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ANOTACE

Tato bakalafska prace se zabyva 3D metodami kultivace bunék, jejich zakladni charakterizaci
a porovnanim s jinymi metodami. V tivodu prace jsou popsany slozky extracelularni matrix
a bunécna spojeni, kterd maji zdsadni vliv na rst bunék v bunéénych agregatech. Nasledné jsou
popsany metody bunécné kultivace a jejich zakladni porovnani ve 2D a 3D systémech. V hlavni
¢asti je uveden detailni popis metod 3D kultivace. Prvni skupinou jsou metody bez pouziti
nosi¢e, kam se fadi metoda visici kapky, kultivace bunék na nepfilnavych substratech
a akusticka levitace. Druhou skupinu pak predstavuji metody s vyuzitim nosice.
Do této skupiny se fadi kultiva¢ni metody vyuzivajici scaffoldy, hydrogely, bioreaktory, biotisk
a organy na Cipu. Cilem prace je poskytnout ¢tenaiiim hlubsi porozuméni modernim piistupiim

v bunééné kultivaci a jejich potencialu pro biologicky a medicinsky vyzkum.

KLICOVA SLOVA

3D kultivace, sféroid, organoid, scaffold, biotisk, organ na ¢ipu

TITLE
3D Cultivation of Cells

ANNOTATION

This bachelor’s thesis deals with 3D cell culture methods, their basic characterization
and comparison with other methods. The thesis starts with a description of the extracellular
matrix components and cell junctions that are essential for cell growth in cell aggregates.
Subsequently, cell culture methods and their basic comparison in 2D and 3D systems
are described. In the main part, a detailed description of 3D culture methods is given. The first
group is the carrier-free methods, which include the hanging drop method, cell culture on
non-adherent substrates and acoustic levitation. The second group is represented by the
carrier-assisted methods. This group includes culture methods using scaffolds, hydrogels,
bioreactors, bioprinting and organs-on-a-chip. The aim of this work is to provide readers
with a deeper understanding of modern approaches to cell culture and their potential for

biological and medical research.

KEYWORDS

3D cultivation, spheroid, organoid, scaffold, bioprinting, organ-on-a-chip
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UvVOD

Bunééné kultury jsou nepostradatelnym nastrojem in vitro, ktery slouzi ke zlepSeni
naseho vniméni a pochopeni buné¢éné biologie, morfologie tkani a mechanismii onemocnéni.
Zaroven jsou dulezitym a nezbytnym prvkem v prubéhu preklinickych studii pfi procesu
objevovani a vyvoje 1éCiv, vyzkumu rakoviny a studiu kmenovych bunék. VétSina bunécnych
linii se v soucasnosti kultivuje pomoci dvourozmérnych (2D) metod, které na poli biologickych
studii stale dominuji. V poslednich letech ale vyrazn¢ vzrostla poptadvka po trojrozmérnych
(3D) bunécénych modelech, které dnes Castecné nahrazuji tradi¢ni 2D metody. Divodem je,
ze 3D bunééné kultury dokézi mnohem 1épe napodobit prostiedi in vivo a umoziuji buitkdm
mezi sebou lépe komunikovat. To napomaha diferenciaci buné€k, vytvateni slozitéjsich struktur
a usnadnéni vyvojovych procest. Diky tomu se zlepSuje fyziologicka relevance experimentt
provadénych in vitro alze tak ziskat pfesnéjsi udaje o interakcich mezi butikami, metabolickych
procesech ¢i vlastnostech nadort.

Metody 3D kultivace bun¢k se déli na metody bez pouziti nosi¢e a metody s vyuzitim nosice.
Mezi metody bez pouziti nosice se fadi napiiklad metoda visici kapky, kterd vyuziva kapku
bunécné suspenze, ve které se buiiky samovolné€ seskupuji a utvaii agregaty. Dalsi metodou je
kultivace bun€k na nepftilnavych substratech, kde bunky rostou na specidlnich povrsich, které
podporuji tvorbu trojrozmérnych struktur nebo akusticka levitace, pfiniz bunky levituji
v médiu. Naopak metody s vyuZitim nosic¢e zahrnuji metody vyuzivajici scaffoldy, coz jsou
trojrozmérné struktury vyrobené z biologicky kompatibilnich materiald, které podporuji rlst
a diferenciaci bunék. Za nosice jsou povazovany také hydrogely a pevné porézni ¢i vlaknité
scaffoldy z ptirodnich nebo syntetickych polymerti. Tyto materialy jsou nasledné vyuzivany
biotisku. Kazdé z téchto metod nabizi specifické vyhody a aplika¢ni moznosti, které se mohou
pouzit v riznych oblastech biomedicinského vyzkumu a vyvoje, v zavislosti na specifickych
pozadavcich na typ studované tkané, pozadovanou funkéni a strukturdlni sloZitost a dostupné

technické vybaveni.
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1 Extracelularni matrix

Extracelularni matrix (ECM) je mezibunécnd hmota, kterd je produkovana buitkami
ajeji vznik byl klicovy pro vyvoj mnohobunéénych organismii. Utvari se kolem vétSiny
zivoc¢isnych bungk, které se nasledné¢ mohou formovat do tkani a organti. Strukturalni integrita
tkani je zajiSténa tfemi mechanismy adheze, a to adhezi mezi buitkami, adhezi mezi bunkami
a ECM a vazbou mezi molekulami ECM. Tato slozitd trojrozmérnd bilkovinna sit’ plni fadu
dilezitych funkci. Pasivni funkci ECM je to, ze slouzi jako mechanicka a strukturni opora
pro uchyceni bunék. Aktivné se pak podili na mezibunééné komunikaci a regulaci mnoha
bunécnych procesti véetné riistu, migrace, diferenciace, udrzeni homeostdzy a morfogeneze

(Theocharis et al. 2016).

1.1 SloZeni extracelularni matrix

Mezi hlavni slozky ECM se fadi skleroproteiny, glykoproteiny a glykosaminoglykany
(Theocharis et al. 2016). Piesné slozeni ECM se v zavislosti na druhu tkané méni a do znacné
miry urcuje jeji mechanické vlastnosti. Ve vazech nebo Slachach je pruznd, ale v kostech,

kde musi odoldvat stlateni, obsahuje navic mineralni slozky, které ji zpeviuji

(Alcorta-Sevillano et al. 2020).

1.1.1 Skleroproteiny

Kolagen je nejhojnéji zastoupenou bilkovinou u Zivocichil a tvofi piiblizné 25 az 30 %
hmotnosti lidskych bilkovin. Jedna se o skleroprotein skladajici se ze tii polypeptidovych
fetézcl a, které¢ formuji trojitou Sroubovici. U obratlovel se 46 riiznych kolagenovych fetézcl
sklada do 28 rliznych typt kolagenu a mezi ty nejznamé;jsi patii typy I az IV. Kolagen I. typu
predstavuje vice nez 90 % kolagenu v lidském téle a je hlavni sloZkou orgénti, volnych
pojivovych tkani, kosti, §lach a ktize (Sun 2021). Tento typ kolagenu se vyuziva napiiklad
pfi kultivaci ve scaffoldu, kde ve formé& povlaku napoméhd bunikdm adherovat k povrchu.
Kolagen II. typu neni tak hojné rozSifen, ale je nepostradatelnou sloZzkou chrupavek a rohovky.
Kolagen III. typu je hlavni formou kolagenu ve sténach cév a kolagen I'V. typu je hlavni slozkou
bazalni membrany, kterd oddéluje epitel a pod nim lezici tkan. Kolagen je produkovan
fibroblasty, ale mohou jej syntetizovat také endotelové a epitelové bunky (Kular et al. 2014).

Elastin je dal$i vlaknitou bilkovinou, jejiz Uloha je uzce spjata s kolagenem.
Je vyznamnou slozkou nékterych mékkych tkéani, které se opakované natahuji a smrstuji,
jako jsou naptiklad Slachy, stény cév, klize a plice. ZajiStuje pruznost, pevnost v tahu

a je rozhodujici pro jejich dlouhodobou funkci. Elastin hraje také dileZitou roli v bunécné
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adhezi, migraci bun¢k a ma schopnost ucastnit se bunécné signalizace. Spole¢né s fibrilinem
a fadou dalSich matrixovych proteinti je hlavni slozkou elastickych vlaken. Tato vldkna jsou
tvofena z jednotlivych podjednotek tropoelastinu, prekurzora elastinu, které jsou zesitovany
spolecné s mikrofibrily fibrilinu na vnéj$i strané. Proteiny elastickych vldken jsou kriticky
dilezité pro vyvoj a homeostazu elastickych tkani, a to jak pfi propojovani bunck
a makromolekul matrix, tak pfi extracelularni regulaci rastovych faktorG z rodiny TGFf

(Godwin et al. 2019).

1.1.2 Glykoproteiny

Glykoproteiny vyznamné pfispivaji k tomu, Ze je ECM soudrznou siti molekul.
Glykoproteiny zprostfedkovavaji spojeni strukturnich molekul mezi sebou a také spojuji
strukturni molekuly a bunky. V kazdé molekule glykoproteinu je n¢kolik domén, které vazou
rizné molekuly a dohromady vytvareji molekularni sité. Fibronektiny jsou glykoproteiny
sloZzené ze dvou polypeptidl spojenych disulfidovymi muistky. Kazdy monomer se sklada ze tii
typi opakujicich se podjednotek. Protein existuje ve dvou riznych forméch. Bud’ jako soucast
krevni plazmy, kde je jednou z prvnich slozek doddvanych do mista poranéni,
nebo jako bunéény protein, ktery je vytvaien fibroblasty. Fibronektiny jsou multiadhezivni
amohou pomoci nékolika molekuldrnich domén rozpoznat a vazat glykosaminoglykany,
proteoglykany, fibrin, heparin a nékteré transmembranové proteiny, jako jsou integriny.
Integrin a5P1 je hlavnim receptorem, ktery se podili na procesu sestavovani fibronektinové

matrix, a ta se nasledné propojuje s aktinovym cytoskeletem bunék (Kular et al. 2014).

1.1.3 Glykosaminoglykany

Proteoglykany se skladaji z bilkovinného jadra, na které jsou kovalentné¢ navazany
postranni fetézce glykosaminoglykani (GAG). GAG jsou linedrni negativné nabité
polysacharidy slozené z opakujicich se disacharidovych jednotek. Na zdklad¢é struktury
aurovné sulfatace opakujicitho se disacharidu lze GAG obecné rozdélit do Etyf skupin,
které zahrnuji heparan sulfat, chondroitin sulfat, keratan sulfdt a kyselinu hyaluronovou.
Vysoce zaporné nabité feté¢zce GAG umoziuji proteoglykaniim zadrzovat vodu a dvojmocné
kationty, coZ jim umoziuje fungovat jako vyplit volného prostoru a zajisténi lubrikace. Kromé
toho plni sulfoskupiny v fetézcich GAG kliCovou roli tim, Ze umoziiuji interakce s ristovymi
faktory, receptory na povrchu bunék, enzymy, cytokiny, chemokiny a proteiny. Molekuly GAG
jsou spojeny s nekolika kliCovymi biologickymi procesy, jako je vyvoj, rist, bunétna
signalizace, angiogeneze a diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék. Tyto vlastnosti

¢ini z téchto biomolekul slibné materialy pro Sirokou Skélu aplikaci ve tkailovém inZenyrstvi,
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kdy se naptiklad GAG s kyselinou hyaluronovou ¢i chondroitinem sulfatem, které se nachazi
pfevazné v chrupavkéch, vyuzivaji jako materidly pro vyrobu scaffoldii, kde napodobuji

piirozenou ECM a zlepsuji kvalitu vytvarené tkan¢ (Silva et al. 2019).

1.2 Bunééna spojeni

Vétsina bunék ve tkanich je navzdjem propojena pomoci specializovanych kontaktnich
mist, kterd se nazyvaji bunécnd spojeni. Ta maji zdsadni vyznam pro vzajemnou komunikaci
aadhezi mezi builkami a buiikami s ECM, ¢imz ovliviluji morfogenezi, homeostazu,
diferenciaci a bunécny rist. V zavislosti na své strukturalni a funk¢ni specializaci 1ze bunécna
spojeni kategorizovat do dvou hlavnich skupin: spojii mezi buiitkami a spoji mezi buitkami
a ECM (Obrazek 1). Déle je rozdélujeme do tfi tfid na: okluzivni, také zndmé jako tésné spoje,
kotvici neboli adhezni spoje a komunikacni spoje. Kazdy typ spojeni vyuziva specifické
molekuly adheze a signalnich cest, které jsou esencialni pro specifické biologické procesy

a integritu multi-bunéénych systémi (Alberts 2002).

