].

,Bilomateridly jsou nezivotaschopné materialy, pouzivané v Iékaiskych zatizenich, urcené
k interakci s biologickymi systémy* [2].

Tato definice byla vyuzivana v dobé, kdy byly biomateridly v mediciné pouzivany
hostitele. V pribehu let se vSak zacaly biomateridly vyuzivat 1 jinym zptisobem nez jen jako
implantované materidly, napiiklad jako systémy na podavani 1ékd, jako zobrazovaci
kontrastni ¢inidla nebo pfi konstrukcich tkdnového inZenyrstvi. Z tohoto ditvodu vznikla

v roce 2018 upravend definice [4].

»Material navrzeny tak, aby ziskal formu, kterd mize prostfednictvim interakci s Zivymi

systémy fidit priibéh jakéhokoli terapeutického nebo diagnostického postupu.* [4].

Biomateridl musi byt biokompatibilni, tzn. Ze by mél byt ptivétivy k biologickému systému
a nezpusobovat systému Zadné Skody, jak na buné¢né trovni, tak i na irovni celého systému.
Zaroven by mél biokompatibilni material vyvolat vhodnou odezvu hostitele nebo by mél byt

schopen vykonavat funkci ve specifické aplikaci bez pfitomnosti nezaddoucich reakei [1].

Tyto materialy Ize roztiidit podle n¢kolika kritérii. Za prvé, mizeme biomaterialy posuzovat
z hlediska krystalické struktury, na materidly krystalické, semikrystalické a amorfni. Za
druhé, lze biomaterialy klasifikovat na zéklad¢ jejich piivodu, na pfirodni a syntetické
materialy. Toto rozdé€leni je vyobrazeno na obrazku 1. Za tfeti, mizeme zvézit klasifikaci
dle druhu pouzitého materiali jako polymery, kovy, keramiku a kompozity. Ve tfetim
piipadé€ je role biomateriali fizena interakci mezi materidlem a té€lem hostitele, konkrétné

vlivem prostiedi téla na material a vlivem materidlu na télo [3],[1].
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Biomaterialy

Syntetické Ptirodni

Kovy Polymery Keramika Kolagen Elastin Zelatina

Obrazek 1. Schéma rozdéleni biomaterialu

1.1 Typy materiali

1.1.1 Keramika

Jedna se o pevny materidl charakteristicky pro své iontové vazby nebo jejich kombinaci
s vazbami kovalentnimi. Keramika mize byt krystalické nebo amorfni povahy. Vzhledem
k typu jejich vazeb, je keramika velmi obtizné deformovatelna a ma nizkou taznost. Obecné
1ze tici, ze jde o extrémné tvrdy a kiehky materidl, ktery mé dobrou odolnost viici teplu a je
dobrym izolantem elektrického néboje. Jako biomateridl se nejcastéji pouziva na kloubni
protézy, korunky pro zubni implantaty a srde¢ni chlopné [2]. Mezi materidly, ze kterych se
keramické biomaterialy vyrabi, spadaji napiiklad tzv. alumina (Al203), zirkonia (ZrO2) nebo
ruzné formy uhlikd. Dalsi oblasti je tzv. resorbovatelnd keramika, kterd degraduje po
implantaci do hostitele a je nahrazena endogennimi tkdnémi. Témér vSechny
bioresorbovatelné keramiky jsou variacemi fosforecnanu véapenatého. Fosfore¢nan vapenaty
byl syntetizovan a pouziva se pro vyrobu riiznych forem implantati, stejn¢ jako pro pevné
nebo porézni povlaky na jinych implantdtech. Fosforecnan vapenaty muze krystalizovat,
v zévislosti na poméru vapniku a fosforu, vlhkosti a teplote, na soli, jako je hydroxyapatit
a B-whitlockit. Obé& tyto formy jsou vysoce biokompatibilni, hydroxyapatit se navic
pfirozené vyskytuje v pfirodnich kompozitech, coz mize byt napiiklad dentin ¢i zubni

sklovina a jsou primarni anorganickou slozkou kosti [3],[5]. Dals§i zvariaci je PB-
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trikalciumfosfat, neboli TCP, ktery poskytuje vétsi stabilitu a ma vlastnosti osteokondukce

a progresivni absorpce v procesu novotvorby kosti [6].

1.1.2 Polymery

Polymery jsou organické materidly s dlouhymi molekularnimi fetézci, které jsou vzajemné
propojeny ptevazné kovalentnimi vazbami. Polymery mohou byt krystalické, amorfni nebo
kombinaci obou. Tyto materidly jsou dobfe deformovatelné a tvarné, avSak ve srovnani
s keramikou a kovy, maji nizky modul pruznosti. Dal§imi vyhodami polymernich
biomaterialii v porovnani s kovovymi a keramickymi materialy je snadna vyroba rtiznych
forem materidlu (vldkna, folie, latex atd.), ddle snadné sekundarni zpracovatelnost, cenova
dostupnost a pozadované mechanické a fyzikalni vlastnosti. V poslednich letech se jejich
obliba v biomateridlech rapidné¢ zvySila a jsou pouzivany jako stehy,
polymethylenmethakrylat je soucasti kardiostimulatorti jako krevni pumpa, dale to mohou
byt také fixacni dlahy a Srouby, kontaktni ¢ocky a dalsi [2],[3]. Velmi vyznamnou roli
v biomateridlech hraje napiiklad polyethylen s ultravysokou molekulovou hmotnosti
(UHMWPE), ze kterého jsou vyrabény endoprotézy kolen a kloubii obecné. U téméf 80 %
endoprotéz kycCelniho kloubu se pouzivdi UHMWPE jako acetabularni miska kloubujici
tvrdou hlavici femuru [7]. Siroce rozsifené jsou i biologicky odbouratelné polymery, jako je
polylaktid (PLA), polyglykolid (PGA), poly(glykolid-ko-laktid) (PLGA) a tak podobné.
PLA, PGA a PLGA jsou bioresorbovatelné polyestery patiici do skupiny poly-a-
hydroxykyselin a degraduji nespecifickym hydrolytickym §tépenim jejich esterovych vazeb.
Naptiklad hydrolyzou PLA vznikd kyselina mlécnd, kterd je vedlejSim produktem
anaerobniho metabolismu v lidském téle a je zaclenéna do cyklu trikarboxylovych kyselin,
kdy je z téla vylouc€ena jako oxid uhli¢ity a voda [3]. Zajimavym polymerem je diky svym
vlastnostem, jako je netoxicita, biokompatibilita, optickd transparentnost, chemicky inertni
povaha, dobra elasticita a snadné zpracovatelnost, naptiklad i polydimethylsiloxan (PDMS),
ktery ma Siroké vyuziti v mikrofluidnich biosenzorovych zatizenich, bioanalytické chemii

a nebo pii aplikacich umélé rohovky [8].

1.1.3 Kovy a kovové slitiny

Kovy jsou vyuzivany ve zdravotnickych zafizenich jako biomateridly jednak pro jejich
vynikajici elektrickou vodivost, ale pfedev§im pro své mechanické vlastnosti. Protoze kovy
obsahuji volné elektrony, které pisobi zaroven jako vazebna sila, mohou velmi rychle

ptrenaset elektricky naboj i tepelnou energii. Neékteré kovy se pouzivaji jako pasivni ndhrady
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tvrdych tkani, jako jsou totdlni kycelni a kolenni endoprotézy, dale pfi zlomeninach jako
vnéjsi a vnitini fixatory ve formé kostnich dlah a Sroubd, spinalni fixacni zatizeni a zubni
implantaty, a to predev§im diky svym mechanickym vlastnostem a odolnosti proti korozi.
Pti vyrobé kovovych biomaterialli se pouzivaji hlavné nerezové oceli a slitiny kobaltu
a titanu [9],[3]. Implantaty na bazi kobaltu jsou vice odolné mechanickému opotiebeni ve
srovnani se slitinami titanu. Z tohoto diivodu jsou slitiny kobaltu pouzivany v umélych
kycelnich kloubech, kde je pfimy kontakt mezi hlavici femuru a kosti, coz mlize vést Casem
k opotiebeni materialu. Tyto slitiny obsahuji zna¢né mnozstvi niklu, diky ¢emuz jsou 1épe
slévatelné a zpracovatelné, av§ak nevyhodou muze byt alergizujici ucinek této slouceniny
[9],[10]. Titan mad vybornou biokompatibilitu a je vysoce odolny vuc¢i korozi ve
fyziologickém prostiedi, a to hlavné diky stabilni tenké vrstveé oxidu titanic¢itého, ktery se na
povrchu titanu spontdnné tvofi. Pfitomnost této oxidové vrstvy podporuje integraci bunck
coz umoziuje silngjsi kontakt mezi implantaty na bazi Ti a tkdnémi ve srovnani napiiklad
s oceli. Co se tyce Cistého titanu, komeréné se vyuziva pro aplikace endosedlnich zubnich
implantatt [11],[12]. Ke zvySeni mechanické pevnosti Ti se vyuziva metody legovani. Mezi
takto upraveny Ti spadé i nejvice pouzivana slitina Ti-6Al1-4V, kterd obsahuje ptimé&s hliniku
a vanadu, diky ¢emuz nabizi lep$i pevnostni profil ve srovnani s €istym titanem a to bez

vyraznych vlivil na ostatni vlastnosti [10].
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2 MODIFIKACE POVRCHU

