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Souhrn:

Bakalatska prace se zabyva testovanim vlivu hydrogelt HA2 a HB2 na polarizaci THP-1
makrofagt in vitro. Béhem polarizace makrofagi byla sledovana produkce interleukint,
morfologie a viabilita bunék. Ve vyzkumu bylo zjisténo, Ze testovani polarizace makrofagt

na skafoldech je mozné, a Ze vyhodné&j$i imunomodulacni vlastnosti vykazuje hydrogel HB2,

vzhledem ke svému slozeni. Ziskané vysledky jsou graficky zndzornény.
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Summary:

The bachelor thesis deals with the testing of the effect of HA2 and HB2 hydrogels on the
polarization of THP-1 macrophages in vitro. Interleukin production, morphology and cell
viability were monitored during macrophage polarization. In the research, it was found that
testing macrophage polarization on scaffolds is feasible and that more favorable
immunomodulatory properties are exhibited by HB2 hydrogel, due to its composition. The

obtained results are graphically illustrated.
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Kritickym bodem uspésné integrace kostniho $tépu z umélého materialu je imunitni
odpovéd. Této reakce se tiCastni makrofagy, které se v reakci na dany material polarizuji na
makrofagy M1 a M2, a které iniciuji bud’to zanétlivou nebo protizanétlivou odpovéd’. Pro
vyvoj novych biomateriall je proto dulezité optimalizovat metodiku jejich testovani in vitro
s ohledem na sledovani imunomodulacni reakce, a ziskat tak dilezité informace jest¢ pred

pouzitim laboratornich zvifat.
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SEZNAM ZKRATEK

°C — stupen Celsia
CD - diferenciacni skupina (z angl. Cluster of differentiation)
CNS — centrélni nervovy systém

ECM — extracelularni matrix

ELISA - enzymova imunoanalyza na imunosorbentech (z angl. Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay)
GM-CSF — faktor stimulujici kolonie makrofagh a granulocyti (z angl.

Granulocyte/Macrophage Colony Stimulating Factor)
HA — kyselina hyaluronova

IL — interleukin

INF — interferon

LCIS — Live Cell Imaging Solution
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M1 — prozanétlivé, klasicky aktivované makrofagy

-----

M-CSF — faktor stimulujici kolonie makrofagi (z angl. Macrophage Colony Stimulating

Factor)

ml — mililitr

nm — nanometr

pg — pikogram

PLA — kyselina polymlécna

PVA — polyvinylalkohol



TGF — transformujici rastovy faktor
Th1 — pomocné buriky typu 1

Th2 — pomocné bunky typu 2

Tl — tkanové inzenyrstvi

TLR - toll-like receptor

TNF — faktory nekrotizujici nadory
ul — mikrolitr

um — mikrometr



UvVOoD

Kost je fazena do samoregenerac¢nich tkani, dokéze si sama opravit malé zlomeniny
nebo vady. V piipadé velkych defektd, kostni tkan postrada schopnost pfirozené a snadné
regenerace a je tfeba pouzit biomateridly. Ty jsou vSak télem povazovany za cizi slozky a
mohou vyvolat imunitni odpovéd” hostitele. Z tohoto diivodu se vyvoj novych a vhodnéjsich
biomateridli v kostnim tkanovém inzenyrstvi neustdle posouvd smérem k vytvofeni
imunomodula¢niho mikroprosttedi s vyuzitim sledovani imunitnich bun¢k jako jsou
makrofagy. Makrofagy hraji kliCovou roli v inzenyrstvi kostni tkan¢, a to vzhledem k tomu,
zZe jsou zapojeny do kazdé faze regenerace kosti. Disponuji schopnosti polarizace na podtypy

M1 nebo M2, které jsou zasadni pro opravu kosti.

Tato bakalarska prace se sklada z teoretické a praktické ¢asti. Teoreticka ¢ast v prvni
kapitole ptiblizuje imunitni systém a builkky imunitniho systému, pfedev§im makrofagy.
Druha kapitola se vénuje tkanovému inzenyrstvi, jeho historii a materialim, které jsou
pouzivany. V praktické ¢asti se prace vénuje sledovani vlivu hydrogelu na makrofagy, jejich

polarizaci a vyhodnoceni imunomodulacnich vlastnosti testovanych typti hydrogelu.

16



TEORETICKA CAST

1 IMUNITNI SYSTEM A LEUKOCYTY

1.1 Fyziologie a funkéni morfologie imunitniho systému

Pojem imunita zahrnuje fadu mechanismu a jejich schopnost chranit organismus
rozpoznanim a eliminaci potencialné Skodlivych cizorodych agens, ale také nepotiebnych
soucasti vlastniho téla. Pfitomnost takovych cizorodych nebo abnormalnich substanci v téle
stimuluje systém k rozvoji imunitni odpovédi, kterd predstavuje komplexni soubor

fyziologickych dé&ji vedoucich postupné k destrukci a eliminaci téchto substanci (2).
Imunitni systém se sklada ze dvou hlavnich komponent:
1. Leukocyty
2. Lymfatické tkan¢

Lymfatické tkan¢ zahrnuji kostni dfen, thymus, slezinu, lymfatické uzliny, fetalni
jatra a tonzily. Zde se leukocyty shromazd’uji, vyvijeji a ptichazeji do kontaktu s cizorodymi
materialy. VSechny leukocyty (stejné jako erytrocyty) se vyvijeji v kostni dieni z
prekurzorovych bunék (hematopoetickych kmenovych bunék) a zaroven v kostni dfeni i
dozravaji (s vyjimkou T-lymfocytl, které migruji do brzliku). Tkéné, kde se leukocyty
vyvijeji a dozravaji (kostni dien, thymus, fetalni jatra), se souhrnné nazyvaji centralni
lymfatické tkang, zatimco tkané, kam pak zralé leukocyty putuji, aby vykonavaly své
imunitni funkce, tvofi periferni lymfatické tkané (slezina, lymfatické uzliny, tonzily).
Periferni lymfatické tkané jsou tvofeny hustou siti bun€k, ktera dokaze zachytit

mikroorganismy a cizorodé ¢astice a umoznuje tak leukocyttim jejich funkci (2).

1.1.1 Imunitni odpovéd’
Imunitni mechanismy, které mé organismus k dispozici, se tradi¢né déli na specifické

a nespecifické podle selektivity imunitni odpovédi. Mechanismy nespecifické imunity slouzi
k obrané organismu proti potenciondln¢ Skodlivym agens bez ohledu na jejich piesnéjsi
identifikaci; kromé toho se tyto mechanismy podileji na ¢isténi a hojeni ran poskozenych
tkani. Mechanismy specifické imunity predstavuji vysoce selektivni reakci zaméfenou na
konkrétni agens po jeho pfesné antigenni identifikaci; jejich specifickou vlastnosti je

posilovani a urychlovani odpovédi pii opakovaném setkani s ur¢itym antigenem (2).
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Nespecifickd imunita zahrnuje velkou fadu mechanismi; kozni a slizni¢ni bariéru na
styku mezi vnitinim a zevnim prostiedim organismu, sekrety produkované epitelovymi
bunikami slizni¢nich bariér a kozni bariéry, zanétlivou reakci, interferony, zabijacké

lymfocyty a systém komplementu (2).

Prosttedky nespecifické imunitni odpovédi jsou sice velmi u€inné, nemusi vSak vzdy
zcela eliminovat cizorody material. Proto ma organismus k dispozici také mechanismy
specifické imunitni odpovédi, které sice nastupuji pomaleji, ale maji vysokou ucinnost. Na
specifické imunitni odpovédi se podileji jak B-, tak T-lymfocyty, které ale hraji odli$né role
v této odpovédi. Kromé jinych funkci se B-lymfocyty transformuji na plazmatické bunky,
které secernuji specifické protilatky, jez pak koluji v krvi a v lymf&€. Jedna se o slozku
specifické imunitni odpovédi, zvanou humorélni imunita. T-lymfocyty se transformuji na
cytotoxické T-bunky, které se pfimo vazou na abnormadlni bunky v téle a nésledné je

likviduji. Této slozce specifické imunitni odpovédi se fika bunééna imunita (2).

1.2 Leukocyty

Leukocyty ptedstavuji bunécny pilit imunitniho systému. Jejich hlavni ulohou je
likvidovat veskery materidl, ktery se vyskytuje v organismu a neni mu vlastni. Na zaklad¢
morfologickych odliSnosti se leukocyty déli na dvé velké skupiny bunék granulocyty a
agranulocyty (viz obrazek 1) (2).
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Obrazek 1: Morfologie krevnich elementii (prevzato z [40])
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1.2.1 Granulocyty
Granulocyty obsahuji specificka i nespecifickd granula a ¢lenéné jadro. Jednd se o

termindlné diferenciované builky bez schopnosti déleni. Jadro granulocytl je ¢lenéné na
neékolik segmentii (lalokti) spojenych chromatinovymi mustky. Granula granulocyti se
rozlisuji na azurofilni (nespecificka) a specificka. Azurofilni granula jsou lyzozomy, které
se v krevnim natéru barvi stejné purpurové u vSech granulocytl. Specifickd granula
rozhoduji o typu daného granulocytu podle své barvitelnosti. Existuji tfi typy granulocytt:

neutrofilni, bazofilni a eozinofilni (1).

Neutrofilni granulocyty predstavuji priblizne 50-70 % vSech leukocytd, jsou nadany
schopnosti fagocytézy. Vylucuji také celou fadu cytokinli, které jsou zapojeny do
zanétlivého procesu (2). Jejich tvar je kulovity, velké jsou 10-12 um. Obsahuji centralné
umisténé jadro, které je lalocnaté, tvofené 2-5 segmenty. PocCet segmentl je zavisly na véku
bunky. Jejich specificka granula jsou v krevnim natéru neviditelnd pro jejich lososovou

barvu (1).

