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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 préce je
zaméfena na regeneraci tkdné kosti a chrupavky, potazmo osteochondralniho defektu.
V ramci provedenych experimentl byla sledovana viabilita a diferenciace lidskych
kmenovych bunék. V in vitro podminkach byl testovan PCL nosi¢ s pfimési rustovych
faktort, kolagenova péna s biokeramikami, xenogenni kostni $t€p s biomimetickymi peptidy
a titanovy nosi¢ s nanostrukturovanym povrchem. Vybrany bezbunéény nosi¢ byl nasledné
implantovan do osteochondralniho defektu kréli¢itho modelu, kde byla sledovana mira
regenerace poSkozenych tkani. /n vivo byl hodnocen kolagenovy nosi¢ s pifimési PCL
nanovlaken a biokeramik obohaceny o ristové faktory IGF-1, bFGF, TGFB1 a BMP-2.
Prave pridavek rastovych faktort se in vivo jevil jako ne pfili§ vhodny piedevsim z diivodu
indukce patologické zanétlivé odpovédi. ato navzdory tomu, Ze v in vitro podminkach
vykazoval spiSe pozitivni efekt. RovnéZ biomimetické peptidové sekvence stimulovaly
osteogenni diferenciaci lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék. V ptipadé riznych
typt biokeramik kombinovanych s kolagenem i buiiky reagovaly spiSe na konkrétni kalcium
fosfat, respektive hydroxyapatit, neZ na povrchové charakteristiky nosice. Oproti tomu
povrchovd modifikace titanovych nosicli anodickou oxidaci ukézala, Ze viabilita
a osteogeneze bunck byla stimulovana nanotrubi¢kami o vnitinim priiméru kolem 36 nm.
Klicova slova
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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. In 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 study, we implanted a cell-free scaffold
made of PCL, calcium phosphate and IGF-1, bFGF, TGFp1 and BMP-2 to osteochondral
defect. 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.

Keywords

bone graft, PCL, collagen scaffold, titanium scaffold, growth factors, osteogenesis,

chondrogenesis, mesenchymal stem cells, regeneration, tissue engineering
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1 Uvod

Tkanové inzenyrstvi je nékolik desitek let stary obor, v némz se propojuji znalosti
z ptirodnich véd a technickych odvétvi. Hleda alternativni ptistupy pro ptipady, kdy selhava
konvencni terapie a nestac¢i vlastni regeneracni kapacita organismu. Hlavnim cilem oboru je
vyvinout plnohodnotné tkénové ndhrady nebo nalézt konstrukt, jehoz aplikaci by bylo
mozné urychlit hojeni poSkozenych tkani. K tomu je tieba do detailu znat morfologii cilové
tkan¢, jeji biomechanické vlastnosti a bunééné slozeni, relevantni biologicky aktivni
molekuly a rovnéz molekularné-biologické pozadi procest probihajicich v rdmci formace
nové tkdné. Tato data jsou nasledn€ vyuzita k vybéru vhodné strategie. Zakladnimi néstroji,
které kombinujeme jsou buiiky, nosi¢ a bioaktivni molekuly, pficemz v rdmci tkanového
inzenyrstvi jsou rozliSovany dva zakladni sméry. Jednak to je bunécna terapie zalozena na
odbéru/aplikaci bunék nebo vyrazné komplexnéjsi bezbunécny pristup, ktery zahrnuje
mnoho faktord puasobicich v synergii. V zavislosti na aplikaci mohou byt pouzity
diferencované bunky nebo naopak naivni buiiky kmenové. Co se tyka chondralnich defektt,
je pomérn¢ béznym postupem izolace chondrocytl, jejich expanze v in vitro podminkach
a implantace do mista poSkozeni. Vyhodou aplikace autolognich bun¢k je, Ze jsou
organismem bez komplikaci pfijimény a nevyvolavaji neZadouci reakci imunitniho systému.
Na druhou stranu vznikad v misté¢ odbéru nova léze a jejich pocet je velmi omezen. Navic
kondice bun¢k zavisi na v€ku, Zivotnim stylu a pfipadné medikaci pacienta. Autologni
transplantat tedy neni vzdy tim nejlepSim feSenim. Aplikaci alogennich bunék je obvykle
tteba doplnit podanim preparati modulujicich imunitni odpovéd’, aby nedoslo k odmitnuti
a odhojeni implantatu. To stejné plati pro pfirodni i syntetické materidly, které nemusi byt
organismem pln¢ tolerovany a mohou tak vyvolavat zanétlivé reakce. Je tedy ziejmé, Ze
vzhledem k rtiznorodosti pacientt, jejich diagnéze a mnoZzstvi moznych pfistupil je velmi
obtizné urcit univerzalni terapeuticky postup, byt’ by se jednalo jen o jeden druh defektu. Na
druhou stranu praveé multidisciplinarni pfistup v tkaniovém inZenyrstvi umoziuje vyvinout
1é¢bu kazdému z pacientd na miru.

Nejdelsi historii ma vyzkum koZnich kryti a ndhrad' vyuZitelnych v popéleninové
medicin€. Postupné se vSak zabér rozsitil na pojivové tkdné, krevni cévy, nervovou soustavu
a nékteré t&lni organy>>*°, V soucasnosti mé viak tkafiové inZenyrstvi jen malou roli v péci
o pacienta. Stale jde pfedevSim o experimentalni pfistup, ktery je velmi nédkladny, pomérné
komplikovany, atedy s nejistym vysledkem a nizkou reproducibilitou vystupli. Kromé
pifimych medicinskych aplikaci maji poznatky potencialni vyuZiti v pfipravé modelt tkani
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nahrazujicich zviteci modely pro ucely testovani l1é¢iv a dalSich toxickych latek, coz miize
cely proces zefektivnit a zrychlit. Dulezitost vyzkumu v oblasti tkanového inzenyrstvi je
tedy bez diskuze.

Tato prace je zaméiena na vyzkum v oblasti pojivovych tkadni, predev§im téch

patficich do pohybového aparatu — kosti a chrupavky.
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2 Literarni prehled

2.1 Pojivové tkané

Pojivové tkané jsou plivodem z embryondlniho mezenchymu, rosolovité hmoty
s fidkymi kolagenovymi vlakny vypliujici prostor mezi entodermem a ektodermem. Jejich
hlavni funkci je fyzicky spojit télni organy a poskytnout jim mechanickou oporu.
Intersticialni tekutiny pojivovych tkani zaroven slouzi jako medium pro difuzi Zivin
a metabolismus bunék. Na rozdil od tkani jiného typu (naptiklad epitelti nebo nervové tkang)
je hlavni komponentou amorfni mezibuné¢na hmota a buiiky tvoifi jen mensinu obsahu.
Extracelularni hmota ma organickou a anorganickou sloZku. Organickou sloZzku ptedstavuji
zejména kolagenova a elastinovad vlakna, v men$i mife adhezivni proteiny, napiiklad
fibronektin, glykosaminoglykany a proteoglykany. Z anorganickych latek to je hlavné voda
a mineraly, které spolu s organickymi slozkami tvoii gelovitou amorfni hmotu®’.

Kolagen je nejhojnéji zastoupeny protein v savéim organismu. i diky tomu se bézné
vyuzivd v mnoha medicinskych aplikacich, naptiklad v kardiologii, estetické medicing,
ortopedii, rekonstrukéni chirurgii i v zékladnim vyzkumu®. V soucasnosti je znamo 27
ruznych typi kolagent lisicich se lokalizaci v organismu i strukturou. V zavislosti na typu
tkan¢ nalézame kolagen ve formé vlaken (typ I) nebo fibril (typ 11, III, V, XI), asociovany
s vlakny s prerusenou trojitou Sroubovici (anglicky fibril-associated collagens with
interrupted triple helices FACITs) as membranou asociované kolageny s pierusenou
trojitou Sroubovici (anglicky membrane-associated collagens with interrupted triple helices
MACITSs). Vyznamnym rysem kolagenil je moZnost sitovani, pfi kterém dochazi k tvorbé
kovalentnich vazeb a zlepSeni mechanickych charakteristik®*-1%11,

Elastinova vlakna jsou nej€etnéji zastoupena v tkanich, které musi odolavat velkému
mechanickému tlaku, naptiklad ve Slachach nebo krevnich cévach. Pfevazné hydrofobni
aminokyseliny tvofi molekuly ve vodé rozpustného tropoelastinu, jejichZ agregaci vznika
nerozpustny elastin'>13,

Proteiny bunécné adheze, napft. talin, vinkulin, vibronektin, kadherin, selektiny,
Ig-superrodina bunéénych adheznich molekul se ptes povrchové integrinové receptory vazi
na okolni builkky ana proteiny mezibunééné hmoty. Zajistuji tak zakladni bunécnou
signalizaci rozhodujici o pfeziti, proliferaci i diferenciaci buiky. Nedostatek tésnych
mezibunéénych kontakti zplisobeny naptiklad poruchou exprese adhezivnich proteini je

natolik zdvaznou okolnosti, Ze vede k letalit& jiz béhem embryondalniho vyvoje!>!*.

14



Proteoglykany vznikaji kovalentni vazbou minimalné jednoho
glykosaminoglykanového fetézce na protein tvofici jadro. Typickym zéstupcem
proteoglykanti je agrekan, molekula specifickd pro extracelularni hmotu chrupavky.
Proteoglykany i glykosaminoglykany maji krom¢ modulace mechanickych a strukturnich
vlastnosti diileZitou roli také v regula¢nich mechanismech pojivové tkang!>’,

Bunky a mezibunéénd hmota jsou v pojivovych tkanich zastoupeny v rtiznych
pomeérech, coz se projevuje morfologickymi a funk¢nimi odliSnostmi konkrétniho pojiva.
Obecn¢ se pojivove tkané deli na praveé a se specialni funkci. Mezi pojivové tkané pravé se
fadi tkan tukova, vazivo retikuldrni, fidké a husté. Pravé pojivové tkané si jsou velmi
podobné a Casto se jejich funkce istavba prolinaji. V této praci budou jednotlivé typy
popsany kazdy zvlast. Pojivové tkané specialni jsou krev, chrupavka a kost. Vzhledem
k tomu, Ze experimentalni ¢ast prace je zamétena na defekty kosti a chrupavky, bude kladen

daraz predevsim na tyto dvé tkané.
2.1.1 Tukova tkan

Tukova tkan je tvofena predevsim tukovymi buiikami - adipocyty, v mensSi mite
mezenchymalnimi kmenovymi bufikami a imunitnimi buitkami'®. Buiiky jsou obklopeny
membranou z kolagend, lamininu a proteoglykan. V organismu je tukova tkan
lokalizovéana pfedevsim v podkoZi a kostni dieni, s nimiZ jsou spjaty i jeji hlavni funkce.
Velkou mérou se podili na termoregulaci a hojeni poranéni, slouZi jako zasobarna energie
a roli hraje také v rovnovaze imunitniho a endokrinniho systému'’.

Savci maji dvoji typ tukové tkdn€ — bilou a hnédou. Bil4, neboli unilokulérni, slouzi
jako zéasoba energie a izola¢ni vrstva. V piipad¢ nedostatku energie uvoliluji bunky signalni
molekuly, které se vazi na membranové receptory adipocytd. Tato signalizace vede
k odstartovani lipolyzy auvolnéni energeticky bohatych mastnych kyselin a glycerolu.
Hnéd4, multilokularni, tukova tkan je velmi bohat4 na mitochondrie a naléza se predev§im
u novorozenych savcil, s vékem ji obvykle vyrazné ubyva. Ma specialni metabolickou

funkci, kdy za spotfeby energie generuje teplo, jedna se o tzv. netfesovou termogenezi'®.

2.1.2 Retikularni vazivo

Retikularni pojivova tkan prevazuje v mistech s vysokou koncentraci bunck,
napiiklad v jaterni tkani nebo endokrinnich Zzlazach. Vldkna z kolagenu typu Il jsou
syntetizovana specialnim typem fibroblastt (retikuldrnimi buiikami) a tvofi sit’. Prave tento
typ vaziva vzniké jako Casnd podptlirna kostra pro bunky nové formované tkané pii hojeni

poranéni®.
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2.1.3 Ridké vazivo

Ridké neboli areolarni vazivo je z hlediska obsahu bunék velmi rtiznorodé a bohaté.
Hlavni slozkou mezibuné¢né matrix je amorfni hmota doplnéna kolagennimi a elastinovymi
vlakny. Stejné jako ostatni druhy pravych pojivovych tkani neni pfili§ mechanicky odolné,
zajiStuje vSak urcitou miru fixace vnitinich organu a tvoii prostfedi pro difuzi plynt
a metaboliti mezi buiikkami. Lokalizovano je v lamina propria, pod dermis, pod epitely vSech
t8lnich soustav, které maji vn&jsi vyvody a v mezenteriu obklopujicim stieva. Ridké vazivo
ma bohaté cévni zasobeni a vzhledem ke své lokalizace je prvnim mistem kontaktu bunék

imunitniho systému s patogenem, sehrava tedy dileZitou roli v imunitni reakci'®2°.

2.1.4 Husté vazivo

Husté vazivo muze byt pravidelné¢ nebo nepravidelné usporddané. Kolagenova
vldkna jsou tedy orientovdna do rovnobéznych svazkl a vyskytuji se v mistech, kde sila
pusobi pouze v jednom sméru nebo jsou vzajemné propletena a lokalizovana tam, kde musi
tkan odolavat tahu v riznych smérech. Uspotadana vldkna jsou vazy a Slachy. Neusporadana

vlakna jsou predeviim v dermis, tvoii bélimu oka a fibrézni obaly vnitinich organd®®’.

2.1.5 Krev

Krev je povazovana za tkan, protoze se sklada z urcitého mnoZstvi bunck, které maji
specializovanou funkci a zarovenl jsou obklopeny mezibunéénou hmotou — plazmou
obsahujici krevni bilkoviny. Majoritni krevni bilkovinou je sérovy albumin. Moduluje
onkoticky tlak bilkovin a zajist'uje rovnovahu ve vymeéné kapalin mezi krevnimi kapilarami
a tkanémi. Krevni bunky predstavuji asi 45 % objemu krve. Jsou to erytrocyty, leukocyty
a krevni desti¢ky. Dohromady tvoii obé& slozky krve viskozni kapalinu, jejiz hlavni funkci je

transport dychacich plynti a Zivin ostatnim t&lnim buiikAm a udrZeni homeostéze®.

2.1.6 Chrupavka

Chrupavka je viskoelastické pojivova tkan, kterd v embryonalnim vyvoji ptredchazi
kost. Jeji funkci je zajiStovat pohyblivé spojeni kosti, snizovat tfeni v kloubu a tlumit
mechanické namahani kostnich epifyz. Lokalizovéana je typicky v kloubech, dale v misté
napojeni Zeber na patef a hrudni kost, tvoii meziobratlové ploténky, vyztuzuje pridusnici.
Vzhledem k chybé&jicimu krevnimu zésobeni a velmi nizkému poctu chondrocytii
s omezenou proliferacni kapacitou mé chrupavka nizky regeneracni potencial. Léze vzniklé

traumatem tak obvykle vedou i k degeneraci subchondrélni kosti a rozvoji artrozy>'-2,

16



V zéavislosti na biomechanickych a strukturnich vlastnostech lze chrupavku délit do
tfi skupin na hyalinni, elastickou a vazivovou®® (Obrazek 1). Hyalinni chrupavka se nachazi
v kloubech — v loktech, ramenou, kolenech, kyc¢lich aje tedy bézné oznaCovana jako
chrupavka kloubni. Chondrocyty jsou v extracelularni hmot¢ ulozeny v lakunach. Vétsinova
slozka je ze 70 — 80 % ptedstavovana vodou, kterd se vaze na extraceluldrni proteoglykany
a na kolagenni proteiny (15 - 25 %)**?°. Elastickou chrupavkou je tvofen usni boltec, ¢asti
pradusnice a hrtanova piiklopka. Hlavni sloZzkou jsou nahodné orientovana elastinova
vlakna, diky kterym jsou tyto struktury pruzné a zarovef tvarové stalé?® a kolagen typu II.
Chondrocyty jsou, v ramci typi chrupavky, pomérné Cetné a tvoii pravidelné rozptylené
izogenetické skupiny. Vazivova chrupavka je nejtuz§im typem chrupavky. Obsahuje
pfevazné kolagen typu I, ktery v kombinaci s kolagenem typu II tvoii hustou sit’ vldken,
vniz jsou uzavieny izolované chondrocyty. Tento typ chrupavky se vyskytuje

v meziobratlovych ploténkach a v menisku?®’.

hyalinni chrupavka  elasticka chrupavka  vazivova chrupavka

RS oy
B | (e ¥ .
bt - -

& )

Obrazek 1:V hyalinni chrupavce jsou chondrocyty uzavieny po malo pocéetnych skupinach v lakunach.
Elastickd chrupavka obsahuje nahodn¢ rozptylené chondrocyty acetnd neorganizovana elastinova
a kolagenova vlakna. Ve vazivové chrupavce jsou vlakna kolagenu II uspofddana do husté sité. Pievzato
a upraveno podle 7.

2.1.6.1 Formace

Chrupavka, stejn¢ jako ostatni pojivové tkan€, je mezodermalniho ptivodu. Vznika
béhem embryonalniho vyvoje agregaci mezenchymalnich kmenovych bunék, které nejprve
vytvaii tésné spoje a nasledné zac¢nou proliferovat a zvySovat tak hustotu bunék v nové
vznikajici tkani. Prekurzory dale diferencuji do dvou linii. Jednak do perzistujicich
chondrocytli, které produkuji velké objemy mezibunécné hmoty a vytvaii hyalinni
chrupavku a déale do chondrocytli zachovavajicich si schopnost proliferace, které¢ nasledné
ustanovuji ristovou ploténku®®. V dal§im vyvoji proliferujici chondrocyty terminalng
diferencuji a hypertrofuji. Okraje budouci chrupavky kolonizuji osteoblasty, které zacinaji

mineralizovat extracelularni hmotu atvofi tak prvni osifika¢ni centrum a primarni

spongiozu®’. Druhé osifika¢ni centrum se formuje na opaéném konci zékladu chrupavky.
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Chrupavkova tkan je u ¢lovek plné zrala ve véku 18 — 21 let. Do té doby pribézné
prochazi zménami na Grovni bunééného fenotypu i strukturalni a biochemickou ptestavbou
mezibunécné hmoty. Na pocatku ontogeneze je pro chrupavku typicka vysoka hustota bunék
s malym objemem extracelularni matrix. V prubéhu diferenciace se vrstva chrupavky
ztencuje, buiiky hypertrofuji a jsou apoptoticky aktivni. V dospé€lé chrupavce jich ziistava
pouze 1 —5 % objemu tkané 2>2*, Hlavni zmény v ECM jsou zpGsobeny ukladanim vldken
kolagenu v rtiznych smeérech fizené ptisobicimi silami. Mira sitovani kolagenu klesa
s vékem??. Stejné jako zastoupeni kolagenu typu XI, coZ je zptisobeno zpomalenim pfemény
chrupavky v kost*. S vékem jedince rovnéz dochézi k neenzymatické glykaci proteint, kdy
volné aminokyseliny reaguji s karbonylovymi skupinami cukrt, a to bez ¢innosti enzymi.
Nésledkem toho se nékteré télni struktury stavaji rigidnimi a dochazi k ovlivnéni jejich
funkce. Tyka se to nejen chrupavky ale také oéni ¢ocky nebo kardiovaskularniho systému?!.

