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Moderni biomaterialy pro regeneraci pojivovych tkani

Abstrakt

Pojivové tkané se typicky vyznacuji velkym objemem mezibunécné hmoty. Jejich hlavni
funkci je poskytovat mechanickou oporu a ochranu ostatnim télnim organtim. Tato préace je
zaméfena na regeneraci tkané kosti a chrupavky, potazmo osteochondralni defektu. V ramci
provedenych experimentl byla sledovéna viabilita a diferenciace lidskych kmenovych bunék.
V in vitro podminkach byl testovan PCL nosi¢ s piimési rustovych faktort, kolagenova péna
s biokeramikami, xenogenni kostni S$tép s biomimetickymi peptidy atitanovy nosic¢
s nanostrukturovanym povrchem. Vybrany bezbunécny nosi¢ byl nasledné implantovan do
osteochondrélniho defektu kraliciho modelu, kde byla sledovdna mira regenerace poskozenych
tkani. /n vivo byl hodnocen kolagenovy nosi¢ s pfimé&si PCL nanovléken a biokeramik obohaceny
o rustové faktory IGF-1, bFGF, TGFB1 a BMP-2. Prave ptidavek rastovych faktora se in vivo jevil
jako ne pfili§ vhodny ptedevs§im z divodu indukce patologické zanétlivé odpovédi. a to navzdory
tomu, Ze v in vitro podminkéch vykazoval spiSe pozitivni efekt. Rovnéz biomimetické peptidové
sekvence stimulovaly osteogenni diferenciaci lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék.
V ptipadé riznych typti biokeramik kombinovanych s kolagenem i bunky reagovaly spiSe na
konkrétni kalcium fosfat, respektive hydroxyapatit, nez na povrchové charakteristiky nosice.
Oproti tomu povrchovd modifikace titanovych nosi¢ii anodickou oxidaci ukdzala, ze viabilita

a osteogeneze bunck byla stimulovana nanotrubi¢kami o vnitinim priiméru kolem 36 nm.



Smart biomaterials for connective tissues regeneration

Abstract

Connective tissues are characterized by significant volume of extracellular matrix. Their
main role is to provide a mechanical support and protection to other body organs. This thesis is
focused on regeneration of bone, cartilage and osteochondral defect. In the experimental part we
observed viability and differentiation of human mesenchymal stem cells. /n vitro we evaluated the
potential of PCL scaffold with addition of growth factors, bone xenograft with biomimetic
peptides, collagen I composite with bioceramics and a titanium alloy with nanostructured surface.
During following in vivo experiment we implanted a cell-free scaffold made of PCL,
calciumphosphate and IGF-1, bFGF, TGFB1 and BMP-2 to osteochondral deffect. Unfortunately,
addition of growth factors resulted in pathological inflammatory process despite clear beneficial
effect in vitro. Likewise, the biomimetic peptide sequences promoted osteogenic differentiation of
human mesenchymal stem cells. Addition of certain bioceramics influenced the scaffold
morphology in the manner of pore size. However, we did not observe any effect of the surface
characteristics on cell behavior. The cells were influenced rather by certain material. On the other
hand, surface modification of titanium scaffold by anodic oxidation revealed that the most suitable

for both viability and differentiation were nanotubes with diameter around 36 nm.



1. Uvod do problematiky

Tkanové inzenyrstvi je nékolik desitek let stary obor, v némz se propojuji znalosti
z ptirodnich véd a technickych odvétvi. Hleda alternativni pfistupy pro ptipady, kdy selhava
konvenc¢ni terapie a nestaci vlastni regeneracni kapacita organismu. Hlavnim cilem oboru je
vyvinout plnohodnotné tkanové nahrady nebo nalézt konstrukt, jehoz aplikaci by bylo mozné
urychlit hojeni poskozenych tkani. K tomu je tfeba do detailu znat morfologii cilové tkané, jeji
biomechanické vlastnosti a bunécné slozeni, relevantni biologicky aktivni molekuly a rovnéz
molekularné-biologické pozadi procest probihajicich v ramci formace nové tkan€. Tato data jsou
nasledné¢ vyuzita k vybéru vhodné strategie. Zakladnimi nastroji, které kombinujeme jsou bunky,
nosic a bioaktivni molekuly, pficemz v ramci tkanového inzenyrstvi jsou rozliSovany dva zékladni
sméry. Jednak to je bunééna terapie zalozena na odbéru/aplikaci bunék nebo vyrazné komplexnéjsi
bezbunécny ptistup, ktery zahrnuje mnoho faktort pisobicich v synergii. V zavislosti na aplikaci
mohou byt pouzity diferencované builkky nebo naopak naivni buiiky kmenové. Co se tyka
chondralnich defektt, je pomérné béznym postupem izolace chondrocyti, jejich expanze v in vitro
podminkach a implantace do mista poskozeni. Vyhodou aplikace autolognich bunék je, Ze jsou
organismem bez komplikaci pfijimany a nevyvolavaji nezadouci reakci imunitniho systému. Na
druhou stranu vznikd v misté odbéru nova léze a jejich pocet je velmi omezen. Navic kondice
bun¢k zavisi na veku, zivotnim stylu a ptipadné medikaci pacienta. Autologni transplantat tedy
neni vzdy tim nejlepSim feSenim. Aplikaci alogennich bunék je obvykle tfeba doplnit podanim
preparati modulujicich imunitni odpoveéd’, aby nedoslo k odmitnuti a odhojeni implantatu. To
stejné plati pro ptirodni i syntetické materidly, které nemusi byt organismem plné tolerovany
a mohou tak vyvolavat zanétlivé reakce. Je tedy ziejmé, ze vzhledem k rtiznorodosti pacientt,
jejich diagnéze a mnozstvi moznych piistupii je velmi obtizné urCit univerzalni terapeuticky
postup, byt by se jednalo jen o jeden druh defektu. Na druhou stranu pravé multidisciplindrni
pfistup v tkanovém inZenyrstvi umoZziuje vyvinout lécbu kazdému z pacientii na miru.