Tésny spoj

Adhezni spoj

Desmozom ——0 —— %

;3_ Aktin

Intermediarni
filamenta
/ %
Mezerovy spoj
e Iz Konexon

bt
—— ]

Fokalni adheze F: \yﬁ Hemidesmozom

e =~~~ Bazalni lamina

Obrazek 1: Bunééna spojeni — upraveno dle (Alberts 2002).

Tésné spoje (zonula occludens) pevné ukotvuji buiiky k sob€, ¢imz vytvareji souvislou
bariéru pro difuzi a omezuji pohyb nékterych membranovych proteint a lipidii mezi apikalni
a bazolateralni oblasti plazmatické membrany. Maji zdsadni vyznam pro udrZzovani rozdilt

v koncentraci malych hydrofilnich molekul napfi¢ bunécnymi vrstvami epitelu a endotelu.
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Zakladnimi slozkami tésnych spoji jsou okludin, klaudin a junkéni adhezni molekuly (JAM).
Jednd se o dynamické proteinové struktury, které jsou regulovany procesem fosforylace,
schopné adaptace na riizné fyziologické podminky (Briicher a Jamall 2014).

Hlavnimi typy kotevnich spoji ve tkanich jsou adhezni spoje (zonula adherens),
desmozomy (macula adherens), fokalni adheze a hemidesmozomy. Vznik kotevnich spoji
je klicovym pro utvofeni tésnych spoju, které by jinak nemohly vznikat. Adhezni spoje
jsou zakladnim typem mezibunécného spojeni a jsou tvoieny transmembranovymi adheznimi
proteiny kadheriny. Adheze skrze tyto proteiny je zavisla na piitomnosti Ca>" iontfl. Vapnik
pfimo podporuje adhezivni schopnosti kadherini tim, ze posiluje vazby mezi kadherinovymi
molekulami na povrchu sousednich bunék. Ptes katenin se kadheriny ndsledné vazi na aktinova
filamenta. Existuje nékolik tkanové specifickych kadherinli, z nichz nejbéznéjSim je
E-kadherin, ktery je exprimovan pfedevsim v epitelialnich bunikdch. Kadheriny maji dtlezitou
roli pfi pfimém ukotveni kmenovych bunék k bunkam niche, fidi orientaci bunééného déleni,
reguluji signalni drahy a snizuji mezipovrchové napéti pfi vytvaieni spojeni mezi bunikami
(Adil et al. 2021). Obdobné jako adhezni spoje, i desmozomy vytvaii intercelularni spojeni
za pomoci kadherind. Konkrétné€ se jedna o jejich poddruhy desmogleiny a desmokoliny. Tyto
neklasické kadheriny vykazuji pfi nedostatku vapniku hyperadhezivitu a vazi
se na intermedidrni filamenta cytoskeletu. Tvofi velmi pevna spojeni, a maji tak zasadni roli
ve tkanich vystavenych intenzivnéj$imu mechanickému naméhani (Kowalczyk a Green 2013).
Nékteré kotevni spoje, jako jsou hemidesmozomy a fokalni adheze, vazi buiky spiSe k ECM
nez k jinym bunkam. Hemidesmozomy se stavbou a funkci podobaji desmozomim,
ale pfipojeni k intermediarnim filamentim zde zprostfedkovavaji rozdilné adhezivni
transmembranové proteiny zvané integriny. Fokalni adheze umozniuji uchyceni bun¢k na ECM
prostiednictvim integrinli, které se intracelularn€ spojuji s aktinovymi filamenty
(Alberts 2002).

Utelem komunikaénich spojeni neni adheze k buiikam, ale pouze zaji§téni piimého
spojeni s cytoplazmou sousedicich bunék. Zprostiedkovavaji rychly mezibunécny transport
iontl a malych molekul, které se podileji na autokrinni a parakrinni regulaci bunécného
metabolismu. Molekuly se pohybuji podél koncentra¢nich gradienti mezi spojenymi buiikami.
Ptikladem takového spojeni jsou mezerové spoje (gap junctions, nexus), které¢ jsou tvoreny
pomoci membranovych kandlkd, tzv. konexonti. Tyto hexamerni kanéalky jsou zprosttedkovany
specifickymi proteiny zvanymi konexiny a vystupuji do extracelularniho prostoru. Zde se dva
konexony ze sousednich bun€k spoji a sestavi jeden kompletni mezibunéény kanal

(Alberts 2002).
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2 Metody bunécné kultivace

Bunééné kultura je in vitro systém, v némz se buiky, tkdn¢ nebo organy péstuji
v umélém prostiedi, které poskytuje podminky nezbytné pro jejich zivot a rast. Kultivace bunék
in vitro predstavuje kliCovy nastroj v modernim biologickém vyzkumu a umoznuje védcim
pozorovat bunky v kontrolovanych podminkach, coz napomdha hlubsSimu pochopeni
bunécnych procesii a mechanismd, které ovliviuji jejich funkci a chovani (Duval et al. 2017).
Za prikopnika bunéénych kultur je povazovan Ross Harrison, ktery roku 1907 poprvé
demonstroval moznost kultivovat a pozorovat rast nervovych vlaken zaby pomoci metody
visici kapky. Od té¢ doby byla metoda kultivace zdokonalena a bunécné kultury se staly jednim

z hlavnich néstroji dnesnich piirodnich véd (Kapalczynska et al. 2018).

2.1 2D Kkultivace

2D bunécné kultury jsou Siroce pouzivanou in vitro technikou, pii niz jsou bunky
kultivovany na rovinném povrchu a utvati na dné kultivaéni nddoby monovrstvu. Tyto nddoby
mohou byt vyrobeny z riznych plastovych materidlti nebo skla a jejich vnitini povrch, ktery je
ve styku sbuikami, mulze byt upraven tak, aby zlepSil jejich pfilnavost
(Basu et al. 2021). Hlavni vyhoda 2D kultur spociva v jejich jednoduchosti
a reprodukovatelnosti. Umoziuji snadné pozorovani a manipulaci s builkkami, takze jsou
vhodné pro vysoce vykonny screening a zdkladni bunécné studie. Navzdory témto vyhoddm
postradaji 2D kultury prostorovou komplexnost a mechanické podnéty pfitomné in vivo,
coZ muze vést k vyznamnym rozdilim v chovani bunék, jejich diferenciaci a genové expresi

ve srovnani s 3D kulturami (Duval et al. 2017).

2.2 3D kultivace

Ross Harrison svou metodou visici kapky polozil zéklady kultivace bunék.
Avsak skutecny rozvoj 3D kultivace byl umoznén az diky praci Anne W. Hamburger a Sydney
E. Salmona, ktefi v 70. letech 20. stoleti vyuzili agarové médium ke 3D kultivaci nddorovych
kmenovych bunék. Od té¢ doby byly dobfe popsany a zdokumentovany napadné podobnosti
mezi morfologii a chovanim bunék rostoucich v nadorové hmoté a bunék kultivovanych
pomoci 3D metod (Hamburger a Salmon 1977).

3D bunécna kultura je kultivacni systém, v némz je mimo télo umeéle vytvoreno
prostfedi podobné prostiedi in vivo, které umoziuje builkdm riist vSemi sméry a interagovat
s okolnim (Lee et al. 2023). K utvafeni tohoto vhodného kultivacniho prostiedi se vyuziva
nepieberného mnoZstvi materialfi, technologickych postupt a metod, ze kterych si musi védci

vybrat tu, ktera bude pro jejich kultivované buiiky nejvhodnéjsi. Neexistuje zadna univerzalni
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metoda, kterd& by dokonale spliiovala pozadavky pro jednotlivé bunécné kultury
(Knight a Przyborski 2015). Celkové mizeme tyto metody rozdélit do dvou zékladnich skupin.
Buiiky mohou byt kultivovany bez pouziti scaffoldu nebo s pouzitim scaffoldu, coz je urcity
druh nosice, ktery poskytuje strukturadlni podporu pro uchyceni bunék a nasledny vyvoj
trojrozmérné tkané. Buniky mohou byt uchyceny na povrchu scaffoldu, uvnitt nebo vytvaret
samostatné bunécné agregaty. Agregaty vytvorené shromazdénim mnoha buné¢k klasifikujeme
v zavislosti na jejich ptivodu, typu a funkci v rdmci 3D uspoiadani na sféroidy a organoidy
(Lee et al. 2023).

Sféroidy jsou tésné¢ usporadané shluky bunck, které jsou nésledné kultivovany
jako volné plovouci v médiu. Pro tvorbu sféroidu se vyuzivaji predev§im nadorové bunécéné
linie, které lze v kultufe mnozit neomezené dlouho a vytvaret tak velké mnoZzstvi sféroidli
pro experimentalni i¢ely (El Harane et al. 2023). Buiiky se formuji pomoci vlaken ECM jako je
kolagen a GAG. Tvorby sféroidi se dale ucastni i rGzné ristové faktory a cytokiny,
které ovliviiuji proliferaci a diferenciaci bun¢k. Bunky mezi sebou vzajemné komunikuji,
naptiklad pomoci tésnych spojii, coz ovliviiuje jejich odpovéd na testované latky a blize
napodobuje prostiedi in vivo. Tvorba sféroidl probiha ve ttech fazich (Obrazek 2). V prvni fazi
dochazi k adhezi. Pivodné rozptylené buiiky v suspenzi se zaénou pomoci dlouhych vlaken
ECM shlukovat. Hlavni ulohu v této fazi maji povrchové integriny, coz jsou transmembranové
proteiny, které se podileji na vytvafeni mezibunéénych spoji. Po adhezi nasleduje faze
prodlevy, kdy dochédzi ke zvySeni exprese a akumulace kadherinii, které zodpovidaji
za bunécnou adhezi. Posledni fazi tvorby sféroidu je kompaktace, v pribéhu které¢ dochézi
k tvorbé  homofilickych  vazeb mezi  kadheriny na  sousednich  buikéach

(Lin a Chang 2008).
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1) 2) 3)

> Integriny — ECM > > Kadheriny >

Obrazek 2: Tvorba sféroidu: 1) faze shlukovani bungk, 2) faze prodlevy a akumulace kadherind,
3) faze kompaktace — upraveno dle (Lin a Chang 2008).

Stéroidy se pouzivaji jako modely pro hodnoceni citlivosti a rezistence na 1éCiva a jsou
obvykle odolngjsi vii¢i chemoterapii a radioterapii ve srovnani s bunkami kultivovanymi
jako 2D monovrstvy (Singh et al. 2020). Ve sféroidech s primérem vétSim nez 400-500 um
dochdzi k nedokonalé¢ vymeéné Zivin a kysliku, kterd je v této struktufe zaloZena pouze
na pasivni difuzi. Buiiky, které se nachazi ve stfedu sféroidu, v disledku nedostatku pro zivot
potfebnych latek odumiraji a vznikaji tak nekrotickd jadra (Obrazek 3) (Mehta et al. 2012).
Podobné tomu je tak i u n¢kterych druht nadort, kde se vlivem nedostatku kysliku vytvari
nekroticka loZiska nebo hypoxické oblasti. Hypoxie nadoru vyznamné ovliviiuje vysledek 1écby
rakoviny radioterapii. Pfi radioterapii se vyuziva tvorby reaktivnich forem kysliku, ale oblasti,
které kyslik neobsahuji, jsou tak vi¢i zafeni rezistentni. Zaroven bylo prokazéano, ze tada
chemoterapeutik je pti vystaveni hypoxickému prosttedi méné ti¢inna, coz vede k dalsi progresi

onemocnéni (Graham a Unger 2018).

Gradient O; a zivin Proliferujici ¢ast
Fyziologické bunky

@ Nekroticka cast

Obrazek 3: Nakres sféroidu a jeho ¢asti — upraveno dle (Sant a Johnston 2017).