Ve fazi plné diferenciace pozbyvaji chondrocyty prolifera¢ni kapacitu a Ziji uzaviené
v mezibunééné hmot¢ bez piisunu zivin krevnimi cévami. Maturované chondrocyty navic
maji sniZzenou schopnost odpovidat na signalizaci ristovymi faktory a produkovat ECM.
Proto mé chrupavka téméf nulovou kapacitu regenerovat. Ziviny jsou ziskavany pouze ze

synovidlni tekutiny obklopujici kloub a difuzi ze subchondralni kosti*2.
2.1.6.2 Buiiky a struktura tkané

Jediné buiiky chrupavky se nazyvaji chondrocyty. Jejich charakteristickou vlastnosti
je kulovita nebo polygonalni morfologie. Obvykle nevytvéieji mezibun&né spoje®2. Po
maturaci jsou chondrocyty senescentni a postradaji mitotickou aktivitu. Ive stadiu
senescence je vSak zachovana schopnost transportu ionti vné a dovnitt buiiky. Metabolicka
aktivita je modulovana ristovymi faktory, piezoelektrickymi silami a pfedev§im
mechanickou stimulaci chondrocyt®**. Vzhledem k charakteristikdm tkdné chrupavky je
jeji metabolicky aparat uzpiisoben k fungovéani v hypoxii. V porovnani napiiklad s tkani
ledvin spotfebuje maximalné 5 % kysliku a zaroven produkuje srovnatelné mnozstvi laktatu.
Nizk4 koncentrace kysliku ma v chrupavce diilezitou signaliza¢ni funkci. Indukuje produkci
molekuly HIF-1a, ktera kromé stimulace syntézy Sox9, kolagenu typu II a proteoglykanti
vede ke zvySené expresi glukozovych transportérii. Zaroven klesd pocet mitochondrii
a energeticky metabolismus se tak stava anabolickym a zavislym ptfedevSim na piisunu
gluk6zy?>. Kromé zdroje energie je glukdza prekurzorem pro syntézu glykosaminoglykant,
esencialni slozky chrupavkové ECM. Tvar, metabolicka aktivita i pocet bun¢k se zasadné

odviji od lokalizace bun¢k v konkrétni vrstvé chrupavky (Obrazek 2).
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V tenké superficialni, kluzné, zéon¢€ jsou chondrocyty spise vietenovitého charakteru
a jsou pfitomny ve vysoké hustoté. Orientovany jsou paraleln¢ s povrchem, podél husté
uspotadanych vldken kolagenu typu Il a IX. Diky své vysoké integrit¢ chrani povrchova
zona dalsi vrstvy pfed mechanickym naméhénim tfenim. Ve stfedni, pfechodné, zoné se
buiiky zvétSuji a jsou oblejsi. V mezibunéné hmoté jsou rozptyleny ndhodné, stejné tak
kolagenova vlakna jsou vyrazné méné orientovana. Stfedni vrstva predstavuje 40-60 %
objemu chrupavky. V nejhlubSich vrstvach jsou chondrocyty orientovany podél silnych
kolagenovych vlaken. Stfedni 1 hluboka vrstva jsou bohaté na proteoglykany a stoji za
odolnosti chrupav¢ité tkané k puasobeni tlakovych sil. Pod nejhlubsi vrstvou je zoéna
kalcifikované chrupavky, ktera zajiStuje pfipojeni chrupavky na kost pies kolagenova
vlakna prostupujici aZz do subchondralni kosti. V této vrstv€ jsou builky vzicné

a hypertrofované>®-3437,

superficialni vrstva —

plechodna vestva

hlubokd vrstva

potatky kalcifikace
subchondrilni kost

spongidza

Obrazek 2: Morfologie arozlozeni chondrocytti zavisi na tom, v jaké vrstvé chrupavky jsou pfitomny.
Pfevzato a upraveno podle *.

2.1.6.3 Mezibunééna hmota

V chrupavce se fyziologicky nachazi az 80 hmotnostnich procent vody??, ktera je
vazéana jednak v proteinech mezibunééné hmoty, v mensi mife v mezibunécnych prostorech
a v porech matrix*®. Koncentrace vody se v ramci chrupavky li&i i v zavislosti na z6né.
V hlubokych vrstvach klesd az na 65 %. Jsou v ni rozpustény anorganické ionty a dalsi
Ziviny, které jsou difuzi predavany do okolni tkdn€. Voda navic napomaha snizeni tfeni na
plochéch kloubu a zajistuje biomechanické vlastnosti chrupavky>’.

Nejdominantnéjsi organickou slozkou chrupavkové mezibunééné hmoty je kolagen

typu II, u fibrézni chrupavky kolagen typu I Je doplnén dalS§imi az osmi typy kolagenu
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(naptiklad III, IV, V, VI, IX, XI a XII), které¢ se minoritné¢ podili na stabilizaci struktury
kolagenové sit&*2. Obecné jsou kolageny zodpovédné za pruznost tkdné a vytvaieji sit’, ve
které mohou b&hem dalsiho vyvoje botnat proteoglykany>*. Poruchy exprese kolagennich
proteinit jsou spjaty s ruznorodymi patologickymi stavy, napiiklad se vznikem casné
artrozy*.

Kolagen typu Il méa sekundarni strukturu a-helixu slozeného ze tii totoznych
o fetézcll. Je syntetizovan chondrocyty predev§im z glycinu, prolinu a hydroxyprolinu??.
Nejprve je zahdjena transkripce genu COL2A41, na niz navazuje translace fetézce
pre-prokolagenu, ktery podstupuje posttranslacni modifikace na endoplazmatickém retikulu.
Béhem nich je odstfizen signalni peptid na N-terminalni doméné, dochazi k hydroxylaci
lysinovych a prolinovych zbytkl, jejimz kofaktorem je vitamin C arovnéZ probiha
glykosylace hydroxylovych skupin lysinu. Po téchto tpravach je prokolagen transportovan
do Golgiho aparatu, uzavien do vezikulu a sekretovan ven z bunky. V extracelularni matrix
je dale upravovan peptidazami a lysyl oxiddzami a za vzniku fetézct tropokolagenu, které
prostfednictvim kovalentnich vazeb tvoti kolagenova vldkna, mezi kterymi nésledné dochézi
k sitovani*!. Syntéza ostatnich typii kolagenu probiha obdobng. Kolagen X je typicky
pritomen v hlubokych vrstvach, je asociovan s pfitomnosti hypertrofickych chondrocyti

a pravdépodobné se Udastni mineralizace tkan&*>*

. Ostatni typy kolagenu jsou v tkani
rovnéZ pfitomny, nicméné jak jiz bylo uvedeno, jen v nizkych koncentracich.

Druhou nejvétsi skupinou makromolekul chrupavkové ECM jsou glykosylované
proteiny proteoglykany a glykosaminoglykany. Zakladni stavebni jednotkou proteoglykanu
je centralni protein, na néjz jsou navazany fetézce monosacharidii. Vzajemné se odpuzuji
stejnym nabojem a vytvareji tak kartaCovitou strukturu. Glykosaminoglykan je tvoifen
nevétvenymi polysacharidovymi podjednotkami spojenymi glykosidovou vazbou.
Proteoglykan je ke glykosaminoglykanu pfipojen vazbou serinového zbytku centralniho
proteinu na tetrasacharid (GlcA-Gal-Gal-Xyl)**. Kloubni chrupavka obsahuje
glykosaminoglykany hyaluronan, keratan sulfit a chondroitin sulfaty a proteoglykany
agrekan, dekorin, biglykan a fibromodulin®. Nejvyznamnéjsi i nejvétsi z proteoglykanti je
agrekan. Pfes vazebny protein ma schopnost interakce s kyselinou hyaluronovou. Jedna se
o velmi silnou vazbu, kterd za fyziologickych podminek nedisociuje a umoznuje vznik
velkych agregatii obsahujicich az 100 monomert. N-terminalni (G1 a G2) a C-terminalni
(G3) globularni domény agrekanu se od sebe lisi svou funkci (Obrazek 3). V dospélé kloubni

chrupavce dochazi pravdépodobné nasledkem proteolytického Stépeni pii prestavbeé matrix

az k 50% tbytku G3 domén?*¢. Malé neagregujici proteoglykany jsou charakterizovany svou
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schopnosti interakce s kolageny. Strukturou proteinti se velmi podobaji agrekanu, namisto
kyseliny hyaluronové vSak obsahuji naptiklad dermatan sulfat (dekorin, biglykan) nebo
keratan sulfat (fibromodulin)*.

Minoritni zastoupeni v ECM chrupavky maji nekolagenni proteiny, jejichz funkce je
ne vzdy pln¢ charakterizovana. Obecné se podili na zachovani makromolekularni struktury
mezibunééné hmoty a na jejich interakcich s buitkami****. Do této skupiny patfi fibronektin,

tenascin, COMP (z anglického cartilage oligomeric protein).
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Obrazek 3: Struktura agrekanu. Glykosaminoglykany navazané na jaderny protein spolu tvoii molekulu
agrekanu. Pfes G1 doménu se agrekan vaze na hyaluronan a vytvari tak typickou kartaovitou strukturu.
Pfevzato a upraveno podle 7.

2.1.6.4 Biomechanika

Ve vodném prostfedi maji proteoglykany diky svym karboxylovym a sulfatovym
skupindm zaporny naboj. Vzajemné se odpuzuji a rozprostiraji se tak do velkého objemu.
V mezibunééné hmoté chrupavky jsou vSak prostorové limitovany kolagenovymi vlakny,
ktera jim kladou odpor. Pokud je tkan stlatena, jsou negativné nabité komponenty agrekanu
tisknuty k sob¢, coz zvySuje jejich vzadjemné odpudivé sily a pfispiva to tak k tuhosti tkané
v tlaku*®. Pokud je kolagenova sit’ porusena, napiiklad nasledkem traumatu, agrekan je
uvolnén a pti kompresi tedy nemuize spravné reagovat. Ze stejného diivod by v tomto sméru
nebyly stejné efektivni neagregované proteoglykany - nemohou byt v ECM tak snadno
imobilizovéany a tudiz by takovou mérou nepfispivaly k jeji pruznosti. Je tedy ziejmé, Ze

biomechanické vlastnosti chrupavky pfimo zéavisi na jeji kompozici. Pevnost v tlaku je
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linearni funkci celkového obsahu glakosaminoglykanti*. Na druhou stranu nijak nekoreluje
s obsahem kolagenti.

Mechanické vlastnosti chrupavky jsou velmi té€sn€ vazany i na prichod vody tkani.
ECM se chova jako houba — pii mechanickém zatizeni z ni je voda vytlaCovéna, pti uvolnéni
je naopak nasavana zpét. Tento poznatek vedl k vytvofeni tzv. bifazického modelu
chrupavky, kdy je na tkan nahlizeno jako na smées bunék, proteint a lipida v kapaling, ktera
kolem nich miiZe volné proudit. Cim vice kapaliny je v tkani, tim ma niZ$i tuhost a je vice
permeabilni®®. Pokud by totiz permeabilita zlistivala konstantni nezavisle na mife
deformace, pevna faze tkané by po vytlaceni kapaliny byla velmi nachylné poranéni.

Vztahy mezi mechanickymi vlastnostmi a obsahem vody pomahaji vysvétlit zmény
v tké&ni chrupavky, ke kterym dochazi v pribchu artrozy. V degradujici chrupavce se nejprve
zatne snizovat koncentrace proteoglykanl, ¢imz vznikaji nové prostory usnadiujici
proudéni vody. Voda je tak z ECM snadnéji vytlatena, pevna faze se tedy poskozuje pfi
vyrazné niz§im zatizeni a rychleji nez za fyziologickych podminek. ZvySena permeabilita

navic negativné ovliviuje syntetickou aktivitu chondrocyti’!.
2.1.6.5 Patologie

Hlavnimi patologiemi chrupavky jsou artréza anésledky traumatickych stavi.
Charakteristickym rysem artrozy je rozpraskani hladkého povrchu kloubni chrupavky a jeji
celkové rozruSeni. Degenerativni procesy zac¢inaji v superficidlni zoné a postupné se §iii az
k subchondralni kosti. V dalSich fazich dochéazi ke vzniku osteofytli, zanétu kloubniho
obalu, degeneraci menisku a ztendovani subchondralni kosti*?. Vechny tyto projevy jsou
dasledkem postupné degenerace a mechanického opotiebeni tkan€. Pricemz se zda, ze
tahové a smykové napéti maji ve vzniku artrézy riznou roli. Tahové napéti zplsobuje
podélné praskliny, zatimco smykové napéti vede k formaci vlaknitych defektt®®. Jak jiz bylo
zminéno vyse, typické je snizeni koncentrace kolagenu a proteoglykani v ECM a zvySeni
obsahu vody. Chondrocyty béhem degenerace tkdn¢ prochazeji fazi proliferace, katabolismu
a na zavér bunéénou smrti. Chondron se remodeluje a pericelularné se snizuje koncentrace
kolagenu. Nasledné buriky proliferuji, aby zaplnily nové vzniklé prostory v matrix>,
Apoptotickd aktivita je indukovana pravdépodobné kombinaci reaktivnich kyslikovych
radikald, mechanickym poskozenim buiiky a ptisobenim cytokini uvoliiovanych jako reakce
na predchozi faktory®>. Klinicky se artréza projevuje piedev§im bolesti, sniZenim
pohyblivosti, loupanim v kloubech a ztuhlosti. Jedna se tedy o stav, ktery vyznamné snizuje
kvalitu Zivota pacientli. Rizikovymi faktory vzniku jsou vek, Zenské pohlavi, urazy kloubu,

abnormalni biomechanika kloubu, genetické predispozice a obezita™. Svétova zdravotnicka
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organizace odhadla, Ze symptomatickou artr6zou trpi az 9,6 % muzii a 18 % Zen nad 60 let.
Z nich je az 80 % pohybové limitovano. Aktudlné neexistuje zadny preparat pro prevenci
ani 1écbu, ktery by fesil piimo piicinu vzniku artrozy.

Urazy chrupavky jsou obvykle tizce spjaty s naslednym rozvojem artrozy. Jedna se
o rizné¢ zdvazna poranéni od mikrofraktur az po ostechondralni defekty. Mikrofraktury
zahrnuji pouze poskozeni kolagenové sité a zhorSeni biomechanickych vlastnosti
chrupavky, vzhledem k absenci nervovych zakonceni je takovy turaz nebolestivy.
Osteochondralni defekt oproti tomu zasahuje az do inervované kosti. Casto pti ném dochazi

1 k naruSeni krevnich cév a tzv. krvaceni chrupavky.
2.1.6.6 Regenerace

V relativné neddvné dob€ panovalo pfesvédceni, ze savEéi chrupavka ma nulovou
regeneracni kapacitu. Bylo vSak ukazano, ze u mysi je mira schopnosti regenerovat kloubni
chrupavku dédi¢n4 a z4visla na aktivité specifickych gent®. Obecné vzato je viak spontdnni
regenerace chrupavky velmi problematickd vzhledem k jejim fyziologickym vlastnostem.
PtedevSim postradd zdsobeni krevnimi cévami, jejichz vrastani do tkané se aktivné brani
produkci anti-angiogennich molekul. Patfi mezi né napfiklad trombospondin-1

a chondromodulin-1°7

. Expanzi cév navic brani i kalcifikované vrstvy na hranici chrupavky
a kosti, kterych s rozvojem artrozy pribyva.

Regeneracni procesy zajist'uje souhra bun€k a mezibunééné hmoty. Nejprve dochazi
k aktivaci chondrocytl jejich uvolnénim z ECM. Aktivované buniky zacnou produkovat
kyslikové radikaly, které déle rozruguji mezibuné¢nou hmotu®® a nasledn& migruji do oblasti
uvolnénych chondrocyty se zachovanou proliferacni kapacitou, kde zapo¢nou proces
regenerace™. Nejsnadnéji chrupavka regeneruje v povrchové zéné. Cim hloubéji zasahuje
poskozeni, tim komplikovangjsi je jeho reparace. Experimentalni zvifeci modely ukazuji, ze
po akutnim traumatu jsou spustény obdobné molekuldrni mechanismy jako ve vSech
ostatnich tkanich — aktivace proteaz a sekrece rlistovych faktord®.

V ptipadé¢ chrupavky je odpovidajici signalizace zapoc€ata zménami v mechanickém
pusobeni na chondrocyty, které pak reaguji aktivaci povrchovych integrinovych receptort
a iontovych kanalii®!%?. Nasledkem narugeni ECM jsou rovnéz uvolnény riistové faktory,
které v ni jsou za fyziologickych podminek vazany na proteoglykany. Jedna se predev§im

o FGF, IGF, TGF-B a BMP rodinu®.
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2.1.6.7 Rustové faktory v chondrogenezi

Ristové faktory jsou obecné molekuly stimulujici proliferaci, hojeni a diferenciaci.
Obvykle se jedna o peptidy, které se specificky vazi na povrchové receptory bunck
a spousteji tak intracelularni signalizacni dréhy. V souvislosti s chondrogenni diferenciaci
jich byla identifikovéana celd fada. Mezi nejintenzivnéji zkoumané patii TGF-f, rodina BMP,
FGF, IGF-1 aproteiny hedgehog awingless?’>. V nasledujicich podkapitolach budou
popsany jednotlivé rodiny vcetné zakladniho popisu molekularné-biologického principu

signaliza¢nich kaskad.

TGF-B rodina obsahuje samotny TGF-f, BMP, aktiviny ainhibiny. Za

fyziologickych podminek je TGF-B1, 2 a3 pfitomen ve velmi nizkych koncentracich.
Vsechny tfi typy jsou nicméné povazovany v primarnich chondrocytech za vyznamné
stimula¢ni biomolekuly s ohledem na syntézu proteoglykanii a kolagenu typu I1*>%. In vitro
byla u vSech prokdzana schopnost stimulovat chondrogenezi mezenchymalnich kmenovych
bun&k®. Po pouziti TGF-pl MSC exprimovaly transkripéni faktor Sox9, syntetizovaly

kolagen typull abyla pozorovéna jejich kondenzace®>:%

. Stejné tak in vivo vysledky
potvrzuji, ze aplikace TGF-B1 a TGF-B3 mulze byt nadéjnym piistupem v terapii kloubnich
defektd®’. Na druhou stranu byla zaznamenéna i tvorba osteofytll a hyperplazie kloubu®®,
BMP, ackoli se primarné¢ ucastni vyvoje kosti ajsou sni i c€astéji spojovany, moduluji
expresi molekul chrupavkové extracelularni hmoty. BMP-2, -4 a -7 v in vivo aplikaci vedly
k vyrazné lepsimu hojeni defektd kloubni chrupavky®-"’. Vzhledem k ontogenezi kosti, jejiz
formaci ptedchazi chrupavka, je zfejmé ze BMP je zdsadni i1 pro osteogenezi.

Ristové faktory rodiny TGF se vazi na dimericky receptor skladajici se ze dvou
podjednotek. Komplex signdlnich molekul, ktery vznika aktivaci translokuje do jadra, kde
interaguje s DNA areguluje transkripci specifickych genii. V ptipadé chrupavky se pak
jedna pfedev§im o transkripéni faktor Sox9, na jehoZz aktivit€é zavisi exprese vSech

downstream gend’'.

FGF rodina obsahuje proteiny povazované piedevS§im za parakrinni reguldtory
zapojené do organogeneze a vyvoje koncetin béhem embryonalniho vyvoje. Jejich efekty
byly potvrzeny pomérné nizkym poctem praci. Z hlediska chondrogeneze je
nejvyznamnéjSim zastupcem FGF-2, ktery funguje pro bunky pivodem z mezenchymu
rovnéz jako mitogen. Kromé toho byl ukdzan jeho pozitivni efekt na chondrogenezi lidskych
MSC, i kdyz pfesny mechanismus tohoto procesu neni plné& objasnén’?. Dalsim ukazatelem
diilezitosti FGF-2 v chondrogennich procesech jsou data ziskana na mysich modelech’.
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Bylo ukazano, Ze aplikace FGF-2 oddaluje degradaci chrupavky a néstup artrézy. Zaroven
u mysi, kde byl gen pro tento riistovy faktor deletovan, byl vyrazné urychlen spontanni
rozvoj artrozy.

Fibroblastové riistové faktory se mohou vazat na Ctyfi typy bunécnych receptora,
pfi¢emz do nasledné signalizace jsou zapojeny kinazy ERK, MAP a JNK i komplex Ras
s GTPazovou aktivitou. Kromé Sox9 pak dochdzi k transkripci RunX2 a Elk-1, coz je

osteogenni transkripéni faktor, respektive obecny aktivétor transkripce’”>.

IGF rodina obsahuje dva ligandy IGF-1 alGF-2. IGF-1 zvySuje expresi
chondrogennich markeri a tim sméruje diferenciaci MSC do chrupavky’®””. Zaroven je
povazovan za zasadni molekulu pro udrzeni homeostaze chrupavky prostfednictvim
stimulace syntézy proteoglykanti a viability chondrocytd’s. Pi pouziti v terapii
chondralniho defektu kritické velikosti byl IGF-1 s tspéchem aplikovan u koni, kdy doslo
k vyplnéni defektu chondrocyty a ECM obsahujici predev§im kolagen typu 117,

IGF receptor je exprimovan na povrchu chondrocyti, osteoblastl a osteoklastii a ma
tyrosin kinazovou aktivitu. Navazéani ligandu spousti intracelularni signalizac¢ni kaskady,
které zahrnuji MAP kinazu, MEK1/2 kinazu, ERK1/2 kinazu a PI3 kinazu®® a vzdjemné

spolu interaguji. V zavislosti na zapojenych intracelularnich molekulach je bunka bud’

smérovana k apoptdze, expresi proteinll nebo aktivovani transkripénich faktori.