Nejdelsi historii m& vyzkum kozZnich krytd andhradl vyuzitelnych v popaleninové
medicin€. Postupné se vSak zabér rozsifil na pojivové tkané€, krevni cévy, nervovou soustavu
a n¢které télni organy2,3,4,5. V soucasnosti ma vSak tkaiiové inZenyrstvi jen malou roli v péci
o pacienta. Stale jde predev§im o experimentalni piistup, ktery je velmi ndkladny, pomérné
komplikovany, a tedy s nejistym vysledkem a nizkou reproducibilitou vystupii. Kromé ptimych
medicinskych aplikaci maji poznatky potencialni vyuziti v ptipravé modeli tkani nahrazujicich
zviteci modely pro Ucely testovani 1éCiv a dalSich toxickych latek, coz miize cely proces

zefektivnit a zrychlit. Dilezitost vyzkumt v oblasti tkanového inzenyrstvi je tedy bez diskuze.



Tato prace je zaméfena na vyzkum v oblasti pojivovych tkani, pfedevsim téch patticich do

pohybového aparatu — kosti a chrupavky.

2. Hypotézy a cile diserta¢ni prace

e design ainvitro testovani osteogenniho potencialu nosi¢e s vyuzitim
mezenchymalnich kmenovych bunék

e design ainvitro testovani chondrogenniho potencidlu nosice s vyuzitim
mezenchymalnich kmenovych bunék

e design a in vitro, ex ovo a in vivo testovani vaskulogenniho potencialu nosice

e vytvofeni kompozitniho nosice a jeho implantace in vivo do zvifeciho modelu

3. Material a metodika

3.1. Priprava nosicu

Hybridni xenogenni (hovézi) kostni $t€p SmartBone R byl vyroben firmou L.B.I. SA
(Mezzovico-Vira, Svycarsko). Béhem piipravy nosi¢ii byly do povrchovych polymerti vmiseny
dva druhy biomimetickych peptidi P2 aP6, jejichz sekvence je nasledujici
P2: PLVPSQPLVPSQPLVPSQPQPPLPP a P6: PHQPMQPQPPVHPMQPLPPQPPLPP.

Sloucenina titanu Ti-36Nb-6Ta ve tvaru diskll byla nejprve za mokra brousena a vylesténa.
Proces sestaval z poklesu napé&ti na zvoleny koncovy potencial (10V, 20V, 30V). Pokles potencialu
na konci procesu anodizace vedl k tvorbé kompaktni 100 nm vrstvy oxidu na povrchu kovu.

Kolagen typu I (Collado, Ceska republika) byl opakované lyofilizovan. Byl kombinovan
s hydroxyapatitem (HAP, Reicke), kalcinovanym anekalcinovanym hydroxyapatitem
(Riedel-de-Haen, = Némecko), a-trikalciumfosfitem  (Premier  Biomaterials, Irsko),
B-trikalciumfosfatem (Fluka, Svycarsko) a kalciumfosfitem (Merck, Ceska republika). Obé
slozky (kolagen a kalciumfosfat) byly smichdny v poméru hmotnosti 1:1.

Roztok polymeru PCL byl pfipraven smichanim chloroformu, ethanolu a PCL 45.000.
Roztok synperonicu byl pfipraven smichanim synperonicu se 75% ethanolem. Déle byly k roztoku
PCL piidany nasledujici slozky: hyaluronan, respektive PBS, synperonic, respektive 75% ethanol,
rustovy faktor, respektive PBS. TGF-B1 byl fedén v 10 mM kyselin¢ citronové (5 png/0,2 ml),
bFGF byl fedén v . 5mM TRIS (150 pg/0,2 ml) aIGF-1 byl fedén v deionizované vodé
(500 pg/0,2 ml). Nosiée pro in vivo experiment mély dvé &asti — kostni a chrupavkovou. Cast
s kolagenem I a B-TCP byla ptipravena dle protokolu z ptedchozi studie, PCL s rastovymi faktory

byl pfipraven shodné¢ s invitro casti této studie. Do kosti byl vloZzen nosi¢



z kolagenu I/B-TCP/PCL/BMP-2, do chrupavky kolagen I/hyaluronan sodny/bFGF, IGF-1
a TGFp1.

Kolagen typu I byl opakované lyofilizovan. Chitosan byl pouzit ve formé od vyrobce bez
dalsi purifikace. Coll/Chit nosice byly pfipraveny susenim mrazem z 0,5% wt kolagenové vodné
suspenze. Odpovidajici objem FGF2-STAB ® byl pfidan k nosi¢im tak, aby bylo dosazeno
nasledujicich koncentraci: 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10; 50, 100 pg/ml.

3.2. Urceni morfologie nosica

Morfologie nosicli byla uréena skenovaci elektronovou mikroskopii (Tescan MIRA3,
Ceska republika). Nosi¢e byly pred méfeni potaZeny 10 nm vrstvickou zlata. Velikost a distribuce

port byla ur¢ena ze snimkd pomoci programu Imagel.

3.3. Urceni kmenovosti lidskych MSC

Kmenovost MSC z kostni dfen¢ byla ovéfena analyzou bun¢k na FACS. Analyzovana byla
pozitivni exprese povrchovych markerat CD105, CD73, CD90 a negativni exprese CD45, CD34,
CD14, CD19 a HLA-DR. Vysledky byly zpracovany v programu BD FACSDiva 8.

3.4. Kultivace bunék

Lidské mezenchymalni kmenové buniky z kostni dfen¢ byly zakoupeny (ScienCell CA).
Béhem expanze jim bylo dodavano ristové medium Alpha MEM (22571020, Gibco), 10% FBS
(A4766801, Gibco), 1% antibiotika (15140-122, Life Technologies). Builkky byly nasazeny
maximalné¢ v paté pasazi. Doplnéno bylo osteogenni medium (kyselina L-askorbova,
B-glycerolfosfat, dexamethason).

Prase¢i mezenchymalni kmenové buiiky byly izolovany z kostni dfené miniprasete. Behem
expanze byly kultivovany v Minimum Essential Medium (Gibco, 15188319), L-glutaminu (Gibco,
25030081) a 1% antibiotiku (15140-122, Life Technologies). Nasazeny byly ve tfeti pasazi.