Povrch biomateridlu je prvnim mistem, kde dochazi ke kontaktu mezi biologickou
a materialovou ¢asti, proto se zde odehrava i vétSina biologickych reakci. Biologické reakce
jsou ovlivnény jednak chemickymi vlastnostmi, ale i strukturou povrchu. Pokud biomaterial
nema vhodné povrchové vlastnosti (jako je napi. povrchova energie, funkéni skupiny na
povrchu nebo topografie), jeho aplikovatelnost v redlném systému klesa. S vyvojem novych
biomateriald byva modifikace vybranych mechanickych a biologickych vlastnosti
biomateriald, které by vyhovovaly specifickym potfebam pti dané aplikaci, méné Casove
materidlu. Povrchy materidli lze riizné modifikovat a tim zaroven optimalizovat jejich
biokompatibilitu a biointerakci. Cilem je zachovat klicové fyzikalni vlastnosti a zaroven
upravit vnéjsi povrch tak, aby pozitivn€ ovlivnil biointerakci. Kromé toho, mtize modifikace
povrchu napfiklad imobilizovat biomolekuly ¢i zabranit nespecifické interakci nebo

adsorpci biomolekul.
Povrchové upravy lze rozdélit do dvou kategorii:
a) Chemicka nebo fyzikalni zména atomli nebo molekul na povrchu (napt. leptani)

b) Coating povrchu materidlem s jinym sloZzenim (povlakem rozpoustédla, nanesenim

tenkého filmu, radiacnim roubovanim nebo plazmovanim) [14]

2.1 Modifikace povrchu tenkymi filmy

Nanaseni tenkych filml nebo povlaki je u€innou technikou v povrchové upravé materiali
a v inZenyrstvi. Metody depozice tenkych vrstev lze rozdélit podle povahy procesu na
fyzikalni a chemické. Chemické metody zahrnuji depozice z plynné ¢i kapalné faze, zatimco

fyzikalni metody obvykle zahrnuji odpafovani, napraSovani a stfikani [13].

2.1.1 Chemické metody

Chemické depozice kategorizujeme dle faze prekurzoru na pokovovani, Langmuir-
Blodgettova nanaseci technika, spin coating, chemicka depozice z plynné faze, plazmova
polymerace a ponofovani. Obecné schéma pro chemické metody je zobrazeno na obrazku 2

[15].
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Obrazek 2. Schéma chemického potahovani tenkych filmii. Pfevzato a upraveno z [15].
Pokovovani

Pokovovani oznacuje proces povrchového pokryti substratu za pomoci ¢astic kovu, diky
¢emuz upravi povrch na elektricky vodivy. Bézné se pouzivaji kapalné prekurzory, nejcastéji
roztok vody se soli. Sl v roztoku by méla byt vyrobena z kovu, ktery se ma ukladat na
galvanizacnich technikdch musi byt ionty kovu pravidelné¢ dopliiovany, kdyz jsou
vytahovany z roztoku v lazni. Typickou aplikaci galvanického pokovovani je vytvareni

minci a medaili pouzivanych pro penize a trofeje ve vétSin€ zemi [15].

Chemicka depozice z plynné faze zesilena plazmou

Tato metoda patii mezi dobfe znamé depozice tenkych vrstev, kterd vyuziva chemické
reakce prekurzort v plynné fazi. Je zapotiebi zvySené teploty v pritbéhu nanaSeni, coz
znacné omezuje typy substratu, které Ize pouzit. Kromée teploty jsou do systému doddvany
fotony a plazma. Chemicka depozice z plynné faze zesilend plazmou, je technika, kdy se
misto tepelné energie pouziva plazma, kterd se vyuziva primarné k aktivaci iontd a radikali
v chemickych reakcich. Vyhodou této metody oproti klasické tepelné chemické depozici
plynem je niz$i teplota, kterd umoZnuje nanaSeni vrstev na substraty citlivé na zvySenou
teplotu. V biomedicinskych aplikacich jsou pouzivané predevsim tenké filmy na bazi

kiemiku, jako je amorfni kifemik, karbid kifemiku ¢i nitrid kiemiku.[13]

Plazmova polymerace

Plazmova polymerace zahrnuje fragmentaci s naslednou depozici organickych prekurzori
a monomeru. Plynny organicky monomer se pfivadi do reakéni komory bud’ samostatné
nebo s nosnym plynem, jako je argon nebo helium. Zde vytvaii plazmu a rekombinuje se na

povrchu tak, aby se dosdhlo tenkého filmu. Plazmové polymery neobsahuji fetézce
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s pravidelné¢ se opakujicimi jednotkami, ale maji tendence tvofit rozvétvenou nebo
zesitovanou sit, diky ¢emuz mohou mit mechanické vlastnosti a dobrou adhezi k vétSiné

substrata [13].

2.1.2 Fyzikalni metody

Fyzikélni metody nanaSeni povlakll se bézn¢ nazyvaji fyzikalni napatovani (PVD). PVD je
proces, pii kterém se materialy prevadeji z pevné faze do plynné faze a poté se vraceji do
tenkovrstvé pevné faze. Tenkovrstva pevna latka se uklada na povrch substratu. Substrat je
strategicky umistén tak, aby ptitahoval energetické castice. Také substraty maji nizsi energii,
aby umoznily kondenzaci odpafenych ¢éstic, a diky tomu na nich vytvofily tenké pevné
filmy. Nanaseci komora je udrzovana ve vakuu, aby se umoznil volny pohyb odpaienych
¢astic. PVD se komer¢éné pouzivd v nékolika oblastech, veetné vyroby tenkovrstvych
solarnich panelti, hlinikové polyethylentereftalatové folie pro baleni potravin a balonki
ateznych nastrojii potaZzenych nitridem titanu pro obrabéni kovi. Obrazek 3. ukazuje
schéma typického zpusobu fyzického nanédseni.[15]

Svorka zaporneho napéti

— Zdrojovy material

L
¢, Rozprasené atomy

_ | -
‘. I?? TTT’*% ] fTenkyfllm
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Obrazek 3. Schéma fyzikalniho nastiiku tenkého filmu. Pievzato a upraveno z [15].
Mezi fyzikalni metody spadd depozice katodickym obloukem, pulzni laserova depozice,
napraSovaci depozice, elektrohydrodynamicka depozice, metoda sol-gel nebo spray coating.
Nasledujici podkapitoly budou zaméfeny pouze na nejcastéji pouzivané metody a sice sol-

gel metoda a spray coating [15].

Sol-gel metoda

Technologie sol-gel existuje jiz od poloviny 19. stoleti[16]. Jednd se o metodu pro ptipravu

tenkych oxidovych filmii a kompozitnich filma obsahujici oxid. Byly popséany jak oxidy, tak
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ruzné typy organicko-anorganickych hybridnich filmii. Oxidy i hybridni filmy jsou obvykle
amorfni pfi bézné teplote, ale neékteré oxidy Ize zahiatim ptrevést na krystalickou fazi[17].
Proces se sklada ze ti casti (1) ptiprava roztoku prekurzoru, (2) depozice solu na substrat
a (3) tepelné zpracovani pro zhusténi. Prekurzory jsou bézné alkoxidy kovii v organickych
rozpoustédlech nebo kovové soli ve vhodnych roztocich. Kromé lepsi kontroly chemického
slozeni a mikrostruktury filmii nabizi metoda sol-gel vyhody oproti jinym pokryvim tenkym
filmem, vcetné piipravy homogennich filmi, jednodussi vybaveni a nizs$i naklady [13].
Ackoliv se metoda sol-gel v nékterych zdrojich uvadi jako chemickd metodou, jako je tomu
napiiklad ve ¢lanku Optical properties of CdSe nanoparticle film prepared by chemical
depozition and sol-gel methods od autora E. Lifshitz, my zlstaneme u zafazeni ve

fyzikalnich metodach podle zdroje [13].
Spray coating

Spray coating miizeme d¢lit na dvé metody (1) konven¢ni metoda studeného néstiiku a (2)
termické nastiiky. Metoda tepelného nastiiku se pouziva k nanaSeni kovovych i nekovovych
povlakii. Tepelny néstiik funguje na bazi roztavenych nebo poloroztavenych castic, které
jsou urychlovany a pohanény smérem k povrchu a nastfikuji na substrat vysokou rychlosti
za ucelem ptipravy povlakl o tloustce 0,5-2 mm. Pti dopadu na povrch se vytvoii vazba
mezi povrchem a ¢astici a vytvofi se lamenarni struktura [18]. Podle zdroji ohievu pro
roztaveni Castic d€lime tepelné nastfiky na nastfik plamenem, elektrickym obloukem,
plazmou a nastfik detona¢ni pistoli. Technika plazmového nastfiku je nejbéznéjs$i metodou.
Vysokd energie vysokofrekvencniho elektrického oblouku je zaZehnuta mezi katodou
a anodou pomoci plynu tvoriciho plazmu (Ar, He, H2), taje a rozpraSuje Castice na substrat
vysokou rychlosti. Céstice poté podléhaji tvorbé rozstiiku, jeho vrstveni a vytvareni povlaku,
nez se zplosti a ztuhnou na substratu. Schématické znazornéni plazmového néstiiku je
uvedeno na obrazku 4. Plazmovy nastfik je vhodnou metodou pro nanaseni biokeramickych

povlakii, mohou zlepSovat bioaktivitu a osteokonduktivitu materialu [13].
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Obrazek 4. Plazmovy néstiik. Pfevzato a upraveno z [13]