Hedgehog signalizace tfemi typy vysoce konzervovanych proteinii — sonic, indian

a desert hedgehog je znama predevSim organizaci t€lniho planu béhem embryogeneze.
V souvislosti s chondrogenni diferenciaci se uplatiuje hlavné indian hedgehog. Spolu
s dalSimi molekulami koordinuje proliferaci a diferenciaci chondrocytli a osifikaci

perichondria®!.

Wnt/B-katenin signalizace je posledni, ktera se v homeostazi chrupavky uplatiiuje.
Na myS$im modelu bylo ukézano, Ze nekanonickéd draha zajiStuje organizaci chondrocytii
v rastové ploténce do sloupct, zatimco kanonickd drdha mize inhibovat pocatecni faze
vyvoje chrupavky®?. Na zakladé analyzy lidského genomu se zd4, ze Wnt signalizace je

rizikovym faktorem rozvoje artrozy a mohla by tak byt terapeutickym cilem®’.
2.1.6.8 Tkanové inZenyrstvi chrupavky

V tkanovém inzenyrstvi 1ze obecné uplatnit ptistup zaloZeny na aplikaci bun¢k nebo
bezbunécnou terapii (shrnuto v Obrazek 4). Vyraznou limitaci a ¢astym divodem selhdni

implantace bun¢k do defektu je jejich neschopnost integrace do okolni tkdné. Bunécna
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terapie zahrnuje vyuziti dren-stimulujicich technik, tkanové Stépy a implantaci bunék
s chondrogenni kapacitou - chondrocytli nebo mezenchymalnich kmenovych bun&k®!.
Kostni dfen-stimulujici techniky jsou zalozeny na piisobeni endogennich MSC a pouziva se
pro 1éze mensich rozmérd do 15 mm v primérud*. Tyto artroskopické techniky zahrnuji
penetraci subchondralni kosti, ¢imz je umoznéna infiltrace defektu bunikami a ristovymi
faktory z kostni diené. Po mikrofraktuie vSak Casto vznikd namisto hyalinni chrupavky
vazivova chrupavka a navic angiogenni faktory z kostni dfené¢ vedou spiSe k indukci
osteogeneze neZ chondrogeneze®. V devadesatych letech se jako tkanovy §tép vyuzivaly
pasy perichondria®®. Klinické vysledky vsak byly podobné mikrofrakturam
a z dlouhodobého hlediska dochazelo ke kalcifikaci implantatu®’. Mozaikova plastika
kloubni chrupavky, kdy jsou z nezatézové ¢asti kloubu pfeneseny autologni osteochondralni
Stépy do mista defektu, je naopak vyuzivana pomérné hojné a mé dobré subjektivni i klinické
vysledky. Pouziti samotnych autolognich chondrocytti bylo zdokumentovano poprvé v roce
1984%. Implantované chondrocyty vsak &asto postradaji syntetickou aktivitu a nejsou
schopny se uspofadat do zon typickych pro zdravou chrupavku®®. Zralé chondrocyty se
podafilo izolovat kromé kloubni chrupavky i z nosni piepazky, ugniho boltce nebo zeber™.
Chondrocyty vSak nasledné tvoii chrupavku se stejnou charakteristiku jako byla jejich
zdrojova tkan, nelze tedy pouzit buiiky z boltce k implantaci do kloubni chrupavky, protoze
by nova tkan nespliiovala biomechanické naroky®!. Vyznamnou komplikaci aplikace bunék
je nutnost jejich expanze na dostateCny pocet. Chondrocyty jsou ve 2D kultufe velmi
nestabilni a rychle dediferencuji do fibrochondrocytarniho fenotypu. Tento proces je spojen
se ztritou exprese mRNA chondrogennich markerti, naptiklad kolagenu typu II°2,
Dediferenciace vSak je reverzibilni pfidanim chondrogennich suplementt do kultivaéniho
media nebo kultivaci v trojrozmémém prostiedi’>**. To se nicméné netykéa chondrocytt od
pacientll s artrozou. Zda se, ze kvili zméndm v metabolismu maji tyto bunky sniZzenou
schopnost reagovat na induktivni chondrogenni signalizaci, a tudiz jsou pro transplantaci
nevhodné®. Izolace bun&k z chrupavky je viak zakrok, ktery s sebou nese morbiditu
zdrojového mista a neni tedy idealnim feSenim ani pro zdravé darce. Dediferenciaci
chondrocytli ve 2D prostiedi se d4 predchazet i kondenzaci bunék do chondrosfér”, které
jsou implantovany podobné jako tkanovy Stép. Na zvifecich modelech byla ovéfena
funkénost tohoto pfistupu a probihaji klinické studie®®. V porovnani s chondrocyty jsou
mezenchymalni kmenové bunky snadno dostupné i kultivovatelné. Nejvyssi vytéznost je
z kostni dfené¢ nebo tukové tkang, v nizSich poctech je mozné je izolovat napiiklad

z periferni krve®®. Jsou to buiiky s potencialem diferencovat do mezodermalni linie, jejichz
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funkci v organismu je obnova poSkozenych tkani a regulace imunitnich odpovédi. Jejich
velkou vyhodou je zddna nebo velmi nizka exprese MHC I a II a tedy absence odmitavé
reakce imunitniho systému®’. MSC piivodem z tukové tkané byly v alginatovém konstruktu
nejprve kultivovany v chondrogennim mediu a nasledné implantovany mysim®®. Po dvanécti
tydnech v invivo podminkdch buniky exprimovaly signifikantni mnozstvi molekul
chrupavkové matrix. Stejné tak byly s tispéchem vyuzity autologni MSC z kostni dfené
u pacientii. Byly inkorporovany do kolagenového gelu a vlozeny do defektu chrupavky.
Defekty byly po 12-27 mésicich vyplnény vazivovou chrupavkou a pacienti udavali zlepSeni
klinickych piiznaki, schopnosti pohybu i ulevu od bolesti”.

Buniky obojiho typu mohou byt aplikovany v suspenzi nebo na nosici. V obou
pfipadech jsou vSak manipulovany mimo télo pacienta a existuje tak riziko naruseni
regulacnich mechanisml a vzniku nekontrolovan¢ho déleni. Proto je bunécnd terapie
pomérné riskantni a méla by podlé€hat ptisné nastavenym pravidlim. Navzdory pozitivnim
vysledkiim neni idedlnim feSenim. Nese s sebou vedlejsi efekt invazivniho odbéru bunck —
v piipad¢ autologniho transplantatu, nebo riziko odmitavé reakce imunitniho systému — pfi
pouziti bun¢k darce.

Stejné tak byly zaznamendny negativni i pozitivni vysledky pii bezbunécné terapii.
Ta spociva v aplikaci nosi¢e do mista defektu. Mezi pouzivané pfirodni materialy patii
kolagen, fibrin, alginit, agaréza, kyselina hyaluronové, chitosan a celuldza®!. Ze
syntetickych polymert jde o kyselinu poly-mlé¢nou, poly-glykolovou a jejich kopolymer,
poly-e-kaprolakton, polyvinylacetat, polyuretany, teflon a dakron®’'% Obvykle se jedna
o materialy schopné tvofit hydrogel, ktery je biomechanicky velmi podobny fyziologickym
vlastnostem chrupavkové ECM. Vyznamné omezeni pii vkladani bezbunééného nosice do
defektu vychazi z ptirozenych vlastnosti chondrocytll. ato z jejich velmi nizké kapacity
proliferovat a migrovat. Aby byl nosi¢ osidlen dostate¢nym poctem bunék, je tfeba narusit
chrupavku az na subchondralni kost, ktera je vaskularizovana. Tim se sice do rany vyplavi
1 kmenové buiiky a dostatek rtistovych faktor pro zahajeni regenerace, ale zaroven se ¢asto

rozviji patologické zanétliva reakce, ktera mize vést k artritickym zménam.
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Obrazek 4: V tkanovém inzenyrstvi chrupavky lze uplatnit bezbunécny pfistup ibunécnou terapii.
Mikrofraktura zahrnuje rozruSeni chrupavky az na subchondralni kost. Poté mize byt vlozen samotny nosic,
nosi¢ obsahujici butiky nebo mohou byt implantovany buiiky bez nosiée. Pievzato a upraveno podle!®'.

Nosice z kolagenu patii mezi nejéastéji pouzivané. Jednak proto, ze kolageny se

piirozené vyskytuji v pojivovych tkani a vytvari tedy buiikam blizké prostredi a také proto,
ze kolagenovy nosi¢ je degradovatelny bunéénymi enzymy a postupem casu mtize byt plné
nahrazen novou tkani. Bezbunétna kolagenova matrice implantovana do osteochondralniho
defektu u krélika signifikantné zlepSila spontanni regeneracni procesy tkdné a indukovala

formaci hyalinni chrupavky!'%?

. Kolagenové nosice jsou biokompatibilni a mohou byt tedy
pied implantaci osazeny chondrocyty nebo mezenchymalaim-kmenovymi butikami'%1%,
Uspé&snost aplikace takového nosi¢e se odviji i od velikosti portl. Proces regenerace byl
in vivo v mySim modelu lépe navozen relativné malymi pory nepifesahujicimi 250 pm.
Nasazené chondrocyty osm tydnti po implantaci osidlily cely objem nosice a syntetizovaly

kolagen typu II a agrekan'®

. Dtlezitou vlastnosti nosice je 1 schopnost kontrakce a agregace
bunék. Pravé pfitomnost tésnych mezibunéénych spojl totiz je jeden z faktorit navozeni
chondrogeneze. Vzhledem ktomu, Ze vys$§i mira agregace bunék byla dosazena
u nedenaturovaného proteinu, je tfeba dbat na zachovani pfirozené helikalni struktury
kolagenu. o vhodnosti kolagenovych nosict pro aplikaci v regenerativni mediciné sveéd¢i

i fakt, 7e na trhu je celd fada komerénich materialéi vyuzivanych v klinické praxi'®.
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Buniky s vlakny kolagenti typu I a II interaguji bud’ a10P: integriny pies GFOGER
a GROGER vazebné sekvence, neintegrinovym receptorem DDR-2 nebo pfes
anexin V%1% Integrinova vazba stimuluje prolifera¢ni aktivitu chondrocytli, aniz by
vyrazn¢ ovlivnila jejich chondrogenni aktivitu. Interakce s kolagenem pies anexin zvysuje
ptijem kalciovych iontd bunkou, coz naznacuje roli této signalizace v endochondralni
osifikaci'?”. Zapojeni neintegrinové signalizace ptes DDR-2 spousti expresi metaloproteinaz
a prozanétlivych cytokintl, coz jsou molekuly Gi¢astnici se remodelace chrupavkové ECM!'°,
Benefity kultivace chondrocytii v kolagenovém gelu jsou obzvlast patrné pii srovnani
s vlastnostmi stejnych bunék ve 2D kultute na plastu. Pti 3D kultivaci si buiiky zachovavaji
kulovitou morfologii i schopnost sekrece proteoglykant a kolagenu typu II. Diskutovan je
mozny vliv kolagenu typu I na destabilizaci chondrocytarniho fenotypu. Tento efekt je vSak
pozorovan hlavn& u gelti o koncentracich nad 1 g/ml'®. P¥i pouziti mezenchymalnich
kmenovych bunc¢k stimuloval kolagen typu Iill adhezi ichondrogenezi. Interakce
s kolagenem typu II vSak vedla k vyssi expresi mRNA chondrogennich markerti a rovnéz
k sekreci vétsiho mnozstvi slozek extracelularni hmoty!!!.

Kyselina hyaluronova je rovnéz makromolekula, kterd se fyziologicky vyskytuje
v extraceluldrni matrix chrupavky!'?. Aby byla biokompatibilni, je tfeba ji modifikovat
sitovanim!!3. Je pfirozené odbourdvéana hyaluronidiazami, nicméné jeji metabolity mohou

114

v chrupavce spustit degrada¢ni mechanismy' *. MSC v hyaluronanovém nosi¢i vyrazné

zlepsily hojeni defektu a formaci chrupavky u psi'!’®>. Pokud byla kyselina hyaluronova
aplikovana pacientim s artrézou, byl zaznamenan antioxidacni a protizanétlivy efekt
a tlumila expresi medidtorti bolesti!!'S. Do klinické praxe je uveden Hyalograft® C, tkatovy
Stép zaloZeny na kyseliné hyaluronové kombinované s autolognimi chondrocyty, po jehoz
aplikaci udavalo az 97 % pacientli vyrazné subjektivni zlepSeni hybnosti kolene a kvality

Zivota'!’,

Fibrinové nosice vznikaji polymeraci fibrinogenu za piitomnosti trombinu''®. Obg&
molekuly jsou fyziologicky pfitomny v organismu a ucastni se ptfirozenych reparacnich
procest, po jejichz ukonceni je fibrin degradovéan extracelularnimi enzymy. Fibrin ma
konzistenci gelu a podporuje spontdnni hojeni chrupavky, je tak dalsim vhodnym
materidlem pro vypln jejich defekth. Pti aplikaci fibrinového lepidla in vivo se vSak €asto
objevuji komplikace spojené s jeho nizkou mechanickou stabilitou a se ztratou objemu
vyplné defektu!'®. Navzdory tomu byly po aplikaci fibrinu zaznamenany i pozitivni

vysledky, a to predev§im pokud byl kombinovén s butikami!?*!?!, Dochézelo k formaci nové
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chrupavkové tkan€ svysokym obsahem proteoglykani akolagenu Il ake snizeni

bolestivosti pfi pohybu!?2.

Agarbéza aalgindt jsou biokompatibilni polysacharidy, nejsou imunogenni

a vzhledem ke své tuhosti a funk&énim skupindm podporuji bunéénou adhezi a proliferaci'?>.

Pouzitim riznych koncentraci lze také snadno upravovat Youngiv modul[l] tak, aby
odpovidal fyziologické chrupavce. Ob¢ latky jsou vSak vhodné ptedevSim pro in vitro
testovani nosiCli v trojrozmérné matrici, ato vzhledem k problematickému odbourévani
vV organismu. V in vitro podminkach indukuji chondrogenni diferenciaci
u mezenchymadlnich kmenovych bunék!?*!?%. Ptestoze agardéza i alginat in vivo inhibuji
spontanni reparaéni mechanismy'?®, po enkapsulaci autolognich lidskych chondrocytt do
kombinovaného nosice a implantaci do defektu doSlo u pacientd ke zlepSeni klinickych

piiznaki a zhojeni hyalinni chrupavkou'?’.

Chitosan je linearni polysacharid tvofeny ¢astecné deacetylovanymi podjednotkami
chitinu'?®, ktery je ziskavéan z kutikuly ¢lenovcil nebo z bunéénych stén hub. Chitosanové
nosiée jsou b&zné vyuzivany pro enkapsulaci a kultivaci bunék!'?®. Maji strukturu velmi
podobnou chrupavkovym glykosaminoglykaniim a jsou tak vhodné pro podporu proliferace
chondrocytti a syntézy slozek ECM"*13L132 [ yivo je v8ak chitosan ¢asto kombinovan
sdalS$im  biomateridlem — naptfiklad s algindtem, kolagenem nebo  kyselinou

133,134,

hyaluronovou za ucelem zlepSeni biokompatibility a podpoteni jeho chondrogennich

schopnosti. Pro aplikace v humanni mediciné se vSak chitosan zatim nevyuziva.

Celuldza je ve vode nerozpustna latka tvofena podjednotkami glukozy. Ma Cetné
hydroxylové skupiny, diky nimZ je snadno modifikovatelna a mtiZze tvofit biokompatibilni
hydrogely s riiznou strukturou a vlastnostmi. V organismu navic nejsou pfitomny enzymy,
které by ji degradovaly a odpada tak moznost indukce sekrece prozanétlivych cytokini
jejimi metabolity. Chondrocyty po nasazeni na celul6zovou membranu proliferovaly a byly
stimulovany k syntéze kolagenu typu I1'*. Stejné tak byl zaznamenan pozitivni efekt na
chondrogenezi lidskych mezenchymalnich kmenovych buné€k, které¢ exprimovaly mRNA
chondrogennich markeri Sox9, kolagenu II a agrekanu'*. Celuléza je b&7né pouZivina
v in vitro podminkach. Nicméné jak bylo zminéno vyse, in vivo je neodbouratelnd, a tudiz

prakticky nepouzitelna. Materidly ptirodniho plivodu jsou casto kombinovany se

1 Youngtiv modul uddva pomér mechanického napéti v tahu a prodlouzeni na zékladé ptisobiciho napéti, E = 6/
€. Podrobnéji bude vysvétlen v kapitole zabyvajici se biomechanickymi vlastnostmi kosti.
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syntetickymi polymery. Vzajemné si tak moduluji své vlastnosti, aby byly co nejblizsi
ptirozené chrupavce. Injikovatelny hydrogel tvofeny kombinaci oxidované karboxymethyl
celulozy a Zelatiny se dobfe integroval do chrupavky v kozim modelu a podporoval migraci

a proliferaci chondrocytt nasazenych na jeho povrchu'?’.

Poly-ge-kaprolakton (PCL) je biokompatibilni a biodegradabilni synteticky polymer.

Jeho viskoelastické vlastnosti, nenarocné piiprava a moznost funkcionalizace bioaktivnimi
latkami z PCL cCini biomaterial s velkym potencidlem vyuziti v tkdflovém inzenyrstvi.
Bezpecnost pouziti tohoto polymeru v mnoha oblastech biomediciny byla potvrzena ¢etnymi

studiemi!3®

. Lidské mezenchymalni kmenové buniky byly na PCL nosi¢i schopné exprimovat
chondrogenni geny a pfi histologickém hodnoceni byly vzorky pozitivni na kolageny
I aI1'¥1% Nosi¢e s obsahem PCL podporovaly udrzeni fenotypu i proliferacni aktivitu
primarnich praseéich chondrocyti'*!. PCL je sam o sobé& biokompatibilni a vhodny pro rist
bun¢k. Nicméné s ohledem na diferenciaci 1ze dosdhnout lepSich vysledki pii kombinaci
s jinym syntetickym nebo i pfirodnim polymerem. Naptiklad s PVA, PLA, chitosanem,

zelatinou, kyselinou hyaluronovou nebo kolagenem'#?,

Kyselina poly-mléénd je alifaticky polyester, ktery je v organismu hydrolyticky

degradovdn za vzniku &isteéné cytotoxickych metabolitt!'#

, které indukuji imunitni
odpovéd’. PLA nosic¢e se submikronovou morfologii pfipravené metodou 3D tisku byly
osazeny lidskymi chondrocyty!*. Po dvou tydnech in vitro kultivace mély buiiky stéle
kulovitou morfologii, coz svéd¢i 1 o zachovani syntetické aktivity a schopnosti formovat
novou tkan chrupavky. PLA se béZzné kombinuje s kyselinou poly-glykolovou PGA. PGA je
nejjednodussi linearni polyester a stejné jako PLA je degradovéna hydrolyzou, je jeste
o néco hydrofilngjsi a tedy méné stabilni. PGA sama o sobé vykazuje pozitivni efekty na
chondrogenezi in vitro, kdy v ramci dynamické kultivace bylo dosazeno vyznamné syntézy
kolagenu II'**, ainvivo ptedeviim na krali¢cim modelu pii terapii defektu kloubni

146 Bezbun&ny nosi¢ z kopolymeru PLA aPGA byl implantovan do

chrupavky
osteochondralniho  defektu u  kralika'¥’. Byla zaznamenidna vy$§i depozice
glykosaminoglykant a hyalinni chrupavky nez u kontrolni skupiny — prazdného defektu. Pro
aplikaci v humdnni mediciné se vyuzivd BioSeed®-C, jenz kombinuje polymery
s autolognimi chondrocyty z kloubu'*®. Po implantaci byla indukovana syntéza hyalinni

chrupavky a signifikantné zlepSeno klinické hodnoceni pacienti.

Polyethylenglykol PEG je relativné inertni polyether, ktery po zesitovani tvofi

hydrogel. Stejn¢ jako ostatni syntetické polymery miize byt snadno biologicky modifikovan,
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napiiklad ptidavky TGF-B1 nebo BMP-2!*) amechanické vlastnosti kontrolovany

mnozstvim sitovaciho ¢inidla i koncentraci samotného PEG'.