18



Organoidy jsou slozité shluky organové specifickych bunék, které vykazuji realistickou
mikroanatomii pfipominajici in vivo organ nebo tkan, od které jsou odvozeny. Zaroven jsou
schopny vykonavat alespoil nékteré funkce, kterymi piivodni tkan ¢i organ disponuje.
V porovnani oproti sféroidiim jsou vétsi, strukturadlné komplexnéjsi a slozeny z vice typu
ruznych bunék (Lee et al. 2023). Organoidy se vytvari prevazné z pluripotentnich nebo
adultnich kmenovych bungk, ale vyuzivaji se i buiikky nadorové. Pluripotentni kmenové buiiky,
mezi které fadime naptiklad embryonalni kmenové buiiky a indukované pluripotentni kmenové
buniky, jsou schopny diferenciace do tfady bunécnych typl. Adultni kmenové bunky,
které pochazeji z dospé€lych tkani, maji schopnost diferenciace na specifické typy bunék
odpovidajici jejich ptivodni tkani. Proces tvorby organoidt obvykle zac¢ina izolaci kmenovych
bunck nebo biopsii nddorovych bunék a jejich mechanickym ¢i enzymatickym rozdé€lenim.
Bunky jsou nésledné kultivovany za specifickych podminek podporujicich jejich
»samoorganizaci® do organoidnich struktur. Tyto podminky zahrnuji pouziti specifickych
rustovych faktord a slozek ECM, bez kterych by tento proces nebyl mozny. Pro tvorbu
organoidil z nadorovych bunék se bézné vyuziva jako matrice extrakt z bazalni membrany,
ktery se prodava jako komercni produkt zvany Matrigel. Po smichéani se suspenzi bunék tento
extrakt v prubéhu kultivace v termostatu tuhne a vytvafi trojrozmérnou strukturu,
ktera podporuje rast a diferenciaci bunék uvnitt. Organoidy se postupné samostatné organizuji
do struktur pfipominajicich miniaturni piivodni organy, coz zahrnuje rizné vrstvy a bunécné
typy typické pro dany orgén ¢i tkan (El Harane et al. 2023). Jsou strukturdlné komplexni
a rekapituluji vyvoj organt in vitro, coz je €ini velmi uzitenymi pfi studiu organogeneze,
dédi¢nosti a patologie, zejména u organti s malou nebo zadnou regeneracni schopnosti,
jako je naptiklad mozek (Lee et al. 2023). Mozkové organoidy napodobuji rlist a organizaci
mozkové tkané a slouZi ke studiu vyvoje mozku a neurologickych onemocnéni. Stfevni
organoidy reprezentuji strukturu a funkci stfeva a pouZzivaji se k vyzkumu stfevni fyziologie
a chorob. Jaterni organoidy simuluji funkci jaternich bunék a umoziuji studium jaternich
chorob a testovani 1éCiv. Pankreatické organoidy napodobuji funkce beta bunék produkujicich
inzulin a jsou vyznamné zejména pro vyzkum diabetu. Organoidy také maji potencial
v personalizované mediciné, kde mohou byt vytvofeny z pacientovych vlastnich bunck a Iépe
predpovédet reakei na specifickou 1é¢bu. Dosud organoidy nedosahuji velikosti skute¢nych
orgdnl, coz je prevazné zpusobeno nedostatkem cévniho zasobovani. Vyzkum vsak stéle
pokracuje a zdokonalovani technologii mize v budoucnu vést k vytvoreni komplexnéjSich

a realisti¢téjSich modeld (El Harane et al. 2023).
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2.3 Porovnani 2D a 3D metod kultivace

Jednim z hlavnich rozdili pozorovanych pfi porovnavani bunék ve 2D a 3D kulturach
je odlisnost v jejich morfologii. Tvar bunék ve 2D a 3D kulturach se vyrazné 1isi v disledku
rozdili ve fyzikdlnim a biochemickém prostiedi, které tyto dvé kultivacni metody poskytuji.
Plochy povrch, na ktery buniky ve 2D kulturach adheruji, omezuje schopnost bun¢k interagovat
s okolim a pfiméje je tak, aby se rozprostiely a zaujaly zplostély a protahly tvar (Obrazek 4).
Naproti tomu 3D kultury poskytuji komplexnéjsi a fyziologicky relevantnéjsi prostiedi. Buiiky
jsou vlozeny do matrice, kterd jim umoziuje interakci s okolim ve vSech tfech rozmérech,
coz podporuje prirozenéjsi a prostorové usporadanéjsi morfologii (Duval et al. 2017). Tvar
a morfologie bunék jsou neodmysliteln¢ spjaty s jejich polaritou, kterd je nezbytna pro rizné
bunécné procesy, veetné diferenciace, migrace a organizace tkani. Vytvaieni bunécné polarity
ve 3D kulturach je ovlivnéno i difuzi biologickych faktort, ktera probiha ve 3D prostiedi
aktivnéji a pomaleji ve srovnani s rychlou a pasivni difuzi ve 2D kulturach. Ve 2D kulturach
jsou vSechny buiiky v pifimém kontaktu s kultivatnim médiem, coz usnadiiuje u¢inny piijem
Zivin a odstraiiovani odpadnich latek prostfednictvim jednoduché difuze. Toto usporadani vSak
presné nenapodobuje slozité prostiedi in vivo, kde jsou buiiky obklopeny ECM a dal§imi
buiikami v trojrozmérném prostoru. Naopak ve 3D bunéénych kulturach je vytvoreno slozitéjsi
difuzni prostiedi. Ziviny a odpadni produkty musi prochazet ECM a n&kolika vrstvami bunék.
To vede k pomalejSimu a omezenéjSimu procesu difuze ve srovnani s 2D kulturami a vzniku
difuznich gradientii. Ve 3D kulturach je Casto nutné vytvofit perfuzni systém, ktery zajisti
ucinny piisun Zivin a odstranovani odpadnich latek. (Sun et al. 2021).

Rozlozeni bun¢k ve fazich bunééného cyklu se mize ve 2D a 3D strukturach vyrazné
liSit. Ve 2D kulturdch buiiky casto vykazuji rovnomérnéjsi rozloZeni bunétného cyklu
s tendenci se hromadit ve specifickych fazich, jako je naptiklad faze G1. Tato uniformita
je Castecné zplisobena omezenou prostorovou organizaci a interakci s extracelularni matrix,
ktera miZe ovlivilovat pribéh bunééného cyklu a miru proliferace. Naopak ve 3D kulturach
jsou builky vystaveny gradientim Zivin, kysliku a signalnich molekul, coz vede
k heterogenné€jSimu rozlozeni v riiznych fazich bunécného cyklu (Koshkin et al. 2017).

Mikroprostiedi mtze ve 3D kulturach ovliviiovat chovani bunék, véetné genové exprese
a odpovédi na 1écbu. Studie naptiklad ukdzaly, ze buiky péstované ve 3D prostiedi vykazuji
vy$si radiorezistenci ve srovnani s buiikami ve 2D kulturdch, coZ se ¢aste¢né ptipisuje ochranné

roli mikroprostiedi. To naznacuje, ze 3D kultury mohou poskytnout ptfesnéjSi modely
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pro studium biologie nadort a reakci na 1écbu, protoze Iépe kopiruji komplexni interakce

a strukturalni vlastnosti skute¢nych nadorti (Antonelli 2023).
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Obrazek 4: Biofyzikalni vlastnosti a rysy 2D a 3D metod kultivace: a) orientace v prostoru,
b) adheze s ECM, c) smér migrace, d) piisobeni mechanickych sil, ) difuze média — upraveno
dle (Weaver a Garcia 2019).
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3 Metody 3D kultivace bez pouziti nosice

Scaffold-free metody, tedy metody bez pouziti nosi¢e, mizeme délit na pasivni
a aktivni. Pasivni je zalozena na mezibunécné interakci samotnych bunék, které casem vytvari
pevné agregaty (Lin et al. 2006). Tvorby pevnych agregatl, neboli sféroidu, 1ze docilit metodou
zaveésené kapky nebo kultivaci na povrchu s velmi nizkym povrchovym napétim (Jensen a Teng
2020). Aktivni zptisob vyuziva ultrazvuk nebo nékteré typy bioreaktort, diky kterym se bunky
rychleji shlukuji. VéEtSina bioreaktort ale spada pod metody s vyuzitim nosice (Ino et al. 2007).
Pisobenim vnéjSiho vlivu lze docilit vytvoieni vétSich bunéénych agregati, jejichz tvorba
by jinak byla velice ¢asové narocna. Zaroven také umoznuje tvorbu heterogennich sféroidi,

které by se jinak pasivné samy netvortily (Kojima et al. 2011).

3.1 Metoda visici kapky

Jedna se historicky o jednu z prvnich 3D metod kultivace, kterd pivodné slouzila
v mikrobiologii pro studium bakterii. Na spodni stranu vicka Petriho misky
nebo do mikrotitracni desticky je nasazena suspenze bunék (20-40 pl), kterd je nasledné
pretoena o 180 stupnd. Pisobenim povrchového napéti zastavaji kapky suspenze viset.
V dusledku absence struktury, na které¢ by mohly burniky adherovat, sedimentuji ve Spicce kapky
a shlukuji se do sféroidu. Tvorba sféroidu obvykle trva ptfiblizn€ 24 hodin, ale v zavislosti
na typu bun¢k miiZe trvat i déle (Jeong et al. 2022). V kazd¢ kapce vznika pouze jeden sféroid,
jehoZz polomér je umérny zakfiveni visici kapky. V kapce s plochym dnem, kde je velky
polomér zakfiveni, rostou buiilky spiSe v rovin€ za vzniku zplostélého agregéatu (Obrazek 5).
Kompaktné¢jsi sféroid vznikd v zavéSené kapce s menSim polomérem zaktiveni. Regulaci

hustoty bunécné suspenze a objemu kapky lze regulovat velikost sféroidii (Gao et al. 2019).

Inkubace

>

Obrazek 5: Metoda visici kapky a vliv zakiiveni na tvorbu sféroidu — upraveno
dle (Gao et al. 2019).

Tato metoda je pomérné jednoducha a nevyzaduje pouziti specidlnich pfistroja
¢i drahych materidli. Nevyhodou je obtiznost vymény kultivaéniho média, pfi které muze
dochdzet k poskozeni sféroidu. Zaroven je nutné udrZzovat stalou vlhkost prostiedi,
protoze kapky média rychle vysychaji. Pracovni a c¢asova naro¢nost spolecné s malym

objemem kapky suspenze neumoznuje kultivaci vétSiho mnozstvi bun¢k (Jeong et al. 2022).
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Na trhu jiz existuje fada komercné¢ dostupnych desticek, které ulehcuji vyménu média
a pomahaji utvaret kapky o konstantni velikosti. Pfikladem takovych desticek jsou Akura PLUS
a Perfecta3D, kter¢ Ize zakoupit ve dvou velikostech s 96 a 384 jamkami. Oba produkty si jsou
vzajemn¢ podobné a skladaji se ze 3 Casti. Vrchni a spodni ¢ast desticky chrani plastova vika,
ktera slouzi k zachovani sterilnosti a snizeni odpatrovani. Uprostied se nachazi hlavni kultiva¢ni
desticka se specidln¢ vytvorenymi jamkami, pod kterymi se vytvori visici kapky pozadované
velikosti, a zaroven umoziuji z vrchni strany piipadnou dalsi manipulaci s kulturou. Po obvodu
je dale rezervoar s vodou, ktery dale zabranuje odpafovani vody zmédia visici kapky

(Tung et al. 2011).

3.2 Kaultivace bunék na neprilnavych substratech

Principem této metody je nasazeni bunc¢k na povrch, ke kterému nemohou pfilnout.
Bunky spontdnné agreguji a vytvareji sféroidy nad neadherentnim povrchem prostfednictvim
interakci buiika — bunka. Zikladem je vybér kultivaéni nadoby s ne€lenénym povrchem,
ktery se nasledné upravuje pomoci chemickych latek. Povrch s velmi nizkou adhezivitou
(ULA) lze napiiklad vytvoftit pokrytim Petriho misky nebo jamek v mikrotitracnich destickach
materidlem  odpuzujicim proteiny. Takovymi latkami jsou napiiklad agardza,
poly(2-hydroxyethyl metakrylat) (poly-HEMA), polyetylenglykol (PEG), galaktdza,
polyvinylalkohol (PVA) nebo poly(N-isopropylakrylamid) (PNIPAAm) (Liu et al. 2021).