2.2 Modifikace povrchu biopolymery

2.2.1 Biopolymery

Biopolymery jsou produkovany Zzivymi organismy, které jsou tvofeny monomernimi
jednotkami, jako jsou nukleové kyseliny, sacharidy a aminokyseliny bud’ s linearné
strukturovanymi nebo rozvétvenymi molekulami[19]. Ptirodni polymery jsou obecné
povazovany za biologicky odbouratelné, biokompatibilni a netoxické. Jejich vyrobni proces
je ekologicky a ekonomicky, zaroven jsou hojné a snadno dostupné a mohou podléhat
chemické modifikaci. Pfirodni polymery vSak vykazuji urcitd omezeni, jako je mikrobidlni
kontaminace, variace mezi jednotlivymi SarZemi a potize s izolaci a ciSténim [20].
U nékterych biopolymer (napft. chitosan, celuloza, pektin,...) bylo identifikovano, ze maji
elektronovou a iontovou vodivost, a proto byly oznaceny jako elektroaktivni biopolymery
(EABP) [21]. Biopolymery lze do zna¢né miry klasifikovat z hlediska rtiznych segregacnich
kritérii. Podle jejich biologické rozlozitelnosti se d€li na biodegradovatelné a biologicky
nerozlozitelné biopolymery, pficemZz podle ptivodu je lze klasifikovat jako vyrobené
z ptirodnich zdroji a fosilnich paliv. Podobné se na zaklad¢ teplotni odezvy déli na
elastomery, termoplasty a termosety. Na zakladé jejich slozeni se d€li do tii skupin, a to na
smési, laminaty a kompozity. Jednim z pfevazné sledovanych klasifikacnich kritérii
biopolymerti je zdroj surovin, podle kterého je lze seskupit do tfi typl, a to pfirodni,
syntetické a mikrobidlni biopolymery. Na zdklad¢ své chemické struktury jsou ptirodni
polymery klasifikovany do tfi tfid, jako jsou polysacharidy, proteiny a polyestery. Mezi
bézné biopolymery na bazi proteinii patii albumin, zelatina, legumin, které se bézné

pouzivaji pro pfipravu nano-strukturovanych molekul pro dodavani 1é¢iv diky jejich
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vyhoddm. Tyto vyhody jsou napiiklad minimalni velikost, dlouhodoba stabilita

a bioadhezivni vlastnosti [19].

2.2.2 Zelatina

Zelatina (obrazek 5.) je jednim znejuniverzalngjsich pfirozené se vyskytujicich
biopolymerti. Lze ji rozd€lit do dvou typ, tj. na typy A a B, které jsou urCeny piedupravou
béhem procesu vyroby zelatiny. Je to polyelektrolyt s Cistym nabojem zavislym na typu
zelatiny a pH prostfedi. Slozenim se jedna o bilkovinny hydrokoloid ziskany caste¢nou
hydrolyzou kolagenu. Zatimco kolagen je nerozpustny ve vod¢, Zelatina se snadno rozpusti
ve vod& po zahfati na teploty nad denaturadni teplotou nativniho kolagenu. Zelatina je
heterogenni smés jednovlaknovych nebo vicevldknovych polypeptidi, z nichz kazdy ma
prodlouzenou konformaci levotoc¢ivé prolinové Sroubovice a obsahuje 300 az 4000
aminokyselin. M4 Siroké vyuziti v potravinarskych vyrobcich a farmaceutickych davkovych
forméch. Zelatinu Ize vyrabét jak ze savct, tak z rybich zdrojd, ale fyzikalni vlastnosti téchto
zelatin jsou odli$né. Pfirodni Zelatiny nebo rekombinantni Zelatiny jsou upraveny tak, aby
zlepsily vykonnost produktu, ¢imz se rozsifila jejich pouZzitelnost v biologii a mediciné. Diky
své biokompatibilité¢, biologické rozloZitelnosti a nizké antigenicité¢ Zelatiny ve
fyziologickém prostiedi z ni ¢ini také atraktivni moznost pro tkdfiové inzenyrstvi, kryti ran

¢i chirurgické adheziva [22],[23],[20].

Obrazek 5. Chemicky vzorec Zelatiny
2.2.3 Sérovy albumin

Sérovy albumin (SA) se fadi do rodiny homolognich proteinli vyznacujicich se
charakteristickymi strukturnimi rysy a vlastnostmi, diky kterym dokézi vazat ligand.
Monomery hovézich sérovych albuminti (BSA) se podobn¢ jako monomery jinych sérovych
albuminti spojuji v dimery, vy$§imi oligomery nebo agregaty. Tvorba oligomerni proteinové
struktury urcuje a reguluje funkci proteinu a zlepSuje stabilitu proteinu. Monomery
a oligomery jsou za fyziologickych podminek v dynamické rovnovaze. Na druhé stran¢ se

muze objevit nezadouci oligomerizace a agregace béhem zmrazovani, rozmrazovani,
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skladovani vzorki atd. Lidsky sérovy albumin (HSA) je nejhojnéjSim proteinem v krevni
plazmé¢. Jednd se o monomerni vicedoménovou makromolekulu, piedstavujici hlavni
determinantu plazmatického onkotického tlaku. SA je hlavnim modulatorem distribuce
tekutin mezi t€lesnymi kompartmenty. Sérovy albumin vykazuje mimotadnou schopnost na
sebe vazat ligandy a poskytuje nosi¢e pro mnoho endogennich a exogennich sloucenin.
Zaroven je hlavnim nosi¢em mastnych kyselin (MK), ovliviiuje farmakokinetiku mnoha
1€k, zajistuje metabolickou modifikaci nékterych ligandi, zneskodnuje potencialni toxiny,
predstavuje vétSinu antioxidacni kapacity lidské plazmy a mize mit pseudo-enzymatické
vlastnosti. HSA je i cennym biomarkerem mnoha nemoci, véetné rakoviny, revmatoidni
artritidy, ischemie, postmenopauzalni obezity, zdvazné akutni reakce $t€pu proti hostiteli
a nemoci, které vyzaduji monitorovani glykemické kontroly. Kromé toho je HSA Siroce
klinicky vyuzivan k 1é€bé né€kolika onemocnéni, véetné hypovolemie, Soku, popéalenin,
chirurgické ztraty krve, traumatu, krvaceni, kardiopulmonalniho bypassu, syndromu akutni
respiracni tisn€, hemodialyzy, akutniho selhani jater, chronického onemocnéni jater, nutri¢ni
podpory, resuscitace, a hypoalbuminémie. Albuminy nachdzeji uplatnéni také
v biotechnologiich a biofarmaceutice. Naptiklad se jedna o funkce jako je transport Oz,
nanodistribuce, zachycovéani ligandidi, fuzni proteiny, implantovatelné biomaterialy,
chirurgicka lepidla, sealanty atd. Sérové albuminy se pouzivaji jako pomocna latka pro
vakciny nebo terapeutické proteinové 1éky a jako doplnek bunééného kultivaéniho média.

Sérové albuminy maji vysoky stupent homologie [24],[25].
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3 EXOSOMY

Exosomy jsou extracelularni vezikuly vnitrobunééného plvodu, produkované
prokaryotickymi i1 eukaryotickymi buitkami [26]. V lidském téle mohou byt exosomy
produkovany vSemi dosud zkoumanymi typy bunck [27]. Ptirozené se vyskytuji v t€lnich
tekutinach vcetné krve, slin, moci, epididymalni tekutiny, plodové vody, malignich
a pleurdlnich vypotkl ascitu, bronchoalveolarni lavaze, synovialni tekutiny a matetského
mléka [28]. Jejich velikosti se pohybuji v rozmezi od 30nm do 150nm [26]. Exozomy jsou
uzavieny lipidovou dvojvrstvou membranou, obsahujici fosfatidylserin, aby chranily obsah
pred degradaci enzymy. Diky této schopnosti exozomu, chranit svlij obsah pied pohlcenim
fagocyty, jsou vhodné pro zprostiedkovani mezi-bunécné komunikace. Podili se tak na fizeni
fady procest véetné zanétu, angiogeneze, imunitnich reakci, koagulace a regenerace neuront

[29].

