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Decelularizace tkani Kmenové a

* Potreba cévnich nahrad a zaplat stromalni buriky

e Zlaty standard — autologni tkané — nedostatek

* Alogenni ze zemrelych darct — nedostupné k
okamzitému pouziti

* Syntetické nahrady — limitace u malych prdméru

* \yuziti vhodného biomaterialu -> decelularizovana tkan
* Minimalni imunogenicita
e Zachovani mikrostruktury ECM

* Modifikace substratu -> osidleni imunoprivilegovanou
kulturou kmenovych bunék

* Minimalizace trombogenicity
* Schopnost remodelace

* Qveéreni v animalnim modelu

Decel.

Nativni
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e (QOdstranéni puvodni bunécné hmoty a minimalizace
imunogenicity konstruktu pri zachovani mikrostruktury ECM

* Automatizace procesu v systému se specialni komorou
vzhledem k ¢asové narocnosti 24 — 72 hodin dle typu tkané

e Optimalizovano pro perikard a cévni tkan
e Qvéreni rezidui zbytkové RNA a DNA z lyzatu suSiny tkani

* Testy sterility pomoci BACTEC a Ph.Eur 4

Srovnani mnozstvi DNA v nativni a decelularizované tkani
(analyza forenznim kitem na lyofilizované tkani, vztazeno na susinu, n=10)

Nativni tkan Decelularizovana
Tkan DNA v ng/mg tkané DNA v ng/mg tkané
Stfedni hodnota Smér. odch. Stfedni hodnota Smér. odch.
Praseci perikard 3563 324 29 4
Prasedi a. carotis 4486 568 38 5
Praseci v. jugularis 3926 421 32 4
Praseci n. vagus 3217 620 81 18

Zasobni vaky
nebo lahve GL45
s prtichodkou

o I NyKEAD Decelularizace tkani a automatizace procesu
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Trojprvkova
sestava 3cestnych

MATEJKA, R., KONARIK, M., STEPANOVSKA J., LIPENSKY J., CHLUPAC J., TUREK D., PRAZAK S. et al. Bioreactor Processed Stromal Cell Seeding and Cultivation on Decellularized Pericardium Patches

for Cardiovascular Use. Applied Sciences-Basel, 2020, 10(16).
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Snimek kombinujici svétlé pole a

Komora s fluorescenci DAPI Fluorescenéni snimek jader s DAI
Komora s koem prutocnymi trny S5
pro tkan pro cevy g
. % ;g
§ s

Decelularizovany praseci
perikard

Decelularizovany ov¢i
perikard
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Praseci a. carotis nativni Praseci a. carotis decelularizovana Prasedi v. jugularis nativni

K.' s

Detail stény
Detail stény
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Schopnost penetrace bunék do decelularizované tkané

(srovndni statické a dynamické kultivace, v 50um segmentech histologickych fez()

o, SWm  100pm  A80pm  200pm  260um

e Uchyceni decelularizované tkané v kultivacni komore

36

e Stimulacni systém - mikroperfuze se zatézi 15.9/10 kPa
(120/80 mmHg), pfi 1 Hz

* Praseci stromalni bunky z tukové tkané pASC a z
pupecnikt (Wortonova rosolu) pWIC

20

H[T] *vs static

16

HTF 4 *vs static

* Podpora proliferace diferenciace do fenotypu

10

F{ [} -1*vsall
I F 4*vsan

o
H[H *vsall
H__Ih *vsall

Pocet bunék v daném segmentu histologického fezu (-)

hladkého svalu S
I 0 - 0 .
Jé . 7 v V4 0 E + — b _— T —t— é
* Zrychlena penetrace a rekolonizace tkané 5 —7 dni P PP FEEE FIIE P @. K
& & o & g o N & o o N & g o o & o o

* Limitace pro vetsi substrat >20x20 mm Kryofez tkdné a znagend jadra

Sestava kultivacnich komor

Seeded cells
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¢ nehomogenita osazeni Optimalizace
osazeni a

rekolonizace v
reaktoru za 5 dni AZSEEE

Cell ingrowth
Tissue thickness
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Seeded cells

MATEJKA, R., KONARIK, M., STEPANOVSKA J., LIPENSKY J., CHLUPAC J., TUREK D., PRAZAK S. et al. Bioreactor Processed Stromal Cell Seeding and Cultivation on Decellularized Pericardium Patches
for Cardiovascular Use. Applied Sciences-Basel, 2020, 10(16).