Povrch, nad kterym bunky agreguji, nemusi byt pouze plochy, ale 1ze pro kultivaci
vyuzit jamek, které maji rizn€ tvarované dno. Pro tvorbu homogennich sféroida se vyuzivaji
desticky ULA s U-dnem ¢i V-dnem. Podobné jako u metody visici kapky i1 zde vlivem gravitace
dochazi k sedimentaci a nasledné agregaci bunc¢k na dné€ jamky. Velikost bunééného agregatu
1ze snadno ovlivnit pfidanim bunééné suspenze o definovaném objemu a pozadované hustote
bunék. Oproti tomu desticky ULA s plochym dnem produkuji vét§i mnoZzstvi heterogennich
sféroidli (Obrazek 6). Bunky se v jamkach volné pohybuji andhodné tvoii agregaty,
jejichz velikost a pocet nelze uplné presné ovlivnit (Shafaie et al. 2017). Vice sféroidil v jedné
jamce muZe znacné ztizit zisk konzistentnich vysledk pii experimentech. Homogennost
sféroidu je naptiklad kli€ova pro zisk reprodukovatelnych vysledki pii screeningu 1é€iv. Mensi
sféroidy vykazuji vy$si citlivost na 1é¢iva, zatimco vEtsi vykazuji vyssi rezistenci, coz ztéZuje
pfesné porovnani vysledkl a ovlivituje celkové hodnoceni G¢innosti 1éku (Han et al. 2021).
V porovnéani s metodou visici kapky a bioreaktoru se v destickach ULA vytvaii agregaty,

které jsou mén¢ kompaktni a citlivéjs$i na vliv chemickych latek (Raghavan et al. 2016).
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Ptikladem komercné dostupnych produkti jsou Nunclon Sphera destiC¢ky vyrobce Thermo

Scientific a kultivacni lahve od firmy Corning.

Inkubace

LNeadhezivni substrat

JUU  UUU

Obrazek 6: Kultivace na neprilnavém substratu — upraveno dle (Breslin a O’Driscoll 2013).

3.3 Akusticka levitace

Akustickd kultivace bunék je metoda, kterd vyuziva vysokofrekvenénich akustickych
vin k bezkontaktni manipulaci s buiitkami a tvorb¢é sféroidi. Akustickd vlna je druh
mechanického vinéni a pro kultivaci se nejbéznéji pouziva frekvence kolem 2 MHz,
coz je frekvence ultrazvuku. Viny vznikaji v transduktoru ultrazvuku a prochazi dale médiem,
kde se nakonec odrazi od reflektoru zpét na transduktor. Uvnitt kultiva¢ni nadoby tak vznika
stojaté vinéni s tlakovymi kmity a uzly, jejichz pocet lze regulovat fizenim frekvence
akustickych vin. Akustické viny ovliviiuji rozlozeni tlaku v kapalinach a v disledku tohoto
gradientu vznika akustickd radiacni sila. Tato sila ndsledné ndhodné rozmisténé bunky
usmériiuje do mist, kde se nachazeji uzly akustické viny, cozZ jsou mista s minimalni hodnotou
akustického tlaku (Obrazek 7). Témto mistim se prezdiva akustické pasti. Zde mohou nasledné

buniky agregovat a vytvaret heterogenni shluky (Seo et al. 2023).
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Transduktor

Obrazek 7: Schéma stojatého vinéni mezi transduktorem a reflektorem (vlevo) a piisobeni
akustické radiacni sily na suspenzi bunék a formovani shluka (vpravo) , A — vinova délka —
upraveno dle (Jeger-Madiot et al. 2021).

Stéroidy, které se pomoci akustickych vin vytvari, jsou ve velikosti a tvaru variabilni.
Naptiklad mezenchymdlni kmenové buiiky byly po 12 hodindch schopné vytvofit sféroidy
o velikosti 400um £+ 60um (Jeger-Madiot et al. 2021). Sféroidy, vytvorené kratkodobym
pusobenim akustickych vin, Ize néasledné pfemistit do jiného prostiedi a vyuzit naptiklad
jako "bioinkoust" pfi biotisku. Mozna je ale i varianta dlouhodobé kultivace. Viabilita bun¢k
kultivovanych v akustickych vlnach zlstava vysoka, s vice nez 90% piezitim po dobu az 7 dni,
a neprokazuje statisticky vyznamné rozdily ve srovnani s buitkami kultivovanymi v tradi¢nich
2D podminkach (Sriphutkiat et al. 2018). Jednou z hlavnich vyhod akustické kultivace je jeji
neinvazivni charakter. To znamenda, ze builky nejsou vystavovany mechanickému stresu
nebo poskozeni, coz je €asto nevyhodou jinych druhii kultivaénich metod (Peng et al. 2020).
Kapacita akustické kultivace je omezena pouze velikosti a kapacitou pouzitého zatizeni.
Moderni technologie ale umoziuji kultivaci vétsSiho mnozstvi bunék neZ v minulosti, coZ dava

této metod¢ potencial pro aplikace v primyslu 1 vyzkumu (Jeger-Madiot et al. 2021).
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4 Metody s vyuzZitim nosice

Tkéanovy nosi¢ je 3D struktura, kterd slouzi jako mechanicka podpora pro kultivované
buiiky. Poskytuje vhodné prostredi pro jejich adhezi, proliferaci a diferenciaci, ale predev§im
poskytuje a co nejblize napodobuje prostiedi ECM in vivo v 3D prostoru in vitro prostredi.
Tkanovym nosi¢em jsou napiiklad scaffoldy nebo hydrogely a bunky Ize kultivovat piimo
na jejich povrchu nebo mohou byt vélenény do jejich struktury, coZz umozni homogenni
distribuci a interakci s nosi¢em z vice stran (Knight a Przyborski 2015).

Naneseni bun¢k na scaffold miize probihat né¢kolika riznymi metodami, které obecné
délime na statické a dynamické. Mezi statické metody se fadi pasivni nanaSeni,
které je nejjednodussi a nejpouzivanéj$i metodou, ale zaroven je to také nejméné ucinny
pristup. Pfi pasivnim nandSeni se bunécna suspenze pipetuje ptimo do scaffoldu nebo na jeho
povrch. Se scaffoldem se nasledné jiz nijak nemanipuluje a buniky se ponechaji nékolik hodin
inkubovat, nez sami pfilnou. PfestoZze se jednd o jednoduchou metodu nanaSeni bunék,
ma nékolik nevyhod. Nasazené buiikky se po scaffoldu nerozprostiraji uplné rovnomérné
a hloubka penetrace zavisi na pouzitém materidlu a jeho poérovitosti. Dynamické metody
nandSeni bun€k vyuZzivaji techniky, které zvySuji uc€innost naneseni bun€k, rovnomeérnost
rozprostfeni a usnadiiuji prinik bunék do scaffoldu. Toho lze docilit naptiklad pomoci
bioreaktort, konkrétné pomoci tfepacich ban¢k, kde je scaffold pevné piipevnén a kolem proudi
médium s bunikami. Dal$i metoda je zaloZena na vnitinim ¢i vnéj$Sim vakuovém tlaku, ktery
nuti bunénou suspenzi prochazet skrz scaffold, kde se buiiky sami pfilnou. Tato metoda
s tlakovym rozdilem je velice rychlé a efektivni a vyuZiva se napiiklad u perfuznich bioreaktora
(Villalona et al. 2010). Bunky nemusi byt do scaffoldu nandSeny jen pomoci tlaku, ale 1ze vyuzit
1 ptisobeni magnetického pole ¢i elektrostaticke sily. U magnetického nanaSeni se musi bunky
nejdiive oznacit pomoci magnetickych ¢astic. Jakmile jsou buniky oznac¢eny a zmagnetizovany,
lze je nasmé&rovat na konkrétni mista na nosic¢i bez nutnosti ptimého kontaktu. Tato metoda
umoziuje piesnou kontrolu nad umisténim bunék na scaffold a miize byt zvIasté uzitecna pri
praci s citlivymi nebo vzacnymi bunéénymi populacemi (Kappes et al. 2022). Dalsi alternativni
metodou je elektrostatickd metoda, pii které jsou buinky nanaSeny na scaffold pomoci
elektrostatickych sil. K usmérnéni pohybu bun¢k a jejich pfichyceni na pozadované misto
na scaffolu se vyuziva elektrické pole (Villalona et al. 2010).

U hydrogelt se buiiky nasazuji do tekutého prekurzoru, tak aby se vytvofila suspenze.

Nésledné je smés polymerizovana, ¢imz se builky v hydrogelu zapouzdii. Tento princip
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nanaSeni bunék se vyuziva napiiklad u biotisku. Dals$i metodou je nanaseni bun¢k na povrch

hydrogelového nosice, podobné jako u statickych metod scaffolda (Caliari a Burdick 2016).
4.1 Scaffoldy

Existuje Siroka skala druhti scaffoldd pouzivanych pii bunééné kultivaci. Jejich
vlastnosti se mohou lisit v zavislosti na konkrétnim ucelu a aplikaci. Obecné¢ se dle pouziti d€li
do dvou kategorii na scaffoldy vyuzivané ve tkanovém inzenyrstvi a regenerativni mediciné
nebo pro in vitro laboratorni aplikace (Knight a Przyborski 2015). Jednou z vlastnosti,
ktera obecné tyto dvé skupiny od sebe odliSuje, je biodegradabilita. Nékteré scaffoldy jsou
navrzeny tak, aby poskytovaly doCasnou podporu a nasledné¢ v pribéhu rastu bunék byly
postupn¢ odbouravany. Tyto docasné scaffoldy mohou byt vyrobeny =z biomateriall,
které se postupné rozkladaji naptiklad enzymatickou aktivitou. Hlavnim zamétenim pro jejich
pouziti je jiz zminéna oblast regenerativni mediciny a tkanového inZenyrstvi. Scaffoldy
vyuzivané pro in vitro laboratorni aplikace jsou veskrze navrZeny tak, aby zlstaly stabilni
vznik odpadnich latek a zaroven by si bunky po rozkladu matrice nemusely zanechat svou
puvodni 3D konfiguraci (Echeverria Molina et al. 2021). Ve snaze napodobit pfirozenou ECM
byla pro vytvafreni scaffoldi zkoumdana tada syntetickych a pfirodnich materidlii ¢i jejich
kombinaci (Knight a Przyborski 2015).

Ptirodni polymery jsou netoxické, vysoce biokompatibilni latky, ke kterym buiky
snadno pfilnou a zlepSuji jejich proliferaci a diferenciaci. Jedna se o materialy, které 1ze ziskat
z ptirodnich zdrojl jako jsou Zivo€ichové, rostliny a mikroorganismy. Dle ptivodu je lze délit
na biomateridly na bazi proteinli nebo na bazi polysacharidi. Jsou vhodné predevSim
pro aplikace v tkdfovém inzenyrstvi, protoZze jsou biologicky odbouratelné. Mechanické
vlastnosti ptirodnich polymer jsou obecné dobré, ale pro zvySeni pevnosti mohou byt
pfi tvorbé scaffoldu zkombinovany s jinymi materidly. Mezi nejpouZzivanéjsi proteiny se fadi
kolagen, fibrin a elastin, coZ jsou latky, které se bézné vyskytuji v ECM. Z polysacharidii
se nejvice pouZziva celuldza, alginat, Skrob sloZzeny z amyldzy a amylopektinu, inulin a kyselina
hyaluronova. Pfirodni polymery tvoii nedilnou soucédst hydrogelli a fibroznich scaffoldi
(Chen 2020). Syntetické materidly maji oproti piirodnim silngj$i mechanické a lepsi fyzikalni
vlastnosti, které 1ze snadnéji kontrolovat. I diky témto vlastnostem neni variabilita jednotlivych
Sarzi scaffoldl tak vysoka, jako tomu je napiiklad u pfirodnich materiali. Mezi syntetické
materidly pro vyrobu scaffoldl patfi naptiklad kyselina polymlécna (PLA), tzv. polylaktid,
kopolymer kyseliny mlééné a kyseliny polyglykolové (PLGA) nebo poly(e-kaprolakton)
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(PCL). Jedna se o linearni alifatické polyestery, které v nemodifikované formé nevykazuji
zadnou vyznamnou toxicitu pro bunky kultivované na jejich povrchu a rozkladaji
se na netoxické monomery, jako je kyselina mlécna (Richbourg et al. 2019). Pro zlepSeni
biokompatibility, uchyceni a rstu bun¢k lze povrch materialu upravit pomoci laseru. Dalsi
metodou je naneseni povlaku z ptfirodni latky, kterou je nejbéznéji kolagen, fibronektin
a vitronektin (Huang et al. 2022). V porovnani s pfirodnimi materidly jsou scaffoldy
ze syntetickych materiali mnohem levnéjsi a déle vydrzi, takze je Ize skladovat i po delsi dobu
(Alaribe et al. 2016). Spojenim dvou ¢i vice riznych polymera vnikaji kompozitni scaffoldy.
Lze kombinovat jak pfirodni s pfirodnimi, syntetické se syntetickymi, tak i pfirodni
se syntetickymi materidly. Pii vyrob¢ kompozitnich scaffoldt jsou polymery obvykle michany
v riznych koncentracnich pomérech, coz umoznuje upravit fyzikalné-chemické vlastnosti
scaffoldu dle pozadovanych parametrii, jako jsou napiiklad teplota, pH, pérovitost, hustota
zesitovani, pfijem vody a prichod zivin. Tak Ize dosdhnout optimalni kombinace
biokompatibility, mechanické pevnosti, degradace a dalSich vlastnosti scaffoldu
(Badekila et al. 2021).