3.1 Biogeneze

Molekuléarni slozky v exozomech pochazeji z riznych bunécnych kompartmentt, jako jsou
Golgiho aparat, endoplazmatické retikulum, plazmatické membrany, jadro a cytosol.
Mitochondriadlni proteiny se na biogenezi exosomil nepodileji [30]. Exosomy jsou
generovany  vchlipenim  endosomdlni membrany za  vzniku intracelularnich
multivesikularnich kompartmentii, zvanych také jako multivezikularni téliska (MVB) [29].
Nasledkem invaginace pozdnich endozomalnich membran je tvorba intraluminélnich vacki
(ILV) v ramci velkych MVB [27]. B€hem tohoto procesu jsou urcité proteiny zaclenény do
invagina¢ni membrany, zatimco cytosolické slozky jsou pohlceny a uzavieny v ILV. VétSina
ILV se uvoliuje do extracelularniho prostoru po fuzi s plazmatickou membranou [30]. ILV,
které nesplynou s plazmatickou membranou, jsou transportovany do lysozomu za ti¢elem

degradace.
Princip ubikvitinace

Ubikvitin je polypeptid o 76 aminokyselinach, ktery je typicky pfipojen k proteinim
prostfednictvim izopeptidovych vazeb mezi karboxylovym koncem ubikvitinu
a aminoskupinou lysinovych postrannich fetézct na cilovych proteinech. Ubikvitinace je
reversibilni proces spadajici do postransla¢nich modifikaci, kdy se piidavaji molekuly
ubikvitinu k lysinovym zbytkiim proteinu, diky ¢emuz dokdzou odstépit ubikvitin od
modifikovanych zbytkl proteinu. Po ubikvitaci je vétSina proteinii zacilena na proteozom

26S za ucelem jejich degradace [31],[32],[33]. Exozomy také obsahuji ubikvitinované
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proteiny, coz naznacuje, ze podskupina ubikvitinovanych cytoplazmatickych proteint je
aktivné zaClenéna do drahy MVB [34]. Ttidéni ubikvitinovanych proteinti na MVB je
zprostiedkovano tadou proteinli zapojenych do vakuolarniho tfidéni proteini (VPS),
nazyvanych endosomalni tfidici komplex pozadovany pro transport ESCRT (endosomal
sorting complex required for transport) a je z velké ¢asti zapojen do biogeneze exosomill
[35][36]. ESCRT obsahuje ctyti hlavni komplexy 0, I, II, III a dalSi asociované proteiny,
které jsou zodpovédé za akumulaci a tfidéni molekul smétovanych do ILV, a tudiz se podile;ji
na vzniku MVB, odstépeni ILV 1 sekreci exosomii. ESCRT 0 se sklada ze dvou podjednotek
a sice ze substratu tyrosinkinazy regulovany rastovym faktorem hepatocytti (Hrs) a molekuly
adaptéru transdukujici signal 2 (STAM1/2). Obé podjednotky na sebe vazou ubikvitin
a poskytuji dalSi modul cileni, ktery podporuje jejich vazbu na endosomy [36]. Na
endosomech vstupuji ubikvitinované membranové proteiny do drdhy MVB, zatimco
neubikvitinované proteiny jsou recyklovany zpét do plazmatické membrany nebo do
Golgiho komplexu. Proteiny TSGI101 jsou soucasti ESCRT-I, tvofi komplexy
s ubikvitinovanymi nakladnimi proteiny a tim se aktivuje ESCRT-II. V disledku toho jsou
pak sekvenovéany proteiny MVB, deubikvitinatni enzym je aktivovan k odstranéni
ubikvitinu z proteinu pted tfizenim do ILV. Molekuly, které inhibuji komplex ESCRT,
mohou zaroven zabranit uvolnovani exosomii [37]. Tvorba exozoml navzdory inhibici
sloZzek ESCRT poukazuje na existenci drahy, ktera je nezavisla na ESCRT a mize zahrnovat
tetraspaniny, proteiny tepelného Soku (HSP), ceramidy, cholesterol a kyseliny fosfatidové

[38].

3.2 SlozZeni exosomu

3.2.1 Slozeni obalu exosomu

Exosomy jsou obklopeny lipidovou dvojvrstvou s charakteristickymi a bunééné
specifickymi membranovymi proteiny. Povrch exosomil obsahuje nékolik riznych bunééné
specifickych proteind, jako jsou tetraspaniny, adhezni molekuly (jako integriny) a receptory.
Rozdil povrchovych molekul urcuje specifi¢nost zacileni exosomt-recipientnich bun¢k [39].
Ve srovnani s jinymi typy membran maji membrany exosomil vysoky pomeér proteind
a lipida. Lipidova faze exozomalnich membran je obohacena o sfingomyelin, cholesterol
anenasycené druhy fosfatidylcholinu a fosfatidylethanolaminu, které zajistuji vysokou
tuhost membrany [30]. Krom¢ toho mohou lipidy také hrat roli pfi tfidéni specifickych

proteinti do exozomil [39]. Membranové proteiny exosomu jsou klicovou slozkou pii
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mezibunécné komunikace, protoze mohou zapojit receptory recipientnich bun¢k k indukci
intracelularni signalizace a z tohoto divodu je slozeni exozoma rozhodujicim urcujicim

faktorem jejich uc¢inkut [40].

3.2.2 Obsah exosomiu

Slozeni exosomtl je velmi podobné se slozenim jejich matetskych bunék. V porovnani
s matefskymi buiikami jsou exosomy navic obohaceny o proteiny tetraspaniny (CD9, CD37,
CD53, CD63), které se ucastni bunéénych penetraci, invazi a fuzi a zvySuji exosomalni
uvolilovani. Dale jsou obohaceny o cytoskeletarni proteiny, proteiny tepelného Soku (Hsp
70 a 90) jako soucast stresové reakce, které jsou zapojeny do vazby antigenu; proteiny
zodpovédné za membranovy transport (Rab2, Rab7, flotillin a anexin), které se podileji na
na prenosu MVB a sekreci exosomil, a obsahuji i nékteré markery endosomové membrany,
jako jsou Alix a Tsg 101[41][30][39]. Krom¢ proteint a lipidli jsou exosomy bohaté na
nukleové kyseliny, pfedev§im na RNA. Exosomalni RNA hraje velkou roli pfi regulaci
genové exprese[42]. Exosomy obsahuji vyznamné mnoZzstvi mikro RNA (miRNA),
ribozomalni RNA(rRNA?), mediatorové RNA (mRNA?), ale také dlouhé nekddujici RNA
(LncRNA%), cirkularni RNA (circRNA®) a n&které typy DNA[37]. Tiida malych
nekodujicich RNA je zastoupena miRNA o své typické délce 20-25 nukleotidii. miRNA jsou
jednim z nejbéznéjsich druhlit RNA v exozomech a hraji dilezitou roli v fad¢ biologickych
procesti véetné exocytdzy, hematopoézy a angiogeneze, stejné jako bunécné komunikace
prostiednictvim exozomi [43]. miRNA putsobi také jako posttranslacni represory mRNA
maji roli 1 v proliferaci a apoptdze. Pfipadnd dysfunkce miRNA mulze vyvolat rtizné
patologické procesy. Exosomalni miRNA Ize pouzit jako biomarkery u fady onemocnéni,
napft. u kardiovasuldni onemocnéni [44]. LncRNA jsou série nekddujicich RNA o délce 200
nukleotidd, které mohou soutézit s miRNA o vazebné misto mRNA nebo putsobit spolu
s miRNA na regulaci exprese genu. Dalsi z nekddujicich RNA je circRNA, ktera je tvofena
reverznim spojenim s kovalentn€ uzavienym jednovldknovym kruhem. circRNA se mohou
vazat na miRNA a tim zmirnit inhibici miRNA na cilové mRNA a nésledné i zvysit iroven

exprese cilovych gent [42]. Slozeni obalu i obsahu exosomil je vyobrazeno na obrazku 7.

"' miRNA — malé nekodujici RNA, které se podileji na regulaci exprese mRNA

2 tRNA — ribozomalni RNA, které se podili na tvorbé ribozomii

3 mRNA — mediatorova jednovlaknova RNA, ktera vznika pfi transkripci DNA a slouzi jako piedpis pro tvorbu
bilkovin

4 LncRNA — dlouhé nekodujici RNA podilejici se na regulaci transkripce

5 circRNA — kruhova RNA, kovalentn& uzaviena ve spojitou smycku
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Obrazek 6. Stavba obalu a jadra exosomii. Pievzato z [45]
3.3 Izolace exosomii

Vybér izola¢ni techniky zavisi na biologické tekuting, ze které jsou exosomy izolovany. Aby
vybrana izola¢ni technika byla u¢inna, méla by byt schopna koncentrovat exosomalni signal
a zaroven zabranit kontaminaci jinymi molekulami, jako jsou nevezikularni proteinové
agregaty a lipoproteiny. Naptiklad krevni plazma obsahuje lipoproteiny o vysoké a nizké
hustoté, které jsou velmi podobné exosomim, jak svou velikosti, tak i hustotou. Z tohoto
davodu je izolace exosomi konven¢nimi metodami velmi obtizna. V soucasné dob¢ se
k purifikaci a izolaci exozomil z biologickych tekutin 1 z bunéénych kultur in vitro pouZivaji
rizné techniky. Mezi tyto techniky patii ultracentrifugace, filtrace, vylucovaci
chromatografie, srdZeni na bazi polymerli a dalSi. Standardizovana metoda, kterd by
umoznovala dikladné¢ izolovat neporusené exosomy s vysokym vytézkem a Cistotou,

doposud nebyla vynalezena[29].