Bazofilni granulocyty predstavuji pfiblizné 1 % leukocytl, maji schopnost uvolnit
histamin a podileji se tak na zanétlivé odpovédi organismu. V zasad¢€ hraji v krvi stejnou
ulohu jako mastocyty v tkanich (2). Maji kulovity tvar, velké jsou 10 um. Jadro je lalo¢naté,
tvotené 2 segmenty nebo esovité. Oproti jinym granulocytiim, jadro bazofilu obsahuje méné
chromatinu (je svétlejsi) a Casto byva Spatné viditelné, protoze ho piekryvaji specificka

bazofilni granula, ktera se v krevnim natéru barvi vyrazné bazofilné (1).

Eozinofilni granulocyty ptedstavuji pfiblizné 5 % leukocytt a jejich hlavni llohou je
obrana proti parazitim, také maji schopnost fagocytozy (2). Jejich tvar je kulovity, velké
jsou 12-14 pum (jedna se o nejvétsi granulocyty). Jadro je laloénaté, tvofené 2 segmenty a
centralné ulozené. Diky tvaru jadra eozinofilu, se mu prezdiva “brylovité jadro”. Specificka
granula eozinofilnich granulocytl se v krevnim natéru barvi vyrazné eozinofilné a jsou dobie

patrna (1).

1.2.2 Agranulocyty
Agranulocyty neobsahuji specificka granula a jejich jadro neni ¢lenéné. Nejedna se

o termindlné diferenciované buiiky. Na rozdil od granulocytli maji zachovanou schopnost
bunééného déleni a po vstupu do tkdni se mohou dale diferencovat. Obsahuji azurofilni
granula a jejich cytoplazma se vzdy barvi bazofilng. Urcujeme dva typy agranulocyti:

lymfocyty a monocyty (1).
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Monocyty ptedstavuji priblizné 1-10 % vsSech leukocytii. Jsou nadany schopnosti
opustit krevni feCiSté a transformovat se na makrofagy majici schopnost fagocytézy ve
tkanich. Makrofagy také hraji vyznamnou roli pfi prezentaci antigenu ostatnim slozkam
imunitniho systému (pfedev§im lymfocytim B) (2). Monocyty jsou nejvétsi leukocyty
(velikost 20 um), obsahuji jedno ledvinovité jadro umisténé excentricky. Cetné zastoupeni

azurofilnich granul zpisobuje nasedly nadech cytoplazmy (1).

Lymfocyty jsou druhé nejpocetnéjsi leukocyty v krvi po neutrofilnich granulocytech.
Tvoii 15-50 % obihajicich leukocyti. Jejich jadro je kulové az lehce vpacené umisténé
centralné, cytoplazma tvoii pouze uzky lem kolem jadra. Jsou aktivované zejména pfi
chronickém zanétu a pfi zanétlivych reakcich virového a autoimunitniho systému. Podle

povrchovych markert rozliSujeme rizné typy lymfocyta (1).

Lymfocyty B (ndzev B pochazi z pojmenovani bursa Fabricii, nachazejici se u
ptaka, kde byly poprvé B-lymfocyty identifikovany) jsou schopné syntetizovat protilatky a
jsou klasickym piikladem propojeni bunééné a humordlni ¢éasti imunitni odpovédi
organismu. Protilatky jsou schopné aglutinovat, opsonizovat cizorody material a aktivovat
komplement (2). Na svém povrchu maji specificky BCR (B-cell receptor) a charakterizuji je
molekuly CD-20, 23 a 19 (1).

Lymfocyty T (nazev odvozeny od latinského nazvu brzliku — thymus) vznikaji
Vv kostni dieni a nasledné migruji do thymu, kde podstupuji dalsi ¢ast svého vyzravani.
Neprodukuji protilatky, ale jsou schopné pifimo napadat buniky infikované viry, pfipadné
odstrafiovat nadorové buniky (2). Jsou charakterizované spole¢nou molekulou CD-3 a na
povrchu nesou specificky TCR (T-cell receptor). Odlisujeme rizné typy T-lymfocyti:
cytotoxické (Tc), pomocné (Th) a regulaéni (Treg) (1).

NK-buiiky (,,pfirozeni zabijeci*) jsou soucasti protinddorové a protivirové imunity,
maji schopnost likvidovat virem infikované buniky a naddorové pfeménéné bunky. Ke své

funkci nepotiebuji byt aktivovany vazbou na protilatkou oznacené cile (1).

1.3 Makrofagy

Makrofagy puvodné identifikoval Ilja Ilji¢ Mecnikov pied vice nez 100 lety a za
popis fagocytdzy ziskal Nobelovu cenu za medicinu v roce 1908 (29). Monocyty a
makrofagy jsou heterogenni populaci myeloidnich buné€k, které hraji dulezitou roli

V imunitnim systému rozlicnymi mechanismy, které zahrnuji odstraiovani a likvidaci
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bunécnych zbytkl, poskozenych bunék a cizorodych latek (30, 31). Jsou schopné ménit své
fenotypové a funkéni vlastnosti v odpovédi na signaly z mikroprostiedi (30). Makrofagy
jsou odvozené z monocytl, pochazejicich z prekurzorové hematopoetické kmenové bunky.
Jejich vyzravani probihd v kostni dfeni az 24 hodin. Pot¢ jsou vyplavovany do krve, kde
cirkuluji. Monocyty v krevnim feciSti maji rtizné diferenciacni osudy, vcetné¢ maturace
na makrofagy v reakci na poranéni nebo zanét, nebo migrace do tkani a pfeména V rezidentni
makrofagy (31). Diferenciace monocytl v makrofagy je zavisla na lokalizaci tkan¢, bunék a
na molekulach v lokalnim mikroprostiedi, zahrnujici specifické cytokiny a chemokiny, U

kterych bylo prokdzano, ze vyvolavaji diferenciaci monocytt (30, 31).

Polarizace makrofagli oznacuje stav aktivace makrofagli obecné kategorizovanych
aktivované makrofagy) (viz obrazek 2). Polarizace klasicky aktivovanych makrofagt
nastava, kdyz jsou vystaveny zanétlivym molekulam, jako jsou LPS (lipopolysacharidy),
nebo cytokiny Thl (pomocnych bunék typu 1), jako je INF-y (interferon gama), GM-CSF
(faktor stimulujici kolonie makrofagl a granulocytl) a TNFa (faktory nekrotizujici nadory).
Alternativné aktivované makrofagy polarizuji v reakci na M-CSF (faktor stimulujici kolonie
makrofagti) a Th2 (pomocné buriky typu 2) cytokiny v mikroprostiedi, jako je IL-4 a IL-13.
Monocyty, které jsou stimulované M-CSF a GM-CSF vedou ke vzniku fenotypicky
odlisnych podskupin makrofagti. M-CSF stimuluje diferenciaci monocytti na M2 a GM-CSF
stimuluje M1 (31).
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Obrazek 2: Polarizace makrofagu M1 a M2 (prevzato z [34])
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M1 makrofagy rekrutuji kratce po vzniku poranéni a podileji se na pocatecni reakci
na zanét jako soucast imunitni reakce. Maji schopnost zesilit lokalni zdnét produkci velkého
mnozstvi prozanétlivych cytokini a ROS (reaktivni formy kysliku) ve snaze odstranit
patogeny nebo cizorodé latky zporanéného mista (31, 32). MI makrofagy jsou
charakterizovany povrchovymi markery CD-80 a CCR7 (C-C chemokinovy receptor typu
7) (36), a maji schopnost produkovat vysoké hladiny IL-12, IL-23, IL-6, TNFa, IL-1a, INOS
(inducibilni syntaza oxidu dusnatého) a IL-1B. V piipadé prodlouzené aktivity M1

makrofagt mtize dochazet k poskozeni tkani a chronickym zanétim (31, 33).

Makrofagy M2 omezuji zanét a podporuji reparaci tkané, vaskularizaci a ptispivaji k
opravam tkan¢, remodelaci a udrzeni hemostazy (31, 33). Hlavnimi povrchovymi markery
makrofagt s fenotypem M2 jsou CD-163 a CD-206 (36). Existuje n€kolik podtypt M2
makrofagi od M2a az po M2d (viz tabulka 1). VSechny se t€astni zanétlivé odpovédi a jsou

charakterizovany na zaklad¢é aktiva¢nich stimulli a cytokint (31). M2 makrofagy produkuji

-----

Klasifikace makrofaghh na M1 a M2 byla navrzena pfi pozorovani diferencialniho
metabolismu argininu makrofagt v riznych kmenech mysi pomoci Th1l a Th2. Mysi Thl
s T buiikami, které produkuji prevazné INF-y prokazaly aktivaci makrofagi, pti které byl
z argininu generovan oxid dusnaty (NO), ktery inhibuje patogeny nebo blizké hostitelské
bunky. Zatimco myS$i Th2 s T bunikami, které produkuji IL-4 a TGF-B1 prokazaly aktivaci
makrofagu, pti které dochazi k pfeméné argininu primarné na ornitin, ktery naopak stimuluje

patogeny nebo blizké hostitelské buniky (41).
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Tabulka 1: Shrnuti fenotypovych znakiit M1, M2 makrofagii a jejich subpopulact (vytvoreno

dle [31, 34])
Fenotyp Podnéty Cytokiny Funkce
INF-y INF-y, IL-1B, 6, 8 Prozanétliva
Stimulace imunitni
M1 LPS IL-10, 12, 18, 23, TNFa
odpovédi Thl
GM-CSF Interferony Fagocytoza
Protizanétliva,
M2a IL-4, 1L-13 TNFa, IL-1a, 1B, 6, 12 .
hojeni ran
M2b IL-1B, TLR ligandy IL-1B, TNFa, IL-6, 10 Imunoregulace
Glukokortikoidy, IL-10, Fagocytoza
M2c IL-10, TGF-B
TGF-B apoptickych bunék
TLR (toll-like receptor) _
M2d ' IL-10 Angiogeneze
antagonisté

Hlavni ukol makrofagu je chranit t€lo pted patogeny a plnit hlavni roli v homeostaze
prostfednictvim likvidace odpadnich produkti a opravy tkani. Jejich klicovou funkei je
fagocytoza, aneb poziti velkych ¢astic (>0,5 um), coz zahrnuje mikroby i umirajici bunky
(35). Béhem fagocytozy makrofagy migruji chemotaktickym zptisobem smérem k ¢asticim,
které¢ maji byt pohlcené. Nasleduje adheze (pfilnuti) na zaklad¢ interakci mezi receptory a
specifickymi molekularnimi strukturami na povrchu ¢astic nebo infikovanych bunék.
Nasleduje ingesce (pohlceni) a degradace mechanismem zavislym nebo nezavislym na

kysliku (29).