Vyroba scaffoldii zahrnuje nékolik krokli a mizZe se liSit v zavislosti na materialech
a pozadovanych vlastnostech. Prvnim krokem pii vyrobé scaffoldii je vytvofeni roztoku
nebo suspenze, ktera je nasledné zpracovana pomoci riznych technik k vytvoreni pozadované
struktury. Struktura scaffoldu mize byt porézni ¢i vldknita (Obrazek 8) nebo se mize jednat
1 0 hydrogel ¢i mikronosi¢, kterym je v€novdna samostatnd podkapitola. Mezi nejb&zné&ji

vyuzivané metody pro vyrobu scaffoldu se fadi odlévani rozpoustédlem a casticové louhovani,

lyofiliza¢ni suseni, elektrostatické zvlaknovani, pénéni plynem a rychlé prototypovani.

Obrazek 8: Znazornéni ruznych druhi nesici: a) porézni scaffold, b) fibrozni scaffold, ¢) hydrogel,
d) sféricky mikronosic - upraveno dle (Vishal 2016).
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Metoda lyofilizacniho suSeni vyuzivd sublimace, kdy je odstranéna kapalina,
ktera za urcitého tlaku a teploty nepodléhd procesu tdni a pfechazi tak rovnou do pary.
Po rozpusténi polymeru ve vhodném organické rozpoustédle a vodé je roztok ochlazen pod bod
mrazu. Béhem nasledné lyofilizace jsou odstranéna rozpoustédla a latky ptitomné v pevné fazi
se oddeli, coz vede ke vzniku poréznich struktur (Obrazek 9). Tato metoda je uzitecna
pro rychlou pfipravu vysoce poréznich scaffoldi, jejichz pory dosahuji velikosti ptiblizné
100 az 300 um (Koyyada a Orsu 2021). Jejich velikost 1ze ovlivnit hodnotou pH a rychlosti
zmrazovani, kdy Sokové zmrazovani napomahé formovat mensi pory, nez pomalé a postupné
snizovani teploty (Vishal 2016). Vyhodou této metody je, Ze nevyuziva vysokych teplot,
které by jinak mohly ovlivnit aktivitu integrovanych biologickych faktord. Zaroven lze takto
ptipravit scaffoldy ze Sirokého spektra materialt od ptirodnich az po syntetické latky a jejich
kombinace. Nevyhody této metody zahrnuji vysokou spotiebu energie, vznik nehomogennich
velikosti port a pouziti cytotoxickych rozpoustédel pro rozpusténi polymerd, jejichz
nedostate¢né odstranéni v prubéhu lyofilizace muze zplsobit umrti nasazenych bunék

(Koyyada a Orsu 2021).

Zmrazeni formy
s emulgovanym
polymerem

Rozpusténi polymeru Emulgace pfidanim vody

BRRITR

Polymerni scaffold

Sublimace

Obrazek 9: Lyofiliza¢ni suSeni — upraveno dle (Koyyada a Orsu 2021).

Casticové louhovani je nejbéznéjsi a nejjednodussi technikou, kterou lze piipravit
scaffold ze syntetickych materiali. Vyhodou této techniky je, ze lze celkem jednoduse
kontrolovat velikost pfipravovanych pora a podrovitost. Principem této metody je smichani
polymeru a vody s rozpu§ténymi ¢asticemi, jako jsou napiiklad chlorid sodny nebo citrat sodny.
Smés se slije do formy a nasledné se rozpoustédlo nechd odpafit nebo vysusit lyofilizaci.
Kolem krystalki vznikaji pory, které je nutné promyt a krystalky soli nasledné odstranit,
tak aby scaffold ziskal porézni strukturu. Odstranéni té€chto castic ze stfedu scaffoldu

je pomérné narocné, takze je tato metoda vhodna pouze pro scaffoldy s tloustkou do 2 mm.
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Vyhodou této metody je pomérné jednoduché provedeni a nendrocnost na pouzity material
(Vishal 2016). Lehce modifikovanym piistupem k odstranéni ¢astic je vyluhovani Castic
pomoci taveniny, pii kterém je polymer odlévan do pevného porogenu. Plisobenim vysokého
tlaku a teploty vznikd uvnitf porozni struktura a porogen je nasledné¢ vyluhovan vodou.
Porovitost scaffoldl zavisi na koncentraci porogenu, zatimco velikost porti zavisi na praméru
porogenu (Koyyada a Orsu 2021).

Elektrostatické zvlaknovani je Setrnou a vSestrannou technikou ptipravy fibrézniho
scaffoldu, kterd vyuziva elektrostatické sily pro vyrobu velmi jemnych polymernich vléken.
K tvorbé vlaken dochazi mezi dvéma opacné nabitymi elektrodami, z nichz jedna je v kontaktu
s roztokem ¢i taveninou polymeru, které tak predava cast svého naboje (Obrazek 10). Pritazlivé
elektrostatické sily opacné elektrody ovliviuji kapku polymeru, kterd byla vytvofena
mechanickou silou pomoci stiikacky, a ta nésledné prekonava povrchové napéti roztoku
a iniciuje tak tvorbu vlaken (Vishal 2016). Vldkna se shromazd'uji na kolektoru a v pribéhu
tohoto procesu se rozpoustédlo, obsazené ve vlakne, za¢ne vlivem vzduSného prostiedi
odpafovat. Vznikd tak pevné polymerni vlakno v rozmérech od desitek nanometri
po mikrometry. Metoda elektrostatického zvlakiiovani je dvojiho typu. Dle vysledného vektoru
elektrického pole a polohy stfikackové pumpy vicéi trovni zemé se d€li na horizontalni
a vertikalni. Pfi horizontdlni metod¢ jsou stiikacka a vysledny vektor elektrického pole
rovnobézné s kolektorem, zatimco pii vertikdlni metod€ jsou stfikacka a vysledny vektor
elektrického pole ke kolektoru kolmé. Faktory ovliviiujici strukturu a velikost vzniklych vlaken
jsou koncentrace roztoku, molekulova hmotnost polymeru, viskozita, intenzita elektrického
pole, rychlost ptivodu roztoku a napéti. Proces umoziuje vytvoreni scaffoldu z nepieberného
mnozstvi druh@ polymert, je neinvazivni a nevyZaduje pouziti koagulacni chemie nebo vysoké
teploty pro tvorbu vldken. Vyhodou této metody je, Ze 1ze produkovat scaffoldy s kontrolou
nad geometrii a velikosti pori, coz je kli¢ové pro bunéénou migraci. Zarovei tak lze vyrabét

scaffoldy, které se v jednotlivych Sarzich nelisi (Koyyada a Orsu 2021).
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Polymerni roztok nebo tavenina

Jehla

Zdroj

Vznikajici polymerni vldkno vysokého napéti

YAS——

Uzemnény kolektor zachytavajici nanovlakna

Obrazek 10: Vertikalni sestava pro elektrostatické zvlakiiovani — upraveno dle
(Koyyada a Orsu 2021).

K vytvofeni polymerniho scaffoldu bez pouZiti organickych rozpoustédel lze vyuzit
peénéni plynem. JakoZto porogen se u této techniky nejbéznéji vyuziva oxid uhli¢ity (CO»),
ktery vné€ smési polymeru expanduje a utvari tak pory. Slabinou této metody je, Ze obecné vede
ke vzniku neporézniho povrchu scaffoldu a uzaviené struktufe pori, pfiCemz vzajemné
propojenych poru je pouze 10-30 % (Vishal 2016). Dal§im bézné vyuzivanym porogenem je
hydrogenuhli¢itan amonny (NH4sHCO3), ktery se ve formé krystalkt pfimichavéa do polymeru.
Vytvofti se tak polymerni pasta, ktera je prenesena do formy a ndsledn¢ ponotena do horké vody
(Obrazek 11). Reakci s vodou dochazi k vyvinu plynného amoniaku (NH3) a COa. Castice
NH4HCO; se vyluhuji, ¢imz vznikd ztuhld polymerni matrice s pdéry o velikosti
30-700 um a porozitou 85 az 93 %. Pro vyrobu scaffoldii se tato metoda obvykle vyuziva

v kombinaci s lyofilizaci tak, aby byla zajisténa vétsi propojenost port (Koyyada a Orsu 2021).
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Porogen Polymerni Odpateni rozpoustédla  pgngni polymerni pasty se solnym
gel z formy komplexem ve vafici vodé
Lyofilizace

Polymerni scaffold

Obrazek 11: Pénéni plynem — upraveno dle (Koyyada a Orsu 2021).

Metoda rychlého prototypovani neboli rapid prototyping (RP) se pouziva k piimé
vyrobé scaffoldii z digitdlnich 3D dat pomoci pocitacem podporovaného designu (CAD,
computer aided design). Umoziuje piesnou vyrobu scaffoldii s definovanou porozitou
a velikosti port v rozmezi 50-300 pm. Zakladni princip této metody spocivd v tom,
ze je celkovy scaffold vytvaren ve vrstvach. NanaSenou formou materialu miize byt prasek
nebo tekutina, kterd postupné zasycha a tvrdne. Existuji riizné techniky RP, které se 1isi dle typu
pouzitého materidlu, mechanismu tvorby vrstev, rozliSeni a presnosti. Stereolitografie je
zaloZena na vytvrzeni polotekutého polymeru, ktery je citlivy na svétlo, pomoci UV laseru.
Oproti tomu selektivni laserové sintrovani zahrnuje pouZiti paprsku laseru k vytvrzeni
praskového materialu. Diky tomu vznikaji velice pevné a tvrdé scaffoldy s velikosti port
45-200 pum. Tavené depozicni modelovani je jedinou ztechnik, kterd vyuZiva tepla
a termoplasticity nékterych polymera pro stavbu scaffoldu. Pory o velikosti 80-300 pm jsou
vytvateny pomoci pohyblivé trysky, kterou prochdzi pevny polymer a zde jeho zahtivanim
vznikd tavenina, ktera se postupné nanasi ve vrstvach a zpétné znovu ztvrdne. Posledni z hojné
vyuzivanych RP technik je 3D tisk, kdy je na povrch matrice nanesena vrstva prasku a pomoci
inkoustové trysky se na ni po kapkach nanasi pojivo. Pojivo napomaha spojovat sousedni
Castice prasku a postupné tak vznikd scaffold s velikosti port od 45 do 500 um. Vyhodou
této metody je pomérné snadné zpracovani a vysoka porovitost scaffoldu. Urcitym omezenim
této metody je vSak nedostatecnd mechanicka pevnost vyrobeného scaffoldu oproti predeSlym

technikdm a pouziti organickych rozpoustédel v pribéhu vyroby (Koyyada a Orsu 2021).
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4.2 Hydrogely

Hydrogely jsou sité propojenych polymernich fetézcii nebo komplexnich pfirodnich
¢i syntetickych proteinovych molekul, které mohou absorbovat a zadrzovat velké mnozstvi
vody nebo biologickych tekutin. Vysoky podil vody je jednou ze zakladnich charakteristik,
ktera odliSuje hydrogely od scaffoldii, a zajistuje jim jejich pruznou a mékkou strukturu. Maji
hydrofilni charakter, ale diky jejich zesitované struktuie jsou ve vod€ nerozpustné. Zaroven
jim tato vlastnost umoziiuje absorbovat stejné mnozstvi vody, kolik vézi jejich suSina
(Hanasti et al. 2023). Jsou jedine¢né diky své schopnosti napodobovat ECM a zaroven
umoznuji rozpustnym faktorim, jako jsou cytokiny a rastové faktory, prochdzet tkani
podobnym gelem (Jensen a Teng 2020). Hydrogely pouzivané v 3D bunécénych kulturach
vykazuji nékolik dulezitych mechanickych vlastnosti, které ovliviiuji chovéani bun¢k a vysledky
experimentl. Mechanickd pevnost lze pfizpasobit tak, aby odpovidala mechanickym
vlastnostem pozadovanych pro rizné typy tkani. Obecné plati, Ze ¢im vyssi je koncentrace
ur¢itého typu hydrogelu nebo stupeit zesitovéani, tim vys$i je jeho mechanickd pevnost
(Sun et al. 2021).