Polyvinylalkohol vznikd hydrolytickym odStépenim acetylovych skupin

z polyvinylacetatu a je rozpustny ve vod¢, nikoli v organickych rozpoustédlech. Vzhledem
ke snadné degradovatelnosti je tieba PV A nosice pted biologickou aplikaci uréitymi zpiisoby
stabilizovat. Lze pouzit mnohé chemicka sitovaci ¢inidla, sitovani mrazenim nebo piidavky
dalSich polymerta. Po inkorporaci suspenze chondrocyti do PVA hydrogelu si bunky
zachovaly schopnost syntézy chondrogennich markera, coz bylo ovéieno rt-PCR, a noveé
syntetizovana extracelularni hmota byla pozitivni na proteoglykany'>!. Implantace tohoto
nosice s autolognimi chondrocyty do kloubni chrupavky kralika vedla k formaci hyalinni
chrupavky. Kombinace PVA pény s PEG achondroitin sulfitem nebo kyselinou
hyaluronovou zabranila dediferenciaci chondrocytl pti in vitro kultivaci v€etné zachovani

exprese chondrogennich genti'>,

Hybridni nosie jsou c¢asteCnym feSenim omezujicich vlastnosti jednotlivych

biomateriali. Kombinuji v sobé vyhody syntetickych i pfirodnich materiali a maji tedy
velmi dobré mechanické i biologické vlastnosti. Vysledky v in vivo experimentech byly u
nékterych typl nosicli natolik pozitivni, Ze se ptistoupilo k testovani v klinickych studiich a
ptipadné¢ ke komerénimu pouziti. Chondrotissue (Biotissue) na bazi PGA a kyseliny

hyaluronové!33154

je vstrebatelnd membrana, ktera je pied aplikaci obohacena o autologni
plasmu s desti¢kami. Byla zaznamenana regenerace kloubni chrupavky, ktera se klinicky
projevila zlepSenou pohyblivosti a ilevou od bolesti. Porézni nosi¢ z PLGA a kolagenu se
vyznacuje vysokou mirou vnitini propojenosti portt a mechanickymi vlastnostmi blizkymi
chrupavce. Po osazeni kloubnimi chondrocyty a implantaci do mysiho modelu podporoval
chondrogenni procesy v defektu od genové exprese po syntézu nové chrupavkové tkané
s odpovidajici biomechanikou'>>. Pomoci lidskych mezenchymalnich kmenovych bun&k
z tukové tkané byl testovan hybridni nosi¢€ ze Zelatiny a PCEC (PCL-PEG-PCL), jednalo se
o pénu obohacenou o TGF-B1 pfipravenou lyofilizaci. Buiiky vykazovaly zvySenou expresi

mRNA chondrogennich markerti agrekanu a kolagenu typu II a jejich extracelularni hmota

byla pozitivni na glykosaminoglykany!*®.
2.1.7 Kost

Kost, neboli osifikovand tkan, méa dvé hlavni slozky extraceluldrni hmoty,

organickou a anorganickou. Organicka slozka je tvofena, stejn¢ jako u ostatnich pojivovych
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tkani, pfedev§im kolagenovymi a elastinovymi vldkny adava kostem flexibilitu.
Anorganickou slozku tvofi mineralni latky, predev§im soli vapniku, a diky ni je tkan tvrda
a ktehka'>’. Hlavni funkci kostry je mechanicka opora téla, upinaji se na ni svaly a umoziuje
tak pohyb, chrani vnitini organy, je mistem tvorby krve a zajistuje udrzeni rovnovahy
mineralt v organismu prostiednictvim depozice vapniku a fosforu. Jednd se o funkéné
1 strukturné velmi dynamickou tkén, do jejihoz metabolismu jsou zapojeny jak interni vlivy
tkan€, tak i vnéjsi signaly organismu. Buiky kostni tkané jsou trojiho typu - osteoblasty
a osteocyty, které se ticastni syntézy kostni matrix a v pozd¢j$Sim vyvoji jsou v ni uzavieny,
a osteoklasty zajist'ujici odbouravani kosti a piitomné ptedev§im v povrchovych vrstvach!>®,
Kostni tkédn mize byt spongidzni (trabekularni) nebo kompaktni (kortikalni). Lisi se od sebe
morfologii, mechanickymi vlastnostmi a lokalizaci v rdmci kosti (Obrazek 5). Kompakta je

v diafyzach dlouhych kosti a na povrchu plochych kosti. Spongiéza oproti tomu vypliuje
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Obrazek 5: Kostni hmota je dvojiho typu, spongiéza nebo kompakta. V ramci dlouhych kosti je spongioéza
lokalizovana v epifyzach a kompakta v diafyzach. Spongiozni tkan je tvotfena trabekulami, kompaktni tkan
Haversovymi systémy. Pievzato a upraveno podle ',

2.1.7.1 Formace

Kostra je mezodermalniho plivodu. Zacina se vyvijet mezi Sestym a sedmym tydnem

embryonalni faze a jeji formovani je ukon€eno po dvacatém roce zivota. Rust kosti obecné
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zavisi na genetickych predispozicich, vyzivé, hormondalnich hladinach a mechanické namaze
tkané. Jeho rychlost neni v celém objemu kosti konstantni. Zalezi na sméru piisobeni
mechanickych sil. Do délky kosti rostou v rustové ploténce na hranici mezi epifyzou
a diafyzou, kde je zachovana proliferacni aktivita chondrocytii. Do Sitky pak v povrchovych
vrstvach pod periosteem'®!. Z hlediska vyvoje lze kosti délit na vznikajici enchondralni
osifikaci a intramembran6zni osifikaci. Enchondralni osifikaci vznika vétSina kosti kromé
horni a spodni celisti a kosti lebky, které se formuji intramembrandzni osifikaci. Pii
enchondralni osifikaci mezenchymalni kmenové bunky nejprve kondenzuji a diferencu;ji
v chondrocyty syntetizujici chrupavkovou ECM, ktera je nasledné mineralizovana
a nahrazena kosti. Pfi intramembrano6zni osifikaci kmenové buiiky nejprve diferencuji piimo
do osteoblasti, které syntetizuji kolagenovd vldkna, vnichz se pozdé&ji uklada
mineralizace'®.

Enchondrélni osifikace zahrnuje stadium rychlé proliferace chondrocytti a tvorbu
chrupavkového templatu ve tvaru budouci kosti, ktery je na ni v dalSim vyvoji prestavén.
Chondrocyty v centru templatu hypertrofuji azacnou syntetizovat kolagen typu X
a fibronektin, coz je krok umoznujici pocatek mineralizace. Depozice minerdlnich latek
v extracelularni hmoté brani difuzi zivin k bunkam, které tak zapo¢nou apoptozu.
Uvoliovani stresovych biomolekul a nové volné prostory v matrix indukuji, respektive
umoziuji, vristani krevnich cév. Krevnim fecistém mohou do vzniklych dutinek migrovat
progenitory kostnich bunék, osidlovat je a po obvodu nové formovaného periostea vytvaret
vrstvicku kompaktni kosti. V diafyzach vznikd primarni osifikacni centrum a po narozeni se
stejny proces opakuje v epifyzach, ¢imz se formuje centrum sekundarni. Jak jiz bylo
zminéno, na hranici epifyz se nachazi riistové ploténky. Jsou to oblasti, kde dochézi
k proliferaci chondrocytli a prodluZzovani kosti. Na zédklad¢ funk¢nich charakteristik 1ze
odlisit n€kolik zon. NejbliZe epifyzam je proliferacni zona, kde dochézi k rychlému déleni
chondrocytli, které dale dozravaji avytvareji oblast hypertrofie. Béhem dozravani
chondrocyty zacnou produkovat slozky extracelularni hmoty, v nichZz se miize ukladat
kalcifikace a vznik4 primarni spongidza. Na hranici s diafyzou je osifika¢ni zona, kde nové
diferencované osteoblasty tvoii osteoid —docasnou kostni tkan, kterd je rychle plné
mineralizovéna'®!:162:163,

Intramembran6zni  osifikace obnasi pfimou diferenciaci kostnich buné¢k
z mezenchymalnich progenitori. Osteoblasty nasledné klastruji do osifikacniho centra
a tvoti osteoid, jehoz mineralizace vede k uzavieni bun¢k do ECM a termindlni diferenciaci

do osteocytl. Rozristanim osteoidu jsou do mezibunéné hmoty uzavieny také krevni cévy,
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které se vyvijeji do Cervené kostni dfené. Naopak na povrchu nové vznikajici kosti
syntetizuji mezenchymalni kmenové buniky periosteum. Pod nim je kostni tkan postupné

ukladana do vrstev a vznika tak kompakta!6>163,

2.1.7.2 Buirky a struktura tkané

Zakladni stavebni jednotkou kompaktni tkan¢ je osteon neboli Haverstiv systém.
Sklada se z lamel kostni matrix koncentricky uspofadanych kolem Haversova kanélku, jimz
prochazeji krevni a lymfatické cévy a nervy. Mezi jednotlivymi lamelami jsou v lakunach
uloZeny osteocyty, jejichz vybézky zasahuji do centralniho kandlku a mohou tak byt
zasobovany zivinami a kyslikem'’.
zndzornény v Obrazek 6). Fyziologicky jsou lokalizovany podél povrchu kosti a maji
zasadni syntetickou funkci — produkci osteoidu'®*. Jejich morfologické vlastnosti odpovidaji
vysoké syntetické aktivité. Maji drsné endoplazmatické retikulum, vyrazny Golgiho aparat
a ¢etné sekrecni vacky. Osteoblasty jsou derivované z mezenchymalnich kmenovych bunék.
Diferenciace je zdvisld na transkripcnim faktoru RunX2. Pouze na zékladé jeho aktivity
mohou byt syntetizovany dal§i osteogenni proteiny (napiiklad kolagen I, osteokalcin,
alkalickd fosfataza, osteonektin) a dokonc¢ena maturace kostni tkané. Mysi s deleci RunX?2
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zcela postradaly osteoblasty ', coz ilustruje dulezitost fungovani tohoto transkripéniho

faktoru. Poté co osteoprogenitorové buiiky za¢nou syntetizovat alkalickou fosfatazu, stavaji
se znich preosteoblasty!®*. Zralé osteoblasty jsou charakterizovany expresi osterixu

1165

a sekreci extracelularnich proteinti osteokalcinu, sialoproteinu a kolagenu typu I'*>. Kromé

toho dochazi ke zménam morfologie. Bunky ptivodné fibroblastoidniho charakteru nabyvaji
kuboidalni tvar.

Nékteré osteoblasty v urcité fazi vyvoje zatnou maturovat v osteocyty. Klesa pocet
organel azvySuje se pomér objemu jadra k cytoplazmé, coz koresponduje s poklesem
syntetické a sekre¢ni aktivity!'®®. Jakmile je dokongena maturace osteocyttl, klesa exprese
osteoblastovych markert a je naopak zvysSena transkripce markerti osteocytti sklerostinu

1167

a proteinu dentinové matrix 1'°’. Osteocyty tvoifi az 95 % celkového poctu kostnich

bung&k'®®, Jejich morfologie se lisi v zavislosti na tom, v jakém typu kosti jsou uzavieny.

V trabekularni kosti jsou osteocyty spiS kulaté, zatimco v kortikalni kosti jsou podélné
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protahlé™™~. Vzhledem k tomu, ze jsou lakuny tésné¢ obklopeny kostni matrix, mezibunécné

kontakty jsou realizovany tenkymi vybézky skrz kanalky propojujici jednotlivé lakuny.

Vodivymi spoji jsou transportovany malé signalni molekuly, Ziviny a kyslik'®. Diky tomuto

0

systému mohou osteocyty slouzit ijako mechanoreceptory'’® a umozitovat tak reakci
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okolnich bunék na zmény v mechanickém zatizeni. Za signaly pro remodelaci tkané jsou
tedy do urcité miry zodpoveédné osteocyty, které na zakladé mechanické stimulace produkuji
fadu sekundarnich poslt, napiiklad ATP, oxid dusny, kalciové ionty nebo prostaglandiny'’!.

Poslednim bunéénym typem jsou osteoklasty. Jejich nejvyraznéjSim rysem je
mnohojadernost. Vyviji se z mononuklearnich hematopoetickych prekurzort vlivem faktori
M-CSF a RANK ligandu sekretovanych piedevSim osteoblasty a osteoprogenitorovymi
buiikami!”>!”3, M-CSF se véaze na povrchovy receptor prekurzori osteoklastl, stimuluje
jejich proliferaci ainhibuje apoptéozu. Vazba RANKL na RANK receptor spousti

osteoklastogenezi!"2.

Antagonistou vazby RANKL na receptor je osteoprotegerin
produkovany osteoblasty, stromalnimi bufikami a periodontalnimi fibroblasty!”*!™*. OPG se
vaze na RANKL a brani interakci s RANK receptorem, ¢imz inhibuje osteoklastogenezi.
Markery diferencovanych osteoklastti jsou TRAP a katepsin K, molekuly zasadni pro jejich
funkci!”. V ramci polarizace béhem remodelace kosti dochazi k piestavbam aktinového

176 Tato vrstva

cytoskeletu a formaci typického F-aktinového prstence po obvodu celé bunky
umoznuje pevnou adhezi ke kosti, kterd je nésledné¢ degradovana katepsinem
a metaloproteazami'’’. Disregulace systému RANKL/RANK/OPG vede k patologickym
stavim. Na jedné stran¢ je to nadbytecnd degradacni aktivita vedouci k osteopordze, na
stran¢ druhé osteopetroza, pii které se kostni hmota resorbuje naopak pomaleji a akumuluje

53175’178.

@ 5

osteoprogenitor

osteoblast ustecyt

Obrazek 6: Bunééné typy pritomné v kostni tkani — osteoprogenitory, osteoblasty, osteocyty a osteoklasty.
Osteoprogenitorové buiiky jsou prekurzory pro osteoblasty a osteocyty. Osteoklasty vznikaji z hematopoetické
linie. Synteticka aktivita je zabezpecena osteoblasty. Nejpocetnéjsim bunéénym typem v kostni tkani jsou
osteocyty. Pievzato a upraveno podle '7°

2.1.7.3 Mezibunééna hmota

Extracelularni matrix kosti mé organickou a anorganickou slozku. Organicka slozka
je sekretovéana osteoblasty a az z 90 % tvotfena kolagenem typu I, dale kolageny III a 'V,
vyrazné mén¢ zastoupeny jsou nekolagenni proteiny osteokalcin, osteopontin, osteonektin,
fibronektin, kostni sialoprotein a riistové faktory!'®®. Kolagen tvoii typickou helikalni
strukturu, stejné jako u chrupavky. Kolageny typu III a V maji spise regulacni funkce'®!.

Kontroluji tvorbu novych vldken kolagenu I a jejich primér, cozZ jsou faktory zasadni pro
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zachovani pevnosti kosti'®?. Nedostate¢na tvorba kolagenu I nebo mutace v jeho struktuie
vedou k patologickym zméndm v ECM a potazmo ke zlomeninam. V kostni mezibunécné
hmoté¢ jsou pfitomny rovnéz malé proteoglykany bohaté na leucin - dekorin, biglykan,
lumikan, keratokan. Proteoglykany byly z hlediska struktury podrobné¢ popsany v kapitole
zabyvajici se chrupavkou (2.1.6.3), na tomto mist¢ tedy bude popsan spise jejich vyznam
pro kostni tkan. Vazi se na povrchové receptory bunék a béhem vyvoje kosti ovliviuji

proliferaci, osteogenezi, ukladdni mineralnich latek a remodelaci'®’.

Nejbéznéjsi
glykosaminoglykanové fetézce v proteoglykanové molekule jsou dermatan a chondroitin
sulfaty. Vyznamnou skupinou jsou molekuly obsahujici kyselinu y-karboxyglutamovou,

mezi néZ patii osteokalcin, periostin a matrixovy Gla protein!84

. Kofaktorem syntézy téchto
proteintl je vitamin K. Osteokalcin je sekretovan osteoblasty a prostiednictvim vazebnych
domén pro hydroxyapatit reguluje metabolismus vapniku v organismu. Cirkulujici
osteokalcin mize byt jednak vyuzit jako marker formace kosti a navic funguje i jako hormon
regulujici energeticky metabolismus'®’.

Anorganickd slozka je pfedstavovana hlavné ionty kalcia a fosforu, nicméné
pfitomny jsou i hydrogenuhli¢itany, sodik, draslik, hoi¢ik nebo zinek!'*®. Vapnik a fosfor
spolu reaguji a v procesu biomineralizace tvoii krystaly hydroxyapatitu Ca,,(PO.),(OH).. Sit’
tvofena proteiny mezibunééné hmoty funguje jako leSeni pro krystalizaci a ukladani
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hydroxyapatitu, coZ zajist'uje typickou odolnost kostni hmoty °’. Mineralizace probiha ve

dvou fazich — vezikularni a fibrilarni'®®

. Matrixové vacky obsahujici kalciové ionty se
odskrcujyi  z cytoplazmatické membrany a diky zdpornému naboji funkénich skupin
proteoglykanti jsou nasledné¢ imobilizovany v mezibunééné hmoté. Po naStépeni
proteoglykant osteoblastovymi enzymy mohou byt tyto zasoby vapniku opét uvolnény
a vstoupit do bun€k anexinovymi kandlky. Ionty fosforu jsou ziskdvany St€penim
fosfatovych sloucenin alkalickou fosfatdzou. ALP je enzym syntetizovany osteoblasty
a transportovany do mezibunééné hmoty rovnéz ve vaécich!'®®. Tvorba hydroxyapatitovych
krystali tedy probiha ve vezikulech. Ve chvili, kdy dojde k saturaci matrixovych vacka
krystaly minerall, nastava fibrilarni faze biomineralizace, béhem niz jsou krystaly uvolnény
do okolni matrix'°.

Jak bylo zminéno vyse, interakce kostnich bun¢k s mezibunéénou hmotou je jednim
z hlavnich regulacnich mechanismi jejich aktivity. BéZnou adhezivni molekulou jsou
af integriny a RGD vazebny motiv. Osteoblasty jsou touto cestou organizovany b&hem

syntézy osteoidu'®!. Signaliza¢ni funkce osteocytli je rovnéZ zavisld na tésnych interakcich
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pomoci téchto proteind, a to jak v lakunach, tak i v kanalcich matrix'”~. Osteoklasty vyzaduji

vazbu pies integriny pro zah4jeni resorpce kosti i pro terminalni diferenciaci'®,

2.1.7.4 Biomechanika

Na kost je v kazdodennim Zivoté¢ kladeno Siroké spektrum biomechanickych naroku.
Kost je deformovana tlakem, tahem i smykovym napétim. Jeji chovani tedy musi byt v tomto
sméru velmi komplexni. O mife napéti vznikajiciho pisobenim mechanického stresu
vypovida elasticky, nebo také Youngiiv, modul popisujici tuhost materidlu (Obrazek 7).
Vzhledem ke slozeni a struktufe ma vétSina kompaktnich kosti anizotropni viskoelastické
vlastnosti, které zalezi na sméru ptisobeni sily. Oproti tomu spongiéza ma Youngiv modul
ve vSech smérech stejny. Nejtypictéjsim prikladem je ortotropie, kdy se modul elasticity 1i8i
ve tfech na sebe kolmych smérech!®*!>. Pokud bude napiiklad na femur pisobit sila ve
vertikdlni ose, mize byt vyrazné vyssi, nez kdyby ptsobila v horizontalni ose, aniz by doslo

k deformaci a zlomeniné kosti.

napéti
A

mez pruZnosti

mez destrukce

T | 3 mez pevnosti

1
i/ og=E.¢

/ I . Hookiiv zikon
{elasticka deformace) e ¢ ..napéti [Pa]

AL v . ¥ or
* &= . pomémé prodlouZeni
o

mez kluzu

J e [ .. Youngiv modul pruZnosti

J— -
e

pomémné prodlouzeni

Obriazek 7: Az po dosazeni hodnoty meze pruznosti se dany material chova pfi ptisobeni napéti elasticky. Po
dosazeni meze kluzu se material stava plastickym, deformace se zvySuje, aniz by rostlo napéti. Po piekroceni
meze pevnosti napeti zacne klesat a zaroven se zvétSuje deformace az k bodu destrukce, ve kterém dochazi
k fraktute.

Specifickou vlastnosti kostni tkan¢ je schopnost reagovat na zatiZzeni ptestavbou

kolagenové sité atvorbou mikroprasklin'®.

Osteocyty zaznamenavaji napéti v tkéni
a indukuji odpovéd’, ktera chrani kost pted poSkozenim pii dlouhodobém naméhani.
Reparacnimi procesy po poleveni tlakové sily mize dojit az k 94% obnové poskozené
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tkan&!”. Vzhledem k narokim na kostni tkdn je zasadni také jeji viskoelasticita. Diky tomu
se kost pfi nizkém napéti chova spise jako viskdzni kapalina a nevykazuje zadnou vyraznou
deformaci. Naopak pii vysokych hodnotach puisobicich sil se tkan mechanicky stava kiehkou
pevnou latkou. Pfi postupné demineralizaci kortikalni kosti bylo ukazano, ze pravé mineralni
slozka kosti je uréujici pro hodnotu Youngova modulu'®’. Pevnost kosti je dina kombinaci
mineralnich latek a struktury kolagennich vlaken, pfi¢emz zavisi i na konkrétni organizaci
krystal@l hydroxyapatitu v tkani'®®. Experimenty na mysich s expresi defektniho kolagenu I
vedly ke zjisténi, ze spravna struktura a organizace vlaken se vyrazn¢ podili na pevnosti
a odolnosti tkan€. Proto je pravdépodobné, ze zvySena kiehkost kosti béhem starnuti je
zapti¢inéna kvalitativnimi odlisnostmi kolagenu. Vliv maji iabnormality ve velikosti
a struktufe krystalii anorganické slozky. VSechny tyto okolnosti jsou nasledkem opotiebeni
tkané a zménou hormonalnich hladin!®>.