Kultivaéni komora pro stimulaci plandrnich vzorkl decelularizovaného perikardu. PGvodci: MATEJKA, R., J. STEPANOVSKA, J. ROSINA, P. KNEPPO P., E. BRYNDA, T. RIEDEL et. al. UZitny vzor 30705
Mikroperfuzni systém s tlakovou stimulaci pro sterilni dynamickou kultivaci bunék. Pdvodci: MATEJKA, R., J. STEPANOVSKA, P. KNEPPO, M. KONARIK, J. CHLUPAC a J. PIRK UZitny vzor 33917
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50 x 50 mm?2

* Lyofilizace tkané pro zvyseni schopnosti adheze gelu na substrat
* \ytvoreni systému pro uchyceni substratu
» Vakuova fixace vzorkl — zajisténi roviny pfi tisku

e Vyhrivana zakladna se sterilizovatelnou vlozkou

VlozZka se substratem a
vrstvou kolagenu s
bunéénou kulturou, pro
inicialni gelovani
prenesena sterilné do
inkubatoru

* Chlazeny extruder s kartusi bioinkoustu
e Systém smeésovani kolagenu a bunécna suspenze

* Minimalizace degradace bioinkoustu Chlazeny extrudér

Vrstva s bunécnou
kulturou v kolagenu
pfipravena pro
uchyceni v komore
reaktoru

Vlozka do zakladny
s kanalky pro
uchyceni pomoci
vakua

Vyhfivana zakladna

/ ) Decelularizovany (+lyofilizovany)
Smésovac kolagenu a bunécné suspenze substrat

STEPANOVSKA, J., OTAHAL, M., HANZALEK, K., SUPOVA, M., MATEJKA, R. pH Modification of High-Concentrated Collagen Bioinks as a Factor Affecting Cell Viability, Mechanical Properties and
Printability, 2021 Gels, 7(4)
Multikanalovy smé$ovac pro biotisk hydrogeld s bunéénou suspenzi, PGvodci: R. Matéjka, K. Hanzélek, J. St&panovska, J. Lipensky, S. Forostyak UZitny vzor CZ 35784
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e Zakladni stavebni material ECM
* Tvorba vlaknitych struktur

* Moznost depolymerace a repolymerace — 3D biotisk

.
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det mag O WD ode
10.00kv ETD 10000 x @ 10.6 mm | SE
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j' -l " S Vs g S ¢ >
1/9/2024 HV det mag 0O | WD mode | curr  —
12:25:34 PM 10.00kVv = ETD | 10000 x 104 mm  SE 25 pA col 2d_30_0.1

i = __ TN A - b —a o
1/9/2024 HV det mag o | WD mode | curr ——— L —

1:10:41PM  10.00kv ETD 100 000 x 10.5mm | SE 25 pA col 2d_20_0.1

Stromalni buriky rostouci ve kolagenovém hydrogelu SEM strukturalni snimek
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* Pouziti kolagenu jako nosného substratu w00 w30 50
* lIzolace z praseci kuze, priprava v kys. octové .
* Gelovani zajisténo zménou pH a teploty — bez 2
pouziti aktivatord “° I
* Modifikace sloZeni gelu a kultiva¢niho média Optimalizované .
slozeni bioinkoustu
v/ . v — NaOH concentration L/mL)
* Kolagen tvori 50 % objemu ->zména ® o | 02% -
koncentraci média a pH & 10 medum| 7% Vliv zmény pH, ¢asu gelovani a rychlosti tisku
& o [810% - =
* Bunecna viabilita B sumedion| 11% g o], Tk g :
. o ’ . . , Cell 5 =25 8.5
* Modifikace nastaveni 3D biotiskarny  suspension 22 % £ 8
E .
* Rychlost tisku a velikost trysky calfsgen ) £
hydrogel 50 % E 10 .
* Iniciace gelovani na povrchu Q ; , s
0 - 6
 Stabilizace bioinkoustu po dobu tisku o s s B @ B

Sample (Wy,o)

STEPANQVSKA, J., SUPOVA, M., HANZALEK, K., BROZ, A., MATEJKA, R. Collagen Bioinks for Bioprinting: A Systematic Review of Hydrogel Properties, Bioprinting Parameters, Protocols, and
Bioprinted Structure Characteristics. Biomedicines, 2021, 9(9

STEPANOVSKA, J., OTAHAL, M., HANZALEK, K., SUPOVA, M., MATEJKA, R. pH Modification of High-Concentrated Collagen Bioinks as a Factor Affecting Cell Viability, Mechanical Properties and
Printability, 2021 Gels, 7(4)
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WhaoH 6 hours 3 days 5 days

STEPANOVSKA, J., OTAHAL, M., HANZALEK, K., SUPOVA, M., MATEJKA, R. pH Modification of High-Concentrated Collagen Bioinks as a Factor Affecting Cell Viability, Mechanical Properties and
Printability, 2021 Gels, 7(4)
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9D w, o =0pL/mL 5 uL / mL 9uL/mL