Linie mySich fibroblastli 3T3-A31 (Sigma-Aldrich) byla rozpé&stovana v DMEM (D6429,
Sigma-Aldrich) s 10 % FBS (Sigma-Aldrich) a 1% antibiotik (Sigma-Aldrich). Buiky byly

nasazeny v pasazi 5/14.

3.5. Vizualizace bunék skenovaci elektronovou mikroskopii

Vzorky byly 24 hodin po nasazeni fixovany 2,5% glutaraldehydem (Sigma Aldrich)
a dehydratovany ethanolovou fadou. Po odsati posledni davky ehtanolu byl na 24 hodin pfidan
hexamethyldisilazan (Sigma Aldrich). Pied sniménim byly vzorky potazeny 3 nm vrstvou zlata.

Ke snimani byl pouzit Vega 3 SBU.



3.6. Stanoveni metabolické aktivity bunék

K hodnoceni urovné bunécného metabolismu byl pouzit MTS test. K bunécné kultuie byl
v poméru 1:5 s kultivatnim mediem pfidan MTS substrat (CellTiter96® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay, Promega, WI, USA). V uréené experimentalni dny byly nosice pfeneseny
do nové kultivacni desticky a 1 —2 h inkubovany se substratem. Poté byla méfena absorbance

produktu (Infinite®M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pii 490 nm.

3.7. Kvantifikace obsahu dsDNA

Nosic¢e byly pieneseny do zkumavek s lyzaénim pufrem (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
0.2% v/v Triton X-100). Jako detekéni kit byl pouzit QuantiT™ High Sensitivity dsSDNA Assay
Kit (Invitrogen). Fluorescence byla méfena (Infinite® M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pii
Aex=485 n, Aem=528 nm.

3.8. Sledovani aktivity alkalické fosfatazy

Inkubace s ALP substratem (OneStep PNPP,Thermo Scientific) probihala po dobu
10 — 30 minut. Absorbance produktu byla méfena (Infinite® M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pii

vlnové délce 405 nm.

3.9. Vizualizace bunék pomoci konfokalni mikroskopie

Nosice s buitkami byly fixovany mrazenym methanolem. Vizualizovana byla bunécna
jédra (propidium jodid, P4864, Sigma Aldrich), membrana (DiOC6(3), D273, Life Technologies
) a extracelularni proteiny. Vzorky byly snimany na mikroskopech Zeiss LSM 510 DUO nebo Zeis
LSMS880 Airyscan.

Pro imunohistochemické barveni byla pouZzita primérni protilatka (rabbit anti-osteocalcin
T4743, Penninsula Laboratories; mouse anti-collagen I M-38c, DSHB, USA; mouse anti-
collagen II [I6B3c, DSHB, USA), se kterou byly vzorky inkubovany pies noc a sekundarni
protilatka (Alexa Fluor 633 goat anti-rabbit IgG A21070, Life Technologies; Alexa Fluor 488
anti-mouse antibody A10667, Life Technologies). Toto barveni bylo doplnéno vizualizaci
bunécénych jader pomoci Hoechst34580 (H21486, Life Technologies) nebo propidium jodidu.
Cytoskelet byl vizualizovéan phalloidinem znacenym AF488, jadra byla barvena DAPI.

3.10. PCR

RNA byla izolovdna RNeasy Mini Kitem (74106, Qiagen). Pro syntézu cDNA byl pouzit
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1632, Life Technologies). Jako housekeeping gen
pro qPCR byl pouzit EEF1 (Hs00265885 gl). Jako geny z4jmu byly pouzity RunX2
(Hs01047973 ml), kolagen I (Hs00164004 ml) aosteokalcin (Hs01587814 gl, vSe
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https://www.thermofisher.com/order/genome-database/details/ge/Hs01587814_g1?CID=&ICID=

ThermoFisher Scientific. Pro reakci byl pouzit LightCycler® 480 Instrument II (Roche Life

Science). Ziskana data byla relativné kvantifikovana pouZzitim metody 24P,

3.11. Kvantifikace extracelularnich proteint

Pfi vyméné kultivacniho media bylo toto odebirano a skladovano. Na pfistroji
Luminex 200 system (Luminex, Austin, TX, USA) byly kvantifikovany osteokalcin, osteopontin,
osteoprotegerin, dickkopf-ptibuzny protein 1, sklerostin, interleukin-6 a tumor nekrotizujici
faktor-a za pouziti xMAP technologie s Bone Metabolism Multiplex eseji (Human Bone Magnetic
Bead Panel, MILLIPLEX, Némecko). Ziskana data byla analyzovana xPONENT 3.1 programem
(Luminex, Austin, TX, USA).

3.12. Hodnoceni angiogennich vlastnosti nosice

Oplozena slepici vejce (Henry Steward and Co., UK) byla umisténa do inkubatoru. Sedmy
den byl navlhéeny nosi¢ pienesen na chorioalantoidni membranu. Snimky nosice a okolni
pocinajici vaskularizace byly potizeny za 7 a 10— 13 dni mikroskopem Motorola USB.

Hodnoceny byly krevni cévy rostouci kolmo na nosi¢ az do thlu £45°.

3.13. Péce o zvirata, implantace nosice

Hojeni osteochondrdlniho defektu bylo sledovdano na dvoumésicnich Novozélandskych
kralicich (firma Velaz s.r.o., Praha). Studie byla provedena v souladu s etickymi zisadami
a smérnicemi pro experimenty na zvifatech. Se zvifaty bylo zachdzeno dle nafizeni smérnice
Rady EU 86/609 EHS. Studie byla schvalena Odbornou komisi Fyziologického ustavu AV CR,
Praha (38/2017) a byla v souladu se Zdkonem na ochranu zvifat 246/92. Pied zékrokem byl
zvifatim podan subkutanné Narketan, Xylapan a Marbocyl. Defekt byl vytvofen v lateralnim
kondylu femuru. Chrupavka byla vytiznuta Biopsy punchem (Kruuse, 4 mm), defekt v kosti byl
vyvrtan na praimér 5 mm a zasahoval do kostni dfené€. Nosice byly vloZeny orientovang, do oblasti
kosti ¢ast s B-TCP, do chrupavkové ¢asti kolagen, respektive kolagen se suplementy. Studie byla
ukoncena po 12 tydnech.