3.3.1 Diferencialni ultracentrifugace

Ultracentrifugace byla poprvé pouzita k izolaci exosomil z retikulocytarniho kultiva¢niho
média Rose M. Johnstone vroce 1987[46]. Jedna se o nejzékladnéjSi a zaroven
nejpouzivanéjs$i izolacni metodu. Existuji dva typy ultracentrifugace — analyticka

a preparativni ultracentrifugace. Na zkoumani fyzikalné-chemickych vlastnosti ¢asticovych
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materiall a molekuldrnich interakci polymernich materidli se pouziva analyticka
centrifugace. Pokud jde o izoloaci exosomil, hraje dilezitou cast preparativni
ultracentrifugace, protoze ma za ukol frakcionovani malych bio-Castic, jako jsou viry,
bakterie, subcelularni organely a extracelularni vacky. Metoda je zalozena na postupném
oddélovani extraceluldrnich slozek fluidniho vzorku na zaklad¢ hustoty, velikosti a tvaru za
pouziti odsttedivych sil. Ultracentrifugace se sklada ze série centrifugacnich cykli riaznych
odstredivych sil a dob trvani cykli. Pfed zacatkem samotné izolace nastava tzv. krok ¢isténd,
na bazi nizkootackového odstied’ovani pii 300g po dobu 10 minut, ktery slouzi k eliminaci
odumtelych bunék a objemnych apoptickych zbytka. Nasledujici kroky se mohou v rdmci
pouziti lisit, ale vétSinou zahrnuji otaCeni o vysSich rychlostech. Naptiklad pti odstranovani
necistot se pouziva odstiedovani v rozmezi od 1000 g do 3000 g po dobu 10 minut,
k odstranéni velkych ¢astic se pak pouzivaji otacky kolem 20 000 g po dobu 40 minut. Ke
kone¢nému vysrazeni exosomu se pak pouZziva vysokorychlostni odstted’ovani 100 000 g po
dobu 2 hodin. Tato metoda je nevhodna pro pouziti vzorkli o malych objemech, vhodna je
zejména pro vysokoobjemové vzorky. U ultracentifugace nehrozi nebezpeci kontaminace
dal§imi izola¢nimi c¢inidly, avSak je Casové ndrocnd a v disledku vysokorychlostni
centrifugace mize dojit k poskozeni exosomu [29][47][48]. K poskytnuti CistSiho vytézku,
bez srazeni proteint a nukleovych kyselin asociovanych s exosomy, je mozno po poslednim
kroku ultracentrifugace provést navazujici purifikaéni techniku zvanou centrifugace na

sachar6zovém gradientu [29].

3.3.1.1 Ultracentrifugace s gradientem hustoty

Separace exosomu u této metody zahrnuje ptidavek vzorku na povrch biokompatibilniho
média s odlisSnou hustotou. Timto médiem muZe byt naptiklad sachardza ¢i jodoxinol. Toto
médium pokryva rozsah hustoty castic vzorku, proto se pfi urcité odstredivé sile slozky
vzorku usadi ve své isodenzni zdn¢€, coz exosomiim umozni separaci od ostatnich slozek

vvvvv

Schématické znazornéni ultracentrifugace je uvedeno na obrazku 8.
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Obrazek 7. Schéma ultracentrifugace a nasledny gradient hustoty exosomu. Pfevzato z [47]
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3.3.2 Ultrafiltrace

Ultrafiltrace mtze slouzit k samotné izolaci exosomi nebo jako doplitkovéa technika
k ultracentrifugaci, k oddéleni velkych mikrovesikul a exosomt. Tato technika funguje na
principu pouziti ultrajemné nanomembrany, kdy se molekuly srliznymi meznimi
molekulovymi hmotnostmi rozdéluji na zdkladé velikosti. VEtSi Castice jsou odstranény
pouzitim filtri s vétSimi praméry port, pri¢emz zlstane relativné bohaty exosomalni filtrat.
V soucasné dob¢ se pouzivaji dvé ultrafiltraéni zafizeni, a sice tandemovy konfigurovany
mikrofiltr, s definovanymi velikostnimi limity vylouceni kolem 20-200 nm, a sekvencni
ultrafiltrace. Tato technika umoznuje tfidéni konkrétnich podskupin malych extracelularnich
vezikuld, vcetné exozom, s definovanymi velikostmi ¢astic na zaklad¢ velikosti filtru.
Velkym nedostatkem této metody je potencialni zaneseni membrany, coz mtize vést ke ztraté
vzorku, a tedy ke zkraceni Zivotnosti pouzitych membran. Pro minimalizaci potencidlniho
ucpani filtri se pouzivaji filtracni techniky s te¢nym pritokem, kdy proud proudi
rovnobézné s celem membrany a diky tomuto je membrana vystavena sile rovnobézného
proudéni a je konstantné proplachovéna. V disledku pouziti smykového napéti by mohlo
dojit k poskozeni exosomil a navic i ke kontaminaci volné plovoucimi peptidy, jako je
albumin a alfa-1-antitrypsin. Z téchto duavodii je lepSi metodu kombinovat s jinymi

technikami. Schéma metody ultrafiltrace 1ze vidét na obrazku 9 [29].
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Obrazek 8. Schéma ultrafiltrace exosomi. Pievzato a upraveno z [47]
3.3.3 SrazZeni exosomii na bazi polymeru

Srazeni exosomul je metoda hojné vyuzivand v komercnich izola¢nich kitech. Na tomto
principu funguji naptiklad Total Exosome Isolation Kit od Thermo FisherScientific nebo
Exo spin od Cell Guidance systém.[29] Sluzi k separaci exosomll zménou jejich
rozpustnosti nebo disperzibility. Princip metody se zaklada na polymeru, ktery dokéze
vylou¢it vodu. Takovym polymerem je napfi. polyethylenglykol, ktery véze vodu a vys 4zi v
roztoku dal$i méné rozpustné Castice, jako mohou byt pravé exosomy. Vysrazené ¢astice 1ze
poté izolovat nizkorychlostni centrifugaci nebo filtraci. Tato metoda poskytuje vysoké
exozomalni vyt zky s dobfe udrzovanou strukturou, je jednoducha a rychla. Hlavni
nevyhodou je srdZeni jinych neexozomalnich kontaminantii, jako jsou proteinové agregaty,
EV a extracelularni proteiny, coZz lze minimalizovat upravou vzorku filtraci ¢i

ultracentrifugaci [29].

3.3.4 Imunoafinitni zachyceni exosomu

Technika vyuziva pfitomnosti specifickych membranovych proteinti a receptorti na povrchu
exo omu k jejich izolaci na zékladé imunoafinitnich interakci. Jednd se ptredevs§im
o integralni membranové proteiny jako jsou napiiklad CD9, CD63, CD81, CD82, a dale pak
anexin, RABS5 a protein programované bunécné smrti 6. Proti témto povrchovym markertim
jsou imobilizovany protilatky na magnetickych kulickadch, destickach nebo na
chromatografické stacionarni fazi za ucelem zisku specifickych exosomi. Magnetické
kulicky mohou byt uc¢innéjsi nez dest ¢ka s jamkami, protoze poskytuji vétsi povrch. I pres
to, ze je Cistota ziskanych exosomill vysokd, jejich vytézek je pomérné ni ky, z diivodu
zachyceni pouze exosomu rozpoznanych danou protilatkou. Pti vyuziti této techniky je
potieba malého souboru vzorki, navic mad oproti ultracentrifugaci vyssi vytézek RNA

[29],[49].
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3.4 Aplikace exosomi

3.4.1 Exosomy jako biomarkery

Molekularni obsah exosomt odrazi ptivod a patofyziologické podminky matetskych bunék,
z ¢ehoz vyplyva Ze jsou exosomalni markery vysoce specifickd a citlivd metoda, kterd by
mohla potencidlné nahradit invazivni biopsie. Vzhledem k malému objemu vzorku,
specifické biologické informaci a silné permeabilité skrze bariéry télesné tkang, ¢ini tyto
biomarkery velmi atraktivni pro klinické diagnostické aplikace. Exosomy jsou uZitecnym
diagnostickym prosttedkem jak pro aplikace in vivo, tak i in vitro. Kromé nukleovych
kyselin exosomt bylo zjisténo, Ze by jejich proteiny mohly byt potencidlnimi biomarkery
celé tady patologickych stavl, véetné rakoviny ale také pro nerakovinné onemocnéni
riznych organd, jako je nervovy systém, kardiovaskuldrni systém, ledviny, jatra ¢i plice

[501,[51].