Obdobn¢ jako scaffoldy se 1 hydrogely d€li dle piivodu a slozeni na ptirodni, syntetické
a hybridni. Mezi pfirodni hydrogely patii materialy, jako je Zelatina, kolagen, agar6za a alginat,
které jsou netoxické, snadno dostupné a relativné levné. Ptirodni hydrogely navic vykazuji
vynikajici biokompatibilitu a biologickou odbouratelnost, coZ je vhodné pro aplikace
v tkdnovém inZenyrstvi a regenerativni medicing. Jednou z hlavnich nevyhod v porovnani se
syntetickymi hydrogely je wvariabilita jejich struktury a vlastnosti, coZ mulze vést
k nekonzistentnim vysledklim experimentt. U syntetickych materidlu jako je PNIPAAm, PEG
a PLGA jsou mechanické a chemické vlastnosti mnohem Iépe kontrolovatelné. Hybridni
hydrogely kombinuji pfirodni 1 syntetické slozky a vyuZivaji vyhod obou, ¢imz zajist'uji
rovnovahu mezi biokompatibilitou a nastavitelnymi fyzikélnimi vlastnostmi (Hanasti et al.
2023).

Matrigel je druhem komeréné vyrabéného hydrogelu na béazi bilkovin, ktery se vyrabi
z mySich sarkomovych bunék. Obsahuje mnoho zdkladnich slozek ECM, jako je kolagen,
laminin, entaktin, proteoglykan heparansulfat a dilezité ristové faktory, které jsou nezbytné
pro rist a vyvoj bunék. Pro ziskani gelové struktury z granulovaného Matrigelu hraje zasadni
roli teplota. Matrigel je materidl citlivy na teplotu, ktery pifi zvySeni teploty ze 4 °C
na fyziologickou teplotu piiblizn€ 37 °C ptechazi polymerizaci z kapalného do gelového stavu

(Mahdieh et al. 2022). Dalsim bézné vyuzivanym komerénim produktem je peptidovy hydrogel
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PuraMatrix, ktery je na rozdil od Matrigelu Cisté€ ze syntetickych slozek. Za teploty 37 °C a pH 7
se sam, diky iontové komplementarité oligopeptidi s B-listem, sestavuje a vytvaii vldknitou
matrici s velikosti vlaken podobnou ECM. K dosaZeni optimalniho riistu a diferenciace bun¢k
je ale nutné do tohoto hydrogelu doplnit vhodné bioaktivni molekuly. Tento hydrogel ma
obdobné mechanické vlastnosti jako mozkova tkan, takze se hojné¢ vyuziva naptiklad

pro kultivaci neuronti (Abbasi Aval et al. 2022).

4.3 Mikronosice

V zavislosti na potiebach kultivované bunécné linie mohou byt buiiky do bioreaktoru
nasazeny samovolné¢ nebo navdzané na nosi¢i. V piipadé, kdy jsou buiky s nosici
nekompatibilni nebo by bylo obtizné s nimi pracovat, se od kultivace na mikronosi¢ich upousti,
avsak jejich pouziti je diky velké radé benefiti Castéj$i. Mikronosi¢ je mala podplirna matrice
kulovitého tvaru, kterd umoznuje rast a kultivaci adherentnich bun¢k. Misto na rovinném
povrchu se buiiky kultivuji vné ¢i na povrchu mikrocastic, kdy na jedné mikrocastici mize byt
navazano az n¢kolik set bunek. Docili se tak kultivace velkého poctu bun¢k v mensim objemu,
coz zefektivni kultivaci, snizi sloZitost procesu a naroky na pracovni silu. Rada terapeuticky
vyznamnych bunék je zdvisld na adhezi a mikrocastice tak poskytuji jednoduchy zptisob,
jak rozsifit kultivaéni systémy pro primyslovou vyrobu bunécnych nebo proteinovych terapii
a obecné pro vyzkumné ucely (Licata et al. 2023).

Existuje celda fada typti mikronosicl, které¢ se 1iSi tvarem, materidlem a velikosti.
Vétsinou se jedna o kulovité matrice s primérem v rozmezi 100-300 um, ale pouzivaji se
napiiklad i vldkna, krychle ¢i disky. Povaha povrchu a material, ze kterého jsou vyrobeny,
jsou kli¢ovymi faktory pro adhezi bunék k matrici. Dal§imi aspekty, na které mé druh materialu
vliv jsou toxicita, permeabilita, hydrofilnost, mechanicka stabilita a optické vlastnosti. Hustota
je minimalné¢ vyssi nez hustota vody, takze mikroc¢astice ziistavaji ponofeny v suspenzi
v kultivaéni nadob€. V minulosti se pouzivaly syntetické materialy, jako je naptiklad
akrylamid, polystyren, sklo nebo diethylaminoethyl dextran hydrochlorid (DEAE-dextran).
Tyto materidly umoznovaly snadnou kontrolu mechanickych vlastnosti a reprodukovatelné
vysledky pro hodnoceni jejich u¢innosti. Vyvoj v oblasti mikronosi¢li vedl k zaclenovani
pfirodnich polymerit z divodu jejich biokompatibility a faktu, Ze tyto bunkam blizsi latky
poskytuji prostfedi podporujici spravnou diferenciaci a vérohodnéji napodobuji prostiedi
in vivo. Mezi nejCastéji pouzivané piirodni polymery se fadi sacharidy (Skrob a chitosan),
proteiny (gelatin a kolagen) a chemicky modifikované sacharidy (polyakrylovy Skrob). Povrch

¢astic byva kvili umoznéni adheze upraven a mize obsahovat kladné ¢i zaporn¢ nabité funkéni
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skupiny, peptidy nebo proteiny ECM (Kulchar et al. 2021). Dalsi dulezitou vlastnosti
mikronosicli je jejich porozita. Existuji mikronosi¢e hladké (mikroporézni) nebo porézni
(makroporézni), kdy u poréznich mikronosi¢ci mohou kultivované bunky rist i uvnitf,
anejen na jejich povrchu. Timto jsou bunky chranény pied tfecimi silami, mechanickym
poskozenim a zarovenn maji buniky pro riist mnohem vétsi povrch a kultivace tak dosahuji
vysSich bunéénych denzit. Komerénimi ptiklady mikronosict jsou CultiSpher na bazi Zelatiny,

Cytodex 3 na bazi kolagenu, Cytopore a DES3 na bazi celulozy (Chen et al. 2011).

4.4 Bioreaktory

Bioreaktory jsou kliCova zafizeni v oblasti biotechnologie a tkanového inzenyrstvi,
ktera slouzi k regulaci ristu a diferenciaci bunék v kontrolovaném dynamickém prostiedi.
Jsou nezbytné pro poskytovani standardizovanych a reprodukovatelnych bunéénych produktt
pro aplikace v regenerativni mediciné nebo pro vytvareni fyziologicky relevantnich modelil
invitro pro testovani farmakologickych latek. V zavislosti na zamysleném pouziti
a specifickych pozadavcich riiznych typti bunék existuje mnoho rozdilnych variant bioreaktort,
které se pokousi co nejvérnéji napodobit in  vivo podminky ptuvodni tkané
(Stephenson a Grayson 2018). Obecné se bioreaktory sklddaji z michaciho zatizeni, ptivodu
a odvodu média, ventilu pro pfivod vzduchu, ventilu na odbér vzorkt, teploméru a tlakoméru.

Buniky mohou byt do bioreaktori nasazeny jako volné suspenzni, ale mnohem castéji
se vyuziva mikronosi¢i nebo scaffoldl, na kterych jsou builkky navazany. Mikronosi¢im
ajejich pouziti je vénovéana samostatnd podkapitola. Pokud jsou samostatné buiiky nebo
mikronosice rozptyleny v kultivatnim médiu, kde se volné pohybuji, jedna se o submerzni
neboli suspenzni bioreaktor. Pfikladem takového typu jsou rotating wall vessel, stirred tank
a wave motion bioreaktory. Naproti tomu opakem jsou perfuzni bioreaktory, jako je naptiklad
packed bed a hollow fiber bioreaktor, ve kterych jsou builkky imobilizovany ve scaffoldech
anemohou se tedy volné pohybovat v médiu. Obecnym principem vétSiny bioreaktorii je
udrZeni bunécné suspenze nebo kultivacniho média v neptetrZitém pohybu, tak aby bylo
zajisténo rovnomérné rozprostieni Zivin a tepla. To je zajiSténo kontinudlnim michanim, rotaci
nadoby nebo pritokem média (Kuystermans a Al-Rubeai 2011).

Bioreaktor mize pracovat v né€kolika rezimech: batch, fed-batch, kontinudlnim
a perfuznim. Pokud jde o dostupnost Zivin, nejbéznéjsi strategii pro dodavani kultivacniho
média do procesu je systém fed-batch. Fed-batch je provozni rezim, kdy se do bioreaktoru
behem kultivace dodava jedna nebo vice Zivin, ale produkty zistavaji v bioreaktoru az do konce

kultivace. Pti batch rezimu se vSechny Ziviny pfidavaji pouze na zacatku produkéniho cyklu.
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Jedinym kontinudlnim pfidavkem je piivod plynu, ktery probiha difuzi pies rozhrani média.
Perfuzni rezim je zalozen na kontinudlnim prutoku média bioreaktorem, kde jsou buiky
imobilizovany v pevném nosici, a je tak udrzovana konstantni koncentrace zivin a veskeré
odpadni latky jsou odstranény. Kontinualni rezim funguje na obdobném principu jako perfuzni
s tim rozdilem, ze objem média v bioreaktoru, kde jsou bunky suspenzni, zistava konstantni.
Dochazi tedy ke kontinudlnimu pfitoku cerstvého a odtoku pouzitého média. Nevyhodou
fed-batch, perfuzniho a konstantniho rezimu oproti batch rezimu je vyssi riziko kontaminace
(Kuystermans a Al-Rubeai 2011).

Jednou z hlavnich uloh bioreaktoru je fizeni a kontrola biologickych podminek, jako je
tenze Oz a CO», pH, teplota, osmolarita, koncentrace zivin, rustovych faktorti, odvod odpadnich
produktii a rychlost pritoku média. Mikroprostiedi je ovlivilovdno dynamikou tekutin,
které brani akumulaci vylu€ovanych produktii ¢i toxinl, zéroven zde ale vznika smykové
napéti, které muze vyvolat ziddouci 1 nezddouci formy diferenciace bunck
(Rodrigues et al. 2011).

Mezi hlavni vyhody bioreaktort ndlezi moznost dlouhodob¢ kultivace bunck ve velkém
mnozstvi a poméerné jednoduchd kultivace z bunééné suspenze. Kompaktnost a Zivotaschopnost
sféroida vzniklych v submerznim systému je srovnatelna se sféroidy ziskanymi metodou visici
kapky a jsou odoln¢jsi nez sféroidy ziskané kultivaci na nepfilnavych povrsich
(Raghavan et al. 2016). V prib¢hu kultivace ale nelze ovlivnit velikost jednotlivych sféroidi,
takZe vznika jejich heterogenni smés. Pro jejich studium je tedy nezbytny piesun do jiného
kultiva¢niho prostiedi (Hoarau-Véchot et al. 2018). Dalsi nevyhodou je vysoka potizovaci cena
bioreaktorl a naroky na specialni vybaveni.