13 L/ mL 17 uL / mL 20 uL / mL

XY MIP

XZ

STEPANOVSKA, J., OTAHAL, M., HANZALEK, K., SUPOVA, M., MATEJKA, R. pH Modification of High-Concentrated Collagen Bioinks as a Factor Affecting Cell Viability, Mechanical Properties and
Printability, 2021 Gels, 7(4)
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* Implantace kardiovaskularnich zaplat na umély defekt na

Decellularized

a.carotis u prasete domaciho
* Decelularizovana allogenni tkan — praseci perikard

* Decelularizovana xenogenni tkan — ovci perikard

’ a4
Alogenni tkan
Allograft pericardial patches (porcine)
ASC-recellularized

* Osidleni autolognimi burikami — praseci stromalni burky z
tukové tkané (pASC)

| WiC-recellularized

e Osidleni imunoprivilegované alogenni bunky — praseci kmenové

Decellularized

bunky z Wortonova rosolu (pWIJC)
* Kontrolni skupina
 ePTFE Propaten, PET Vascutek

e XenoSure, Biolntegral NoReact

7 a4
Xenogenni tkan
Xenograft pericardial patches (ovine)

ASC-recellularized

Observace 1 meésic

~ WiC-recellularized

CHLUPAC, J.*, MATEJKA R.*, KONARIK M., NOVOTNY R., SIMUNKOVA Z., MRAZOVA I., FABIAN O., et al. Vascular Remodeling of Clinically Used Patches and Decellularized Pericardial Matrices
Recellularized with Autologous or Allogeneic Cells in a Porcine Carotid Artery Model. International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(6).
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o , o AUt 04— §rovnéniNII~! u explantovanych zaplat
* Pruchodnost zaplat ol '
. NIH ’
* Tvorba initimalni hyperplazie (NIH) aplata T
2‘ 1
* Formovani endoteloveé vrtstvy z
11.8

Nativni cévni

* Histologické hodnoceni sténa
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* pASC pozorovana zvysena resorpce a schopnost remodelace

 pWIC pozorovana imunomodulace zvlasté u xenogenni tkané.

Hodnoceni histologicky fez(i explantatl a jejich resorpce (Skala 0 — 3)

Advanced 3 |
Moderate 206" H 7
Mild I| II |I II 04 |

Minimal or none

N

Relativni velikost NIH k nativni cévé, normalizované ePTFE
|
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CHLUPAC, J.*, MATEJKA R.*, KONARIK M., NOVOTNY R., SIMUNKOVA Z., MRAZOVA I., FABIAN O., et al. Vascular Remodeling of Clinically Used Patches and Decellularized Pericardial Matrices
Recellularized with Autologous or Allogeneic Cells in a Porcine Carotid Artery Model. International Journal of Molecular Sciences, 2022, 23(6)., *equal contribution
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Sestava pro extruzi kolagenu do cévni narhady

télo pro vymezeni substratu

porty LL pro pfipojeni
davkovace kolagenu

* Decelularizované tepenné nebo zilni tkané

télo extruderu

* Problém homogenniho osazeni tkané bunécnou kulturou

e Rotacni osazeni — vyzaduje substrat bez mikrotrhlin

kanal pro vnitini
extruzi

kanaly pro vnéjsi

* Lyofilizace a extruze kolagenu

e Osidleni pASC a pWIC a kultivace reaktoru generujici prutok a tlak tm vymezjict

vnitini primér extruze

valcovy profil vymezujici

* Stimulace formovani struktury endotelu g primér extruze

* V soucasné dobé probiha animalni studie

Tkan osidlena
bunécnou kulturou

* Modifikace chirurgické techniky
Kultivacni komora

* Poutziti externi podpory u zilnich graftu modulujici proudéni

a tlakovou zatéz

— Decelularizovany a lyofilizovany substrat

Vnitini sténa substratu Implantovana
nahrada do povodi
Kolagen s heparinem a. carotis

Systém pro rotaéni endotelizaci cévnich protéz. Pdvodci: MATEJKA, R., J. STEPANOVSKA, J. ROSINA, D. HRUZOVA a J. ZARUBOVA Ceska Republika UZitny vzor 31066
Kultivaéni komora pro dynamickou kultivaci bunék na tubuldrnich nosic¢ich. PGivodci: MATEJKA, R., J. STEPANOVSKA, J. ROSINA, D. HRUZOVA, J. ZARUBOVA a E. FILOVA UZitny vzor 30441
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Dekuji za pozornost