3.4.2 Exosomy jako distributory léciv

Exosomy jsou aktivné zkoumany jako terapeutickd cinidla, bud’ sama o sobé&, nebo jako
transportni vehikula pro dodévani 1é¢iv nebo vakcin. Mohou byt pouzity jako terapeutické
vehikulum pro dodavani 1é¢iv do cilovych bunék, protoze jsou malé, netoxické,
neimunogenni a pfirozené pro Clovéka. Jejich membranové slozeni je podobné slozeni
bunéénych membran téla a maji dlouhou zivotnost v systému krevniho obéhu, protoze jsou
chranény pred degradaci ribonukledzami. Exosomy mohou zprosttedkovat pienos
genetického materidlu prostfednictvim interakce povrchovych adheznich proteinti. Diky
svym amfifilnim vlastnostem mohou nést jak hydrofobni, tak hydrofilni molekuly [43]. Tato
vlastnost mlize vést k modifikovanym biologickym aktivitim recipientnich bun¢k. Mimo to
lze ziskat exosomy ztkani nebo télnich tekutin, a to s vynikajici bunéénou distribuci
a biokompatibilitou pfijemce, diky c¢emuz je umoznéno snizené odbourdvani
mononuklearnimi fagocyty. V poslednich letech rostouci pocet studii odhalil, Ze mohou byt
pouzity jako biologické vezikuly pro U¢inné dodavani biologickych 1é¢iv pies razné
biologické bariéry do cilovych bun€k. Do exosomil lze enkapsulovat rizné terapeutické
materidly, jako je kratka interferujici RNA (siRNA), anti-miRNA, rekombinantni proteiny
exosomu z darcovskych bunék a néasledna inkorporace terapeutickych ¢inidel; zapouzdieni
terapeutickych ¢inidel do exosomil jiz pii jejich izolaci nebo transfekci darcovskych bunek

DNA, ktera koduje 1€k, a je nésledné exprimovana do exosomu. Takto pfipravené exosomy
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jsou pak schopny dorudit 1écivo pies hematoencefalopatickou bariéru a udélit aktivni

biologicky ucinek na cilené bunky [41].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CYTO-KOMPATIBILITA MATERIALU

Cilem praktické casti bakalaiské prace bylo stanoveni a porovnani bunétné viability a
studium bunécné interakce na riiznych materidlech. Pro testovani byly zvoleny Ctyfi typy
biomateriala (tkanovy plastik, bakteridlni plastik, kov a sklo) bez a s povrchovou modifikaci
pomoci biopolymerti (jako je naptiklad sérovy albumin a Zelatina). DalSim cilem byla
izolace exosomtl z bezbunééného média, které se daji téz pouzit pro povrchové modifikace.
Povrchové Upravy pomoci exosomi a stanoveni jejich vlivu na chovani eukaryotickych
bun¢k byly provedeny v ramci preliminarni studie. Nicméné, vysledky nebyly dostate¢né

reprezentativni, a proto je naplanovano v experimentech pokracovat.

4.1 Buné¢na kultura a Kultivacni médium

V tomto experimentu byla pouzita bunécéna linie mySich embryondlnich fibroblastl
NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Bunécna linie byla kultivovéna v inkubatoru za stalé
relativni vlhkosti 90 %, za teploty 37 °C a 5% koncentraci CO2. Ke kultivaci bunék bylo
zvoleno médium Dulbecco's Mo-dified Eagle's Medium (DMEM)(PAA Laboratories
GmbH, Austria) obsahujici teleci sérum (BioSera, France) o koncentraci 10 %. Do média

bylo ptidany také antibiotika Penicillin/Streptomycin v koncentraci 100 ug/ml.

4.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Béheém tohoto experimentu byl pouzivan inkubator Heracell 1501 (Thermo Scientific, USA),
dale laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HER Asafe KSP (Thermo Scientific, USA),
centrifuga Eppendorf 5702 R (Eppendorf, Némecko), centrifuga Multifuge™ X1 Centrifuge
Series (Thermo Scientific, USA), vortex, tkafovy plastik (TPP, Svycarsko), bakterialni
plastik, kryci skli¢ka, titanové desticky, automatické pipety a mikropipety (Eppendorf,

Némecko).

4.3 Experiment

V nasledujicich podkapitolach jsou uvedeny jednotlivé kroky provedeného experimentu,
které byly potiebné k pozorovani adheze a proliferace bunék NIH/3T3 na jednotlivych
povrsich materiall s jejich povrchovymi modifikacemi a kroky potiebné k izolaci exosomu

z bezbunééného média.
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4.3.1 Kaultivace a trypsinizace

Bunky NIH/3T3 byly kultivovany v kultivacni nddobé (T75) do 80 % konfluence, kterd byla
zkontrolovana pomoci mikroskopu. Kultiva¢ni nddoba s bunikami byla asepticky pfenesena
do laminarniho boxu, kde doslo k dalsimu zpracovani bun¢€k. Z nadoby bylo opatrné odsato
kultiva¢ni médium, aby nedoslo k poskozeni naadherovanych bunék. Nasledné¢ byly bunky
proplachnuty 15 ml PBS (Phosphate buffer saline), z divodu odstranéni zbytki média, a
bunék od povrchu a zaroven uvolnéni vazeb mezi jednotlivymi buiikami. Kultiva¢ni nadoba
s trypsinem byla umisténa do inkubatoru na dobu 7 minut. Uvolnéni bunck bylo
zkontrolovano mikroskopem a poté byl trypsin zneutralizovan 7,5 ml média. Roztok bun¢k,
trypsinu a média byl odpipetovan a pfenesen do zkumavky, ktera byla nasledné vloZena do
predem vytemperované centrifugy na 37 °C. Buiiky byly odstfed’ovany po dobu 3 minut pii
1100 otackach za minutu. Po centrifugaci byl ze zkumavky odsan supernatant a bunky
usazené na dné byly rozpipetovany v 1 ml média. Ze zkumavky bylo odebrano 800 pl
suspenze, kterd byla smichdna s 80 ml média, diky ¢emuz jsme ziskali z pGvodni
koncentrace 2x107 bun&k/ml, koncentraci 2x10° bunék/ml média. Takto pfipravené bufiky

byly déle vyuzity pro dal$i testovani.

4.3.2 Priprava vzorku

Plata z tkanového plastiku byla opatfena vzorky s riznymi typy povrchi. Jednalo se o
povrchy typu kov (titanové desti¢ky), bakterialni plastik (polystyren), tkanovy plastik a sklo
(kryci sklicka do mikroskopu). Plata byla rozdélena pro dalsi testovani, a sice 4 plata na
vyhodnoceni MTT po 96 hodinach (jeden povrch na jednom platu), 2 plata na adhezi po 2
hodinach, 2 plata na proliferaci po 48 hodinach a 4 plata na proliferaci po 96 hodinach.

Sklo Sklo Sklo
Tkéanovy plastik Tkéanovy plastik | Tkanovy plastik
Kov Kov Kov

Bakterial. Plastik

Bakterial. Plastik

Bakterial. Plastik

Tabulka 1. Schéma rozlozeni vzorki na 2 Sesti-jamkovych platech




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

34

Obrazek 9. Ptipravena Sesti-jamkova plata na adhezi se vzorky 4 povrcht

Na kazdém platé byly povrchy 2 jamek upraveny sérovym albuminem, 2 jamky slouzily jako

referen¢ni vzorek a 2 jamky byly upraveny 1% Zelatinou.

Schéma Sesti-jamkového plata pro vSechny vzorky (plata)

Sérovy albumin Nemodifikovany povrch

Zelatina

Sérovy albumin Nemodifikovany povrch

Zelatina

Tabulka 2. Schéma rozlozeni latek na modifikaci povrchi pro vSechna plata

Nejprve byla mikropipetou nanesena 1% Zelatina a sérovy albumin v mnozstvi cca 700 pl

po celé plose vzorku. Zelatina i albumin byly na vzorcich ponechany po dobu 30 min a poté

byly odsaty za pomoci vakuové odsavacky, diky ¢emuz na vzorcich vznikl tenky film.

Upravené povrchy byly pred dalSim pokryvem ponechany 15 minut odstat a nasledné bylo

na kazdy povrch davkovano 1000 pl bunécné suspenze. Po 2 hodindch bylo k buitkdm

pfidano 1000 pl média, buiiky byly zkontrolovany pod mikroskopem a byla vyhodnocena

adheze.

4.3.3 Barveni a fixace bunék

Bunky byly zafixovany a nabarveny po 2hodinové adhezi, dale pak po 48hodinové

proliferaci a po 96hodinové proliferaci. Nejprve bylo z jamek odsato médium a poté byly



UTB ve Zlin&, Fakulta technologicka 35

buiikky 15 minut fixovany 4% formaldehydem. Po uplynuti doby byly jamky odsaty a
proplachnuty 1 ml PBS. PBS byl odsan a poté bylo do jamek napipetovan roztok 0,5% Triton
X-100, ktery ptsobil po dobu 5 minut a poté byl odsan. Nasledné byla kazda jamka 3x
proplachnuta 1 ml PBS, a nakonec byly do kazd¢ jamky ptidany 2 ml PBS. Do takto
pfipravenych jamek byla pfidana barviva, ActinRed na obarveni cytoskeletl bunék (1 kapka
na ml pufru) a Hoechst (10 ul na ml pufru), ktery prostupuje do jadra a vdze se na DNA.
Barviva byla na vzorcich ponechana ve tmé po dobu 30 minut a po uplynuti byl obsah jamek
opét odsan. V poslednim kroku byl do jamek pfidan 1 ml PBS. Morfologie bun¢k byla

pozorovana fluorescen¢nim mikroskopem.