Makrofagy odvozené od monocytii se diferencuji predevSsim jako ochranny
mechanismus namifeny proti zanétu nebo poranéni. Existuji vSak také tkanové rezidentni
makrofagy, které ¢astecné vznikly jiz pfed narozenim béhem embryogeneze. Vyznacuji se
vysokou sebeobnovovaci schopnosti, coz jim umoznuje udrzet svou populaci ve
specifickych organech po celou dobu zivota bez prispéni monocyti z kostni diené (31). Jsou

pritomné v riznych castech téla a lisi se svymi ndzvy, napt. makrofagy/histiocyty ve vazivu,
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Kupfferovy buiky v jatrech, mikroglie v CNS (centralni nervovy systém), alveolarni

makrofagy v plicich nebo chondroklasty v chrupavkach (1) (viz tabulka 2).

Tabulka 2: Nomenklatura makrofagii (vytvoreno dle [31, 34])

Tkan Nomenklatura
Tukova tkan Makrofagy tukové tkané
Krev Monocyty
Lymfatické uzliny Sinusové histiocyty
Kosti Osteoklasty, ostealni makrofagy
CNS Mikroglie, perivaskuladrni a meningeélni makrofagy
GIT

_ . Intestinalni makrofagy
(gastrointestinalni trakt)

Ledviny Renalni makrofagy (glomerularni)
Plice Alveolarni a intersticidlni makrofagy
Kuze Dermalni makrofagy, Langerhansovy buiiky
Placenta Hofbauerovy bunky
Slezina Makrofagy marginalni zony, Cervené a bilé dien¢
Jatra Kupfterovy bunky
Klouby, chrupavka Synovialni buniky typu A, chondroklasty
Pojivova tkan Tkanové makrofagy (histiocyty)
Serdzni tkan Peritonealni a pleurdlni makrofagy

1.4 Makrofagy v kostni reparaci
Hojeni kosti je komplexni a dynamicky proces samoobnovy, kterého se ucastni

imunitni bunky, osteoblasty, osteoklasty a endotelialni bunky (36). Kostni reparace ma
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nékolik spole¢nych rysti s obecnymi procesy hojeni ran vcetné zanétu, angiogeneze a
nahrady poskozené mezenchymalni tkané (36, 37). Oprava kosti se vSak 1i§i od opravy jinych
tkani tim, Ze vysledkem neni zjizvena tkan. Proces opravy regeneruje slozité 3D struktury,

které museji spliovat naroky na mechanické zatizeni (37).

Primarni fazi hojeni zlomeniny Kkosti je tvorba hematomu, nasledovana akutni
zanétlivou reakci. Prvni zanétlivé buniky, které migruji do mista zlomeniny, jsou neutrofily.
Sekreci zanétlivych a chemotaktickych mediatort rekrutuji sekundarni vinu zéanétlivych
bunék, coz zahrnuje monocyty a makrofagy (38). Makrofagy fagocytuji bunééné zbytky a
po diferenciaci na osteoklasty resorbuji nekrotické kostni fragmenty a nekrotické konce
zlomené kosti. Cast makrofagii se vlivem prozanétlivého prostiedi pfeméni na fenotyp M1
a zacne produkovat IL-1, IL-6, IL-12, TNFa a faktory, které stimuluji kolonie k regulaci
zanétlivych reakei (36, 38). Aktivované M1 makrofdgy také usnadiiuji expanzi
mezenchymadlnich kmenovych bun€k zkostni diené, osteoprogenitorovych bunck a
vaskuldrnich progenitorovych bunck do mista zlomeniny za i¢elem zahajeni osteogeneze.
Mezenchymalni kmenové buiiky se diferencuji na kostni buiiky za ti¢elem regenerace kostni

tkané (viz obrazek 3) (36).

Béhem anabolické faze opravy kosti se makrofagy diferencuji na fenotyp M2 a
uvolnuji cytokiny, jako je BMP-2 (kostni morfogeneticky protein) nebo TGF-B, které slouzi

k podpofe expanze a osteogenni diferenciace kmenovych bunék kostni diené. Také zvysuji

-----

tkang (36).

Makrofagy se podileji i na angiogenezi béhem opravy kosti. Fenotyp makrofagi M1

-----

cytokiny produkované fenotypem makrofagh M2 angiogenezi stabilizuji a koordinuji

sestavovani extracelularni matrix (ECM) (36, 39).
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Obrdazek 3: Komunikace mezi zanétlivymi bunikami a kostnimi
progenitorovymi bunikami (prevzato z [38])

Zanét je klicovym biologickym procesem, ktery slouzi k likvidaci patogent a udrzeni
tkafiové homeostdzy. Uspéiné odstranéni zanétlivych podnéti je doprovazeno
protizdnétlivymi a reparacnimi cytokiny, které odstranuji zanétlivé prostfedi a obnovuji
homeostazu tkani. Pokud dojde k naruseni sledu takovych udalosti v disledku pietrvavani
prozanétlivych podnét, mtize proces piejit do stavu chronického zanétu. Pretrvavajici
zanétliva reakce se projevuje pokracujici sekreci cytokinli a dalSich faktorl, coZ vede
k destrukci tkané a poruse homeostazy. Zanétliva reakce, vyvolana poranénim kosti, je pro
hojeni prospésna, pokud se jedna o akutni stav, ktery je vysoce regulovany. Pokud dojde
k potlaceni této reakce, dysregulaci nebo k pfeméné v chronickou reakci, stane se zanét
Skodlivym pro hojeni kosti (38). Pfi chronickém zanétu kosti dochazi k produkci TNFa,
ktery stimuluje tvorbu osteoklastil a inhibuje funkci osteoblastil, coz vede ke sniZzeni objemu

kosti (42).

Ackoliv je zanét prvnim kli¢ovym krokem ke zhojeni kosti, nedostatek nebo inhibice

akutniho zanétu mize vést k zhorSeni tohoto procesu (42).

26



2 KOSTNI TKANOVE INZENYRSTVIi

2.1 Historie a vyvoj tkanového inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi (TI) je pfes padesat let se vyvijejici védeckou disciplinou,
ackoliv nahrazovani mé&kkych ¢i tvrdych lidskych tkani neni nové (viz obrazek 4). Indové a
Cifiané ve starovéku pouzivali rizna lepidla a tmely k odstranéni télnich defektii a na

egyptskych mumiich byly nalezeny umélé oci, usi, nosy i zuby (8).
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Obrazek 4: Priklad mist v lidském téle, které je mozné uméle nahradit (zdroj viastni)
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V 16. stoleti italsky profesor chirurgie a anatomie Gaspare Tagliacozzi popsal ve své
préci ,,De Curtorum Chirurgia per Insitionem* (Chirurgie defektli implantaci), ktera byla
publikovana roku 1597, nadhradu nosu vytvotfenou z chlopné piedlokti (6, 9). V 70. letech
19. stoleti probihaly rizné experimenty, napiiklad tvorba nové chrupavky za pouziti
chondrocytt, které byly naockované do kostnich fragmentti a implantované mysim. Ackoliv
experiment samotny nebyl Gspésny, vedl k zavéru, ze s prichodem inovativnich biomaterialt
by bylo mozné vytvofit novou tkan naockovanim zivotaschopnych bunék na vhodné

uspofadany tkanovy material (10).

Pravdépodobnym kli¢ovym bodem ve zrodu TI byla polovina 80. let 20. stoleti, kdy
Dr. Joseph Vacanti a Dr. Robert Langer pracovali s myslenkou navrhnout vhodny skafold
pro rust bunék namisto ockovani na dostupné piirozené se vyskytujici materidly
s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi, se kterymi nebylo mozné manipulovat, coz mélo

za nasledek neptedvidatelné vysledky (10).

Roku 1988 byl prezentovan clanek, popisujici novou technologii, na semindii
Nérodni védecké nadace a zaroven oficidln€é vznikl termin ,,tkdflové inzenyrstvi® s cilem
uplatnit principy a metody inzenyrstvi a biologickych véd k pochopeni vztahti mezi stavbou
a funkci v tkanich savcu a k rozvoji biologickych nahrad pro obnovu, udrzeni nebo zlepseni
funkce tkani (10, 11). Prvni pouziti terminu ,,tkdflové inZenyrstvi tak, jak ho zndme dnes,
je zakofenéno v ¢lanku ,,Functional Organ Replacement: The New Technology of Tissue

Engineering® v ,,Surgical Technology International®, ktery byl publikovan roku 1991 (10).