Studie na tfimési¢nich kralicich byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci
a schvalena revizni komisi Veterindrniho vyzkumného ustavu (kod 12/2016, schvaleno dne
21. dubna 2016) a Odbornou komisi pro zajiStovani dobrych Zzivotnich podminek zvitat
Ministerstva zem&dé&lstvi CR (povoleni &. 34715/2016-MZE-17214 z 15. Gervna 2016). Pied
opera¢nim vykonem byla zvitata uvedena do anestezie (Medetomidin, Propofol). Na depilovaném
a desinfikovaném hibeté kralika bylo zpisobeno Sest ran v plné tloust'ce. Testovany byly skupiny
Coll, Coll/Chit a Coll/Chit_0,1FGF2. Nosic¢e byly prekryty koznim St€épem odebranym z rany.
Jako kontrolni skupina byla pouZita rana piekrytd koznim Stépem.
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3.14. Odbér vzorki a histologické zpracovani

In vivo experiment zamétfeny na osteochondralni defekt byl ukoncen po Sesti tydnech od
implantace nosicl, experiment zaméfeny na hojeni kiize po tech tydnech. Vzorky byly fixovany
ve formalinu. Barveni haematoxylinem-eosinem, zelenym trichromem a Verhoeffovym barvenim
bylo pouzito pro zakladni ptehlednou histologii. Dalsi fezy byly barveny CD31 protilatkou (clone
J70A, DakoCytomation) za ucelem vizualizace endotelu acév. Neutralni akyselé
glykosaminoglykany byly barveny Alcianem Blue (101647 Alcian Blue, Merck) a PAS reakci
(109033 Schiff’s reagent, Merck). Kolagen typu II byl vizualizovan pouzitim primarni protilatky
(clone II-1I6B3-c, Developmental Studies Hybridoma Bank) a diaminobenzidinu (ImmPRESS
antimouse Ig peroxidase detection kit, Vector Laboratories). Picrosirius ¢erveni (Direct Red 80,
Sigma Aldrich) byl znacen kolagen typu I. Kostni extracelularni protein osteokalcin byl barven

OCG4 (ThermoFisher) a diaminobenzidinem.

3.15. Statistické vyhodnoceni dat

Nameéfend data byla statisticky hodnocena v programu SigmaStat 3.5 (Systat, San Jose,
CA, USA) metodou One Way ANOVA. Statistickd vyznamnost byla stanovena na hlading 0,001
a 0,05. Histologicka data byla hodnocena v programu Statistica Base 10. Pro testovani byly
pouzity Kruskal-Wallis a Mann Whitney U testy. Nahodnost rozlozeni kostni tkdné€ v jednotlivych

kompartmentech byla hodnocena y? rozd&lenim.

4. Vysledky

4.1. Xenogenni kostni §té€p funkcionalizovany biomimetickymi peptidy

4.1.1. Expanze bunék na nosi¢i

Obriazek 1: Kolonizace nosi¢i buitkami. Snimky ze dni 14 a2l. (A) Buiky v ristovém mediu. (B) Buiky
v osteogennim mediu. Velikost mérky 100 pm. Pozorovén byl pozitivni vliv peptida na rist buné€k a kolonizaci nosice
pii kultivaci v osteogennim i ristovém mediu.



4.1.2.  Aktivita alkalické fosfatazy
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0,6
0,5
=
v 04
¥
803
s
£
= 0,2
£
0,1
0
SBP2 SBP6 SBP2+P6
mden7 wdenl4

Obrazek 2: Aktivita enzymu alkalické fosfatazy. Absorbance produktu méfena pii 405 nm. Statistickd vyznamnost
p<0,001 znacena trojuhelnikem nad nejvys$imi hodnotami. ALP ve skupin¢ s P6 tedy doséhla vrcholu aktivity jiz 7.
den, zatimco v ostatnich skupinéach s peptidy nebyl peak zaznamenan.

4.1.3. Vizualizace osteokalcinu

SBP2 SBP6 SBP2+P6

Obrazek 3: Specifické barveni extracelularniho proteinu osteokalcinu (Cerveny signal). Jadra barvena Hoechstem
(modry signal). Velikost mérky 20 um. Nejvyraznéjsi exprese byla zaznamenana na nosiéi s peptidem P6.

4.1.4. Relativni exprese mRNA osteogennich markeri
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Obrazek 4: Relativni exprese mRNA osteogennich markert RunX2 (rany), kolagenu I (stfednédoby), osteokalcinu
(pozdni) a kostniho sialoproteinu (pozdni). Vztazeno k housekeepingovému genu EEF1. Statisticky vyznamné rozdily
znaceny nazvem skupiny pro p<0,05 a nazvem skupiny s hvézdi¢kou pro p<0,001.
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4.1.5. Kvantifikace specifickych extracelularnich proteinii

Riistové medium Osteogenni medium ~ Ristové medium Osteogenni medium
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d7 d14 d21 d28 d7 d14 d21 d28 d7 d14 d21 d28 d7 d14 d21 d28
OPN -6
2 2 2 . 2
0 0 0 0
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OPG TNFa
3 3 . 2 2
2 2
1 ! 1 1
0 JI[M[[' 0 0 0
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DKK-1
[ JSBN
1 ia 1 [ SBP2
B SBP6
0 0 E SBP2+P6

d7 dl4 d21 d28 d7 d14 d21 d28
Obrazek 5: Relativni exprese extraceluldrnich proteinti. VztaZzeno k expresi v kontrolni skupiné SBN. Statisticky
vy$$i hodnoty nez ve skupiné SBN znaceny hvézdi¢kou pro p<0,05, # statisticky rozdil oproti SBP2, A statisticky
rozdil oproti SBP6.

