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Buněčné kultury

• Minimalizace animálních pokusů

• Buněčná kultura vytváří modelový – izolovaný - systém

• Planární podmínky růstu

• Dediferenciace kultury – změna chování buněk

• Potřeba zajištění komplexních podmínek in vivo systémů

• Rozdělení buněčných kultur

• Fenotypizováná vs. Kmenová buňka

• Primokultura vs. Buněčná linie

• Požadavky

• Kultivační médium

• Zdroj růstových faktorů, hormonů a proteinů

• Podpůrné látky

• Inkubátor a aseptická práce



Tkáňové inženýrství a regenerativní medicína – cévní 
náhrady

• Potřeba cévních náhrad a záplat

• Zlatý standard – autologní tkáně – nedostatek

• Alogenní ze zemřelých dárců – nedostupné k 
okamžitému použití

• Syntetické náhrady – limitace u malých průměru

• Využití vhodného biomateriálu -> decelularizovaná tkáň

• Minimální imunogenicita

• Zachování mikrostruktury ECM

• Modifikace substrátu -> osídlení imunoprivilegovanou
kulturou kmenových buněk

• Minimalizace trombogenicity

• Schopnost remodelace

• Ověření v animálním modelu

Decelularizace tkání Kmenové a 
stromální buňky

Rekolonizace v bioreaktoru a příprava implantabilní záplaty 

Ověření v animálním modelu

Nativní Decel. Rekolon.

Hodnocení histologie



Bioreaktory pro tkáňové a orgánové náhrady

• Simulace fyziologických podmínek

• Proliferace a diferenciace

• Genová exprese

• Remodelace substrátu a příprava
náhrad

• Automatizace procesu

• Dlouhodobý běh

• Vzdálený monitoring

• Instalace v CO2 inkubátoru



Bioreaktory pro tkáňové a orgánové náhrady



Decelularizace tkání a automatizace procesu

• Odstranění původní buněčné hmoty a minimalizace
imunogenicity konstruktu pří zachování mikrostruktury ECM

• Automatizace procesu v systému se speciální komorou
vzhledem k časové náročnosti 24 – 72 hodin dle typu tkáně

• Optimalizováno pro perikard a cévní tkáň

• Ověření reziduí zbytkové RNA a DNA z lyzátů sušiny tkání

• Testy sterility pomocí BACTEC a Ph.Eur 4

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). Q2, IF 2,838

Tkáň
Nativní tkáň Decelularizovaná

DNA v ng/mg tkáně DNA v ng/mg tkáně
Střední hodnota Směr. odch. Střední hodnota Směr. odch.

Prasečí perikard 3563 324 29 4
Prasečí a. carotis 4486 568 38 5
Prasečí v. jugularis 3926 421 32 4
Prasečí n. vagus 3217 620 81 18

Srovnání množství DNA v nativní a decelularizované tkání
(analýza forenzním kitem na lyofilizované tkáni, vztaženo na sušinu, n=10)



Decelularizace tkání - perikard

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). Q2, IF 2,838



Decelularizace tkání - céva



Modifikace a rekolonizace decelularizovaných tkání
• Chemická stabilizace (GA, Genipin) - vyšší cytotoxicita,

náhrada decelularizace

• Modifikace povrchu fibrinovou sítí

• Možnost navázání heparinu a růstových faktorů

• Zvyšuje proliferaci a adhezi

• Růstové faktory FGF2 a VEGF

• Podpora růstu je-li součástí kultivačního média

• V případě vazby na povrch je rychlá metabolizace

• Regulační podmínky použití růstových faktorů

• Plná rekolonizace tkáně (perikard 200 – 250 µm) více
než 20 dní od nasazení

FILOVA, E., STEINEROVA M., TRAVNICKOVA M., KNITLOVA J., MUSILKOVA J., ECKHARD A., HADRABA D., MATEJKA R. et al. Accelerated in vitro recellularization of decellularized porcine
pericardium for cardiovascular grafts. Biomedical Materials, Mar 2021, 16(2). Q1, IF 4,103
SEDLAR, A., TRAVNICKOVA M.,  MATEJKA R., PRAZAK S., MESZAROS Z., BOJAROVA P., BACAKOVA L., KREN V., SLAMOVA K Growth Factors VEGF-A(165) and FGF-2 as Multifunctional Biomolecules
Governing Cell Adhesion and Proliferation. International Journal of Molecular Sciences, Feb 2021, 22(4). Q1, IF 6,208