4.3.4 Test MTT

Test MTT se pouziva pro stanoveni bunécéné Zivotaschopnost a proliferace bunék. Podstata
testu MTT spociva v schopnosti zivych bunék redukovat, pomoci mitochondridlnich
dehydrogenéz, vodou rozpustné tetrazolové barvivo o Zluté barvé [3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid] na fialovy formazan. Piesnost testu MTT zavisi na
uplné solubilizaci formazanu a stabilit¢ barevného roztoku [52]. Roztok MTT se piidava
k bunikdm a nasledné se necha v inkubétoru kultivovat po dobu 4-8 hodin. Po této dob¢ dojde
k odsati roztoku v jamkach a pfidani rozpoustédla (DMSO), které rozpusti fialové krystaly
formazanu. Poté se za pomoci spektrofotometrické metody stanovi viabilita bun€k na

zaklad¢ méfeni absorbance pfi vinové délce 570 nm.

4.4 Izolace exosomii

Exosomy byly izolovany z bezbunééného média bun¢k NIH/3T3 za pomoci kitu Total
Exosome Isolation Reagent (from cell culture media) (Thermo Scientific, USA).

4.4.1 Priprava vzorku

Z kultivaéni nadoby (T75), kde byly kultivovany buitky NIH/3T3, bylo pipetou odebrano
médium bez bunék a ptevedeno do zkumavky. Zkumavka byla vlozena do centrifugy po
dobu 30 minut na rychlost 2000xg, aby doSlo k odstranéni bun¢k a necistot z média. Vznikly

supernatant byl pfenesen do nové zkumavky, aniz by se narusil sediment.

4.4.2 Izolace exosomu

Ze zkumavky bylo odebrdno 25 ml média a k tomuto médiu byl pfiddn Iml cinidla

z izolacniho kitu. Roztok bezbunécného média a Cinidla byl promichan za pomoci vortexu.



UTB ve Zlin&, Fakulta technologicka 36

Vzorky byly inkubovany v lednici pfes noc pfi teploté 6 °C. Po dokonceni inkubace byl
vzorek odstfedovan po dobu 1 hodiny, za teploty 2 °C a rychlosti 10 000xg na
ultracentrifuze. Po odstfedéni byl odstranén supernatant. Vznikly sediment na dné

zkumavky, obsahujici exosomy, byl resuspendovan v pufru o objemu 10 ml média/ 500 ul

PBS.
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5 VYSLEDKY

5.1 Vyhodnoceni adheze fluorescenénim mikroskopem

Zelatina Bez modifikace albumin

Bakterialni
plastik

Kov

Sklo

Tkanovy
plastik

Obrazek 10. Adheze vzorki na vSech povrSich

Na obrazku 11. Ize vidét jadra zafixovanych adherovanych buné€k, jadernda DNA byla
obarvena pomoci barviva Hoechst. Vyhodnoceni adheze bylo provedeno po 2 hodinach od
naneseni bun€k na jednotlivé povrchy. Buniky naadherovaly uspésné na vSechny vzorky.
Vyraznéjsi adheze probehla u vzorku tkanového plastiku potazeného vrstvickou sérového
albuminu a u vzorku kovu bez modifikace. Nejméné bun¢k naadherovalo na vzorek kovu

potazeného Zelatinou.
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5.2 Vyhodnoceni proliferace fluorescen¢nim mikroskopem po

48hodinach

Buiiky proliferovaly v inkubatoru po dobu 48 za teploty 37 °C a 5 % koncentraci CO2, poté
byly zafixovéany a byla jim obarvend jaderna DNA (modie) a bunéény cytoskelet (Cerveng)

a vyfoceny fluorescen¢nim mikroskopem.

Tkanovy plastik

| Zelatina | Bez modifikace | Sérovy albumin

Obrazek 11. Proliferace buné€k po 48 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na
tkanovém plastiku

Nejvétsi koncentrace bunék se nachédzela na vzorku tkanového plastiku pokrytého tenkou
vrstvickou Zelatiny (obrazek 12 vlevo), oproti tomu nejmensi koncentrace bun¢k byla na

vzorku tkdnového plastiku bez modifikace (obrazek 12 uprostied).

Bakterialni plastik

| Zelatina | Bez modifikace | Sérovy albumin

Obrazek 12.Proliferace bunék po 48 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na
bakterialnim plastiku

Nejvétsi koncentrace bunck se nachazela na vzorku bakterialniho plastiku pokrytého tenkou
vrstvickou sérového albuminu (obrazek 13 vpravo). Pfi porovnani vzorkl bakterialniho
plastiku pokrytého Zelatinou (obrdzek 13 vlevo) a povrchu bez modifikace (obrazek
13 uprostted), pocet bunck byl velmi podobny. Nicméné, kvantitativni analyza bunécné

proliferace pomoci testu MTT po 96 hodinach tento fakt nepodpotfila.
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Sklo

‘ Zelatina ‘ Bez modifikace ‘ Sérovy albumin ‘

Obrazek 13. Proliferace bunék po 48 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na skle
Na skle bez modifikace povrchu (obrazek 14 uprostied) a na vzorku skla pokrytého zelatinou
(obrazek 14 vlevo), byla koncentrace bunck nizsi nez na vzorku skla s upravenym povrchem
tenkou vrstvou sérového albuminu (obrazek 14 vpravo). Narust bun€k byl na vSech typech

povrchu rovnomeérny.

Kov

200 pm n . - ® 200 pm
b B
S .

‘ Zelatina ‘ Bez modifikace ‘ Sérovy albumin ‘

Obrazek 14. Proliferace bunck po 48 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na kovu
Foceni kovu bylo z diivodu netransparentnosti vzorku komplikované, coz ma vliv na kvalitu
fotografii a celkové kvalitativni vyhodnoceni. Povrch kovu, ktery byl upraveny tenkou
vrstvou sérového albuminu, obsahoval nejvice bunék v porovnani s povrchem
modifikovanym Zelatinou a povrchem bez modifikace. Povrch bez modifikace vykazoval
bunék nejméne. Buniky na povrchu bez modifikace (obr. 15 uprostied) se vice shlukovaly a
jejich distribuce po povrchu nebyla rovnomérna. Bunéénd morfologie ve vSech tfech
ptipadech povrchu kovu byla méné vlaknita a typicky trojihelnikovy tvar byl zachovan

mén¢ nez napiiklad u tkanového plastiku, ktery 1ze na obrazku 12.
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5.3 Vyhodnoceni proliferace fluorescen¢nim mikroskopem po 96

hodinach

Buiky proliferovaly 96 hodin v inkubatoru za urcitych podminek, poté byly zafixovany,
obarveny bunécnd jadra a cytoskelet bunék a vyfoceny za pomoci fluorescenéniho

mikroskopu.

Tkanovy plastik

200 pm . 4 200 pm
- . . "
L3 - -

\ Zelatina \ Bez modifikace \ Sérovy albumin

Obrazek 15. Proliferace bun¢k po 96 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na
tkanovém plastiku

Modifikované povrchy tkanového plastiku sérovym albuminem (obrazek 16 vpravo)
obsahovaly znaéné vice bun¢k oproti povrchiim bez modifikace (obrazek 16 uprostied).
Porovnani modifikovaného povrchu sérovym albuminem s modifikovanym povrchem
zelatinou (obrazek 16 vlevo), sérovy albumin vykazoval znacné vice bunc¢k. Bunky byly

rovnomeérné porostlé a mély typicky trojuhelnikovy tvar na vSech typech povrchu.

Sklo

\ Zelatina \ Bez modifikace \ Sérovy albumin \

Obrazek 16.Proliferace bun¢k po 96 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na skle
Modifikovany povrch skla sérovym albuminem (obrazek 17 vlevo), obsahoval znacné vice
bun¢k oproti povrchu bez modifikace. V porovnani modifikovaného povrchu sérovym

albuminem s povrchem modifikovanym zelatinou (obrazek 17 vpravo), sérovy albumin
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vykazoval podobné vysledky. Buitky mély svoji typickou vldknitou strukturu i morfologicky

tvar u vSech povrchu.

Bakterialni plastik

200 pm

‘ Zelatina ‘ Bez modifikace ‘ Sérovy albumin

Obrazek 17.Proliferace bunck po 96 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na
bakteridlnim plastiku

Na nemodifikovaném povrchu (obrazek 18 uprostifed) doslo ke znacné vyssi proliferaci
bun¢k nez na bakteridlnim plastiku modifikovaném zelatinou a sérovym albuminem
(obréazek 18 vlevo a vpravo). Pfi pokusu nedoslo k nabarveni cytoskeletu bun¢k nanesené na
sérovy albumin, tudizZ neni mozné porovnéavat morfologii bunck, protoze neni viditelny
cytoskelet. Z tohoto divodu neni mozné ani srovnani s povrchy bakterialniho plastiku bez

modifikace a s modifikovanym povrchem zelatinou.