4.2. Ti36Nb6Ta nanostrukturovany anodickou oxidaci

4.2.1. Aktivita alkalické fosfatazy

[iNbTa*
0,015 sklo®
sklo®*
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Obriazek 6: Aktivita enzymu alkalické fosfatazy. Absorbance produktu méfena pfi vinové délce 405 nm. Statistické
rozdily znaceny nazvem skupiny se symbolem hvézdic¢ky pro p<0,001.
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4.2.2. Relativni exprese mRNA osteogennich markeru
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Obrazek 7: Relativni exprese mRNA osteogennich markertt RunX2 (rany), kolagenu I (sttednédoby), IBSP (pozdni)
a osteokalcinu (pozdni). Vztazeno k housekeepingovému genu EEF1. Statisticky vyznamné rozdily znaceny nazvem
skupiny s hvézdickou pro p<0,001.

4.2.3. Vizualizace kolagenu typu I a osteokalcinu

TiNbTa sklo

Obrazek 8: Snimky zkonfokalni mikroskopie. Imunohistochemické barveni kolagenu typu i14. a2l.den
experimentu. Kolagen ima zeleny signal, jadra cerveny. Velikost mérky 50 um. Imunohistochemické barveni
osteokalcinu (Cerveny signal) 21. den experimentu, jadra (modry signal). Velikost mérky 20 um.
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4.3. Pénovy nosic z kolagenu typu I a biokeramiky

r O
4.3.1. Exprese mRNA osteogennich markeru
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Obrazek 9: Relativni exprese mRNA transkripéniho faktoru RunX2 a extracelularniho proteinu kolagenu I, vztazeno
k EEF1. Signifikantni rozdily znaeny nazvem skupiny pro p<0,05, nazvem skupiny s hvézdi¢kou pro p<0,001
a trojuhelnikem pro statisticky nejvyssi

4.3.2.

den 14

A kolagen I

B kolagen I +
HAP Reicke

C kolagen I +
kalcinovany HAP

Obrazek 10: Snimky zkonfokalniho mikroskopu.

35. den 20 pm.

N7

hodnotu s p<0,001.

den 21 den 21

16

Imunohistochemicka vizualizace osteokalcinu

den 14

kolagen I+
a-TCP

den 21

Imunohistochemické barveni extracelularniho proteinu
osteokalcinu (Cerveny signal) a jader (modry signal) 21. a 35. experimentalni den. Velikost mérky 21. den 10 pm,




4.3.3. Vizualizace poctu bunék na nosicich

den | den 14 den 1 den 14 den 1 den 14

A kolagenT 4 D - kolagen 1+ F kolagen I+
nekalcinovan*HAP J b |- «-TCP

B kolagenl+ E kolagen L+ G Kolagen I +
AP Reicke . B-TCP , CapolyP

Obrazek 11: Snimky z konfokalniho mikroskopu. Vizualizace jader propidium jodidem (Serveny signal) a bunéénych
membran (zeleny signal) 1. a 14. experimentalni den. Je patrna autofluorescence nosice v zeleném spektru. Velikost
meérky 50 pm.

4.4. Kolagenovy nosi¢ obohaceny hyaluronanem/pB-TCP, PCL a riastovymi faktory pro

regeneraci osteochondralniho defektu in vivo

4.4.1. Bunécna proliferace
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Obrazek 12: Kvantifikace mnozstvi bunécné dsDNA. Uvedeno v ng/nosic. Statisticky vyznamné rozdily znaceny
nazvem skupiny pro p<0,05, ndzvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001 a pouze hvézdickou je znacena skupina se
signifikantn€ vys$i hodnotou nez vSechny ostatni v dany experimentalni den (p<0,001). Byly pouzity rastové faktory
TGFB1, bFGF, IGF-1.

4.4.2. Imunohistochemické barveni kolagenu II

biil—#kuk

Obrazek 13: Snimky z konfokélniho mlkroskopu Imunohistochemické barveni kolagenu typu I (zeleny signal)
ajader (Cerveny signal) 7. den experimentu. Velikost mérky 20 um. Byly pouzity rastové faktory TGFB1, bFGF,
IGF-1. Skupiny zleva doprava: PCL, PCL+hya, PCL+GFs, PCL+synp+GFs, PCL+synp, PCL+hya+GFs,
PCL+hya+synp+GFs, PCL+hya+synp.

17



4.4.3. Histologické hodnoceni a imunohistochemie

4.4.3.1. Hodnoceni hojeni chrupavky v defektu
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Obrazek 14: Infiltrace nové vznikajici tkané ve skupiné III mnohojadernymi obrovskymi buiitkami (MNGCs)
s heterogenné ulozenymi jadry (zelené Sipky). Langhansovy buiiky s periferné orientovanymi jadry (modré Sipky).
Velikost mérky 100 pm. B) Kvantifikace pfitomnosti hyalinni chrupavky. Bez statisticky vyznamnych rozdili mezi
skupinami. C) Reprezentativni histologické fezy z jednotlivych experimentalnich skupin. Alcian Blue/PAS barveni
ukazuje modife znacené kyselé glykosaminoglykany. Zeleny trichrom odliSuje vazivovou tkan. Hnédé oblasti
v fadcich s kolagenem II a osteokalcinem znaéi pozitivni reakci primarni protilatky s diaminobenzidinem. Cerveny
signdl po pouziti picrosirius ¢ervené a pii pozorovani v polarizovaném svétle znaci ptitomnost molekul kolagenu.
Velikost mérky 1000 um. Skupina I: kolagen I, kyselina hyaluronova, B-TCP. Skupina II: kolagen I, kyselina
hyaluronova, B-TCP, PCL. SkupinaIIl: kolagen I, kyselina hyaluronova, B-TCP, PCL, bFGF, TGF-fl1,
IGF-1, BMP-2.

4.4.3.2. Hodnoceni hojeni kosti v defektu
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Obrazek 15: Kvantifikace mnozstvi kosti v defektu. Bez statisticky Vyznamnych rozdild mezi skupinami.
B) Distribuce nové kostni tkané v jednotlivych kompartmentech. Skupina I: kolagen I, kyselina hyaluronova, B-TCP.
Skupina II: kolagen I, kyselina hyaluronova, B-TCP, PCL. Skupina III: kolagen I, kyselina hyaluronova, B-TCP, PCL,
bFGF, TGF-1, IGF-1, BMP-2.