V roce 1997 byla publikovana studie v plastické a rekonstrukéni chirurgii od Cao et
al., ktera vzbudila velky zajem vetejnosti. Popisuje, jak zregenerovat chrupavkou ¢ast ucha

téiletého ditéte na zadech laboratorni mysi (viz obrazek 5) (12).
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Ve snaze o zjisténi potencialu TI doslo ve Spojenych statech a v Evropé ke vzniku
fady laboratofi. Ackoliv naprostd vétSina vznikala v okoli Bostonu, jednou z prvnich
vyznamnych laboratofi mimo Boston patii rozvoj PTEI (Pittsburgh Tissue Engineering
Initiative) v 90. letech 20. stoleti. V Londyné roku 1994 doslo ke vzniku volné asociace TES
(Tissue Engineering Society), kterou zalozila Imperial College organizovana britskou
spole¢nosti. TES nakonec vzniklo i v Némecku a zapadni Evrop€. V poloving a na konci 90.

let 20. stoleti se zacaly objevovat prakticky ve vSech vyspélych zemich svéta pokusy o Tl
(10).

TES byla mezinarodni spolec¢nosti a béhem nasledujiciho desetileti se ve spolupraci
s asijskymi a evropskymi spole¢nostmi vyvijela a reorganizovala, az roku 2005 zménila
nazev na TERMIS (Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society)
(10).

Zakladatelé TES se domnivali, ze je dualezit¢ mit ucinny prostfedek k Sifeni
védeckych informaci a k svobodnému vyjadifovani novych myslenek, proto ve stejném roce
(1994) zalozili casopis ,Tissue Engineering”, jehoZ redakéni rada byla slozena

Z mezinarodnich 1€kati a védct (10).

2.2 Tkanové inZenyrstvi
Tkanové inZenyrstvi zahrnuje pfipravu, navrh a vyrobu nahrad lidskych tkani, které
je mozné implantovat nebo transplantovat do lidského téla za ucelem ndhrady nebo

rekonstrukce vlastnich poSkozenych tkani (13).
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kalciové ionty, jsou v kostech ulozené a v pripad¢ potfeby se uvolnuji do krve. Mezi dalsi
dualezité funkce kosti patii zajisténi opory a pohybu téla a ochrany vnitinich organti. Kostni
tkan je proménlivé prosttedi s vysokym krevnim zasobovanim. Pti poruSeni integrity kostni
tkané vétsina zlomenin nevyzaduje chirurgicky zakrok, kviili vysoké regeneracni schopnosti

kosti, naopak velké kostni defekty a nesouvislé zlomeniny zakrok vyzaduji (4).

Kostni defekty nadkritické velikosti postradaji schopnost regenerace. Definuje je
charakteristicky rozmér, ktery je 2,5krat vétSi nez polomér poranéné kosti. Defekty
nadkritické velikosti mohou vznikat Grazem, chronickou infekci, odstranénim nadoru ¢i

nezdafenou rekonstrukéni operaci kloubu (artroplastiky) (5).

Pti pouhé fixaci defektu nadkritické velikosti nedochazi k jeho pfemosténi a vzniku
plnohodnotné kosti, ale vznika tzv. pakloub (tj. chybéjici kostény sriist fragmentii kosti).
Proto je tfeba vyvinout vyplinovy material, ktery by slouzil jako do¢asnd nahrada kostni
tkané. Jeji funkci je zajistit fyzickou podporu bunkdm migrujicim do mista defektu a
stimulovat regeneraci poSkozené kosti. Standardem pro lécbu kostnich defektl je
transplantace za pouziti autolognich kostnich §tépt. Jde o ¢ast pacientovy kosti odebranou
napf. z kosti kycelni, ze zeber nebo z kosti lytkové. Déle je mozné pouzit alogenni kostni
Stép, tedy Cast kosti odebranou od jiného ¢loveéka (5) nebo xenogenni kostni §tép (kost jiného
druhu: praseci, teleci). Alogenni a xenogenni kostni $tépy jsou obecné nevhodné k pouZiti
vzhledem k moznosti vzniku imunitnich reakci a nasledné nepfijeti organismem pacienta,
ale i vzhledem k moZznym pifenosim infekci. To jsou hlavni davody, pro¢ je kladen diraz na

vyvoj umélych materiali pro nahrady kostni tkané (8).

Cilem kostniho tkanového inZenyrstvi je hledani jinych moZnosti, které by nahradily
uziti kostnich $§tép1, jejichZ pouZiti je spojeno s mnoha nedostatky. U autolognich §tépti jde
zejména o vznik krevniho vyronu, odumfieni okolni tkan¢, o infekci ¢i bolestivost v mistg,
kde doslo k odebrani kosti. Odbér autologniho $t€pu je moZny pouze z nékterych kosti a
limitujici je 1 velikost. Alogenni $tépy pfedstavuji riziko pfenosu nemoci €1 vzniku infekce.
Navic museji byt z divodu imunitni reakce pacienta zbaveny alogenni (cizorodé) bunééné
slozky, coz vede ke ztraté osteogenni vlastnosti. To znamena, Ze v alogennim $tépu nejsou

obsaZeny buniky umoziujici pfimé formovani kosti (5).
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Pti hledani ndhradniho feSeni k pouziti kostnich $tépt je tieba uvédomit si specifické
pozadavky kladené na idealni doCasné nahrady kostni tkan¢ (bone scaffold neboli ,kostni

nosice®) (5).

2.2.1 Skafoldy
Termin ,,skafold* se pouziva pro trojrozmérny (3D) biomaterial, ktery poskytuje

vhodné prostiedi pro buiky k regeneraci tkani a organt. Cilem TI je produkce skafoldd,
které jsou schopné poskytovat regeneracni signaly bunikam, a tak stimulovat jejich pfirozené
chovani. Védci se snazi vyvinout zpusoby, jak vyrabét skafoldy z biomaterialt, které jsou
velmi podobné ptirozenému prostiedi téla, maji multifunkéni vlastnosti a jsou efektivni

Z hlediska naklada a klinického pouziti (4).

Nejdulezitéjsi je struktura skafoldd (4). Pro kostni Tl je nezbytné, aby byl nosic¢
dostate¢né porézni s propojenymi pory, které umoziuji bunéénou migraci, novotvorbu cév,
difuzi plynt, zivin a odpadnich latek (5). Velikost portt musi byt dostateéné velkd, aby
umoznila migraci bungk, ale také dostate¢né mala, aby umoznila vazbu bunék na skafold

(4).

Idealni skafold pro kostni tkan by mél mit vhodné osteobiologické vlastnosti. M¢l by
byt biokompatibilni, osteokonduktivni, osteoinduktivni, osteointegracni, v nckterych

ptipadech biodegradabilni, a mél by mit vhodné mechanické vlastnosti (4).

Jednim z hlavnich kritérii kazdého skafoldu pro Tl je jeho biokompatibilita.
Biokompatibilni material nesmi byt toxicky a karcinogenni. Buiiky museji pfilnout, zachovat
si funkénost a postupné migrovat na povrch skrz skafold a zacit proliferovat diiv, nez za¢nou
tvofit novou matrix. Po implantaci musi skafold vyvolat zanedbatelnou imunitni reakci, aby
pozdéji nedoslo k silné zanétlivé reakci, kterd by mohla zpomalit hojeni nebo zplsobit

rejekci materialu (6).

Kostni tkanovy nosi¢ by mél mit vhodné osteokonduktivni vlastnosti (schopnost
komunikace napfi¢ substratem), jichz lze dosdhnout napf. pouzitim mineralizovaného
tkadnového nosice, poskytujiciho podporu v ristu nové kosti. Osteoinduktivni vlastnosti ma
funkcionalizovany nosi¢, obsahujici proteiny a ristové faktory, které stimuluji diferenciaci
bunék smérem k osteogenni linii, a tak zlepSuji regeneraci kosti (4, 5). Dalsi dulezitou
vlastnosti je oseointegrace, coz znamena, Ze materidl je schopny fyzicky a funkéné

integrovat s zivou tkani. Vhodnych vlastnosti 1ze dosdhnout pomoci nosi¢e obsahujiciho
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vlastni bunky pacienta umoznujici ptfimou formaci (tvorbu) kosti (5). Pfiznivé pitijeti
tkanového nosice je ovlivnéno mnoha faktory, napt. typem nosice nebo mistem implantace

(4).

U nékterych téchto materiald je také vyzadovana biologickd odbouratelnost
(biodegradabilita). Je vhodna pro materialy pouzivané k docasné tkanové nadhrad¢ slouzici
zaroven jako leSeni podporujici regeneraci tkani. Skafoldy, poskytujici buitkdm potiebnou
podporu béhem procesu hojeni, by mély postupné degradovat z divodu pozvolného
nahrazovani novou kostni tkani (3). Degradace skafoldu musi trvat stejn¢ dlouho, jako
regenerace tkan¢ (4). Vedlejsi produkty této degradace by nemély byt toxické a mély by
voln¢ odchazet z t¢la. K tomu, aby rozklad materialu probihal soucasné s tvorbou tkané,

slouzi zanétliva reakce spojena s fizenou infuzi bungk, jako jsou makrofagy (6).

Na druhou stranu je biodegradabilita nezadouci u materialti slouzicich jako trvala

nahrada tkang, jako jsou napf. titanové zubni implantaty (43).