Kov

Kov modifikovany sérovym albuminem | Kov modifikovany sérovym albuminem

-nabarvena jadra bun¢k barvivem Hoechst | -nabarvena jadra a cytoskelet bun¢k

Obrazek 18. Proliferace bunck po 96 hodinach pod fluorescenénim mikroskopem na kovu
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Vyhodnoceni na kovovych vzorcich po 96 hodinach nebylo mozné, jelikoz se jadra bunck
rozpadly a bunky nepfezily ani na modifikovaném a ani nemodifikovaném povrchu. Na
obrazku ¢. 19 miizeme pozorovat rozpadla bunééna jadra na povrchu kovu modifikovaného
sérovym albuminem. Vzhledem ke skuteCnosti, zZe byly jadra rozpadla na vSech povrsich, je

pfiloZena pouze ilustracni fotografie z povrchu modifikovaného sérovym albuminem.

5.4 Vyhodnoceni MTT po 96 hodinach proliferace

Z namétenych hodnot absorbance metodou MTT byly vyhotoveny grafy pro kvantitativni
porovnani jednotlivych povrcht a jejich modifikaci. MTT bylo provedeno po 96 hodinach

proliferace bun¢k.
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Graf 1. Srovnani relativni bunécné viability s nemodifikovanych povrchi
Na grafu 1. miZzeme vidét srovnani vSech ¢tyf materidlti bez modifikace povrchu. Nejvétsi
narust byl ocekavany na tkanovém plastiku, ktery je specialn¢ upraveny pro co nejlepsi
adhezi a proliferaci bun¢k a jak lze z grafu vycist, toto tvrzeni miZzeme potvrdit. Tkanovy
nemodifikovany plastik byl zaroven vedeny i jako referencni vzorek. Nejmensi narust bunék
probé&hl u vzorku kovu a bakteridlniho plastiku, kde mohla hrat roli obtiZna manipulace se
vzorky. Hodnoty bunécné viability v ptipad¢ u skla, nedosahovaly ani polovi¢nich hodnot

oproti tkanovému plastiku.
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Graf 2. Srovnani relativni bunééné viability modifikovanych a nemodifikovanych povrchii
na tkanovém plastiku

Z grafu 2. lze vycist, ze nejveétsi proliferace bunck nastala na povrchu tkanového plastiku,
ktery byl modifikovan sérovym albuminem. Povrch modifikovany Zelatinou a povrch bez

modifikace vykazaval stejné hodnoty.
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Graf 3.Bunécna viabilita na modifikovanych a nemodifikovanych povrchi na skle
Do 3. grafu byly vyneseny hodnoty bunétné Zivotaschopnosti na skle s nemodifikovanym
povrchem a povrchem s modifikaci za pomoci tenkého filmu. Z grafu 3. lze vydcist, Ze
nejvetsi narust bun€k nastal na povrchu skla upraveném Zzelatinou. Hodnoty povrchu

modifikového sérovym albuminem a povrchu bez modifikace byly velmi blizké.
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Graf 4. Bunécna viabilita na modifikovanych a nemodifikovanych povrchli na bakterialnim
plastiku

V grafu 4. Ize vidét hodnoty viability pro proliferaci bun¢k na bakterialnim plastiku. U téchto
vyzkumu. Z grafu mizeme vycist, Ze nejmensi nartst bun¢k byl na povrchu upraveném
sérovym albuminem, zatimco hodnoty povrchu modifikované zelatinou se piiblizuji
hodnotdm povrchu bez modifikace. Lze fici, Ze modifikace povrchu neméla na proliferaci
pozitivni vliv, v ptipad¢ sérového albuminu spise vliv negativni, coz je opacny efekt nez lze

dohledat v dostupné literatute. Nicméné, se jedna o statisticky nevyznamny rozdil.

Kov
3.5-
2 3.0 T ——
£ 26-
>
=z 20 o
o " -':
S 151 S
2 - e
T il 'l.l%
* R
m 0.5- - -,
Lo e e
0.0 e T
4 v
e ¢

Graf 5. Buné¢na viabilita na modifikovanych a nemodifikovanych povrchii na kovu
Do 5. grafu jsou naneseny hodnoty viability na nemodifikovaném kovu a kovu
s modifikacemi. Z grafu lze vy¢ist, Ze hodnoty modifikovanych povrcht byly jednou tak
velké oproti povrchu bez modifikace. Nejvétsi narast bunék vykazoval povrch kovu

modifikovany sérovym albuminem.
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5.5 1Izolace exosomu

Exosomy se podarilo GispéSné vyizolovat z bezbunééného média bunék NIH/3T3. Interakce
exosomil s eukaryotickymi buitkami a mozné vyuziti exosoml jako modifikatoi povrchu
bylo provedeno v radmci preliminarni studie, avSak z dvodu nereprezentativnich vysledki

je naplanovano v experimentech pokracovat.
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DISKUZE

Cilem této prace bylo porovnat interakci bunck s rliznymi materidly a jejich povrchy
modifikovanymi biopolymery. Adheze bunék, kterd byla vyhodnocena po 2 hodinach od
naneseni bunék na vzorek, se prokazala pozitivni pro vSechny materialy a jejich modifikace.
Adheze probéhla bez vyraznéjSich odchylek u vsech vzorkt, vétsi koncentrace bun¢k byla
pouze na vzorku tkanového plastiku potazeného sérovym albuminem a nejmensi
koncentrace na vzorku kovu potazeného Zelatinou. Z vysledkit MTT provedené¢ho po 96
hodinach proliferace jasné vyslo, Ze nejvhodnéjSim materidlem bez modifikovaného
povrchu pro proliferaci bun€k je tkanovy plastik, ktery je k t¢émto uceliim pfimo urceny,
zatimco nejméné vhodnou variantou pfi vyhodnoceni byl kov ve formé titanovych desticek.
Z vysledkt grafti 2,3 a 5, pfi vyhodnoceni metody MTT miizeme usoudit, ze albumin
zvySuje bunécnou viabilitu a jevi se jako vhodnd varianta pro modifikaci povrchu tenkym
filmem. Modifikace povrchu Zelatinou se prokazala jako G¢innd pouze na povrchu skla
a kovu. U tkanového a bakteridlniho plastiku vysledky nebyly negativni nybrz shodné
s povrchy bez modifikace. Pfi kvalitativnim vyhodnoceni fluorescenénim mikroskopem po
48 hodinach nebyly pfili§ znatelné rozdily mezi tkanovym plastikem, sklem a bakteridlnim
plastikem. Rozdil nastal u povrchu kovu jak modifikovaného, tak nemodifikovaného, kdy
byly koncentrace bun€k znatelné mensi nez na jiz zminénych povrsich tkadnového plastiku,
skla a bakteridlniho plastiku. Pfi vyhodnoceni fluorescenénim mikroskopem po 96 hodinach
byly rozdily mezi modifikovanymi a nemodifikovanymi povrchy znatelnéj$i. Znacny nartst
bun¢k nastal na povrchu skla a tkanového plastiku s obéma biopolymery, které jej
modifikovaly, ve srovnani s povrchem bez modifikace. Pfesny opak nastal u vzorku
bakteridlniho plastiku, kde byl nejvétsi pocet bun€k na nemodifikovaném povrchu.
Vyhodnoceni fluorescen¢nim mikroskopem po 96 hodinach nebylo mozné provézt u kovu,
z diivodu rozpadu buné¢nych jader, ale z vysledki metody MTT byl prokdzan zna¢ny nardst
na modifikovanych povrsich. V porovnani MTT a proliferace po 96 hodnicach pod
fluorescencnim mikroskopem se vysledky shodovaly pouze u tkanového plastiku.
U bakterialniho plastiku nebylo mozné metody srovnat z diivodu chybéjici fotografie

cytoskeletu na modifikovaném povrchu sérovym albuminem.
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ZAVER

Pro buné¢nou viabilitu je kliCové, aby povrchy materidlu byly co nejvice cyto-kompatibilni,
proto v praktické ¢asti byly studovany interakce bun€k s materidly Nejprve byly povrchy
materialu potazeny tenkou vrstvou biopolymeru a poté na n¢ byly nasazeny bunky linie
mysich fibroblastii. Vysledky byly vyhodnoceny kvalitativné i kvantitativn€. Viabilita bun¢k
byla vyhodnocena metodou MTT, morfologie a nardst buné¢k pomoci fluorescen¢niho
mikroskopu. VSechny vzorky, jak s porchovymi Gipravami, tak bez nich byly vyhodnoceny
jako bioadherentni a schopny nasledné proliferace bunék. Povrchovymi modifikacemi
pouzitim sérového albuminu se nam podatilo zvysit bunécnou viabilitu u tkanového plastiku,
u kovu a v mensi mife i u skla. Povrchy modifikované Zelatinou zvysily viabilitu bunék
pouze u povrchu kovu a v mensi mife i skla. Nejvhodnéj$im materidlem pro bunécnou adhezi
a jejich néslednou proliferaci mizeme oznacit tkanovy plastik s modifikaci sérovym
albuminem, coz se prokazalo jak metodou MTT, tak i1 kvalitativné fluorescencnim
mikroskopem. Dale byly z bezbunééného média izolovany exosomy komerénim kitem
znacky Thermofisher. Izolace probé&hla uspesné, té€z byla provedena preliminarni studie
navazani exosoml na povrch biomateridlu, avSak vysledky nebyly relevantni, proto se
budeme i v nasledujici studii zabyvat povrchovymi tipravami pomoci exosomt a stanovenim

jejich vlivu na chovani eukaryotickych bunék
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