Faktorem, ktery se podili na udrzeni biomechanickych vlastnosti je homeostaze
bunécné aktivity. Neustale by méla panovat rovnovaha mezi resorpci a dostavbou kosti, aby
nedochdzelo ke vzniku dutinek, které by pribézné nebyly dopliiovany osteoblasty.
U patologickych stavli, které¢ zahrnuji disregulace v prestavbé kosti tedy hrozi, Ze
mechanickéa odolnost bude snizena dusledkem akcelerovaného odbouravéni. Patii mezi né

naptiklad Pagetova choroba nebo hyperparatyre6za'®.

2.1.7.5 Patologie

vrwe

pii vyvoji. Pravdépodobné nejbéznéjsi patologii kostni tkan€ jsou fraktury. Jednad se
o poruseni struktury a integrity kosti jako reakce na plsobici mechanické sily, které
ptekroCily mez inosnosti. Mira deformace zavisi na obsahu kostni hmoty v namahaném
misté ana sméru a velikosti plisobici sily. VétSina dlouhych kosti se zlomi nasledkem
kombinace sil plsobicich ve sméru osy kosti, ohybani a zkrouceni. Pon¢kud odlisnym
pfipadem, nez akutni jsou zlomeniny unavové. Vznikaji obvykle pfi opakovaném zatiZeni
amohou byt zplsobené napétim i1kompresi. Vzhledem k tomu Ze kost je pevnéjsi pii
kompresi nez pfi napéti, inavova zlomenina jejiZ pficinou je napéti je vétsi komplikaci,
protoze miize rychle vyustit ve frakturu celé kosti*’. Unavové zlomeniny kompresi kosti
obvykle vznikaji v del§im ¢asovém horizontu. Je tedy vice ¢asu na aktivaci reparacnich
procestl a mikropraskliny jsou priibézné opravovany, aniz by doslo ke zlomeni celé kosti*®!.
VétsSina vSech druhii zlomenin je zhojena prakticky bez trvalych nasledkd. V urcitém

procentu piipadll je vSak trauma tak rozsahlé, Ze pfirozend regeneracni kapacita organismu

nestaci. Jedna se o defekty kritické velikosti, které jsou definovany jednak neschopnosti
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spontanniho zhojeni a nutnosti chirurgického zasahu?*?

apak také svou velikosti.
V literatufe jsou Casto zminovany rozméry defektu na délku ptresahujici 2 cm a minimélné
50% ztratu obvodu dané kosti?*®. Defekt kritické velikosti vznika nejenom komplikovanou
frakturou, ale i resekci tumorti. Bunikkam pak chybi podklad, k némuz by mohly adherovat
a zacit obnovovat poskozenou tkan. Standardnim terapeutickym pristupem jsou kostni Stépy.

Dalsi kostni patologii s vysokou incidenci v populaci je osteopordza. Dochézi pti ni
k fidnuti kostni hmoty, zvySeni kiehkosti kosti i rizika zlomenin. Mize postihovat celou
kostru nebo mit pouze izolovana ohniska, ktera vznikaji ndsledkem snizeni napéti svalt
upinanych na kost!”. Podle etiologie se osteoporoza déli na priméarni a sekundérni.
K primarnimu fidnuti kosti dochazi bez pfi¢inéni dalsich poruch. Typicky jde o kumulaci
zmén spojenych se starnutim a opotfebovanim kostni tkang. Nicméné vlivy jako pohlavi,
vék nebo Urazy jsou jen rizikovymi faktory, konkrétni pficina vzniku neni zndma. Jedinci
postizeni sekundarni osteoporézou vykazuji vyssi ztratu kostni hmoty, nez je pramér pro
jejich v&k, pohlavi a rasu. Nejéast&ji je zpisobena medikaci nebo uréitym onemocn&nim?%,
Typickym ptikladem je cystické fibroza, pfi niz dochazi k porucham vstiebavani vapniku
a vitaminu D. Velmi rizikové jsou také onemocnéni zahrnujici nerovnovéhu pohlavnich
hormonti béhem dospivani — naptiklad anorexie, Turneriv syndrom a Klinefelteriv
syndrom. Mezi medikaci vedouci k osteopordze jsou na prvnim misté glukokortikoidy>*>.

Vyrazn€ méné bézna je Pagetova choroba, nicméné po osteopordze to je druhé
nejbeznéj§i onemocnéni kosti. Jednd se o progresivni poruchu remodelace kosti, kdy
vyrazn¢ pievazuje resorpce nad syntézou. Noveé vznikajici kost je navic mechanicky
neplnohodnotna a neorganizovana, coz vede ke zlomenindm?®.

Posledni vyznamnou kostni patologii je osteogenesis imperfecta neboli nemoc
ktehkych kosti. Klinickym obrazem jsou zlomeniny béhem prenatalniho vyvoje, pfi narozeni

a v utlém détstvi, diagnoza je potvrzena genetickym testem. Nemoci je ovliviiovana exprese,

posttransla¢ni Gipravy a sekrece kolagenu typu I°%7.
2.1.7.6 Regenerace

Pti regeneraci kostni tkané jsou rekapitulovany procesy z vyvoje kosti a defekt tak

miize byt kompletné zhojen, aniz by se vytvofila jizva®®

. Hojeni ma tfi fdze — zanét, syntézu
kosti a remodelaci’”. Bezprostfedné po traumatu vznik4 nasledkem poruseni krevnich cév
hematom a sraZenina, zaroven je indukovana zanétliva reakce spojend s expresi signalnich
molekul, které reguluji formaci nové kosti?!?. Patfi mezi né interleukiny, BMP, FGF, TNF,
PDGF, VEGF a dalsi. Produkovanymi biomolekulami jsou k migraci do mista defektu

pfitahovany progenitorové a kmenové burky, osidluji ho a zahajuji syntézu komponent
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mezibunééné hmoty. V oblasti koagulované krve se uklada granulacni tkan a chrupavka
a formuji m&kky kalus s obsahem prokolagenu II a proteoglykanti. Mékky kalus je nasledné
intramembrandzné osifikovan a vznikd tvrdy kalus. K této preméné dochézi v prubéhu
nekolika tydnti po fraktuie. Posledni faze hojeni kosti — remodelace, trva nékolik mésict
a vysledkem je strukturné i funkéné plnohodnotna kostni tkai?!'! s vrostlymi cévami. B&hem
procesu regenerace je dilezitym faktorem rozumna mira mechanického zatézovani kosti,
aby byly buiiky fadné stimulovany k aktivité a zdroven aby nedoslo k posunu jednotlivych

fragmentl vici sobé.
2.1.7.7 Rustové faktory v osteogenezi

Jak jiz bylo uvedeno, ristové faktory jsou kratké peptidy, které specifickou vazbou
na extracelularni receptory spousti signalni kaskddy vedouci k riznym odpovédim. Pro
optimalni fungovani je teba, aby byl riistovy faktor pfitomen v urcité koncentraci, ktera
bude dostatecna pro indukci signalu a zaroven nebude suprafyziologicka. Tento pozadavek
je tieba respektovat predev§im v in vitro experimentech, kdy nemohou byt nedostatky
fyziologicky doplnény a ptebytky naopak odplaveny nebo degradovany.

Nejvyznamnéjsi skupinou je rodina TGF. Jeji ¢lenové a mechanismy fungovani byli
popsani v kapitole zabyvajici se ristovymi faktory v chondrogenezi (2.1.6.7). Vazba ligandu
na receptor iaktivace intracelularni posli probihd stejné jako v ptipadé chrupavky.
Smérovani bunck k osteogenezi je vSak zajiSténo dal$imi regulacnimi molekulami.
Naptiklad ubiquitin-proteazomalnim systémem, epigenetickymi faktory, nebo miRNA.
V prekurzorech miize byt aktivovdna bud’ chondrogeneze (aktivaci transkripcniho faktoru
Sox9), kterd predchadzi osteogenezi, nebo rovnou diferenciace do kosti. Pro osteogenni
diferenciaci je zdsadni exprese transkripniho faktoru RunX2 a ptedev§im jeho aktivita,
ktera je zavisla na fosforylaci MAP kindzou aktivovanou vazbou TGF-f na receptor. Pokud
je  RunX2 aktivni, stimuluje transkripci dalSich osteogennich transkripénich
faktorti — napiiklad osterixu nebo DIx5. TGF- signalizace stimuluje proliferaci, chemotaxi
a Casné faze diferenciace osteoprogenitort. Nicméné brani maturaci osteoblastii, depozici
minerdlnich latek a vzniku osteocyti a osteoklastli. VSechny isoformy TGF-B jsou
exprimovany v perichondriu, periosteu a v riistové ploténce?!>?!3, Nicméné& pouze TGFB-2
deficientni mys$i vykazovaly zdvazné deformace kosti a chrupavky, proto je TGF-p2
povazovan za zasadni ve vyvoji opérné soustavy?!*. TGF maji ve formaci kostni tkané ¢asto
rozporuplné role. TGF-B1 na jedné strané vede ptes MAP-kinazovou kaskéadu k aktivaci
RunX2 ak expresi kolagenu typu I°!°. Zaroven vsak, v zavislosti na koncentraci, indukuje

migraci makrofagii a diferenciaci osteoklastil v oblastech resorpce kosti?!®. TGF-p1 viak
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pfedevSim podporuje vznik shlukli osteoprogenitorovych bunék indukci proliferace

a chemotaxe?!”

. Ze skupiny BMP ligandt jsou v souvislosti s osteogenezi nejvice studovany
BMP-2 a BMP-7, jejichz aplikace byla sledovéna i v klinickych studiich v oblasti hojeni
zlomenin a spinalni faze?'®. BMP-2 vyrazné zvySuje syntézu osteokalcinu a navozuje
formaci kosti?!>. BMP-7 aktivuje expresi alkalické fosfatizy a vede tak k mineralizaci

extracelularni hmoty?%°.

V ramci rodiny fibroblastovych rtstovych faktort jsou jako mozni kandidati

k vyuziti v regenerativni mediciné kostni tkan¢ uvazovany piedevsim FGF-2, -9 a-18.
Vazba ligandu na receptor a naslednd intracelularni signalizace byla popséna v kapitole
zabyvajici se rastovymi faktory v chondrogenezi (2.1.6.7), zde tedy bude uveden pouze
konkrétni vliv FGF na priibéh osteogeneze. Nejcastéji vyuzivany je FGF-2. Pokud byl u
mysi deletovan, vedlo to k vyznamné niz§imu mnozZstvi kostni hmoty, poklesu diferenciace

osteoblasti a k ristovym abnormalitdm?*!.

Vinvitro studii bylo ukdzano, ze nizké
koncentrace (50 ng/ml) vedly k expresi mRNA alkalické fosfatazy a k jeji nasledné aktivaci
vyrazné lépe nez koncentrace vysoké (200 ng/ml)*??. Stejné jako u BMP zde tedy zaleZi na
koncentraci, jiz jsou buniky vystaveny. Pfili§ vysoké hodnoty FGF-2 v organismu vedou
k nedostate¢né mineralizaci ECM a osteopenii**®. V in vivo experimentech byl ukazan
pozitivni efekt FGF-2 na urychleni regenerace kosti po zlomeninach??*?%, FGF-9 deficientni
mysi vykazuji zpozdény vyvoj kostry a kratké kondetiny 226, Nicméné se zda, e efekt FGF-9
je spiSe angiogenni neZ piimo osteogenni**’**, Po jeho aplikaci byla pozorovana indukce
exprese VEGF. Béhem hojeni kosti je vSak formace novych krevnich cév zasadnich
faktorem, je tak zcela na mist¢ uvazovat o zahrnuti i tohoto rstového faktoru. V in vivo
studii bylo uk4zano, ze aplikace FGF-9 urychluje hojeni zlomenin u diabetického mysiho
modelu??®. FGF-18 oproti tomu pravdépodobné ovliviiuje dozravani a proliferaci osteoblasttl
a naopak tlumi chondrogenni procesy*?’. Pro indukci osteogeneze je tieba, aby se rlistovy
faktor véazal na receptor typul nebo 2, vazba na receptor typu3 vede naopak

0

k chondrogenezi®*®. Invivo experimenty ukazaly zvySeni exprese osteoblastovych

diferencia¢nich markert a mineralizace®'.

Molekularni podstata IGF-1 signalizace je popsdna v kapitole zabyvajici se
rustovymi faktory v chondrogenezi (2.1.6.7). Tento ristovy faktor podporuje terminalni

2

diferenciaci osteoprogenitori>** a zaroven zajistuje udrzeni spravnych funkci zralych

osteoblasti’**. Vzhledem k tomu, Ze IGF-1 se podili i na udrzeni kompaktni kostni hmoty,
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jeho nizka koncentrace je jednim z rizikovych faktorti pro rozvoj osteopordzy a vznik

fraktur®*.

VEGEF (vaskularni endotelialni riistovy faktor) rodina ma Sest izoforem znacenych
A —E, znichz nejbéznéjsi je VEGF-A. Tento rastovy faktor je zakladnim reguladtorem
angiogeneze, pro vyvoj bohaté vaskularizované kosti je tedy jeho aktivita zasadni. Dulezitou
roli hraje 1 v pozd€j$im Zivot€ pii hojeni zlomenin, regeneraci a remodelaci kosti. Uplatiiuje
se predevSim jako regulator zanétlivych medidtort v prvnich fazich hojeni. Interaguje
s cytokiny TNF-a, IL-10 a IL-1p, které podporuji revaskularizaci v misté defektu?*® a ptisobi

chemotakticky na monocyty>*°

. V prekurzorech osteoblastl je pomoci intracelularni hladiny
VEGF kontrolovana rovnovaha v diferenciaci®’.

Vazba ligandu na bunku je zajiStovany péti typy receptort — VEGFR1, VEGFR2,
VEGFR3, Neuropilin 1 a Neuropilin 22°%, Ligandy se nemohou vazat na libovolné receptory,
interaguji spolu pouze konkrétni dvojicena jejichz aktivaci je zavisla exprese angiogennich
a osteogennich marker>*’.

Stejné jako pii chondrogenezi se 1 v procesu osteogeneze uplatituje signalizace pies

hedgehog a Wnt/B-katenin.
2.1.7.8 Tkanové inZenyrstvi kosti

V piipad¢ inZenyrstvi kostni tkdn€ jsou materialy vyvijeny s ohledem na to, Ze maji
poskytovat docasnou podporu migrujicim buiikdm a tvofit vhodné prostiedi pro jejich
proliferaci a diferenciaci. Zlatym standardem pro terapii kostnich defektl jsou autologni
kostni S§tépy. Jejich nevyhody jsou vSak tak velké, ze vyzkum je zaméfen na hledani
alternativnich fesSeni. Jako prvni se nabizi xenogenni $tép, ktery uSetii pacientovu zdravou
kostni tkan, ze které by byl odebiran autologni §t€p. U xenogennich implantati je tfeba dbat
na peclivé oSetieni $tépu tak, aby nedoslo k pfenosu chorob nebo aby nebyla indukovéana
odmitava reakce imunitniho systému. Témto rizikim se lze vyhnout, pokud bude pouZit
vyhovujici biomaterial, ktery spliiuje nésledujici naroky. Nosi¢ musi byt stejné jako
v ptipadé¢ jakékoli jiné tkan¢ biokompatibilni, musi spliovat na néj kladené mechanickeé
naroky a vyhovovat iz hlediska struktury pfedev§im co se tykad porozity, velikosti port
a povrchovych vlastnosti V idealnim pfipadé¢ bude navic materidl v organismu postupné
odbouravan a zaroveil rovnou nahrazovan novou tkani. Biologickou aktivitu xenogenniho
kostniho $tépu lze zajistit naptiklad navazanim bioaktivnich molekul na jeho povrch. At uz
se jedna o rustové faktory nebo jen o kratké peptidové sekvence odvozené od ptirozenych

kostnich biomolekul*****!, Uméle piipravené biomaterialy 1ze na zdkladé jejich bioaktivity
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délit do tii generaci. Prvni generace byla uvedena v Sedesatych letech a biologicky byla
témet inertni, s okolnim prostfedim prakticky neinteragovala. Byly to kovové implantaty
pfedevSim na bazi titanu, syntetické polymery akeramiky. Druhd generace je
charakterizovana urcitou urovni bioaktivity a degradovatelnosti in vivo. Patii sem kolageny,
kalcium fosfaty a bioaktivni skla. Tfeti generace materialti je zaloZena na druhé generaci,

242 7akladni déleni kostnich nosi¢ mize byt na

ktera byla obohacena o bioaktivni molekuly
kompozitni a pfipravené zjednoho materidlu, pfipadné¢ lze délit materidly na syntetické
a ptirodni. Pouze jeden materidl bez pfiméesi neni pouzivan piili§ casto. Hlavnim diivodem
je, Zze nalezeni materialu, ktery by spliioval mechanické i strukturni naroky a zaroven byl
snadno manipulovatelny, je velmi obtizné. Limitaci pfirodnich materidld je navic
nedostate¢nd mechanicka odolnost a pevnost. Syntetické material obvykle postradaji
bioaktivni vlastnosti. Proto je vyhodné materidly kombinovat a pfipravit tak smés, v nizZ se
budou jednotlivé slozky dopliiovat a tvorit idealni implantat. Resorbovatelna slozka
biokompozitu je obvykle tvofena pfirodnim materidlem, naptiklad kolagenem, syntetickym
polymerem (PCL, PLA) nebo biokeramikou jako je hydroxyapatit nebo trikalcium fosfaty.
Oproti tomu velmi stabilni, a to 1 v in vivo podminkach, jsou kovy a jejich slou€eniny, které
jsou zaroven vysoce biokompatibilni, termostabilni a nekoroduji. Pro aplikaci v kostnim
tkanovém inzenyrstvi jsou vyuzivany predevsim nosice z titanu a tantalu, které jsou vSak
velmi ndkladné na vyrobu. V nasledujicim textu budou materidly rozdéleny do tfi podskupin.

Z&kladni d&leni pouzivanych biomaterialii je na biokeramiky, polymery a kovy**.
Biokeramiky se obecné vyznaCuji vysokou kiehkosti anizkou odolnosti lomu.
Biomechanické vlastnosti keramik jsou tedy v porovnani s kompaktni kosti vyrazné horsi,
coz limituje jejich aplikaci do zatéZzovych casti kosti. Jsou tedy casto kombinovany
s biokompatibilnimi polymery. I tak jsou tyto kompozity pouzivany spiSe jako vypln€ nebo
implantaty do spongidézy nez v mistech s vysokymi naroky na mechanickou odolnost. Do
zatézovych oblasti jsou tedy vhodnéjsi kovové implantaty, které vSak postradaji elasticitu.
Navic nejb€znéji pouzivané slouceniny titanu bez povrchové modifikace a nerezova ocel
jsou sice biokompatibilni zaroven vSak itéméf bioinertni a permanentni. Do tkdné jsou
integrovany pouze mechanicky, coz vede k jejimu opotiebeni v misté¢ kontaktu. Mnoho
studii je tedy zaméteno na nalezeni biodegradovatelnych materialti obecné, a to jak kov1,

tak polymeru a keramik.

Biokeramiky obecné maji slozeni velmi podobné pfirozenym vlastnostem kostni
mezibunééné hmoty. Vedle velmi dobré biokompatibility a osteokonduktivnich vlastnosti

maji 1schopnost integrace do kostni tkdn€. Kromé toho se jimi uvolfiované ionty
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a degradacni produkty mohou podilet na tkdnové signalizaci a metabolismu a ovliviiovat tak
bunécnou aktivitu i hojeni. Stejné jako jakykoli jiny biomateridl maji vSak i fadu nevyhod.
S ohledem na aplikaci v kostnim tkanovém inzenyrstvi to je pfedevSim nedostate¢na
mechanické odolnost a nizka tuhost. Tyto nedostatky se jesté nasobi, kdyz je material pouzit
ve formé s pory. Biokeramiky tedy byvaji doplnény druhou fazi zlepsujici jejich mechanické
vlastnosti — na arovni mikro i nanostruktury. Casto jsou to nano&stice, které maji velky
povrch a specifické chemické vlastnosti, jimiZ zvysuji efektivitu biokeramickych nosi¢a?*.