18



4.5. Vliv Coll/Chit nosi¢e s FGF2-STAB ® na angiogenezi a hojeni koZniho defektu

4.5.1. Vliv FGF2-STAB ® na viabilitu a proliferaci bunék
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Obriazek 16: Metabolicka aktivita fibroblasti na nosicich obohacenych FGF2-STAB. Statisticky vyznamné rozdily
znaceny pro p<0,05 nazvem skupiny. Mnozstvi bunééné dsDNA vypovidajici o mife proliferace bunék na
jednotlivych nosi¢ich. Bez statisticky vyznamnych rozdili. Buniky byly viabilni po celou dobu experimentu
a proliferovaly.

4.5.2. Exprese mRNA kolagenu typu I
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relativni exprese mRNA Coll

Obriazek 17: Relativni exprese mRNA kolagenu typu I v mysich 3T3-A31 fibroblastech. Statisticky vyznamné
rozdily znaceny skupinou s hvézdi¢kou pro p<0,001.

4.5.3. Vliv pfidavku FGF2-STAB ® na angiogenezi

g - BFar Ay & y K v X/ -
Obrazek 18: Snimky zachycujici CAM esej po implantaci Coll/Chit (a-c) a Coll/Chit 0.1FGF2 (d-f) nosic¢t, den 7
(a, d), 10 (b, e) a 13 (c, f). Nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
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4.5.4. Vliv pfidavku FGF2-STAB ® na biokompatibilitu in vivo
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Obrazek 19: Piehledné histologické barveni
Coll/Chit nosice bez FGF2 (a), 14 dni po implantaci (c) a 21 dni po implantaci (e). A 21 dni po implantaci
dermo-epidermalniho $tépu (h). (a) Rezidua Coll/Chit materialu s infiltraci zanétlivych bun€k v hlubsich vrstvach
tkang. (c¢) Pritomnost Coll/Chit rezidui s infiltraci zanétlivych bun€k. Na povrchu je pfitomna vrstva epitelu. (e)
Rezidua Coll/Chit nosi¢e v defektu, infiltrace zanétlivych bunék, granulagni tkan. Cetné obrovské mnohojaderné
buiky indukované pfitomnosti ciziho télesa *. (h) Tkan novée vznikajici v misté defektu s vyraznymi znaky zanétu.
Ptehledné histologické barveni haematoxylinem/eosinem, vzorky odebrané 7 dni po implantaci Coll/Chit 0,1FGF2
(b), 14 dni po implantaci (d) a 21 dni po implantaci (f,g). (b) Rezidua Coll/Chit nosice s infiltraci zanétlivymi
buiikami. (d) Rezidua Coll/Chit nosice s infiltraci zanétlivymi buitkami a granulacni tkani. Pfitomné jsou obrovské
mnohojaderné buiiky indukované pfitomnosti cizich téles. (f) Misto implantace nosi¢e po plné resorpci chitosanové
slozky, pfitomny jsou zanétlivé bunky a granulacni tkan. (g) Nové vznikla tkan v misté pivodniho defektu, bez
vyraznych znamek zanétu. Pfitomna povrchova vrstva epitelu *, zvétseni 200x. Ostatni snimky zvétseny 100x.

4.5.5. Vliv pridavku FGF2-STAB ® na genovou expresi v tkani
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Obrazek 20: Exprese mRNA cytokinil (TNFa, IL-1, IL-17, MMP9), molekul spojenych s hojenim (FGF7, TGFf1),

-----

nosice. Vysledky jsou prezentovany se smérodatnou odchylkou, relativné k housekeepingovému genu
hydroxymethylbilan syntaze. Bez statisticyk vyznamnych rozdili.

5. Diskuse

Pouzité materidly byly vSechny jiz v pfedchozich studiich hodnoceny jako biokompatibilni

16,7

a vhodné pro aplikace v tkdnovém inZenyrstvi™' a jejich cytokompatibilitu jsme potvrdili

provedenymi testy. Velkou vyhodu poskytuje moznost piipravy kompoziti, v nichz jsou
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kombinovany piinosné vlastnosti obou materiali. Modifikovany mohou byt fyzikalni a chemické
faktory, struktura, rozpustnost a je zde také moznost ptidani bioaktivni latek® '°.

V provedenych studiich bylo ukazano, ze riznou odezvu v bunééném chovani maji nejen
jednotlivé materialy ale 1 jejich morfologické charakteristiky. Imunohistochemické barveni bun¢k
na nanostrukturované slitin¢ Ti-36Nb-6Ta (s vnitinim primérem trubicek 18, 36 a 46 nm) odhalilo
drobné shluky talinu v bunécné cytoplazmé, coz vypovida a podpote inicialni adheze na material.
V souladu s nasim zjisténim byla publikovana data ukazujici lepsi adhezi na nanostrukturovanych
slitinach titanu. Bello et al. popsali snazsi tvorbu a maturaci fokalnich adhezi na titanovych
nosi¢ich s primérem porti 20 nm'!. Z dlouhodobého hlediska viak nanostruktury oproti hladkému
povrchu nepodporovaly proliferaci. Bunééné déleni naopak bylo podpoteno na kolagenové péné
s a-TCP a péry se sttednim primérem 460 nm, coZ je v souladu se studiemi naznacujicimi
vhodnost velkych port pro bunéény rist a expanzi. Na vzorcich s jemnéjsi povrchovou morfologii
jsme ocekavali efektivnéjsi bunéénou adhezi — jako tomu bylo v ptipad¢ titanového nosi¢e nebo
studie Kuboki et al.'?, coz v8ak nebylo pozorovano. Z hlediska porozity je rovnéz vhodné mit na
paméti pifimétené rozpéti velikosti porti, aby byl dodrzen koncept strukturniho gradientu, ktery
Iépe napodobuje kostni ECM. Pozitivni vliv riznych velikosti porti byl potvrzen ve studii
s xenogennim kostnim §tépem, kdy byla kromé proliferace podpoiena i diferenciacni aktivita.