V ideadlnim piipadé by skafold mél mit mechanické vlastnosti odpovidajici
anatomickému mistu, do kterého ma byt implantovan. Z praktického hlediska v§ak musi byt
dostatecné pevny, aby umoznil chirurgickou manipulaci béhem implantace. V kostnim TI je
vyroba skafoldli s odpovidajicimi mechanickymi vlastnostmi jednou z velkych vyzev.
Material musi mit dostate¢nou mechanickou integritu, aby fungoval od okamziku implantace
az do dokonceni procesu remodelace. DilleZitou roli hraje i vék pacienta vzhledem k tomu,
ze rychlost hojeni se liSi podle v€ku. Klicova je tedy rovnovdha mezi mechanickymi

vlastnostmi a porézni strukturou skafoldu (6).

Tl se snaZzi o vyrobu “bioaktivnich” materidlti, které mohou integrovat
s biologickymi molekulami, na rozdil od minulosti, kdy byly navrhovany “bioinertni”
materidly. Materialy, které mohou nahradit autologni nebo alogenni §tépy, se skladaji napf.
z bioaktivni keramiky, bioaktivniho skla, biologickych nebo syntetickych polymert a
kompozit. Stakovymi materidly je snazs§i vyhnout se problémim, které se poji
s transplantaci a implantaci, jako je infekce nebo nedostate¢na adaptace na environmentalni

stres (4).

2.3 Druhy materiali pro kostni tkanové inZenyrstvi

Biomaterial je definovany jako jakykoliv materidl, konstrukce nebo povrch, ktery je

schopny interagovat s biologickym systémem. Mohou pochazet z ptirodnich zdroji nebo
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jsou vyrobeny synteticky a jsou pouzity k c¢aste¢né nebo uplné nahradé tkani (14). Pfirodni
polymery (chitosan, zelatina, kolagen, celuloza atd.) jsou vice preferované, nez syntetické
polymery jako jsou napt. PCL (poly(kaprolakton)), PLA (kyselina polymlé¢na) nebo
polyuretan, protoze maji vys$si biokompatibilitu, vynikajici biologickou rozlozitelnost a
vykazuji minimalni toxicitu (15). V TI jsou pouzivané i kovy, bioaktivni sklo, fosfore¢nan
vapenaty, HAp (hydroxyapatit) a jejich vzajemné kombinace, které fadime do

anorganickych materiald a jsou pouzivané diky podobnosti s mineralni fazi kosti (16, 4).
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Tabulka 3: Druhy materialu pouzivanych v tkanovém inzenyrstvi, jejich vyhody a nevyhody
(vytvoreno dle [4, 18, 27, 28])

Typ materialu Vyhody Nevyhody
Biokompatibilni, Nejsou
Kovy netoxické, rezistence biodegradabilni
vuci korozi, pevné (miize byt i vyhodou)
Tvrdost, kiehkost,
Biokompatibilni,
) ) _ pomald degradace a
Biokeramika osteokonduktivni,
. resorpce, horsi
podobné kosti . _
mechanické vlastnosti
Biokompatibilni,
) Velmi rychla
Kyselina biologicka
degradace, rozpustnost
hyaluronova odbouratelnost,
) o ve vodée
viskoelasticita
Biokompatibilni,
Prirodni polymery _ _ _
Kolagen biologicka Slozita struktura
odbouratelnost
Biokompatibilni, y ‘
o ] ] Spatna mechanicka
Chitin netoxicky, biologicky
pevnost
odbouratelny
_ _ _ o Riziko zanétu, Spatna
Biologicky Biokompatibilni,
‘ . adheze bunék a
odbouratelné biodegradabilni
pevnost v tlaku
Syntetické polymery
) ) Biokompatibilni, NemozZnost Gplné
Biologicky
zachovani mechanické | nahrady novou kostni
neodbouratelné ) )
integrity tkani
) Vynikajici mechanické
Kompozity Vysoka cena

vlastnosti
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2.3.1 Kovové
Kovy jsou povazovany za jedny z nejstarSich materiali pouzivanych jako implantaty.

Prvnimi pouzivanymi kovy byly hlinik, olovo, zlato a stfibro. Dnes jsou nejCasteji
pouzivanymi kovovymi biomaterialy titan a jeho slitiny, a to zdavodu jejich
biokompatibility, netoxicnosti a korozni odolnosti (4, 17). Nejcastéji jsou pouzivany jako

implantaty pro nahradu kostnich kloubd, fixaci zlomenin a k podpote hojeni kosti (18).

2.3.2 Keramické
Biokeramika, zahrnujici napf. keramické kompozity nebo amorfni skla, je velmi

slibnym mechanicky pevnym materialem s pfiznivou bioaktivitou (4, 18). Obecné se jedna
o velkou tfidu, kterd slouzi k opravam a rekonstrukcim poskozenych ¢i nemocnych ¢asti téla
(19). Je odolna vuci korozi a tlaku. Nejcastéji pouzivanou krystalickou biokeramikou jsou
fosfore¢nany vapenaté, a to diky jejich pfevaze v kostni tkani. Déle se pouziva HAp, TCP
(fosfore¢nan vapenaty) a kombinace obou latek, znama jako BCP (dvoufazovy fosfore¢nan
vapenaty). V moment¢, kdy bunika degraduje keramiku in vivo, dochazi k produkci

vapnikovych a fosfatovych iontd, které podporuji tvorbu nové kosti osteoindukei (4, 18).

2.3.3 Polymerni
Polymerni materialy tvofi jedny ze zakladnich kament TI (22). Existuji dva typy

biodegradabilnich polymerti. Jedna se o pfirodni a syntetické polymery. Mezi pfirodni
polymery patii polysacharidy (Skrob, chitin, derivaty kyseliny hyaluronové) a proteiny
(kolagen, fibrinové gely). Jejich vyhodou je pozoruhodné uchyceni a riist bunék. Na druhou
stranu mezi nevyhody mizeme zaradit problém imunologické reakce a Spatné mechanické

vlastnosti (4, 16).

Kyselina hyaluronova (HA) je pfirozeny glykosaminoglykan nachazejici se v ECM
vétSiny pojivovych tkdni. Diky své chemické struktufe je HA fazena do hydrofilnich
polymert a vyznacuje se predevsim vysokou rychlosti regenerace. Skafoldy na bazi HA maji
vysokou biokompatibilitu, biodegradaci a chemickou modifikaci. Podle zpiisobu zpracovani

mohou mit skafoldy podobu hydrogelti, kryogelti nebo injektovatelnych hydrogela (23).

Hydrogely jsou 3D flexibilni sité z pfirodniho nebo syntetického polymeru, jejichz
kapalnou slozkou je voda. Hydrogely se sklddaji z dynamické sit'ovaci struktury, kterd jim
umoziuje udrZet integritu hydrogelové sitg, a z toho diivodu se nerozpoustéji ve vysokych
koncentracich vody (24), napf. hydrogely na bazi polyethylenglykolu nebo alginatu (4).
Diky hydrofilnim skupinam jako jsou -NH>, -COOH, -OH, -CONH3, -CONH-, nebo -SOzH,
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dokaze hydrogel zadrzet velké mnozstvi vody nebo biologické tekutiny (4). Takzvané
»chytré hydrogely* maji schopnost napodobovat zivé tkané€, protoze reaguji na zmény
podminek ve svém vnéj$im prostiedi. Takové polymery mohou vykazovat patrné zmény ve
své permeabilit¢ nebo mechanické pevnosti v reakci na zmény pH, iontovych sil nebo
teploty (24). Jsou vhodné pro aplikaci pfevazné neinvazivnim zptisobem in Situ pii télesné
teploté (4). Podstatna je jejich pruznost, elasticita a schopnost poskytovat potiecbnou
biochemickou a strukturalni podporu okolnim buiikam podobné jako ECM (7). Hydrogely
maji mnoho riznych funkci v oblasti T1 (25). Diky své porovitosti se pouZivaji jako matrice.
Buiiky v nich rostou a proliferuji, mohou se z nich uvoliovat 1éky nebo pfes né¢ mohou
prochdzet ziviny a odpadni produkty. Dalsi vyhodou je snadnd modifikace pomoci
adhezivnich ligandii. Jako nosic¢e bun¢k se pouzivaji samositujici hydrogely, napt. ve vodé
rozpustny chitosan a oxidovana HA, protoze nepotiebuji Zadna chemicka sit'ovaci ¢inidla.
Jejich nevyhodou je obtiznd manipulace a sterilizace vzhledem k jejich slabym

mechanickym vlastnostem (4).

Druhym typem polymert jsou syntetické polymery, které jsou vzhledem ke své
vyhovujici mechanické pevnosti, reprodukovatelnym mechanickym a chemickym
vlastnostem a také kontrolovatelné rychlosti biodegradability Siroce pouzivany k vyrobé
skafoldi. Lze je rozdélit do dvou tfid, kdy prvni jsou biologicky odbouratelné, do kterych
patiti PGA (kyselina poly(glykolova)), PLA a jejich kopolymery. Druhou tfidou jsou
biologicky nerozlozitelné polymery, do kterych patii PVA (polyvinylalkohol), PAA
(polyakrylova kyselina), PNIPA (poly(N-isopropylkrylamid)) (26).

2.3.4 Kompozity
Skafoldy a jejich Gspésnost v regeneraci tkan¢ jsou tzce spojeny s jejich strukturou,

vlastnostmi pro danou tkan a mechanickym zatizenim, kterému bude skafold vystaven in
vivo. Keramické materialy maji nizkou lomivou houzevnatost (kiehkost) a vysokou tuhost,
coz jsou nevyhody, které mohou vést k omezeni jejich pouziti (19, 21). V tomto pfipad¢ je
nejlep$im fesenim zvolit kompozity skafoldu tj. kombinace biokeramiky a polymert nebo
kombinace syntetickych polymeri s ptirodnimi polymery (4, 20). Biokeramika je pouzivana
jako plnivo nebo povlak k polymerni matrici, coz vede ke zlepseni jejich mechanickych
vlastnosti (19, 21).
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PRAKTICKA CAST

3 CIiL A UKOLY PRACE

3.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem této bakalaiské prace bylo studovat vliv hydrogelu na polarizaci makrofagi

in vitro a vyhodnoceni imunomodula¢nich vlastnosti testovanych typt hydrogelu. Pro

splnéni tohoto cile byly pouzity vzorky hydrogelu, pfipraveného z polyvinylalkoholu,

hydroxyapatitu a kyseliny hyaluronové a lidské monocyty THP-1.