Nejbéznéjsi jsou rizné druhy kalcium fosfati a hydroxyapatit. Hydroxyapatit je
hlavni mineralni slozkou kostni matrix, vyuziti coby materialu na pfipravu nosice se tedy
pfimo nabizi. Jeho hydroxylové skupiny funguji pies vodikové mustky jako vazebnd mista
pro aminokyseliny apotazmo proteiny’®. Po implantaci plsobi hydroxyapatit
osteoinduktivng a stimuluje formaci nové kostni tkan&**®. Zaroven je viak in vivo velmi
stabilni a obtizné degradovatelny**’. V porovnani s nim jsou dalsi slou¢eniny obsahujici
vapnikové a fosfatové ionty fadové méné stabilni a svymi degrada¢nimi produkty mohou
pusobit bioaktivné. Bylo ukazano, Ze trikalcium fosfaty interaguji s kosti, aniz by na rozhrani
vznikala fibrozni pojivova tkan a po tfech mésicich od implantace vedly ke zhojeni kostniho
defektu®®®.

Méng¢ Casto pouzivanymi biokeramikami jsou ty s obsahem kiemiku. Vapnik, coby
minoritni sloZka anorganické kostni hmoty ziistal, a fosfor byl nahrazen kiemikem, ktery je
1 v ostatnich pojivovych tkanich. Kfemik se Uc€astni kalcifikace kostni matrix, zvySuje
hustotu kostni hmoty a plisobi tedy preventivné proti vzniku osteopordzy>*.

Z hlediska rychlosti degradace vychazi kfemicité keramiky vyrazné Iépe
1z porovndni s bioskly. Ur¢itd mira biodegradability je zddouci, musi vSak korelovat
s rychlosti dostavby nové kosti, aby implantat nové tkani ,,nepiekazel* a zaroven, aby jako
mechanické opora fungoval dostatecné dlouho. Po dvou tydnech v simulované télni tekuting
doslo k redukei pevnosti v tlaku u kifemicitych keramik o 30 %, zatimco u bioskel to bylo az
0 54 %>, Bioskla jsou tvofena predevsim oxidy kiemi¢itym, fosforeénym a vapenatym. Co
se tyka dalSich vlastnosti, jevi se bioskla vhodna pro vyuziti v tkafiovém inzenyrstvi kosti.
Vynikaji svou biokompatibilitou a schopnosti tvofit v kratkém Case pevné chemické vazby
s okolni kostni tkan. V in vivo podminkach uvolnuji prostfednictvim vymeény iontl kalcium,
kifemik a fosfor a na povrchu materidlu tak vznikd vrstva umoziujici vysokou adsorpci
Siroké Skaly proteinti. Diky této vlastnosti jsou bioskla jedinou biokeramikou, kterd dokéaze

tvofit vazby s mékkymi i tvrdymi tkanémi®'.
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Biodegradovatelné polymery obvykle degraduji enzymaticky nebo mechanicky.

Dochézi béhem toho k odstépovani jednotlivych podjednotek s niz§i molekulovou
hmotnosti, které jsou v organismu absorbovany nebo vylouceny. Zakladni déleni polymert
je na piirodni asyntetické. Hlavni nevyhodou polymernich materiald jsou jejich
nedostate¢né mechanické vlastnosti, predevSim co se tyka pevnosti a tvrdosti, a dalsi
charakteristiky vychazejici zjejich pavodu. Pfirodni materidly jsou velmi obtizné
zpracovatelné a malo termostabilni. Syntetické polymery maji nedostate¢né biokompatibilni
vlastnosti, pro bunécnou adhezi jsou vhodné jen v omezené mife ajejich degradacni
produkty maji obvykle mirné kysel¢é pH av misté¢ defektu tedy mohou zplisobovat
nespecifické zanétlivé reakce. V praxi jsou proto bézné kombinovany jak polymery obojiho
puvodu, tak i polymer s jinym materidlem, naptiklad biokeramikou.

Ptirodni polymery jsou izolovany zrostlin nebo Zivocichl a typicky se jedna
o kolageny, chitosan, celuldzu, alginat a hedvabi?®**>32>* Hlavni vyhodou ptirodnich
polymert je jejich vyborna biokompatibilita a povrchové vlastnosti vhodné k adhezi bun¢k,
degrada¢nimi produkty jsou latky organismu vlastni, které mohou byt rovnou vsttebavany,
piirodni polymery nejsou toxické a v neposledni fadé jsou jejich zdroje snadno dostupné®>*.
Kolagenové nosi¢e maji velmi dobré vysledky v bunééné adhezi a proliferaci MSC??
i osteoblasti**®. Jako hlavni proteinova slozka mezibunééné hmoty je kolagen butikami bez
problémt tolerovan a nevyvoldva nezddouci reakce imunitniho systému. Kolageny mohou
byt elektrostaticky zvlaknovany nebo upraveny do podoby gelu, jehoZz vlastnosti 1ze ovlivnit
podminkami pti polymeraci. Pti pfipravé nosice je mozné jej obohatit o suplementy, které

zlepsuji jeho osteogenni vlastnosti, napiiklad BMP-2 a dexametason®’

. Rovnéz je mozné
pfipravit kompozitni s pfidavkem biokeramiky, kterd pomaha Iépe simulovat pfirozené
vnitini prostfedi kosti a podporovat tak osteoinduktivni vlastnosti nosi¢e**. Za tcelem
zlepSeni mechanickych, strukturnich a osteogennich vlastnosti mohou byt pfidavany i méné
obvyklé materialy, jako napiiklad uhlikové nanotrubi¢ky>*®. S kolagenem souvisi Zelatina,
tvofena kratkymi peptidovymi fetézci, jeZ vznikaji jeho denaturaci. Zelatina je ve srovnani
s kolagenem snéze rozlozitelna, 1épe rozpustna ve vodé a vyvolavd méné vyraznou odpovéd’
imunitniho systému®®. Dalsim pfirodnim polymerem je chitosan, polysacharid vznikly
deacetylaci chitinu?®. Svou strukturou je podobny polysacharidim v ECM pojivovych
tkdni. Zaroven ma na svém povrchu velké mnozstvi funkénich skupin, které mohou byt podle
potteby modifikovany. Chitosan je vSak ve vod¢€ nerozpustny, in vivo velmi rychle degraduje

a zplisobuje agregaci krevnich desti¢ek?!. Samotny chitosan ma antibakteridlni uginky?%2,

63

je osteokonduktivni, nicméné je velmi maélo osteoinduktivni**® a podporuje proliferaci
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osteoblastli i mezenchymalnich kmenovych bunck. Pro ortopedické aplikace je velmi
vyhodnou vlastnosti moznost ziskat nosi¢ ve formé¢ pény, vlaken i filmu a upravit ho do
jakéhokoli tvaru. Stejné jako v ptfipadé kolagenu jsou i k chitosanu piidavany dalsi latky za
ticelem posileni nebo doplnéni jeho pozitivnich vlastnosti. 264263266 Zcela vyjimeéné se lze
setkat s testovanim proteini hedvabi. Ty jsou fibrilarniho charakteru, mechanicky odolné,
stabilni a byla u nich prokdzana schopnost indukovat osteogenni diferenciaci lidskych
mezenchymalnich kmenovych bunék. Lze je modifikovat piidavky ristovych faktort,
hydroxyapatitu nebo dalsich proteinti>>*.

Mezi syntetické polymery vyuzivané v inZenyrstvi kostni tkan€ tadime
polykaprolakton PCL, polyvinylalkohol PVA, kyseliny polyglykolovou PGA
a polymlécnou PLA a kopolymer kyseliny mlé¢né a glykolové PLGA. V mensi mife také
polyethylenglykol PEG, polyuretan PUR, polybutylen tereftalat PBT, polyethylen tereftalat
PET. Vzajemné se lisi strukturou, mechanickymi vlastnostmi a stabilitou. PCL je jednim
z nejbéznéji pouzivanych syntetickych polymerd a ma znich také nejlepsi mechanické
vlastnosti. Je v§ak pomérn¢ stabilni, coZ neni univerzaln¢ vhodné. V organismu zpisobuje
zanéty, anavic neumoziiuje plnou ndhradu nosi¢e noveé vznikajici tkani. V in vitro
podminkach dosahuje tento material s ohledem na osteogenni diferenciaci velmi dobrych
vysledkl. Mezenchymalni kmenové buiky z tukové tkané nasazené na 3D nosi¢i z PCL
vykazovaly po Ctyftydenni kultivaci mineralizaci mezibunééné hmoty detekovanou ARS

barvenim?¢’

. Rovn&z kombinace PCL s biokeramikou®®® nebo nékterym z prirodnich
polymert*® vede k posileni pozitivniho vlivu na osteogenni diferenciaci in vitro i in vivo.
Porézni PCL nosi¢ indukoval in vitro diferenciaci osteoblastli a formaci struktur kostni
tkan&*’°. Dalsim velmi ¢asto pouzivanym polymerem je kyselina polymléén4. Je velmi dobie
biokompatibilni a biodegradovatelna, jeji metabolity nejsou toxické av téle jsou bez
problémi odbourdvany. PLA mé dobrou zpracovatelnost a je tedy moZzné pfipravit nosice
elektrostatickym zvladkiovanim ve formé¢ vrstvy vlaken, napénénim plynem nebo litim do
formy?’!*72, Pro osteogenni diferenciaci se kyselina polymlééna ¢asto kombinuje s dal§imi
organickymi nebo anorganickymi latkami. Na krali¢cim modelu bylo ukazéano, Ze implantaty
z PLA s nano-hydroxyapatitem urychluji hojeni kostnich defektli a maji osteokonduktivni

vlastnosti?”3

. Nosice, ve kterych byla PLA obohacena kolagenem, indukovaly osteogenezi
mezenchymalnich kmenovych bungk, které byly pozitivni na expresi mRNA osteogennich
markerti RunX2, osterixu a osteokalcinu?’*. Buiiky také akumulovaly mineralizaci
v extracelularni hmoté€. Velmi podobné vlastnosti jako PLA ma z hlediska biokompatibility

a biodegradovatelnosti kyselina polyglykolova. Je to semikrystalickd latka, b&hem
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degradace je kyselina glykolova odbourdvana v organismu a krystalicka slozka se méni na
vodu a oxid uhli¢ity. Samostatné se v kostnim tkdilovém inzenyrstvi téméf nepouziva, slouzi
spiSe jako material pro vyrobu vlaken na sutury. Nicméné s kyselinou mlécnou tvoii
kopolymer, ktery je FDA schvalen k vyuziti v klinickych aplikacich, a predev§im
v regenerativni mediciné kostni tkan&?’>. PLGA je biodegradabilni v zavislosti na poméru
monomert kyselin a velmi vhodnd pro bunécnou adhezi. Na druhou stranu ma vyrazné
nedostatky v mechanickych vlastnostech, které vSak je mozné ovlivnit pfidavky dalSich
biokompatibilnich latek, naptiklad kyseliny hyaluronové, diamantovych nanocastic nebo

kolagenu®’¢.

Poslednim typem biomaterialti vyuzivanych v tkanovém inzenyrstvi kosti jsou kovy.
Do skupiny odbouratelnych kovl se fadi hoi¢ik, zinek, zelezo a jejich slitiny. V porovnani
s vySe popisovanymi materidly maji vys$Si mechanickou odolnost a tuhost. Ze vSech
odbouratelnych kovil je nejvice zkouman hoicik, ktery se svymi mechanickymi parametry
blizi k pfirozenym vlastnostem kompaktni kosti. Béhem degradace jsou do okolniho
prostfedi uvoliiovany jednotlivé kationty, které jsou vstiebavany a ddle zpracovavany
v ramci metabolismu, kde se jako kofaktory podili na aktivaci a ¢innosti mnoha enzym?’’.
Pravé bezproblémova degradace v in vivo podminkéch se zdala byt vyhodnou vlastnosti pro
terapeutické aplikace. Nicméné v prostfedi s vysokou koncentraci iontii vapniku dochézi

278 oz neni zadouci. Jednak dasledkem uvolnéni

k velmi rychlému odbouravani implantatu
velkého mnoZstvi vodiku vznikaji na povrchu implantitu bublinky narusujici proces
regenerace okolni tkdn&*”, dochazi ke snizovani pH a pfedev$im je urychlena degradace
spojena s vyraznou ztratou mechanické integrity anoveé vznikajici kost tak nema
dostate¢nou mechanickou oporu®®’. Slitina hoi¢iku, zinku a vapniku vedla k lep§imu zhojeni
kostniho defektu na mys$im modelu®®’. Implantat pisobil chemotakticky na
osteoprogenitorové buiilky a ndsledné stimuloval angiogenni a potaZzmo osteogenni procesy.

Hlavnim neodbouratelnym kovem je titan a jeho slitiny. Titan je v organismu velmi
dobre tolerovan, je viak téméf inertni a jeho schopnost integrace do kosti je tedy omezen4?®.
Za ucelem zefektivnéni osteointegrace byla vyvinuta fada pfistupt, jimiZ lze modifikovat
povrch nosice. S upravenou povrchovou strukturu nosicti se poji i modulace pruznosti nosice
ajeho biologické chovani®®*»?** Na povrchu se typicky formuje tenka vrstvicka oxidu
titani¢itého, ktera dale zvysuje biokompatibilitu materidlu a zaroven brani korozi. Cisty titan
ma nékteré limitujici vlastnosti, diky nimz neni pfili§ dobfe vyuzitelny pro medicinské
aplikace, pozornost je tedy zamétena spiSe na jeho slitiny. Hojn¢ zkoumanou slitinou titanu

je Ti-6A1-4V?%3. Dlouhodobé pilisobeni vanadu a hliniku je viak povazovano za potencialng
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rizikové a pozornost tak byla zaméfena spiSe na nové B titanové slitiny s obsahem tantalu,
niobu a zirkonia®®?. Pfidanim dalsich prvki vznikly titanové slitiny tzv. druhé generace,
které¢ se vyznacuji vylepSenymi bioaktivnimi vlastnostmi a snizenim Youngova modulu

pruznosti?®®.  V klinické praxi jsou pouzivany kombinace napiiklad s molybdenem,

286 Biologick4 aktivita jednotlivych slitin se od sebe mlize zasadné

zirkoniem nebo niobem
lisit. Bunécné chovani neni v tomto piipadé ovliviiovano pouze slozenim nosice, ale
vyraznou meérou také porozitou, velikosti port a ptipadnou ptitomnosti dalSich struktur na

povrchu nosice.
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3 Cile prace

e design ainvitro testovani osteogenniho potencidlu nosie s vyuzitim
mezenchymalnich kmenovych bunék

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

e design a testovani nosic¢e podporujiciho vaskularizaci

e vytvoreni kompozitniho nosice a jeho implantace in vivo do zvifeciho modelu
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4 Experimentalni Cast

V nasledujicich kapitolach budou shrnuty vysledky ziskané ve ttech in vitro studiich, jedné
studii kombinujici in vitro, ex ovo a in vivo ziskana dataa jedné in vivo studii. Hodnocen
in vitro byl xenogenni kostni $t€p s biomimetickymi peptidy (Obrazek 9), titanova
sloucenina Ti36Nb6Ta (Obrazek 17), pénovy nosi¢ zkolagenu typu I a biokeramik
(Obrazek 27) a pénovy nosi¢ z kolagenu I a chitosanu s pfidavkem rustovych faktori, jehoz
angiogenni vlastnosti byly dale hodnoceny ex ovo a podpora hojeni in vivo na krali¢im
modelu (Obrazek 35). Na krali¢im modelu byl testovan také nosi¢ z kolagenu typu
I kombinovany s PCL a rGstovymi faktory pfi hojeni osteochondralniho defektu (Obrazek

47).
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5 Material a metody

5.1 Priprava nosici

Hybridni xenogenni kostni $t€p SmartBone R byl vyroben firmou LB.I. SA
(Mezzovico-Vira, Svycarsko). Jeho zakladem je decelularizovana hovézi kostni matrix
s povrchem pokrytym kopolymerem L-laktidu s e-kaprolaktonem a fragmenty kolagenu
odhalujicimi RGD vazebné motivy (D’ Alessandro et al., 2017). Béhem pfipravy nosict byly
do povrchovych polymerii vmiseny dva druhy biomimetickych peptidi P2 a P6, jejichz
sekvence je nasledujici P2: PLVPSQPLVPSQPLVPSQPQPPLPP
a P6: PHQPMQPQPPVHPMQPLPPQPPLPP, oba se sedmi polarnimi aminokyselinami.
Nominélni koncentrace obou peptidii byla nastavena tak, Ze dochdzelo k postupnému
uvoliiovani 1 pg/cm® za den. Oba druhy peptidii byly vyvinuty ve spolecnosti Corticalis
(Oslo, Norsko) ve spolupraci s PepmicCo (Jiangsu, Cina). Zasobni koncentrace P2 i P6 byla
stanovena na 4 mM v 0,1% kyselin¢ octové, skladovany byly v -20°C. Vznikly tedy ctyti
skupiny znacené SBN (samotny $tép), SBP2 (5tép s P2), SBP6 (5tép s P6) a SBP2+P6 (5tép
s P2 a P6).

Sloucenina titanu Ti-36Nb-6Ta (TiNbTa) ve tvaru diskii o priméru 1,5 cm byla
nejprve za mokra brousSena a vyleSténa. K tvorbé nanostrukturovaného povrchu byl pouzit
Potentiostat-Galvanostat IMP 88 PC-200V s PGU-AUTO Extern kontrolni jednotkou
(Jaissle). Elektroda ze stfibra/chloridu stfibrného s 3 mol/l KCI (SSCE) byla pouzita jako
referencni vzorek. Jako elektrolyt pro nanostrukturovani byla pouzita voda s obsahem
1 mol/l H3PO4 a 0,6% wt NaF. Proces sestaval z poklesu z potencidlu obvodu na zvoleny
koncovy potencial (10V, 20V, 30V). Pokles potencidlu na konci procesu anodizace vedl
k tvorbé kompaktni vrstvy oxidu na povrchu kovu o tloust’ce asi 100 nm. Po dokonceni
modifikace povrchu byly vzorky sonikovany v ethanolu a deionizované vodé a poté suSeny
v proudu vzduchu.

Kolagen typu I (Collado, Ceska republika) prosel nékolika cykly mraZeni a susen,
aby byla ziskdna péna ze 100% kolagenu. Bylo k nému ptidano celkem Sest rtiznych typt
biokeramik, konkrétné¢ nasledujici: hydroxyapatit (HAP, Reicke), kalcinovany
a nekalcinovany hydroxyapatit (Riedel-de-Haen, Némecko), alfa trikalciumfosfat (Premier
Biomaterials, Irsko), beta trikalciumfosfat (Fluka, gvycarsko) a kalciumfosfat (Merck,
Ceska republika). V Tabulka 1 je popsano slozeni jednotlivych nosi¢i a velikost ¢astic. Obé

slozky (kolagen a biokeramika) byly smichany v poméru hmotnosti 1:1, nosice byly
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pfipraveny lyofilizaci. Odpovidajici mnozstvi biokeramiky bylo pomalu pfidavano do
vodného roztoku kolagenu (0,5 wt%) o teploté 4°C. Smeési byly déle homogenizovany
a lyofilizovany v pfistroji Martin Christ Epsilon 2-10D pii -35°C a tlaku 1 mBar po dobu
15 hodin, nasledovala faze suseni pii 25°C a tlaku 0,01 mBar. K zesit'ovani kolagenu byl
pouzit karbodiimidovy systém v 96% ethanolu (Penta, Ceska republika). Po dvou hodinach
byly nosice promyty nejprve dvakrat 0,1 M NaxHPOy4 a poté jesté tiikrat ultracistou vodou

k odstranéni vedlejSich produkt.

Tabulka 1: SloZeni jednotlivych nosici, stfedni velikost ¢astic v um a chemicky vzorec biokeramiky.

druh stiredni velikost
oznaceni vzorku vzorec

kolagenu/HAP ¢astic [pum]

A | Coll bovinni kolagen I

B | Coll+tHAP Reicke hydroxyapatit 30 Cai9(PO4)s(OH)
nano-hydroxyapatit

C | Coll+HAP kalcinovany | kalcinovany pfi 0,130 Cai9(PO4)s(OH)
1000°C, 1h
nano-hydroxyapati

D | Coll+HAP nekalcinovany ) 0.029 Cai9(PO4)s(OH)
nekalcinovany
B-trikalcium fosfat 89 wt% Ca3(PO4).