Z hlediska materialového slozeni nosi¢ii je tfeba zminit biologickou aktivitu iontl
uvoltiovanych z biokeramik. Jedna se typicky o vapnik a fosfor!>!4, které se procesti na Grovni
bun&k ucastni jako dilezité signalni molekuly, piipadné jako kofaktory reakci. Ca*" je asto
vyuzivanym sekundarnim poslem, kofaktorem napiiklad syntézy kolagenli a reguluje Cinnost
kalmodulinu'®. Fosfor je rovn&z molekula se silnou biologickou aktivitou. Je obsazen v celé fadé
latek vcetné proteind, nukleovych kyselin, adenosin trifosfatu a ovliviiuje fyziologické procesy
v organismu'é, Kromé& uvoliiovani iontli je u biokeramik velmi &astym jevem i opa¢ny
proces — adsorpce iontfi z okoli, coz zpiisobuje vyrazné lokalni zmény pH!"!8, V in vitro prostiedi
je tieba na tyto zmény reagovat, v in vivo podminkach je vSak udrzovani pH zabezpeceno cirkulaci
télnich tekutin. Pro potencialni in vivo aplikaci jsou bezpodminecné nutné materidly, jejichz
degradace probiha bez toxickych vedlejSich produkti a které nevyvolévaji reakce imunitniho
systému. Jak se potvrdilo v nasi studii osteochondralniho defektu kraliciho modelu, PCL neni
z tohoto hlediska optimalni. Ma pomérné vysokou stability a mize tak vést k nezaddouci reakci
imunitniho systému a blokovat tak procesy hojeni. Po jeho implantaci byly v defektu pfitomny
MNGC, které jsou spojovany pravé s patologickou imunitni reakci'®. Oproti tomu kolagenovy
nosi¢ s chitosanem v rané degradoval a obzvlast, kdyz byl pouzit FGF-STAB, nebyla v rané¢

nalezena rezidua nosice a pievazovaly procesy spojené s hojenim.
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Navazani biomolekul na nosic¢e obvykle vede ke zlepSeni biologickych charakteristik
nosice. Obvyklymi latkami jsou ristové faktory, jejichz pouziti je vSak spojeno s rizikem uvolnéni
suprafyziologické koncentrace kratce po aplikaci a nasledna ztrata aktivity. Stabilita ristovych
faktord v kultivaénim mediu ve 37°C se pohybuje v iadech hodin*’. Ve studii regenerace
osteochondralniho defektu na krali¢cim modelu byly pouzity bFGF, TGF-B1, IGF-1 a BMP-2.

212223 v in vivo studii

Navzdory tomu, Ze jejich pozitivni efekt in vitro je dobfe zdokumentovan
jsme pozorovali spise komplikace spojené s indukci imunitni reakce a prodlouzenym hojenim.
Izolované ostrivky hyalinni chrupavky byly zaznamenany v oblasti kolem zdravé kosti.
Deaktivace rustovych faktori mohla byt zpisobena denaturaci ethanolem pii pfipravé nosice.
Limitaci spojené s nizkou stabilitou proteinti se 1ze vyhnout ur¢itymi modifikacemi, které protein
stabilizuji na dobu az tfi tydnl umozni tak aplikaci nizSich davek vyvolavajicich méné
nezadoucich Uc€inkd. Jak bylo ukézédno v na$i studii, pfi pouziti lidského rekombinantniho
FGF-STAB byla metabolickd aktivita bunék stimulovana jiz pti koncentraci 0,01 pg/ml, coz
vypovida o vysoké uc¢innosti stabilizovaného rastového faktoru. Vyssi koncentrace FGF-STAB
stimulovaly syntézu kolagenu I, coz je nezddouci efekt vedouci k tvorb¢ jizvy. Pro in vivo studii
byla tedy zvolena koncentrace 0,1 pg/ml, ktera signifikantné nesnizovala viabilitu bunék a zaroven
nepodporovala transkripci mRNA Coll. Nezadoucim efektim se lze vyhnout také pouzitim

124, V nasi

kratkych peptidovych sekvenci odvozenych od fyziologicky pfitomnych biomoleku
studii jsme pouzili biomimetické peptidy P2 a P6, derivaty amelogeninu, které jsou vysoce
specifické, pro aplikace tedy bezpecné. Jejich pfidavkem byla vyznamné zvySena biologicka
aktivita komerc¢niho kostniho §tépu. Za klicovy efekt povazujeme stimulaci exprese osteokalcinu
na urovni mRNA 1 proteinu. Osteokalcin vede k mineralizaci nové vznikajici kostni hmoty
a vzhledem k tomu, Ze je syntetizovan téméf vyluéné diferencovanymi osteoblasty®’, usuzujeme
ze u MSC na nosicich byla zahdjena osteogeneze. P2 a P6 vSak neplsobily synergicky a pokud
byly kombinovény, jejich efekty se, v porovnani se samostatnou aplikaci, rusily.

Velmi dulezitym faktorem rozhodujicim o moznosti pouziti urcitého materialu v praxi je
zpusob a rychlost jeho degradace. Pokud bude material v defektu ptitomen po dlouhou dobu, mtize
vést k rozvoji nezddouci imunitni odpovédi, kterd bude zpomalovat hojeni. CoZ se pravdépodobné
stalo v pfipad¢ aplikace nosicii obsahujicich PCL. V rané byly detekovany Langhansovy bunky
a MNGC:s, které byvaji spojovany s patologickou reakci imunitniho systému na cizi télesa. Oproti
tomu kolagenova péna s chitosanem se rozkladala zpisobem odpovidajicim rychlosti hojeni tkén€.
Po tfech tydnech od zakroku tak v koznim defektu nebyla nalezena Zadna rezidua nosiCe, ani

znadmky zanétu a byl pfitomen nové€ vznikajici epitel.
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6. Zavéry