3.2 Diléi cile

1.

Kultivace monocytit THP-1 a jejich polarizace v makrofagy

2. Testovani polarizace makrofagh ovlivnénych hydrogelovym skafoldem metodou ELISA
3.
4

. Testovani viability bun¢k v priibéhu pokusu

Sledovani morfologie bun¢k THP-1 v pritbéhu polarizace
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4 VYZKUMNE OTAZKY

1.

Me¢ni se morfologie bunék THP-1 béhem polarizace?

Lze zkultivaéniho média testovat polarizaci makrofagii ovlivnénych

skafoldem?

Ktery ze skafoldi HA2 a HB2 by byl vhodnéjsi k pouziti v kostnim tkanovém

inzenyrstvi z hlediska imunitni reakce?

Jak se liSila produkce interleukind, typickych pro podtypy makrofagt, vlivem

skafoldu a vlivem diferencia¢nich kita?
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5 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Experiment byl proveden za pouziti zakoupené lidské bunécné linie THP-1
z American Type Culture Collection (ATCC® TIB202™) na hydrogelovych skafoldech
ptipravenych Ing. Petrou Chocholatou, Ph.D. z Ustavu lékaiské chemie a biochemie na LF

UK v Plzni, kde byl cely experiment uskute¢nén.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Bunécna kultura

K experimentu byla pouzita lidska bunécna linie THP-1 ziskana z American Type
Culture Collection (ATCC® TIB202™). Jedna se o buné¢nou linii izolovanou z periferni
krve pacienta s akutni monocytarni leukémii, kterd se pouziva pii vyzkumu poruch
imunitniho systému, imunologickém a toxikologickém vyzkumu. THP-1 jsou suspenzni

plovouci bunky (50).

Po rozmrazeni byly buniky nasazeny na kultiva¢ni lahev TPP 25 (viz obrazek 6) a
Vv pozici svisle, jak se pro suspenzni buiiky doporucuje, byly kultivovany 1 tyden az po
dosazeni mnozstvi bun€k potifebnych pro pokus. Builkky byly po dobu rozpéstovavani

udrzovany v hustoté 3-5 x 10° bun&k/ml jak je doporu¢eno v manualu.

Obrazek 6: Pouzita kultivacni lahev TPP 25
(prevzato z [44])

Jako médium bylo pouzito RPMI 1640 medium (Lonza, Verviers, Belgium)
obohacené o 10% hovézi fetalni sérum, 1% Penicilin/Streptomycin a 2 mM stabilizovany

glutamin (Biosera Europe, Nuaille, France).

Kultivace bun¢k probéhla pii 37°C a 5% CO2 ve zvlhcené atmosfére.

6.2 Hydrogelové skafoldy
Pro pokus byly pouzity hydrogelové skafoldy z polyvinylalkoholu (PVA), kyseliny
hyaluronové (HA) a hydroxyapatitu (HAp), oznacené jako HA2 a HB2, ptipravené Ing.

Petrou Chocholatou Ph.D. na Ustavu lékatské chemie a biochemie, LF UK v Plzni.
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PVA je Casto testovany synteticky polymer s dobrou biokompatibilitou. Lze jej
snadno preménit na hydrogel pomoci opakovanych cykli zmrazovani a rozmrazovani.
Takovéto fyzikalni zesitovani je velmi vyhodné, protoze neni tieba pouzit chemické sitovaci
¢inidlo, které by mohlo pusobit toxicky. Vnitini neadheze PV A k buiitkam poskytuje Spatnou
podporu riistu a integraci do perifernich tkéni. Proto je PVA modifikovan, coz zlepSuje

bunéénou adhezi a rist bunék (45).

HAp, jakozto hlavni pfirodni anorganickd slozka kosti, vykazuje vynikajici
bioaktivitu, biokompatibilitu, osteokonduktivitu, netoxicitu a nezanétlivé vlastnosti.
Mechanické vlastnosti jsou ovlivnény velikosti ¢astic HAp, porovitosti a hustotou. HAp je
velmi tvrdy, ale kiehky, s velmi pomalou rychlosti degradace in vivo, proto by mél byt spojen

s ptirodnimi nebo syntetickymi materialy pti vyrob¢é skafoldu (45).

HA je hojn¢ zastoupena v ECM, ptredevsim v pojivovych tkanich. Jedna se o pfirodni
polysacharid, vyznacujici se biokompatibilitou, biodegradabilitou a viskoelasticitou.
Vyznamnou vyhodou HA je jeji enzymatickd odbouratelnost enzymem hyaluroniddzou,
ktery je produkovan sav¢imi buitkami. Z divodu rychlé degradace a rozpustnosti ve vode je

vhodné HA zesitovat nebo smichat s jinym pfirodnim nebo syntetickym polymerem (45).

Vzorky HA2 a HB2 pouzité v této praci se lisily pomérem smési PVA a HA, a to tak,
ze u vzorku HA2 byl 5% roztok PVA smichan s 1% roztokem HA v poméru 75:25 au vzorku
HB2 v poméru 50:50. Pak byl pfidan 5% vodny roztok HAp. Tyto smési byly nality do 24-
jamkovych desti¢ek a sedmi cykly zamrazovani a rozmrazovani, slouzicich k zesitovani
vzorku, byl ziskan kone¢ny hydrogel (viz obrazek 7). Presny popis piipravy vzorkd je
popsan v publikaci (45) a samotna ptiprava hydrogelu nebyla predmétem této bakalaiské

prace.

Hydrogelové skafoldy o priméru 1 cm a tloust'ce asi 5 mm byly pted zaCatkem
pokusu s makrofagy sterilizovany 70% ethanolem, promyty fosfatovym pufrem (PBS) a
v kultivaénim médiu dany na 24 h do inkubatoru k podpote adsorpce proteint, které

usnadiuji adhezi bunék (45).
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Obrazek T: Pouzity hydrogelovy skafold HA2 a HB2 (zdroj vlastni)

6.3 Polarizace THP-1 makrofagi

Skafoldy byly umistény do 24-jamkovych desticek a k nim byly v médiu RPMI 1640
pridany bunky THP-1 v koncentraci 300 000 bun¢k v 1 ml. V danych ¢asech byly odebrany
vzorky média a v ném byly stanovovany interleukiny charakteristické pro makrofagy M1 a

M2, ato IL-10, IL-12 a TNFa. Vzorky byly odebirany v triplikatech.

Jako kontrola polarizace bun¢k slouZily buniky THP-1 kultivované rovnéZz na 24-
jamkové desticce, které byly polarizovany pomoci zakoupeného kitu CellXVivo Human M1
Macrophage Differentiation Kit a CellXVivo Human M2 Macrophage Differentiation Kit
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA).

Tyto diferencia¢ni kity obsahuji rekombinantni lidsky GM-CSF a M-CSF, které
Rozpoustéji se v pufru, ktery je ke kitu ptiloZzeny. Na 10 ml kultivacniho média se pak
ptidava 20 pl stimulacniho faktoru (46, 47). Média byla ménéna dvakrat tydné. K bunkam,
které mély byt polarizovany v makrofagy M1, byl navic na zacatku pokusu na 24 hodin
ptidan eBioscience™ Lipopolysaccharide (LPS) Solution (500X) (ThermoFisher Scientific,

Waltham, USA), o objemu 2 pul na 1 ml média tak, jak se doporucuje v manualu kitu.
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6.4 ELISA

Metoda ELISA (z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je jednou z nejvice
uzivanych imunochemickych metod. Vznikla v 70. letech minulého stoleti jako nahrada
imunochemickych testd, které¢ vyuzivaly radionuklidy k oznaceni protilatek. ELISA kromé
imunochemické reakce antigen-protilatka vyuziva ptfitomnost enzymu, nejcastéji kienové
peroxidazy nebo alkalické fosfatazy. Jedna se o rychlou a jednoduchou laboratorni metodu,
kterou fadime do nejcitlivéjSich imunoanalyz pouzivanych v radmci laboratorniho vyzkumu,
kontroly kvality nebo diagnostiky biomarkert riiznych onemocnéni. Metoda ELISA miize
byt pouzita v riznych uspofadanich (viz obrazek 8) (48). V ramci experimentu byly pouzity

desticky zalozené na principu piimé ELISA.
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Obrazek 8: Moznosti usporadani metody ELISA
(prevzato z [48])

Piima ELISA (viz obrazek 9) je nejjednodussim usporaddnim této metody. Dochazi
k reakci antigenu, ktery je imobilizovany na pevny povrch s protilatkou oznacenou
enzymem. Enzym reaguje napf. s chromogennim substratem a vznikd méfitelnd barevna
zména. Uspofadani ptimé ELISA lze pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni
antigenu nebo protilatky ve vzorku. Vyhodou je jednoduché uspotadani, které je méne

Casove narocné, a cenova dostupnost (48).

43



O Analyt/Antigen Y Enzym O Konjugovand primdrni protildtka

Obrazek 9: Schéma usporadani primé ELISA (prevzato z [48])

V den 0, 4, 7, 10 a 14 byly odebirany vzorky média. Z kazdé zpracované jamky byl odebran
vzorek 1 ml média do 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf. Nasledovala centrifugace 16 000
ot/min po dobu 15 minut pti + 4°C (centrifuga MPW-260R), odebrani 950 pl ¢istého
supernatantu do nové 1,5 ml mikrozkumavky Eppendorf a zmrazeni na -80°C, ¢imZ vznikl

vzorek ELISA.