E | Coll+B-TCP 4,21
B-TCP 11 wt% Ca,P,05

92 wt% a-TCP

a-trikalcium fosfat Caz(POy)

F | Coll+a-TCP 11,01
a-TCP 8 wt% HAP

Ca10(PO4)6(OH)2

Polyfosfat
vapenaty
) Ca(POs)s
G | Coll+CapolyP pripraveny reakci 8,26 5
n =
polyfosfatu
sodného s CaCl,

Roztok PCL pro vyrobu nanovldken byl pfipraven smisenim 333 ml chloroform,
37 ml ethanol a 89 g PCL 45000 Da. Roztok Synperonicu PE/P 105 byl pfipraven
smichanim 1 g synperonicu s 1 ml 75% ethanolu v deionizované vod¢. Dale byly k 50 ml
roztoku PCL pfidany nasledujici slozky: 1 ml hyaluronanu, respektive 1 ml PBS (ve
skupinidch bez hyaluronanu), 1,8 ml synperonicu, respektive 1,8 ml 75% ethanolu (ve

skupinach bez synperonicu), 0,2 ml roztoku riistového faktoru, respektive 0,2 ml PBS (ve
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skupinach bez ristovych faktor)). TGF-1 byl fedén v 10 mM kyselin€ citronové (5 pg),
bFGF v 5 mM TRIS (150 ng) a IGF-1 v deionizované vodé (500 pg). Slozeni nosicl pro
in vitro experiment je uvedeno v tabulce 2. Nosice pro in vivo experiment mély dvé casti,
kostni a chrupavkovou. Kolagenova péna s biokeramikou byla ptfipravena lyofilizaci podle
protokolu pouzitého v pfedchozim in vitro experimentu. Cast s PCL nanovlakny a réistovymi
faktory byla vytvotena dle protokolu v in vitro Casti této studie, nanovlédkna s ristovymi
faktory byla namleta do kolagenu pted lyofilizaci. Do chrupavkové casti byl piidan
hyaluronan sodny 10% w/w, 2000000 Da a do kostni ¢asti B-TCP. Kostni ¢4st méla na vysku

cca 0,7 mm, chrupavkova cca 0,5 mm, slozeni kazdé z ¢asti je uvedeno v tabulce 3.

Tabulka 2: Slozeni nosici pro in vitro hodnoceni potencialu indukovat chondrogenezi.

1 PCL PCL

2 PCL+hyaluronan PCL+hya

3 PCL+synperonic PCL+synp

4 PCL+hyaluronan+GFs PCL+hya+GFs

5 PCL+GFs PCL+GFs

6 PCL+synperonic+GFs PCL+synp+GFs

7 PCL+hyaluronan+synperonic+GFs | PCL+hya+synp+GFs
8 PCL+hyaluronan+synperonic PCL+hya+synp

Tabulka 3: SloZeni nosi¢a pro in vivo experiment - hojeni osteochondralniho defektu.

kostni ¢ast chrupavkové ¢ast

skupina [ kolagen I + B-TCP kolagen I + hyaluronan

skupina I |kolagen I+ B-TCP + PCL | kolagen I + hyaluronan + PCL
kolagen I+ B-TCP + PCL | kolagen I + hyaluronan + PCL
+ BMP-2 + bFGF + IGF-1 + TGFp1

skupina III

Kolagen typu I (8% vodny roztok, Collado s. r. 0., Brno) pro posledni studii byl suSen
mrazem az do ziskani 100% kolagenové pény. Chitosan (Sigma-Aldrich) byl pouzit ve form¢e
od vyrobce bez dalsi purifikace. Coll/Chit nosice byly pfipraveny suSenim mrazem
z 0,5% wt kolagenové vodné suspenze (Milli-Q, Merck, v souladu s ISO 3696) podle diive
publikované prace?®’. Odpovidajici objem FGF2-STAB ® (Enantis s. r. 0., Brno) byl pfiddn
k nosi¢lim tak, aby bylo dosazeno nasledujicich koncentraci: 0; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5; 10;

50, 100 pg/ml. Po 10 minutach adheze riistového faktoru byly nosice opét suseny mrazem.
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5.2 Urceni morfologie nosici

Morfologie nosi¢ti byla urcena skenovaci elektronovou mikroskopii (Tescan
MIRA3, Ceska republika). Viechna méfeni probéhla v modu sekundarni emise elektront pii
vysokém napéti 10 kV. Nosice byly pfed méteni potazeny 10 nm vrstvickou zlata. Velikost
a distribuce port byla uréena ze snimki pomoci programu Image].

K charakterizaci nanostruktur na povrchu nosic¢t byl pouzit elektronovy skenovaci
mikroskop Tescan Vega 3 LMU. Délka a vnitini praimér nanotrubi¢ek byly ur€eny pomoci
programu ImageJ z mikrofotografii z pohledu svrchu a na pfi¢ném fezu. K vypoctim byla
pouzita data nejmén¢ ze Ctyt riznych snimkl pro kazdou z podminek anodizace. Kontaktni
tihel byl uréen pomoci SeeSystem 6.3 (Advex Instruments, Ceska republika). K méfeni byla

pouzita kapka o objemu 10 pl a pro kazdy vzorek probéhlo desetkrat.

5.3 Botnani nosice

Materidl byl nastfihan na prouzky o rozméru 1 X 2 cm a ponoien do ultracisté¢ vody. Kazdy
kus byl zvézen nejprve v suchém stavu a nésledné také v nékolika intervalech v prib¢hu
3 hodin. Pro vypocet parametru botnani byla pouzita nésledujici rovnice, kde M5 je hmotnost
nosice v mokrém stavu a M; poc¢ate¢ni hmotnost.

Pb = Mb/Mi

5.4 Hydrolyticka degradace

Po méfeni parametru botnani byly vzorky pfeneseny do zkumavek s ultracistou vodou
a umistény do inkubatoru pti 37°C, kde tak byla simulovana hydrolytickéd degradace nosice.
V prubéhu prvniho tydne byly vzorky vazeny kazdy den a poté po jednom mésici. Voda byla
po kazdém méfeni vyménéna za Cerstvou. Mira degradace byla ur€ena podle nasledujici
rovnice, kde My je hmotnost nosic¢e v odpovidajici den a M je hmotnost nosice prvni den
vazeni po 60 minutach ve vodé.

[%] = 100 — (Md x 100/M)

5.5 Enzymaticka degradace

Enzymatickd degradace byla hodnocena in vitro v roztoku kolagenazy z Clostridium

histolyticum (Sigma-Aldrich) nebo lysozymu (Sigma-Aldrich) v PBS vpH 7,4 a 37°C.

Odpovidajici mnozstvi enzymu bylo rozpusténo v PBS tak, abychom ziskali roztok

o koncentraci 2,2 mg/dm?>. Nosi¢e byly ponofeny do PBS na dobu 10 min pfi 37°C, zbaveny

piebyte¢né vody a zvazeny. Nasledné byl na nosi¢ nalit pfipraveny roztok kolagenazy.

Kazdy vzorek byl po 2, 4, 8, 24, 48, 72 a 144 hodinach zvazen. Hmotnostni ubytek byl ur¢en
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pomoci nasledujici rovnice, kde M: znaci Ubytek hmotnosti, m; po¢atecni hmotnost a my
hmotnost po ur¢itém poctu hodin inkubace s enzymem.

Mz [%] = (mi —md)/mi % 100

5.6 Mechanické testovani

Vzorky byly nastiihany na prouzky o délce 4 cm, Sifce 1 cm a pfiblizné tloust’ce 3 mm a byly
podrobeny dynamické mechanické analyze (DMA) na rheometru RSAG2 (TA Instruments
Inc., USA). Prvni méfeni probéhlo za pokojové teploty, druhé v komote za konstantniho
navlhCovani a pti 37°C. Vzhledem k tomu, Ze napéti v obou smérech kolmo na osu vzorku
bylo nulové, byl modul pruznosti stanoven pomérem napéti k deformaci pomoci programu

Electro Force DMA Data Analysis (TA Instruments Inc., USA).

5.7 Urceni kmenovosti lidskych MSC

Kmenovost MSC z kostni dfené¢ byla ovéfena analyzou bun€k na pritokovém
cytometru. Analyzovana byla pozitivni exprese povrchovych markeri CD105, CD73, CD90
a negativni exprese CD45, CD34, CD14, CD19 a HLA-DR. Vysledky byly zpracovany
v programu BD FACSDiva 8. Na zdklad¢ procenta bunék vyhovujicich danym kritériim

byla uréena mira zachovani kmenového fenotypu.

5.8 Kaultivace bunék

Pro experiment s xenogennim kostnim Stépem byly zakoupeny lidské
mezenchymalni kmenové buiiky z kostni dfen¢ od spolecnosti ScienCell (CA USA).
Nejprve byly kultivovany v lahvich za G¢elem expanze v 5% atmosféte CO>. Po tu dobu jim
bylo dodévano rastové medium o sloZzeni Alpha MEM (22571020, Gibco; BE02-002F
Lonza), 10% FBS (A4766801, Gibco), 1% antibiotika (15140-122, Life Technologies).
Bunky byly pasdzovany pted dosazenim 80% konfluence. Nasazovany byly v paté pasazi
v hustot¢ 80000 bunék/nosi¢ (kruhovy tvar, primér 1,2 cm, vyska 0,3 cm) ve 200 pl.
Nésledovala 1 hodina pro adhezi bunék, po které bylo medium doplnéno do plného objemu.
Doplnéno bylo zakladni medium obohacené osteogennimi suplementy 100 uM kyselinou
L-askorbovou (A8960, Sigma Aldrich), 10 mM B-glycerolfosfatem (50020, Sigma Aldrich)
a 100 nm dexamethasonem (Dexamed 8 mg/2 ml, Medochemie, Ltd.).

Pro experiment s titanovymi nosi¢i byly lidské mezenchymalni kmenové bunky
z kostni dfené rovnéz zakoupeny u spolecnosti ScienCell (CA, USA). Za ucelem expanze

byly aplikovany stejné podminky jako v pfedchozim experimentu. Nasazeny byly v hustoté
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12000 bungk/cm?, jako kontrola byla pouZita skla. Po tfech dnech v riistovém mediu bylo
toto nahrazeno osteogennim mediem se sloZzenim popsanym vyse.

Pro experiment s pénovymi nosi¢i na bazi kolagenu byly lidské mezenchymalni
kmenové buiiky z kostni dfen¢ rovnéz zakoupeny od spolecnosti ScienCell (CA, USA). Za
ucelem expanze byly aplikovany stejné podminky jako v predchozich experimentech.
Nasazovany byly ve tfeti pasazi v hustot¢ 70000 bunck/nosi¢ ve 100 ul. Nésledovala
1 hodina pro adhezi bun¢k, po které bylo medium doplnéno do plného objemu. Doplnéno
bylo zékladni medium s osteogennimi suplementy, popsano vyse.

Linie mySich fibroblastd 3T3-A31 (Sigma-Aldrich) byla rozpéstovana v DMEM
(D6429, Sigma-Aldrich) s 10% FBS (Sigma-Aldrich) a 1% penicilin/streptomycin
(Sigma-Aldrich). Na nosi¢e (mrazem suSené kolagenové pény, primér 11 mm, vyska 8 mm)
byly buniky nasazeny v denzité 60000/nosic.

Pro experiment s nosicem z PCL s rGstovymi faktory byly izolovany mezenchymalni
kmenové buiiky z kostni diené miniprasete. Béhem expanze byly kultivovany v Minimum
Essential Medium (Gibco, 15188319), 5% FBS (A4766801, Gibco), L-glutaminu (Gibco,
25030081) a 1% penicillin/streptomycin (15140-122, Life Technologies) v 37°C a 5% CO»
atmosféfe. Nasazeny byly ve tfeti pasazi v denzité 62000 bunék/nosi¢ (193750/cm?)
v objemu 20 pl. Po dvou hodinach adheze bylo doplnéno medium o stejném slozeni na plny

objem. Obsah FBS byl sniZzen na 1 %, aby nebyl zakryt vliv rlistovych faktorti v nosici.

5.9 Vizualizace bunék skenovaci elektronovou mikroskopii

Snimky byly pofizeny ze vzorkl fixovanych 24 h po nasazeni bunék. Vzorky byly
oplachnuty PBS, fixovany 2,5% glutaraldehydem (Sigma Aldrich) po dobu 2 h ve 4°C
a dehydratovany ethanolovou tfadou (35, 48, 70, 96% po dobu 5 min a 100% 2x5 min). Po
odsati posledni davky ethanolu byl pfidan hexamethyldisilazan (440191, Sigma Aldrich)
a vzorky byly ptfes noc ponechany v oteviené desticce v zapnuté digestofi. Pfed snimanim
byly vzorky potazeny zlatem (Quorum QI50R ES, Quorum Technologies Ltd, UK) ve
vrstvé 3 nm. Ke snimani byl pouzit Vega 3 SBU skenovaci elektronovy mikroskop (Tescan,

Ceska republika).

5.10 Stanoveni metabolické aktivity bunék

K hodnoceni urovné bunécného metabolismu byl pouzit MTS test. K bunécné
kultufe byl v poméru 1:5 skultivaénim mediem pifiddn MTS substrat (CellTiter96®
Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay, Promega, WI, USA) obsahujici
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli
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um) tak, aby byl nosi¢ ponotfen. Béhem inkubace dochdzi k premén¢ zluté tetrazoliové soli
v MTS substratu na nerozpustny tmavé fialovy formazan ¢innosti mitochondrialni sukcinat
dehydrogenazy. V urené experimentalni dny byly nosice pieneseny do nové kultivacni
desticky a byl piidan substrat, nasledovala inkubace trvajici 1 h (xenogenni kostni $té¢p) — 2 h
(ostatni experimenty) v 37°C a 5% nebo 10% CO» atmosféfe. Poté bylo 100 pl produktu
pipetovano do nové desticky, kde byla spektrofotometricky (Infinite®M200 PRO; Tecan,
Svycarsko) méfena absorbance pii 490 nm, referenéni vinova délka 690 nm. Od vyslednych

hodnot byla odec¢tena absorbance blanku — kultivaéni medium s MTS substratem.

5.11 Kvantifikace obsahu dsDNA

Stanoveni obsahu jaderné dsDNA je pouzivano k hodnoceni miry prolifera¢ni
aktivity bunék. Po MTS testu byly nosice, ptipadné buiiky na TCP, oplachnuty sterilnim
PBS. Nasledné byly nosice pteneseny do zkumavek s lyza¢nim pufrem (10 mM Tris, | mM
EDTA, 0,2% v/v Triton X-100). Objem pufru byl obvykle stanoven na 200 pl pro nosice
z 96jamkové desticky a 600 ul pro vétsi nosi¢e. Béhem celkem tifi cykli zmrazeni,
rozmrazeni a vortexovani vzorkll doSlo k popraskani bunéénych membran a uvolnéni
dsDNA do pufru. Jako detekéni kit byl pouzit QuantiT™ High Sensitivity dsSDNA Assay Kit
(Invitrogen), jehoz soucasti jsou standardy o zndmé koncentraci DNA. Podle protokolu
vyrobce byl pfipraven pracovni roztok obsahujici pufr a svétlocitlivou fluorescenéni sondu,
ktera se specificky vaze na dvoufetézcovou DNA apouze poté zatne vydavat signal.
Z kazdého vzorku 1 standardu bylo pipetovano 10 ul do ¢erné desticky s prihlednym dnem.
Poté byla ve tmé pfidana smés pufru a sondy, se vzorkem byla inkubovéana 20 min ve tmé
na tiepacce. Fluorescence byla méfena (Infinite® M200 PRO; Tecan, Svycarsko) pii
excitacni vlnové délce 485 nm aemisni 528 nm. Z hodnot fluorescence standard byla

vytvorena kalibracni kiivka, podle které byl nasledné urCovan obsah dsDNA ve vzorcich.

5.12 Sledovani aktivity alkalické fosfatazy

Vzorky byly v uréené experimentalni dny pfeneseny do nové desticky a oplachnuty
sterilnim PBS. Byl pfidan ALP substrat (OneStep PNPP, Thermo Scientific) v objemu
100 ul ke vzorkiim z 96jamkové desticky, k vétSim vzorklim tak, aby byly dostatecné
pokryty. Inkubace se substratem probihala ve tmé a pokojové teploté po dobu 10 — 30 minut.
Béhem inkubace byl bezbarvy p-nitrofenylfosfat alkalickou fosfatdzou pfeménén na Zluty
p-nitrofenol. 100 pul produktu bylo pifeneseno do nové desticky a smichdano s 50 pl
2M NaOH. Absorbance této smési byla spektrofotometricky méfena (Infinite® M200 PRO;

Tecan, Svycarsko) pfi vinové délce 405 nm.
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5.13 Vizualizace bunék pomoci konfokalni mikroskopie

Nosice s buntkami byly v urené experimentdlni dny pfeneseny do nové desticky,
2xoplachnuty PBS a fixovany mrazenym methanolem. Ke kazdému z nosict byl pfidan
methanol a nasledné byly vzorky uskladnény pfi -20°C. Na takto fixovanych vzorcich byl
provadén  dvoji  typ  barveni —vizualizace ~ bunéénych  jader = a membran
a imunohistochemické barveni extracelularniho proteinu osteokalcinu a kolagenu typu L.

Pro vizualizaci membran byl pouzit DiOC6(3) (D273, Life Technologies) v fedéni
1:1000 v PBS. Toto barveni bylo doplnéno vizualizaci bunéénych jader propidium jodidem
(P4864, Sigma Aldrich) vtedéni 1:200 v PBS. Po vyjmuti z mrazdku byly vzorky
3xoplachnuty PBS, nasledné byl ptidan na 30 minut DiOC6(3) a poté propidium jodid na
10 minut. Inkubace probihala pfi pokojové teploté a ve tme. Na zavér byly vzorky opét
3xoplachnuty PBS a snimany na konfokalnich mikroskopech Zeiss LSM 510 DUO nebo
Zeiss LSM880 Airyscan, Aexc = 488 nm a Aem= 505-545 nm, DiOC6(3) a Aexc = 560 nm
alem >575nm pro propidium jodid. K odliseni zivych a mrtvych bunék pomoci
konfokalniho mikroskopu bylo vyuzito barveni pomoci BCECF-AM (B8806,
Sigma-Aldrich) a propidium jodidu (P4846, Sigma-Aldrich). Nasledné byly buniky sniméany
konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 510DUO pii Aexc =488 nm, Aem = 505 - 545 nm
pro BCECF a Aexc = 560 nm, Aem = 575 nm pro propidum jodid. Pro imunohistochemické
barveni byly vzorky po vyjmuti z mrazaku nejprve 3x oplachnuty PBS. Nasledovala
inkubace pfi pokojové teploté po dobu 30 minut v PBS s 1% TritonX-100 a 1% BSA, oplach
PBS, inkubace 20 minut pii pokojové teploté¢ v 1% Tween20, 3% oplach PBS a pfidani
primarni protilatky (barveni osteokalcinu: rabbit anti-osteocalcin (T4743, Penninsula
Laboratories, 1:100; barveni kolagenu I: mouse M-38c, DSHB, USA, 1:100; barveni
kolagenu II: mouse II-1I6B3c v fedéni 1:20 v PBS), se kterou byly vzorky inkubovany pies
noc ve 4°C. Dalsi den nasledoval oplach PBS ainkubace po dobu 3, 5 a 10 minut
s 0,05% Tween20. Poté byla pro vizualizaci osteokalcinu ptfiddna sekundarni, fluorescenc¢né
znacena, protilatka (Alexa Fluor 633 goat anti-rabbit IgG A21070, Life Technologies)
v fedéni 1:400 v PBS. Pro vizualizaci kolagenu typu Il 1 kolagenu typul byla pfidan
sekundarni protilatka Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse antibody (A10667, Life
Technologies, 1:300 v PBS). Vzorky se sekundarni protilatkou byly vZdy inkubovany pfi
pokojové teploté po dobu 45 minut. Toto barveni bylo doplnéno vizualizaci bunéénych jader
pomoci Hoechst 34580 (H21486, Life Technologies) v fedéni 1:5000 v PBS. Vzorky byly
inkubovany 15 minut, pfi pokojové teploté. VSechny kroky po ptidani sekundarni protilatky
probihaly ve tmé. Vzorky byly snimany na konfokalnich mikroskopech Zeiss LSM 510

59



DUO nebo Zeiss LSM880 Airyscan, Aexc = 488 nm a Aem= 505-545 nm pro Alexa Fluor™
488nm a Aexc = 560nm a Aem >575nm pro propidium jodid, Aexc = 633 nm
alem> 650 nm pro Alexa Fluor™ 633, Aexc = 405 nm a Aem= 420-470 nm pro Hoechst
34580.