Bioreaktory mohou byt rozdéleny na jednorazové a vicetucelové, které jsou navrzeny
pro opakované pouziti a asto jsou vyrobeny z nerezové oceli nebo skla. Naopak jednorazové
bioreaktory jsou urceny pro jedno pouZiti a jsou obvykle vyrobeny z flexibilnich plastovych
materidlti. Diky ulehCeni procesu CiSténi, sterilizace, nizké pocate¢ni investici, snadné
manipulaci a nizSim provoznim ndkladim ptedstavuji jednorazoveé bioreaktory novy trend.
Pevnost plastovych materidlii u téchto systémua ale znemoznuje kultivaci velkych objemul
suspenze a zarovenl s jejich pouzitim vznikd velké mnozstvi biologicky nerozlozitelného
plastového odpadu. Jedna se jak o statické i dynamickeé systémy, kterymi je naptiklad bioreaktor
s vlnovym pohybem, bioreaktor s rotujici st€énou nebo ,hollow fibre® bioreaktor.
Mezi viceucelové bioreaktory se ftadi napiiklad ty s mechanickym michdnim. Objem

opakované pouzitelnych bioreaktori je obvykle vétsi neZ u jednordzovych a pro vyrobu
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biologickych latek ze savéich bunék v komerénim méfitku mize dosahovat az 25 m?
(Sharma et al. 2022).

Bioreaktory s mechanickym michanim, tzv. "stirred tanks", ptedstavuji jeden
z nejpouzivangjsich typt pro kultivaci bunék. Pivodné se vyuzivaly piedev§im pro kultivaci
bakterii, dnes se hojn¢ vyuzivaji pro produkci biofarmaceutik, jako jsou protilatky, hormony
a vakciny. Jedna se o valcovou nddobu s michadlem pohdnénym motorem na centralni hiideli.
Michadlo zajist'uje homogenizaci roztoku, udrzuje bunky v suspenzi a distribuuje kyslik, Ziviny
a teplo v celém objemu kultivaéniho média. V zavislosti na typu bun¢k a nachylnosti k jejich
poskozeni lze pouzit rizné typy michadel. Napiiklad Rushtonovy turbiny jsou vhodné
pro odolngjsi typy bunék, jako jsou bakterie, zatimco zivocisné buiky, které jsou citlivéjsi
na pusobeni tfeni, vyZaduji jemné&j$i mechanismy michani. Ptikladem takovych michadel jsou
moftska nebo lopatkova obézna kola (marine or pitched blade) (Sharma et al. 2022). Kli¢ovym
faktorem je také rychlost michani v pribéhu kultivace, protoze pfili§ vysoka rychlost miize
zpusobit poskozeni bun€k a nizkd rychlost nezamezi sedimentaci a adhezi bunék ke dnu nddoby
(Ryu et al. 2019). Tento typ bioreaktoru se vyskytuje v Siroké Skale velikosti, od malych
laboratornich modelii s objemem v fadu litrt az po velké komercni bioreaktory s maximalni
kapacitou 2000 litrti. Mensi bioreaktory do 100 litrti se obvykle pouzivaji pro vyzkum a vyvoj
a byvaji vyrobeny z plastu pro jednorazové pouziti. Naproti tomu velkoobjemové bioreaktory,
urcené pro komer¢ni produkcei biofarmaceutik, se vyrabéji z nerezové oceli a jsou konstruovany
pro opakované pouziti (Bellani et al. 2020).

Ttepaci baiiky neboli "spinner flasks" jsou zaloZeny na obdobném principu jako "stirred
tanks" a tfadi se mezi bioreaktory s mechanickym michanim, které je zajiSt€éno pomoci
magnetického michadla nebo hfideli. Na rozdil od pfedchoziho typu bioreaktoru jsou bunky
uchyceny ve scaffoldech, které jsou pomoci jehel pfipevnény k vrchni strané nadoby
a ponotfeny do kultivaéniho média (Obrazek 12). Tento typ bioreaktoru se vyuZziva pievazné

v tkdnovém inZenyrstvi pro tvorbu kostni tkdné (Ghosh a Srivastava 2022).
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Bocni rameno s filtraénim uzavérem

—— Scaffold

— Kultiva¢nl médium

Magnetické michadlo

Obrazek 12: Schéma tirepaci baniky — upraveno dle (Ghosh a Srivastava 2022).

Bioreaktor s vlnovym pohybem, tzv. ,wave motion* nebo také ,rocking bed
bioreactor, vyuziva ke kultivaci obdélnikovy vak, ktery je ¢astecné naplnén ristovym médiem
se suspenzi bunék s mikronosic¢i a plynnou smési. Platforma se s pfipevnénym vakem kyvave
pohybuje v optimalizované rychlosti a tthlu, ¢imz ve vaku generuje viny. Tyto viny zajist'uji
dostate¢né promichani a okysli¢eni kultiva¢niho média. Diky Setrnému michani a nizkému
smykovému napéti je bioreaktor s vlnovym pohybem ideélni pro kultivaci citlivych bunégk,
které by jinak mohly byt poskozeny mechanickym michanim v jinych typech bioreaktort
(Sharma et al. 2022).

DalSim bézné vyuzivanym druhem bioreaktoru je bioreaktor s rotujici sténou,
tzv. ,,rotating wall vessel* (RWV), ktery byl vyvinut spole¢nosti Synthecon pro Narodni Grad
pro letectvi a vesmir (NASA) pro ochranu experimentalnich bunécnych kultur pted silami
v pribehu vzletu a piistani kosmického raketoplanu. Sklada se z horizontalni rotujici nadoby
zcela naplnéné kultivaénim médiem a centralni hiidele pokryté mikroporéznimi silikonovymi
trubickami pro difizni vyménu rozpusténych plynt. Tento bioreaktor nevyuziva michadlo,
ale pohyb média je zajistén pouze rotaci nadoby kolem jedné osy. Rotuje specifickou rychlosti,
ktera udrzuje rovnovahu mezi gravitatni a hydrodynamickou silou ptlisobici na bunky,
¢imz vznikd simulované mikrogravitani prostiedi. Builkky navdzané na mikronosi¢ich se
nachazi v neutrdlnim vztlaku a voln¢ se vznaseji v prostoru média (Gardner a Herbst-Kralovetz
2016). Z pocatku se nadoba otaci nizkou rychlosti, ale s postupné rostoucimi bunéénymi
agregaty je nutné rychlost otdCeni zvySovat (Gupta et al. 2016). Jednou z modifikaci RWV

bioreaktoru je dvouosy rotacni bioreaktor, ktery rotuje ve dvou na sebe kolmych osach
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a vyuziva kulovitou kultivacni nadobu. Buiiky se nepohybuji volng, ale jsou piipevnéné
ve scaffoldech na koncich jehel, které jsou upevnény ve sténé nadoby (Varley et al. 2017).

., Packed bed“ a ,,hollow fiber“ jsou dva typy bioreaktorti, které fadime mezi perfuzni
systémy, urCené¢ pro kontinudlni kultivaci bunécénych kultur. Jejich spole¢nym znakem
je neptetrzity prutok kultivaéniho média skrz nadobu, ve které jsou ulozeny buiky. Timto
zpisobem jsou pribézné dodavany ziviny a odstranovany odpadni latky, takze je vytvareno
prostiedi s optimadlnimi podminkami pro rist vysoké koncentrace bunék. Zptisob, jakym jsou
bunky v kultiva¢ni nddobé ukotveny, je ale rozdilny (Tregidgo et al. 2023). U ,, packed bed
bioreaktort jsou buiiky imobilizovany na povrchu pevnych ¢astic nebo nosicu, které tvoii lizko
uvnitf nddoby bioreaktoru. Médium, které proudi bioreaktorem, prochéazi pfimo skrz toto lizko
a kultivované bunky (Obréazek 13). ,, Hollow fiber‘ bioreaktory neboli bioreaktory s dutymi
vlakny, maji v porovnani s ostatnimi bioreaktory jeden z nejkomplexnéjSich designili. Jsou
sestaveny z velkého mnozstvi dutych mikroporéznich vlaken, ktera jsou uspotadana paralelné
uvnitf nddoby bioreaktoru. Skrze tyto vldkna proudi médium, které pfivadi ziviny a kyslik

buitkdm ptichycenym na vnéjsi strané (Ehrlich et al. 2019).

packed bed . hollow fiber

e
LU

ARSI

Obrazek 13: Proudéni média u perfuznich bioreaktora — upraveno dle (Ehrlich et al. 2019).

4.5 Biotisk

3D tisk je vyrobni proces, ktery vytvaii trojrozmémné objekty vrstvenim materialt
na zaklad¢ digitalnich modeld. Umoznuje pfesnou vyrobu slozitych struktur, takze je uzitecny
v ruznych oborech. Napftiklad 1ze pomoci 3D tisku vytvaiet scaffoldy a rizné podpirné matrice
pro buiiky. Biotisk je specializovana forma 3D tisku, kterd jiz pracuje s bioinkoustem
s bunécénou néplni za Gcelem vyroby zivych struktur in vitro (Merotto et al. 2023). Podle
principu fungovani l1ze technologii 3D biotisku rozdé€lit do tfi podtypli na inkoustovy tisk,
laserovy tisk a tisk na bazi pneumatické mikroextruze (Obrazek 14) (Park et al. 2021).

Proces inkoustového biotisku zacina ptipravou bioinkoustu, ktery se obvykle sklada
z bunék suspendovanych v hydrogelu, a jeho vlozenim do tiskové hlavy. Tiskova hlava pomoci

tepelnych ¢i piezoelektrickych mechanismi kontrolované vystfikuje drobné kapicky
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bioinkoustu na podklad. Pii tepelném inkoustovém biotisku se vyuziva teplo k vytvoireni
bubliny, kterd vytlaci bioinkoust z trysky. Pfi piezoelektrickém inkoustovém biotisku zpisobi
elektricky ndboj zménu tvaru piezoelektrick¢ho krystalu, ¢imz vznikne tlak, ktery vytlaci
bioinkoust (Merotto et al. 2023). Jednou z hlavnich vyhod inkoustového biotisku je jeho vysoké
rozliSeni a piesnost, které umoznuji vytvaret slozité tkanové struktury. Tato ptesnost je klicova
pro replikaci slozitého mikroprostredi, které se nachazi v pfirozenych tkanich (Park et al. 2021).
Zaroven je mozné naplné s bioinkoustem v tiskové hlavé stiidat, a tak vytvaret heterogenni
tkdné€ z riznych typt bun¢k a materiala (Merotto et al. 2023). Ve srovnani s jinymi technikami
vice dostupnym pro ruzné¢ vyzkumné a klinické aplikace. Bezkontaktni povaha procesu
také snizuje riziko kontaminace, coz je nezbytné pro zachovéni zivotaschopnosti a funkénosti
tisténych bunék. Nevyhodou inkoustového biotisku je ucpavani trysek, které naruSuje proces
tisku a negativné ovlivituje vysledny produkt. Pouzité bioinkousty nesmi byt vysoce viskdzni,
coz omezuje Skalu pouzitelnych biomateriala (Park et al. 2021).

Systém pro laserovy biotisk se sklada ze tii dilezitych prvki. JakoZto zdroj energie
k uloZeni biomaterialu na substradt se vyuziva laser, ktery ma dle typu substratu piesné
nastavené parametry vinové délky a energie pulzu. Dalsi dilezitou ¢asti je paska, ktera je pfimo
v kontaktu s bioinkoustem a absorbuje energii laseru. Cést pasky se po absorpci zafeni odpaii
a vytvofi vysokotlakou bublinu na rozhrani s vrstvou biomaterialu. Mala kapka tohoto materialu
je nasledné vytlacena a nanesena na substrat. Substrat je tfeti podstatnou slozkou, ktera slouzi
jako podkladova vrstva pro tvorbu 3D struktury. Mezi materidly, které se bézn¢ pouzivaji patii
sklenéna sklicka, polymerni folie a hydrogely (Park et al. 2021). V porovnani s inkoustovymi
tiskdrnami u laserového biotisku nedochdzi ke kontaktu mezi bioinkoustem a davkovacem.
Buiiky nejsou vystaveny mechanickému stresu a riziko kontaminace je niz8i, coZ zlepSuje
Zivotaschopnost bun¢k a celkovou kvalitu tisténych tkdni. Omezenim u této metody je ale druh
pouzitého hydrogelu v bioinkoustu, ten musi splitovat specifické optické vlastnosti, které zajisti
ucinnou absorpci laseru (Merotto et al. 2023).