Interleukiny byly stanoveny najednou, po nasbirani celé kolekce vzorkd médii. Pro
stanoveni jednotlivych interleukint byly pouzity ELISA desticky, ELISA Kit for Interleukin
10 (IL10) 96T, ELISA Kit for Interleukin 12 (IL12) 96T a ELISA Kit for Tumor Necrosis
Factor Alpha (TNFa) 96T (vyrobce Cloud-Clone Corp. Wuhan, zakoupeno u firmy Baria).

Pii stanoveni bylo postupovano dle manualu. VSechny vzorky byly pfed méfenim
predehiaty na pokojovou teplotu. Pro vytvofeni kalibraéni kiivky byly natedény standardy
na koncentrace: 500 pg/ml, 250 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml, 7,8 pg/ml a 0.
Do pfislusnych jamek na desti¢ce bylo pfidano 100 pl standardu nebo vzorku s naslednou
inkubaci pti 37°C po dobu 1 h. Poté byl roztok odstranén a bylo pfidano 100 pl detekéniho
¢inidla A s inkubaci opét pii 37°C po dobu 1 h. Nasledné byly jamky 3x promyty pufrem.
Dale bylo pfidano 100 pl detekéniho ¢inidla B a inkubovéano 30 min pii 37°C. Poté byly
jamky 5x promyty promyvacim pufrem. Po promyti bylo ptfidano 90 ul TMB substratu a
probéhla inkubace 30 min pii 37°C. Po ptidani 50 pl stop roztoku byla na destickovém
readeru Cytation 5 (BioTek, USA) zmétena absorbance pti 450 nm. Ze sestavené kalibracni

kiivky byly odecteny hodnoty interleukinu.
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6.5 Morfologie bunék

V pribéhu polarizace bunék byla sledovana jejich morfologie. Zivé buiiky byly
foceny na invertovaném mikroskopu Olympus CKX41 (Olympus, Hamburg, Germany), viz
obrazek 10.

Dale byly buiiky foceny na fluorescen¢nim stereomikroskopu Leica DM6 B (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Bunky byly fixovany 2,5% glutaraldehydem a
permeabilizovany 0,1% roztokem Tritonu X100. Po permeabilizaci byl k bunkdm ptidan
premix sestavajici z 1 ml média Live Cell Imaging Solution, 2 kapek NucBlue™ Fixed Cell
ReadyProbes™ Reagent (DAPI) a 2 kapek ActinRed™ 555 ReadyProbes™ Reagent
(Rhodamine phalloidin) (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Po 30-minutové
inkubaci ve tmé& pii laboratorni teploté byly buiiky vyfoceny. NucBlue vizualizuje jadra

Vv modré barvé a ActinRed aktinova vlakna v ¢ervené barvé, viz obrazek 11.

6.6 Viabilita bunék

K urceni zivotaschopnosti bunék byl pouzit kit ReadyProbes™ Cell Viability
Imaging Kit, Blue/Green (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Kit obsahuje
NucBlue® Live reagent a NucGreen® Dead reagent, které se pridavaji piimo do média.
Viabilita se urcuje pocitanim celkovych a mrtvych bun¢k. Modré ¢inidlo obarvi jadra vSech
bunék, zatimco zelené obarvi jen buiky, které maji poruSenou integritu plazmatické

membrany (49).

Suspenze bunék byla napipetovana do 96-jamkové desticky pro méteni fluorescence,
vzdy 1000 bunék na jamku/100 pl Live Cell Imaging Solution (LCIS). Do kazdé jamky byl
pfidan premix pfipraveny z média LCIS a reagencii z kitu, a to tak, Ze na 1 ml LCIS pfipadly
2 kapky NucBlue Live reagent a 2 kapky NucGreen Dead reagent. Po 30-minutové inkubaci
ve tm¢ pi1 37°C byla zméfena fluorescence na destickovém readeru Cytation 5 (Biotek,
USA). NucBlue Live reagent ma excita¢ni/emisni maxima pii 360/460 nm a NucGreen Dead
reagent pii 504/523 nm. Procento zivych bunék se pak vypocita z hodnoty fluorescence
vzniklé odectenim naméfené hodnoty fluorescence u zeleného Ccinidla od hodnoty

fluorescence modrého ¢inidla.

6.7 Statisticka analyza

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit Studenttv t-test (p<0,05).
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

7.1 ELISA — testovani polarizace makrofagi
pusobenim polariza¢nich faktordt GM-CSF a M-CSF z diferenciac¢niho kitu bylo zjisténo, ze

produkce interleukinu je vys$si nez vlivem skafoldd.

V porovnani produkce IL-10 u M1 a M2 bylo zjisténo, Ze se statisticky nelisi ani

V jednom case.

Produkce IL-10 na skafoldech se 1isi v den 7, kdy produkce je vyssi u HB2, a v den
14, kdy je produkce vyssi u HA2. Koncentrace IL-10 byla v prabéhu 14denni kultivace
bunék THP-1 u obou skafoldt prakticky stale stejna. Z téchto skute¢nosti vyplyva, ze podle
produkce IL-10 nemlzeme jasné fici, zda ma néktery ztestovanych skafoldi lepsi

imunomodulaéni vlastnosti (viz graf 1).

IL-10

‘llI “ || I || =
|== | |I |

den 0 den 4 den7 den 10 den 14

IL-10 koncentrace [pg/ml]
= - =
o N - [op] oo o N -

EM1 mM2 mHA2 = HB2

Graf 1: Koncentrace IL-10 v priubéhu kultivace (zdroj viastni, zpracovani dle dat z LF UK
Plzen)

Béhem sledovani produkce prozanétlivého IL-12 pii polarizaci makrofagl
polariza¢nimi faktory GM-CSF a M-CSF z diferencia¢niho kitu bylo zjisténo, Ze produkce

interleukinu je obdobna nebo vyssi nez ptisobenim skafoldd.

V porovnani produkce IL-12 u M1 a M2 bylo zji$téno, ze se produkce lisi v den 4,
kdy je vy$$iu M1, a v den 10, kdy je vyssi u M2.
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Produkce IL-12 na skafoldech se statisticky 1isi v den 14, kdy je vyssi u HA2.
Koncentrace interleukinu u skafoldu HA2 byla v pribéhu 14denni kultivace bun¢k THP-1
prakticky stale stejna. Naopak u skafoldu HB2 byla koncentrace interleukinu nejvyssi v den
7 a poté klesala (viz graf 2).

Z téchto skutecnosti vyplyva, ze z testovanych skafoldi ma lepsi imunomodulaéni

vlastnosti skafold HB2, kdy do dne 7 se koncentrace IL-12 zvysuje, a pak klesa.

IL-12

W

den 0 den 4 den7 den 10 den 14

w w b~ b O
o o1 O o1 O

N
o

IL-12 koncentrace [pg/mi]
= N
g1 O ol ol

o

mEM1 mM2 mHA2 nHB2

Graf 2: Koncentrace IL-12 v pribéhu kultivace (zdroj viastni, zpracovani dle dat z LF UK
Plzen)

Béhem sledovani produkce prozanétlivého TNFo pifi polarizaci makrofagi

pusobenim polariza¢nich faktortt GM-CSF a M-CSF z diferencia¢niho kitu bylo zjisténo, ze

polarizace na desti¢ce je srovnatelna s ptisobenim skafoldl na buitky THP-1.

V porovnani produkce TNFa u M1 a M2 bylo zjisténo, ze se produkce 1isi v den 10,
kdy je vyssiu M1, av den 14, kdy je vyssi u M2.

Produkce TNFa na skafoldech se 1isi v den 7, kdy je vyssi u HA2. V tento den byla
zaroven koncentrace TNFa u skafoldu HA2 v prubéhu 14denni kultivace bunék THP-1

nejvyssi. U skafoldu HB2 byla koncentrace interleukinu nejvyssi v den 4 a poté klesala (viz
graf 3)

Z téchto skuteCnosti vyplyva, ze podle koncentrace TNFa, ma lepsi imunomodulaéni

vlastnosti skafold HB2.
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Graf 3: Koncentrace TNFo. v priubéhu kultivace (zdroj vlastni, zpracovani dle dat z LF UK
Plzen)

7.2 Morfologie bunék
V den vysazeni byly buiiky velice malé, velikosti 4-10 pm, kulatého tvaru s jednim,

¢i dvéma vybézky. Sedmy den bylo patrné, ze se nékteré z bunc¢k zacinaji preménovat
v makrofagy, které jsou vétsi nez 10 pm a na svém povrchu maji velké mnozstvi drobnych
vybézki (fasinek) a panozek. 14. den kultivace se vzhled bunék prakticky nelisil od 7. dne

(viz obrazek 10). Pouze ¢ast kultivovanych bunék se preménila na vétsi makrofagy.

A—den0O
B—-den7
C —den 14

s 10 um

Obrazek 10: Morfologické zmény monocytit THP-1 v priitbéehu 14denni

polarizace. Vyfoceno na invertovaném mikroskopu Olympus CKX41 s
objektivem 40x (zdroj viastni)
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Ten samy vysledek byl zaznamenan pii fluorescenénim barveni. Barvivo ActinRed
dobfte zvyraznuje aktinova vlakna ve vybézcich a panozkach, které jsou po 14denni kultivaci

na makrofagu (viz obrazek 11-C) velmi dobie patrné.