Cilem prace bylo navrhnout a otestovat vhodny bezbunéény nosi¢ pro regeneraci defektu
chrupavky akosti. Experimenty probéhly v invitro podminkach, nasledné¢ byly vybrany
nejvhodnéjsi varianty a byl z nich vytvoten bifazicky nosi¢ pro implantaci do osteochondralniho
defektu in vivo. Ze ziskanych dat vyplyva, ze lidské MSC citlivé reaguji jak na strukturni
charakteristiky nosice, tak ina pouzity materidl. S ohledem na osteogenni diferenciaci je
v morfologii nosice zjevné ptinosem piitomnost strukturniho gradientu, ktery 1épe napodobuje
prirozenou strukturu kosti a efektivnéji tak stimuluje bunky k zddanym procesum. Chondrogeneze
byla podpofena piidavkem hyaluronanu sodného, a také pfidanim chondrogennich rastovych
faktord. V in vivo studii vSak kompozitni nosice s ¢istymi nebo modifikovanymi ¢asticemi PCL
nezlep$ily hojeni osteochondralniho defektu podle naseho ptredpokladu a nosi¢ proto vyzaduje
optimalizaci. Vaskularizace byla uspé$né navozena implantaci nosice z kolagenu a chitosanu.
V ném obsazeny stabilizovany FGF2 vedl k lepSimu hojeni kozniho defektu v oblasti dermis, a to

uz ve velmi nizké koncentraci 0,1 pg/ml.
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7. Souhrn

Cilem prace bylo navrhnout a otestovat vhodny bezbunéény nosi¢ pro regeneraci defektu
chrupavky a kosti. Experimenty prob¢hly v in vitro a ex ovo podminkach, nasledné byly vybrany
nejvhodnéjsi varianty a byl z nich vytvoten bifazicky nosi¢ pro implantaci do osteochondralniho
defektu in vivo.

Testovan byl osteogenni potencial xenogenniho kostniho $tépu s biomimetickymi peptidy
dvojiho typu, titanové slitiny s povrchem upravenym anodickou oxidaci a kompozitu kolagenové
peény s biokeramikami. To vSe za vyuziti lidskych a prase¢ich mezenchymalnich kmenovych
bunék z kostni dfen€, jakozto bunécného typu, ktery se primarné podili na reparacnich procesech.
Dale byla kolagenova péna se stabilizovanym FGF2-STAB ® hodnocena z pohledu schopnosti
podpofit tvorbu novych krevnich cév a hojeni koznich defektii. Krali¢imu modelu byl vytvoien
osteochondralni defekt na lateralnim kondylu femuru, ktery byl nasledné vyplnén bifazickym
nosi¢em na bazi lyofilizované kolagenové pény. S ptfidanym PCL byly stile pozorovatelné
pocatky syntézy hyalinni chrupavky, stejn¢ jako u nejjednodussiho nosice, avsak jeji pritomnost
byla patrna i na povrchu defektu. Zaroven vSak byla patrnd infiltrace defektu neutrofily a velkymi
mnohojadernymi buinikami, coZ je spojovano s patologickou zéanétlivou reakci. Obohaceni
rustovymi faktory vedlo k vyraznéjsi formaci granulaéni tkané a také ke vzniku Langhansovych
bun¢k fuzi makrofagl. Pozitivni vliv bFGF, TGF-f1, IGF-1 na chondrogenni procesy nebyl
pozorovan, stejné tak v piipadé BMP-2 a osteogennich procesti.

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze lidské MSC citlivé reaguji jak na strukturni charakteristiky
nosice, tak ina pouzity materidl. S ohledem na osteogenni diferenciaci je v morfologii nosice
zjevn¢ piinosem piitomnost strukturniho gradientu, ktery 1épe napodobuje piirozenou strukturu
kosti a efektivnéji tak stimuluje buiikky k Zadanym procesim. Chondrogeneze byla podpoiena
pfidavkem hyaluronanu sodného, a také pfidanim chondrogennich ristovych faktort. V in vivo
studii v8ak kompozitni nosice s €istymi nebo modifikovanymi ¢asticemi PCLHA nezlepSily hojeni
osteochondralniho defektu podle naSeho pifedpokladu a nosi¢ proto vyzaduje optimalizaci.
Vaskularizace byla uspé$Sn¢ navozena implantaci nosice z kolagenu a chitosanu. V ném obsazeny
stabilizovany FGF2 vedl k lepSimu hojeni koZniho defektu v oblasti dermis, a to uz ve velmi nizké

koncentraci 0,1 pg/ml.
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8. Summary

The aim of the work was to design and test a cell-free scaffold made of suitable biomaterial
suited for bone and cartilage tissue regeneration. At first, experiments were performed in in vitro
and ex ovo environment. Based on the results obtained a biphasic scaffold was built and implanted
to osteochondral defect in vivo.

We investigated an osteogenic potential of bone xeno-graft with two types of biomimetic
peptides, titanium alloy with nanostructured surface and composite of collagen with bioceramics.
For all experiments we used human mesenchymal stem cells from bone marrow as a cell type
primarily responsible for tissues regeneration. In the rabbit model we created an osteochondral
defect and implanted a biphasic scaffold based on collagen I foam. After PCL addition to the
scaffold we could still observe initial phases of hyaline cartilage formation —same as for
collagen I/hyaluronan/tricalciumphosphate scaffold. However, we also spotted infiltration of the
defect with neutrophils and multinucleated giant cells which is linked with pathological
inflammatory reaction. Further enrichment with growth factors led to more significant formation
of granulation tissue and macrophages fusion into Langhans giant cells. We did not observe
positive effect of bFGF, TGFB1 and IGF-1 on chondrogenic processes and same for BMP-2 and
osteogenic processes.

According to our data we assume that MSC respond sensitively to both structural features
of the scaffold and material used. With respect to osteogenic differentiation, the presence of
structural gradient is obviously beneficial as it mimics natural bone structure and effectively
stimulates cells to desired action. Chondrogenesis was supported by addition of sodium
hyaluronan and also by chondrogenic growth factors. Though, in in vivo study we did not improve
osteochondral regeneration using composite scaffold with pure or modified PCLHA
microparticles, thus the scaffold has to be optimized. Vascularization of defect site was supported
after implantation of Coll/chitosan scaffold. Stabilized FGF2-STAB ® (0,1 pg/mL) lead to more

effective full thickness skin defect healing, especial in the dermal area.
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