Biotisk na principu pneumatické extruze spociva v pouZziti stlaceného vzduchu k pohonu
bioinkoustu tryskou, coZ umoZiluje fizené nanaSeni materialdi s buiikami. Bioinkoust je u tohoto
systému nanaSen kontinudln¢, a ne ve formé& kapek, jako tomu bylo u predeslych systémt.
Stlaceny vzduch je ptivadén do kazety naplnéné bioinkoustem, ¢imz vytvafi tlak a protlacuje
bioinkoust tryskou ven. Velikost aplikovaného tlaku lze ptesné fidit, coz umoziuje regulovat
rychlost pratoku bioinkoustu. Jednou z vyznamnych vyhod pneumatické extruze

je vSestrannost. Miize zpracovavat Sirokou Skalu bioinkoustli, od nizkoviskéznich roztokt
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az po pasty s vysokou viskozitou, které¢ obsahuji vysoké koncentrace bunck. S pneumatickym
vytlaovanim jsou vSak spojeny i problémy. V pribéhu vytlacovani na buiiky plsobi rizné
mechanické stresory, které mohou negativné ovlivnit jejich zivotaschopnost a funkci

(Park et al. 2021).

Hydrogel s bunkami
/ Laser Pi
ist
/
Paska s biomaterialem
Ovladac : :‘
Odparena bublina

__ Kapka bioinkoustu -

Substrat l _\

Obrazek 14: Schéma systémi pro 3D biotisk — upraveno dle (Park et al. 2021).

4.6 Organy na Cipu

Termin ,,organ na ¢ipu* oznacuje biotechnologii, kterd v soucasné dob¢é predstavuje
jeden z nejslibnéjSich a nejzajimavéjsich vyvojovych trendl v souvislosti s moZnosti propojeni
biologie a inzenyrstvi (Cacciamali et al. 2022). Jednd se o mikrofluidni zafizeni urcené
pro kultivaci buné€k, které napodobuje funkci, mechaniku a fyziologickou reakci konkrétnich
organli a orgénovych systémil. Tato zafizeni mohou byt vyrobend z elastomert, skla
nebo plasti. Celkové je pro UspéSné vytvoreni funkénich a realistickych organt na Cipu
nezbytna kombinace vhodnych typii bun€k, biomateridli a mikroinZenyrskych technologii
(Yokoti et al. 2023).

Organy na cCipech vyuzivaji rizné buiiky k replikaci funkci lidskych tkani a organd.
Mohou jimi byt primérni buniky, které jsou ptimo izolovany z lidskych tkéni, nebo kmenové
bunky, které maji schopnost diferenciace v riizné typy buné¢k. Kromé toho se Casto pouZzivaji
indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC) diky své schopnosti diferencovat
se v jakykoli bunécny typ, coz poskytuje univerzalni nastroj pro vytvaieni raznych tkanovych
modeld. Vybér bunck zavisi na konkrétnim modelovaném orgénu ¢i tkdni a na zamySleném

pouziti (Leung et al. 2022). Na Cipech lze kultivovat jak sféroidy, tak i organoidy, které mohou
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byt predem vytvotené v jiném kultivacnim systému nebo se tvoii sami spontanné az po nasazeni
jednotlivych bunék na ¢ip (Fang et al. 2023).

Dalsim zasadnim aspektem pfi tvorbé organu na cipu je vybér biomaterialt.
Biomateridly utvaii prostfedi podobné ECM, které je esencialni pro spravnou interakci bunék
a pro vytvofeni fyziologicky relevantnich podminek pti kultivaci. K replikaci prostiedi in vivo
se pouzivaji pfirodni i syntetické biomaterialy, které zajistuji, Ze se bunky chovaji podobné
jako v lidském téle (Cho et al. 2023).

Pti vyvoji a fungovani organu na Cipu hraji zasadni roli také mikrofluidni technologie.
Tyto umoziluji presné fizeni toku malych objemt tekutin prostiednictvim kanalkli o rozmérech
obvykle v fadu mikrometrli, coz je nezbytné pro napodobeni dynamického prostiredi lidskych
tkani (Cho et al. 2023). K vytvafeni mikrofluidnich kanalkii se Casto pouZzivaji techniky
fotolitografie, mékkeé litografie nebo 3D tisku. Kromé toho byly vyvinuty riizné peristaltické,
stiikackové ¢i piezoelektrické mikropumpy, elektromagneticka ¢erpadla a gravitacni pritokové
systémy, které v téchto zafizenich usnadiniuji a umoznuji perfuzi média (Yokoi et al. 2023).
V technologii organu na ¢ipu mé zésadni vyznam pro presnou replikaci fyziologickych
podminek lidskych tkani i dynamické mikroprostiedi. Tento pojem oznacuje neustale se ménici
podminky v biologickém systému, které ovlivituji chovani a funkci bunék. Tyto systémy
umoziuji piesnou kontrolu riznych biochemickych parametrt, jako je pH, hladina kysliku
a distribuce Zivin, které jsou nezbytné pro zachovani funkce tkani. Mikrofluidni zatizeni mohou
simulovat 1 rizné fyzikalni podnéty, jako je smykové napéti, elektrické stimuly a opakujici
se mechanické deformace. Naptiklad modely plic na ¢ipu napodobuji dychaci pohyby a modely
srdce na Cipu replikuji stahy srde¢ni svaloviny. Do systému orgénu na ¢ipu mohou byt navic
integrovany biosenzory pro sledovani biologickych reakci v redlném case, coZ zvySuje
jejich vyuzitelnost pro screening 1é¢iv a modelovani nemoci. Schopnost fizené¢ manipulovat
s dynamickymi podminkami v systému €ini z organti na ¢ipu mocny nastroj pro biomedicinsky
vyzkum (Fang et al. 2023).

Zpusobt, jak sestavit orgdn na Cipu je mnoho, ale obecné existuji dvé hlavni varianty
mikroarchitektury. Ta jednodussi spociva v tom, Ze je vytvofena struktura miniaturnich cévnich
siti, kterd je sloZzena z né€kolika paralelnich kanald propojenych mikrosloupky (Obréazek 15).
Tento model slouZi pro studium interakci mezi bunikami ve tkani a s médiem. Tyto platformy
jsou navrzeny tak, aby napodobovaly specifické tkanové struktury, jako jsou naptiklad
anizotropni vrstvy srde¢niho svalu nebo Sestitthelnikovy tvar jaternich lalacki, a umoznovaly
tak studium funkci specifickych pro danou tkan. Druha mikroarchitektura zahrnuje bariéru,

ktera je nezbytna pro napodobeni fyziologickych bariér vyskytujicich se v lidskych organech,
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jako je napfiklad hematoencefalickd bariéra nebo stfevni bariéra. Tato zafizeni se obvykle
skladaji ze dvou vrstev mikrofluidnich kanalkt, které¢ jsou oddéleny porézni membranou.
Skrze tuto membranu prochézi médium a umoziuje nam tak zkoumani mechanismt transportu

materidlu ptes bariéru (Cho et al. 2023).

Mikrosloupky

A — Centralni kanal
Paralelni kanalky

\. J/

Obrazek 15: Mikroarchitektura organu na ¢ipu — upraveno dle (Cho et al. 2023).

Systémy s jednim organem na ¢ipu dosahuji vysokého stupné biologické autenticity,
a umoziiuji vyhodnotit reakci konkrétniho organu na chemicky, biologicky ¢i fyzikalni podmét.
Existuji ale 1 multiorgdnové systémy, které poskytuji prostfedi pro zkoumani potencidlni
interakce jednoho organu s alesponn jednim dal$im. Tato interakce je zprostfedkovana
predevsim prostfednictvim vymény metabolith nebo rozpustnych signalnich molekul.
Jak monoorganové, tak multiorganové systémy se Casto oznacuji jako mikrofyziologické
systémy, protoze jsou urceny k modelovani vlastnosti biologie ¢lovéka nebo zvifete v rameci
kultury v mikrométitku. Multiorganové systémy, které modeluji fyziologickou systémovou
odezvu v téle, se bézn€ oznacuji jako ,body on a chip”“. Volba monoorganového
nebo multiorganového systému zavisi na pozadovanych funkcich potiebnych k tomu, aby byl
systém dobrym modelem fyziologickych procest. Stupeii sloZitosti by mél byt udrZzovan
na minimu potfebném k reprezentaci biologické aplikace bez zavadéni zbytecnych faktord,
které¢ by ztézovaly pouzivani a analyzu systému. Multiorganové systémy obvykle vyzaduji
podrobnéj§imi modely organu, zatimco multiorgdnové systémy pouzivaji méné podrobné
modely orgdni a zamé&fuji se vice na systémové interakce mezi organy (Leung et al. 2022).

Pokracujici vyvoj v oblasti tkanového inzenyrstvi, biomateridld, mikrofluidnich
technologii a vyzkumu kmenovych bun¢k déle posouvd moznosti a aplikace organti na Cipu,
coz v budoucnosti otevie cestu k prilomovym objeviim v personalizované mediciné a vyvoji

1é¢ebnych postupt. Jednim z cili mikrofluidni technologie je vytvotfeni "Clovéka na Cipu"
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(Wu et al. 2023).
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace je seznamit Ctenare s riznymi metodami 3D kultivace
a jejich zakladnim principem. V oblasti 3D kultivace bun¢k se neustale objevuji nové trendy
a pokroky, které¢ vyznamné posouvajici hranice biomedicinského vyzkumu a klinické praxe.

Jednim z nejprogresivnéjSich trendit ve 3D kultivacich je biotisk. Tato technologie
umoziiuje vytvaieni slozitych tkanovych struktur vrstvu po vrstvé pomoci bioinkoustu
slozené¢ho z polymernich materialti a bunc¢k. Biotisk umoziluje tvorbu raznych typt tkani,
vcetné klize, cév, chrupavky, a dokonce i celych organt. Vyhody biotisku zahrnuji moznost
vytvareni personalizovanych tkani pro jednotlivé pacienty, coz piedstavuje velky pfislib
pro regenerativni medicinu a transplantace organa.

Dal$im vyznamnym trendem jsou organoidy a organy na Cipu. Organoidy jsou
miniaturni, trojrozmérné modely organti, které se vytvareji z kmenovych bunck a napodobuji
funkce 1 architekturu skutecnych orgénii. Organy na Cipu, nebo také mikrofluidni Cipy,
jsou zatizeni, kterd napodobuji fyziologické prostiedi organti a tkani na mikroskopické urovni.
Tyto inovativni modely umoziuji detailni studium mezibunécnych interakci, testovani 1é¢iv
a screening chemickych latek. Buiiky kultivované v monovrstvach se bézné pouzivaji
jako vychozi modelové systémy pro hodnoceni G¢innosti a bezpe€nosti latek s terapeutickym
potencidlem. Zatimco tento po€atecni screening piedchéazi preklinickym studiim na zvitatech
pred pfechodem ke klinickym zkouSkam na lidech, kultivované buiky casto rozhoduji
o pocatecnich, avSak zasadnich rozhodnutich, zda pokracovat ve vyvoji 1éciva. 3D kultury
poskytuji oproti monovrstvam buné¢k presnéjsi a relevantnéjsi platformy pro testovani, coZ vede
ke snizeni po¢tu neuspésnych klinickych studii a lepsi predikci ucinkd 1éCiv. Timto 3D
kultivace také vyrazné piispiva k realizaci konceptu 3R (,,replacement”, , reduction®,
,,Replacement *“ je nahrazeni zvifecich modeli sofistikovanymi in vitro systémy. 3D bunécné
kultury umoznuji vytvaret realistické modely lidskych tkani a organti, které 1épe napodobuyji
fyziologické podminky nez tradi¢ni 2D kultury. Zaroven tyto modely umoznuji detailn€jsi
studium bunéénych interakci, coz vede k redukci (,,reduction) poctu zvitat potiebnych
v preklinickych studiich. ,, Refinement” se zaméfuje na zlepSeni podminek pro zvifata
pouzivand v experimentdlnim vyzkumu. 3D kultury umoziuji provadét experimenty,
které by jinak vyZadovaly invazivni zdkroky na zvifatech, v mén¢ invazivnim prosttedi in vitro.
To vede k celkovému zlepSeni etickych podminek védeckého vyzkumu. Pro Siroké piijeti

technologii 3D bunéénych kultur naptiklad v procesu objevovani 1éCiv je stale jeSt€ mnoho
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vyzev. Slozitda morfologie a riiznorodost velikosti 3D modelt, jako jsou organoidy, vede
k problémim pfi systematickém hodnoceni a standardizaci protokolli pro testovani.
Zobrazovaci metody a analyza nejsou prozatim v porovnani se zavedenymi 2D metodami
tak rozvinuty. I presto maji 3D bunécné kultury v oblasti objevovani a vyvoje 1éCiv veliky
potencial, jehoz budoucnost zavisi na spolupraci riznych védnich obort, jako je biologie,

medicina, fyzika a bioinformatika.
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