A - THP-1 na zacéatku pokusu
B — Buniky po 14-denni polarizaci
C — Makrofag s Cetnymi vybézky

Obrazek 11: Fluorescencni barveni THP-1. Aktinova vidkna barvend ActinRed cervené;
jadra bunek barvend NucBlue modre. Vyfoceno na fluorescencnim stereomikroskopu Leica
DMG6 B s dipovacim objektivem 40x (zdroj vlastni)

49



7.3 Viabilita bunék

V pribéhu pokusu byla sledovana viabilita bunék pomoci kitu ReadyProbes™ Cell
Viability Imaging Kit, Blue/Green. V den 0, kdy byly buiky THP-1 rozsazeny do 24-
jamkovych desticek, byla jejich viabilita 99,5% (viz graf 4). Na konci pokusu (den 14) byla
u bunék polarizovanych v M1 naméfena 76% viabilita a u bunék polarizovanych v M2

75,6% (viz graf 5).

Viabilita bunék den 0

35000
30346,5 301943

I I 152,2

m celkova relativni fluorescencni jednotka ~ W zivé buikky = mrtvé bunky

30000

25000

20000

15000

10000

5000

Relativni fluorescen¢ni jednotka

Graf 4: Viabilita bunek THP-1 pri zapoceti pokusu v den 0 (zdroj viastni, vytvoreno dle dat
z LF UK Plzeri)

Viabilita makrofagi den 14
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" . .
M1 M2

m celkova relativni fluorescencni jednotka ~ ®zivé buitkky  # mrtvé bunky

l_\
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o
o

Relativni fluorescencni jednotka

o

Graf 5: Viabilita makrofagu M1 a M2 v den 14 (zdroj viastni, vytvoreno dle dat z LF UK
Plzen)
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DISKUZE

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo studovat vliv hydrogelu na polarizaci
makrofagi in vitro a vyhodnoceni imunomodulac¢nich vlastnosti testovanych typi
hydrogelu. K tomu byly pouzity lidské monocyty THP-1 zakoupené z American Type
Culture Collection (ATCC® TIB202™) a vzorky hydrogelu pfipraveného
z polyvinylalkoholu, hydroxyapatitu a kyseliny hyaluronové.

Prvni vyzkumna otazka se zabyva tim, zda se méni morfologie buné¢k THP-1 béhem
polarizace. V pribéhu polarizace byly buiky foceny invertovanym mikroskopem a
fluorescennim stereomikroskopem. Morfologie bunck byla pribézné sledovana behem
14denni kultivace, ato v den 0, 7 a 14. Ze ziskanych vysledki bylo zjisténo, ze v den 0 byly
bunky drobné, kulatého tvaru, o velikosti 4-10 um, s minimalnim po¢tem vybézk na
povrchu. V den 7 se nékteré buiiky zacaly pfeménovat v makrofagy, které mély velikost 10-
20 um, a pocet jejich vybézka a panozek na povrchu vzrostl. Posledni den kultivace byl
vzhled bunék prakticky stejny jako v sedmy den. Ze vSech kultivovanych bunék se jen Cast

Z nich pfeménila v makrofagy.

Druha vyzkumnd otazka se zabyva tim, zda je moZzné z kultivacniho média testovat
polarizaci makrofagl ovlivnénych skafoldem. Pro sledovani polarizace makrofagti byly
jednak pouzity skafoldy, ke kterym byly pfidany THP-1 buiiky a jednak, jako kontrola
slouzici, THP-1 buniky polarizované vlivem zakoupeného kitu, ktery obsahuje GM-CSF a
G-CSF podporujici polarizaci makrofagii. Dle zjiSt€nych vysledki 1ze na vyzkumnou otazku
odpovédet, ze testovani polarizace makrofagli na skafoldech je moZné, vzhledem
Kk pfiznivym finalnim vysledkiim viability bun¢k. V soucasnosti se vyviji velké mnozstvi
novych biomaterialti a bylo by vyhodné testovat jejich imunomodulaéni reakce in vitro jesté

pted pouZitim laboratornich zvifat.

Treti vyzkumna otazka se tykd imunomodulaénich vlastnosti pouzitych skafolda.
Oba skafoldy byly vyrobeny stejnym zplisobem, li§i se pouze pomeérem PVA a HA. Skafold
HAL obsahuje PVA a HA v poméru 75:25, zatimco skafold HB2 obsahuje PVA a HA
v poméru 50:50. Dle ziskanych vysledkl bylo zjisténo, ze lepsi imunomodulaéni vlastnosti
vykazuje skafold HB2, u n¢hoz se koncentrace prozanétlivého IL-12 zvySovala do dne 7 a
pak postupné klesala, coz odpovidé fyziologickému hojeni s odeznivanim zanétu. Tim se
HB?2 1isil od HA2, u kterého zistala koncentrace IL-12 prakticky stale stejnad. Rovnéz pii

hodnoceni koncentrace TNFa bylo zjisténo, ze nejvyssi hodnota byla u HB2 namétena v den
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4 a poté¢ klesala. Rozdil mezi skafoldy HA2 a HB2 byl zfejm¢ zpiisoben vét§im obsahem

w1

Ctvrta vyzkumna otazka zjistuje, jak se lisi produkce interleukinti vlivem skafoldd a
vlivem diferenciacnich kitd. Pfi sledovani produkce interleukint typickych pro podtypy
makrofagh M1 a M2 bylo zjisténo, Ze vyS$i produkce IL-10 a IL-12 je vlivem

diferenciacnich kitl. Pouze v pfipadé TNFa byla produkce srovnatelna.

Autofi vyzkumného c¢lanku na podobné téma (52), kteti pouzili stejny typ
monocytarnich bun¢k jako my (THP-1), také zkoumali pfemény makrofagl na podtypy M1
a M2 jednak stejnym zptisobem, jaky je popsan v této praci, tedy mefenim koncentrace
interleukinli v supernatantech pomoci ELISA metody, a jednak pomoci imunobarveni
povrchovych markeru typickych pro podtypy makrofagi (pro M1 CCR7 a pro M2 CD-36).
Autofi Clanku pfidavali do médii k THP-1 bunkam dalsi suplementy napi. PMA
(tetradekanoylforbolacetat), LPS nebo INF-y za ii¢elem lepsi aktivace a pifemény na podtypy

makrofagl, coz mohlo mit vliv na rozdilné vysledky.

V jiném clanku (53) autofi testovali viabilitu bunék v reakci na biomateridl. Pokud
buiiky na material reagovaly negativné, jejich viabilita klesala. Vysoké hodnoty imunitnich
bun¢k vsak mohly znamenat jejich hojnou aktivaci v reakci na material. K testovani pouzili
jiny typ vizualizac¢nich barviv (kalcein-acetoxymethyl), neZ je popsano v této praci, za
ucelem odliSeni mrtvych a Zivych bunék. Dale pouzili metabolické testy (glukoza-6-fosfat
dehydrogenaza), které slouzi k zjisténi metabolické aktivity Zivych bunék, testy zaloZené na

expresi genll nebo funkéni testy zahrnujici hodnoceni fagocyt6zy a produkce NO.

Vyzkumnici dalSiho ¢lanku (54) také sledovali reakci THP-1 bunék na biomaterial.
Jimi pouzity hydrogel byl vytvofen na bazi glykol-chitosanu na rozdil od nami pouzitého
hydrogelu na bazi PVA, HA a HAp. Autofi sledovali koncentrace TNFa a IL-10 pomoci
K vyhodnoceni vlivu hydrogelu na vznik daného fenotypu makrofagti pouzili pritokovou
cytometrii. Dle ziskanych vysledkt ptitomnost hydrogelu vyvolala aktivaci prozanétlivé

populace makrofagl a vznikl zanét. Nasledné vymizeni zanétu dokazuji zvySené hladiny IL-

-----
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ZAVER
Cilem této bakalafské prace bylo seznamit ¢tenate s problematikou biomaterialti a
jejich pusobenim na imunitni bunky, konkrétné vliv hydrogelu na polarizaci makrofagt in

vitro.

Teoreticka Cast se vénovala imunitnimu systému, rozdéleni imunitni odpovédi na
nespecifickou a specifickou odpovéd’ a imunitnim buiikkam, pfedevSim se zaméfenim na
makrofagy, jejich polarizaci a roli, kterou hraji v kostni reparaci. Nasledovala kapitola se

zaméfenim na kostni tkanové inzenyrstvi, jeho vyvoj, cile a pouzivané druhy materialu.

Praktickd ¢ast nejdiive popisovala kultivaci pouzitych THP-1 bunék a ptipravu
hydrogelovych skafoldi HA2 a HB2. Nasledovala polarizace THP-1 makrofagl a jeji
testovani pomoci metody ELISA. Vyhodnoceni probéhlo na zakladé sledovani produkce
protizdnétlivych a prozanétlivych interleukinli, morfologie a viability bun€k Vv pribéhu

polarizace.

Zavérem této bakalafské prace lze konstatovat, Ze interakce makrofagl
S biomateridlem je dilezitym faktorem, ktery ovliviiuje Gspéch regenerace kostni tkang.
Studie ukazuji, Ze patfi¢na reakce makrofagii na biomaterial miZe podpofit regeneraci tkané
a minimalizovat zanétlivou reakci. V opa¢ném piipadé zanét pretrvava a regenerace kosti je
potlacena. Porozuméni této interakci je klicové pro dalsi vyvoj biokompatibilnich materiala
v tkdnovém inZenyrstvi a pro UspéSnou aplikaci v medicin€. Dalsi vyzkum v této oblasti by
mél sméfovat k hlubSimu pochopeni interakci nejen mezi makrofagy, ale mezi celkovym
imunitnim systémem a biomaterialy a k optimalizaci vlastnosti biomateriali pro dosaZeni co

nejlepSich budoucich vysledkd.
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