Vliv FGF-2 na buněčnou proliferaci prasečích 
stromálních buněk z tukové tkáně

0 d 14 d 28 d

Modifikace decel. perikardu pomocí sítě Fibrin + heparin + 
FGF2 a penetrace buněk do tkáně



Kroslinkování GA a Genipinem, MTA

MUSILKOVA, J., et al. Human decellularized and crosslinked pericardium coated with bioactive molecular assemblies. Biomed Mater, Dec 9 2019, 15(1), 015008.



Růst buněk do perikardu modifikované fibrinem a RF

FILOVA, E., et al. Accelerated in vitro recellularization of decellularized porcine pericardium for cardiovascular grafts. Biomedical Materials, Mar 2021, 16(2). 



Vliv FGF a VEGF na proliferaci ASC a HUVEC

SEDLAR, A., et al. Growth Factors VEGF-A(165) and FGF-2 as Multifunctional Biomolecules Governing Cell Adhesion and Proliferation. International Journal of Molecular Sciences, Feb 2021, 22(4).



Vliv FGF a VEGF na proliferaci ASC a HUVEC

SEDLAR, A., et al. Growth Factors VEGF-A(165) and FGF-2 as Multifunctional Biomolecules Governing Cell Adhesion and Proliferation. International Journal of Molecular Sciences, Feb 2021, 22(4).



Rekolonizace decelularizovaných tkání v reaktoru

• Uchycení decelularizované tkáně v kultivační komoře

• Stimulační systém - mikroperfuze se zátěží 15.9/10 kPa

(120/80 mmHg), při 1 Hz 

• Prasečí stromální buňky z tukové tkáně pASC a z 
pupečníků (Wortonova rosolu) pWJC

• Podpora proliferace diferenciace do fenotypu 
hladkého svalu

• Zrychlená penetrace a rekolonizace tkáně 5 – 7 dní

• Limitace pro větší substrát >25x25 mm

• nehomogenita osazení

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). Q2, IF 2,838
Kultivační komora pro stimulaci planárních vzorků decelularizovaného perikardu. Původci: MATĚJKA, R., J. ŠTĚPANOVSKÁ, J. ROSINA, P. KNEPPO P., E. BRYNDA, T. RIEDEL et. al. Užitný vzor 30705
Mikroperfuzní systém s tlakovou stimulací pro sterilní dynamickou kultivaci buněk. Původci: MATĚJKA, R., J. ŠTĚPANOVSKÁ, P. KNEPPO, M. KOŇAŘÍK, J. CHLUPÁČ a J. PIRK Užitný vzor 33917 

Schopnost penetrace buněk do decelularizované tkáně
(srovnání statické a dynamické kultivace, v 50µm segmentech histologických řezů)
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Optimalizace 
osazení a 
rekolonizace v 
reaktoru za 5 dní

Kryořez tkáně a značená jádra Sestava kultivačních komor



Rekolonizace v tlakovém reaktoru

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). Q2, IF 2,838



Rekolonizace v tlakovém reaktoru

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). Q2, IF 2,838



Modifikace 3D biotisku a vývoj inkoustů

• Použití kolagenu jako nosného substrátu

• Izolace z prasečí kůže, příprava v kys. octové

• Gelování zajištěno změnou pH a teploty – bez
použití aktivátorů

• Modifikace složení gelu a kultivačního média

• Kolagen tvoří 50 % objemu -> změna
koncentrací média a pH

• Buněčná viabilita

• Modifikace nastavení 3D biotiskárny

• Rychlost tisku a velikost trysky

• Iniciace gelování na povrchu

• Stabilizace bioinkoustu po dobu tisku
STEPANOVSKA, 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). Q2, IF 4,757
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), Q1, IF 4,432

Optimalizované 
složení bioinkoustu

Vliv změny pH přidáním NaOH na viabilitu buněk

Vliv změny pH, času gelování a rychlosti tisku



3D biotisk s využitím kolagenu

STEPANOVSKA, 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). Q2, IF 4,757
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), Q1, IF 4,432



Hodnocení mechanické odezvy gelů

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)



Konfokální snímky buněk optimalizovaného bioinku

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)



Konfokální snímky buněk optimalizovaného bioinku

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)



Využití 3D biotisku pro rekolonizaci tkání

• Lyofilizace tkáně pro zvýšení schopnosti adheze gelu na substrát

• Vytvoření systému pro uchycení substrátu

• Vakuová fixace vzorků – zajištění roviny při tisku

• Vyhřívaná základna se sterilizovatelnou vložkou

• Chlazený extruder s kartuší bioinkoustu

• Systém směšování kolagenu a buněčná suspenze

• Minimalizace degradace bioinkoustu

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), Q1, IF 4,432
Multikanálový směšovač pro biotisk hydrogelů s buněčnou suspenzí, Původci: R. Matějka, K. Hanzálek, J. Štěpanovská, J. Lipenský, S. Forostyak Užitný vzor CZ 35784

50 x 50 mm2

Příprava konstruktu

Směšovač kolagenu a buněčné suspenze



Kardiovaskulární záplaty v animálním modelu

• Implantace kardiovaskulárních záplat na umělý defekt na 
a.carotis u prasete domácího

• Decelularizovaná allogenní tkáň – prasečí perikard

• Decelularizovaná xenogenní tkáň – ovčí perikard

• Osídlení autologními buňkami – prasečí stromální buňky z 
tukové tkáňě (pASC)

• Osídlení imunoprivilegované alogenní buňky – prasečí kmenové 
buňky z Wortonova rosolu (pWJC)

• Kontrolní skupina

• ePTFE Propaten, PET Vascutek

• XenoSure, BioIntegral NoReact

• Observace 1 měsíc
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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, Q1, IF 6,208



Kardiovaskulární záplaty v animálním modelu

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, Q1, IF 6,208



Kardiovaskulární záplaty – hodnocení explantátů

• Průchodnost záplat

• Tvorba initimální hyperplazie (NIH)

• Formování endotelové vrtstvy

• Histologické hodnocení

• pASC pozorována zvýšena resorpce a schopnost remodelace

• pWJC pozorována imunomodulace zvláště u xenogenní tkáně.

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, Q1, IF 6,208

NIH

Nativní cévní
stěna

Záplata

Hodnocení histologický řezů explantátů a jejich resorpce (škála 0 – 3)



Histologie explantátů

CHLUPAC, J., MATEJKA R., 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).



Detailní histologie explantátů

CHLUPAC, J., MATEJKA R., 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).



Příprava cévních náhrad

• Decelularizované tepenné nebo žilní tkáně

• Problém homogenního osazení tkáně buněčnou kulturou

• Rotační osazení – vyžaduje substrát bez mikrotrhlin

• Lyofilizace a extruze kolagenu

• Osídlení pASC a pWJC a kultivace reaktoru generující průtok a tlak

• Stimulace formování struktury endotelu

• V současné době probíhá animální studie

• Modifikace chirurgické techniky

• Použití externí podpory u žilních graftů

Systém pro rotační endotelizaci cévních protéz. Původci: MATĚJKA, R., J. ŠTĚPANOVSKÁ, J. ROSINA, D. HRŮZOVÁ a J. ZÁRUBOVÁ Česká Republika Užitný vzor 31066 
Kultivační komora pro dynamickou kultivaci buněk na tubulárních nosičích. Původci: MATĚJKA, R., J. ŠTĚPANOVSKÁ, J. ROSINA, D. HRŮZOVÁ, J. ZÁRUBOVÁ a E. FILOVÁ Užitný vzor 30441 

Tkáň osídlená 
buněčnou kulturou

Kultivační komora
modulující proudění 
a tlakovou zátěž

Implantovaná 
náhrada do povodí 
a. carotis

Sestava pro extruzi kolagenu do cévní nárhady