5.14 DAPI/phalloidin

V dané experimentalni dny byly vzorky 3x oplachnuty PBS a nésledné fixovany
v 4% paraformaldehydu po dobu 12 minut. Poté byly opét oplachnuty PBS. Byl ptfidan
phalloidin znaceny Alexa-488, s nimz byly vzorky inkubovany po dobu 1 hodiny a DAPI

s casem inkubace 20 minut a snimané konfokalnim mikroskopem.

5.15 qPCR

V uréené experimentalni dny byla ze vzorkl izolovdana RNA. K tomu ucelu byl
pouzit RNeasy Mini Kit (74106, Qiagen), postup dle protokolu vyrobce. Absorbance
izolované RNA byla spektrofotometricky méfena (Infinite® M200 PRO; Tecan, Svycarsko)
pii 260 nm a 280 nm. Z poméru téchto dvou hodnot byl pfistrojem ur¢en pomér, ze kterého
1ze usuzovat na Cistotu nukleové kyseliny a rovnéz byla urcena jeji koncentrace. Pro syntézu
cDNA byl pouzit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1632, Life Technologies).
RNA byla ptfed dalSim zpracovanim nafedéna tak, aby jeji koncentrace byla ve vSech
vzorcich stejna. Syntetizovana cDNA byla nasledné vyuzita pro qPCR. Jako housekeeping
gen byl pouzit EEF1 (Hs00265885 gl, ThermoFisher Scientific). Jako geny zajmu byly
pouzity RunX2 (Hs01047973 m1l, ThermoFisher Scientific), kolagen I (Hs00164004 m1,
ThermoFisher Scientific) a osteokalcin (Hs01587814 g1, ThermoFisher Scientific). Do
kazdé reakce bylo pfidano 1,25 ul cDNA, 1 pl odpovidajici smési sondy a primeru, 10 pl
TagMan MasterMix (4369016, ThermoFisher Scientific) a 7,75 ul vody (129114, Qiagen).
Pro reakci byl pouzit LightCycler® 480 Instrument II (Roche Life Science) a jeji parametry
byly nastaveny nasledovné: v prvnim kroku probéhla aktivace pii 95°C po dobu 10 minut;
dale amplifikace pti 95°C po dobu 10 sekund, nasledné 40 — 50 cykll pii 60°C po dobu
10 sekund a na zavér terminace pii 40°C po dobu 1 minuty. Béhem jednotlivych krokt je
cDNA denaturovana, aby na ni mohly nasednout primery a DNA-polymeraza zacne
syntetizovat komplementarni feté¢zce k danému segmentu. Béhem jednotlivych cykli
postupné dochézi k exponencidlnimu nartstu poctu kopii sekvence genu zajmu, coz se diky
mechanismu fungovani TagMan projevi rostouci fluorescenci. Fluorescence je detekovana
ve chvili, kdy ptekro¢i nastavenou prahovou hodnotu a je zaznamenano cislo cyklu, kdy se

tak stalo. S touto hodnotou jsme dale pracovali jako s Cp. Ziskana data byla relativné
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kvantifikovana pouZitim metody 22P. Cp hodnotou housekeeping genu byla normalizovéna

Cp hodnota genu zajmu a rozdil byl pouzit jako exponent do vySe uvedeného vzorce.

5.16 Kvantifikace extracelularnich proteinu

Pi vyméné kultivaéniho media bylo toto v uréené experimentéalni dny odebirano do
zkumavek, zamrazeno a skladovano v -80°C. Ke kvantifikaci byly vybrany nésledujici
proteiny: osteokalcin, osteopontin, osteoprotegerin, dickkopf-ptibuzny protein 1, sklerostin,
interleukin-6 a tumor nekrotizujici faktor-a. Urceni koncentrace proteinii prob&hlo na
ptistroji Luminex 200 system (Luminex, Austin, TX, USA) za pouziti XMAP technologie
s Bone Metabolism Multiplex eseji (Human Bone Magnetic Bead Panel, MILLIPLEX,
Némecko). Ziskand data byla analyzovana XPONENT 3.1 programem (Luminex, Austin,
TX, USA).

5.17 Hodnoceni angiogennich vlastnosti nosice

Oplozena slepici vejce (Henry Steward and Co., UK) byla umisténa do R-Com King
Suro 20 digitalniho inkubatoru pti 37,5°C. Po tfech dnech byla embrya vyjmuta ze skotapek
a prenesena do 100 ml vazenek s 2 ml PBS a 1% pen/strep. Vazenky byly uzavieny do
Petriho misek s destilovanou vodou za ucelem udrZeni vlhkosti. Sedmy den byl navlh¢eny
(0,2 ml PBS) nosi¢ pfenesen na chorioalantoidni membranu a vzorky byly ponechany
v inkubatoru. Snimky nosice a okolni po€inajici vaskularizace byly pofizeny za 7 a 10 — 13
dni mikroskopem Motorola USB. Hodnoceny byly krevni cévy rostouci kolmo na nosi¢ az

do uhlu +45°.

5.18 Péce o zvirata, implantace nosice

Hojeni osteochondralniho defektu bylo sledovano na tfimési¢nich Novozélandskych
kralicich (firma Velaz s.r. 0., Praha). Zvifata byla ustijena v nerezovych klecich bez
podestylky. Studie byla provedena v souladu s etickymi zdsadami a smérnicemi pro
experimenty na zvifatech. Se zvifaty bylo zachazeno dle nafizeni smérnice Rady EU
86/609 EHS. Studie byla schvalena Odbornou komisi Fyziologického tistavu AV CR, Praha
(38/2017) a byla v souladu se Zadkonem na ochranu zvitat 246/92. Pied zékrokem byl
zvifatim podan subkutinné ketamin v davce 50 mg/kg télesné vahy, xylazin v davce
4 mg/kg télesné vahy a antibiotika marbofloxacin v davce 5 mg/kg télesné vahy. Pooperané
byl subkutanné podan meloxicam v davce 5 mg/kg télesné vahy. Defekt byl vytvofen na
laterdlnim kondylu femuru. Chrupavka byla vyfiznuta Biopsy punchem (Kruuse, 4 mm),

defekt v kosti byl vyvrtan na primér 5 mm a zasahoval do kostni dfené. Nosice byly vloZeny
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orientované, do oblasti kosti ¢ast s B-TCP, do chrupavkové ¢ast s hyaluronanem sodnym.
Do patého dne po zékroku byla denné podévana subkutanné analgetika a antibiotika, viz
vyse. Pohyb zvitat nebyl omezen. Studie byla ukoncena po 12 tydnech, vzorky na histologii
byly odebrany do pufrovaného formaldehydu.

Hojeni kozniho defektu bylo sledovéano na tfimésicnich Novozélandskych krélicich
(mistni firma schvalena MZ CR, Brno) byli ustajeni v chovu Veterinarniho vyzkumného
ustavu (Brno). Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a schvalena revizni
komisi Veterindrniho vyzkumného tstavu (kod 12/2016, schvaleno dne 21. dubna 2016)
a Odbornou komisi pro zajistovani dobrych Zzivotnich podminek zvifat Ministerstva
zemé&délstvi CR (povoleni &. 34715/2016-MZE-17214 z 15. &ervna 2016). Pied operaénim
vykonem byla zvifata uvedena do anestezie intraven6zni injekci Medetomidinu v davce
0,5 mg/kg télesné hmotnosti a Propofolu v davce 8 —15mg/kg télesné hmotnosti.
Premedikace a analgezie béhem vykonu byla zajisténa podkozni injekci Butomidoru v davce
0,1 mg/kg télesné hmotnosti. Na depilovaném hibeté kralika bylo skalpelem zplsobeno
celkem Sest ran v plné tloust’ce o rozmérech 3 x 3 cm, rozmistény byly symetricky po
stranach patefe. Testovany byly skupiny Coll, Coll/Chit a Coll/Chit_0,1FGF2. Aplikované
nosi¢e mély tloustku 1,5 mm a rozméry 3 x 3 cm a nésledné byly piekryty koznim Stépem
odebranym z rany. Jako kontrolni skupina byla pouzita rdna piekrytd koznim Stépem.
Vsechny defekty byly piekryty gazou a zajistény elastickou bandazi. Obvazy byly ménény
paty den po aplikaci nosicl. Pro post-operacni analgezii byly pouzity subkutanni injekce
Meloxicamu v davce 0,5 mg/kg té€lesné hmotnosti, a to jednou denn€ po dobu prvnich tti
dnt po zakroku. Vzorky byly odebirany v den 7, 14 a 21 po operaci a byly hodnoceny
histologicky. Odbér tkané pro analyzu mRNA byl proveden 21. den po operaci.

5.19 Odbér vzorku a histologické zpracovani

In vivo experiment zamétfeny na osteochondralni defekt byl ukoncen po dvanacti
tydnech od implantace nosict. Velikost defektu byla 5 mm v priméru a 9 mm do hloubky.
Defekt se nachazel na lateralnim kondylu femuru a byl vyplnén nosi¢em z jedné ze tii
skupin. Vzorky byly dale po dobu osmi tydnu dekalcifikovany v 12,5% roztoku EDTA
(Komplexon III p.a., Penta) neutralizované na pH =7 pfidanim 1,25% (w/w) NaOH. Po
osmi tydnech byla EDTA ze vzorkii vymyvana fyziologickym roztokem po dobu 24 hodin.
Tkan byla zalita do parafinovych blockt, které byly dale rozdéleny ve stfedu defektu na dvé
stejné &asti, které byly zpracovany oddélené. Rezy o tloustce 5 um byly barveny za pouziti

ruznych histologickych metod.
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Rezy barvené haematoxylinem-eosinem, zelenym trichromem a Verhoeffovym
barvenim byly pouzito pro zakladni prehlednou histologii. Dalsi fezy byly 20 minut pti 96°C
inkubovany v Dako Target Retrieval Solution a nédsledné barveny CD31 protilatkou (clone
J70A, DakoCytomation) za ucelem vizualizace endotelu acév. Neutralni a kyselé
glykosaminoglykany byly barveny Alcianem Blue (101647 Alcian Blue, Merck) a PAS
reakci (109033 Schiff’s reagent, Merck). Alcian Blue se vaZe na kyselé glykosaminoglykany
pii pH = 2,5 a barvi je modre. PAS fialov¢ vizualizuje neutralni hexdzy a kyselinu sialovou.
Kolagen typull byl vizualizovan pouzitim primarni protilatky (clone II-116B3-c,
Developmental Studies Hybridoma Bank) a diaminobenzidinu (ImmPRESS antimouse Ig
peroxidase detection kit, Vector Laboratories). Picrosirius ¢erveni (Direct Red 80, Sigma
Aldrich) rozpusténé v nasycené kyseliné pikrové byl znacen kolagen typu I a pozorovan
v polarizovaném svétle. Za Ucelem snadnéj$iho rozpoznani hranice defektu byl barven
kostni extraceluldrni protein osteokalcin (OCG4, ThermoFisher). a stejné jako u kolagenu II
byl pouzit diaminobenzidin k jeho zviditelnéni.

Rezy byly rozdéleny na jednotlivé kompartmenty, vramci nichZ probihalo

kvantitativni hodnoceni p¥itomnosti nové tkané (Tabulka , Obrazek 56)°%8.

Tabulka 4: Geometrické charakteristiky vnéjsiho, stiedniho a centralniho kompartmentu defektu.

kompartment
Lokalizace Vnéjsi sttedni centralni
pramér kruhu (mm) 3,46 2,83 2
plocha/fez (mm?) 9,25 6,283 3,142
Znaceni Al A2 A3
plocha mezi kruhy (mm?) 3,14159 3,14159 3,14159
objem/4 fezy (mm3) 62,832 62,832 62,832
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Obrazek 8: Znazornéni lokalizace kompartmentd defektu.

In vivo experiment zaméfeny na hojeni kozniho defektu byl ukonen po tfech
tydnech. Histologické fezy byly barveny haematoxylinem/eosinem. Hodnocena byla

pfitomnost rezidui pouzitych biomateriald, zdnétliva reakce, granulacni tkan a fibrozni tkan.

5.20 Statistické vyhodnoceni dat

Nameétena data byla statisticky hodnocena v programu SigmaStat 3.5 (Systat, San
Jose, CA, USA). Signifikantni rozdily byly hodnoceny metodou One Way ANOVA.
Statistickd vyznamnost byla stanovena na hladiné 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 tkané

v jednotlivych kompartmentech byla hodnocena y? rozdélenim.
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6 Vysledky

6.1 Xenogenni kostni §té€p funkcionalizovany biomimetickymi peptidy

A

bovinni kostni matrix B vrstva PCL-LA s RGD motivy
a P2 nebo P6

€ nasazeni BM-MSC na nosi¢ D hobtnidni PCL-LA uvolfiovani
peptidi.a adheze bunek

B migrace bun¢k a vychytavani ~ F diferenciace a depozice nové
peptidi, kostni matrix

Obrazek 9: Bovinni kostni matrix funkcionalizovana biomimetickymi peptidy.

6.1.1 Cytotoxicita, metabolicka aktivita a mira proliferace

U zadného z testovanych nosict nebyl pozorovan cytotoxicky efekt v ristovém ani
diferenciatnim mediu. SBP2 (kostni matrix s adherovanym peptidem P2) vykazoval
signifikantn€ nejnizsi cytotoxicitu v ristovém mediu. K hodnoceni metabolické aktivity byl
pouzit MTS test (Obrazek 10). Metabolicka aktivita ve vSech skupinach rostla po celou dobu
experimentu. Nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily. Kvantifikaci obsahu
dsDNA na vSech vzorcich byla hodnocena mira proliferace nasazenych MSC (Obrazek 11).
Vyznamny pokles byl zaznamenan 7. experimentalni den ve vSech skupinach. Nicméné 14.

den byl ve vsech skupinach krom& SBP2 pozorovan nartist mnozstvi dsDNA.
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Obrazek 10: Hodnoceni bunééné metabolické aktivity MTS testem. Absorbance produktu métena pfi 490 nm,
referen¢ni vlnova délka 690 nm. Bez statisticky vyznamnych rozdili.
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Obrizek 11: Kvantifikace obsahu dsDNA (ng/nosi¢). Bez statisticky vyznamnych rozdila.

6.1.2 Expanze bunék na nosici

Snimky z konfokalni mikroskopie, kde jsou aktinova vldkna znacena phalloidinem
s Alexou-488 a jadra DAPI ukazuji kolonizaci nosi¢e buitkami 14. a 21. experimentalni den
(Obrazek 12). Na nosicich s peptidy (SBP2, SBP6, SBP2+P6) bylo 14. den ptfitomno vice
bunék nez na kostnim S§tépu bez adherovanych peptidii (SBN). Velmi silna proliferacni
aktivita byla pozorovana v ristovém mediu ve vSech skupinéach s peptidy, kde byly 21.
experimentalni den pfitomny bunky v n€kolika vrstvach. V diferenciatnim mediu bunky
kolonizovaly nosi¢ méné nez v ristovém mediu. I zde vSak byl pozorovan pozitivni vliv

peptid v porovnani s kontrolni skupinou SBN. V ramci skupin s peptidy byla nejsilng;si

proliferace pozorovana ve skupin¢ SBP2.
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A SBN SBP2 SBP6 SBP2+P6

SBN SBP2 SBP6 SBP2+P6

Obrazek 12: Kolonizace nosict buitkami hMSC. Snimky ze dnu 14 a 21. (A) Bunky v ristovém mediu. (B)
Buiky v osteogennim mediu. Velikost mérky 100 pm.

D4 |

D21

Di4

D21

6.1.3 Aktivita alkalické fosfatazy

Aktivita ALP byla métfena 7. a 14. experimentalni den (Obrazek 13). Aktivita
enzymu je spojena s mineralizaci extracelularni hmoty v kostni tkani. Hodnoty byly 7. den
signifikantné nejvyssi ve skupiné SBP6. Ve skupiné SBN nebyl 14. experimentalni den
nameéten rust hodnot. Ve skupindch SBP2 a SBP2+P6 hodnoty mirné€ vzrostly a ve skupiné
SBP6 byl po dvou tydnech kultivace pozorovan vyrazny pokles na hodnotu srovnatelnou se
samotnym kostnim Stépem bez adherovanych peptidii. ALP ve skupin€ s P6 tedy dosahla

vrcholu aktivity jiZz 7. den, zatimco v ostatnich skupinach s peptidy nebyl peak zaznamenan.
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Obrazek 13: Aktivita enzymu alkalické fosfatazy. Absorbance produktu méfena pii 405 nm. Statisticka
vyznamnost p<0,001 znacena trojuhelnikem nad nejvyssimi hodnotami, signifikantni vii¢i ostatnim skupinam
ve stejném casovém intervalu.

6.1.4 Vizualizace osteokalcinu

Exprese extracelularniho proteinu osteokalcinu byla detekovana specifickym
imunohistochemickym barvenim 21. a 28. experimentalni den (Obrazek 14). 21. den byly
pozorovany pocatecni faze depozice proteinu ve skupiné SBP6 a ve velmi malé mife iv
SBP2. 28. den byla vysokd uroven exprese OCN piitomna ve skupin¢ SBP6, méné v obou
skupinach s adherovanymi peptidy SBP2+P6 a SBP2. Diky negativnim kontroldm lze
vyloucit nespecifické interakce primarni i1 sekundarni protilatky s materidlem nosice. Ze
signalu emitovaného Hoechstem navazanym na jadernou DNA byla provedena analyza
migrace bunék do hlubsich vrstev nosice.

SBN SBP2 SBP6 SBP2+P6
D21 ...
Obrazek 14: Specifické barveni extracelularniho proteinu osteokalcinu (Cerveny signal). Jadra barvena
Hoechstem (modry signal). Velikost mérky 20 pm.

D28

68



6.1.5 Relativni exprese mRNA osteogennich markert

Pomoci qPCR byla analyzovana relativni exprese mRNA raného transkripcniho
faktoru RunX?2, sttednédobého kolagenu I a pozdnich OCN a IBSP 14. a 21. experimentalni
den (Obrazek 15). mRNA transkripéniho faktoru RunX2 byla oba experimentdlni dny
transkribovana bez statisticky vyznamnych rozdilt. mRNA pro kolagen Ibyla 14. den
exprimovana ve vyznamné vys$sim mnozstvi ve SBP6 a to v porovnani se samotnym kostnim
Stépem SBN. Vrchol exprese byl dosazen 14. den a 21. nasledoval pokles relativnich hodnot
mRNA pro kolagen I. mRNA pozdniho markeru OCN byla ve statisticky nejvyssi mife
exprimovana v obou skupindch obsahujicich P6 (SBP6 a SBP2+P6). Oproti tomu mRNA
pro IBSP byla nejsilnéji transkribovan ve skupinéach s peptidem P2 (SBP2 a SBP2+P6).
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Obrazek 15: Relativni exprese mRNA osteogennich markert RunX2, kolagenu I, osteokalcinu a kostniho
sialoproteinu (IBSP). Vztazeno k housekeepingovému genu EEF1. Statisticky vyznamné rozdily znaceny
nazvem skupiny pro p<0,05 a nazvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001, A statisticky rozdil vic¢i vsem
ostatnim skupinam.

6.1.6 Kvantifikace specifickych extraceluliarnich proteini

7., 14., 21. a 28. den experimentu bylo sbirano kultivacni medium a nasledn¢ byl
kvantifikovan obsah markeri kostni diferenciace osteokalcin OCN, osteopontin OPN,
osteoprotegerin OPG, dickkopf-related protein 1 DKK-1, SOST, IL- 6 a TNFa (Chyba! N
enalezen zdroj odkazi.). Signifikantni rozdily v expresi OCN byly pozorovany v riistovém
1 diferenciatnim mediu. V ristovém mediu vykazovaly 7. den vyssi expresi buiiky ve vSech
skupinach s peptidy, v porovndni s SBN. Vyssi hladiny exprese zlstaly zachovany 1 21. den.

V osteogennim mediu byly statisticky vyssi hladiny exprese pozorovany béhem celého
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experimentu ve vSech skupinach s peptidy. Jediny statisticky vyznamny rozdil v expresi
OPN byl pozorovan 7. den ve skupiné¢ SBP6 vzhledem k SBN v riistovém mediu. V piipade
OPG byla vyssi hladina zaznamenana 21. a 28. den v osteogennim mediu ve skupin¢ SBP6
vzhledem k SBN. DKK-1 byl 21. den v ristovém mediu vyznamn¢ nejméné exprimovan ve
skupiné SBP6, v porovndni se vSemi ostatnimi skupinami. Exprese IL-6 byla 14. den
v rustovém mediu statisticky vyssi ve skupiné SBP2+P6 v porovnani se skupinou SBN. Pro

SOST a TNFa nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 16: Relativni koncentrace extracelularnich proteind. Vztazeno k expresi v kontrolni skupin¢ SBN.
Statistické rozdily oproti hodnotam ve skupiné¢ SBN znaceny teckou pro p<0,05, # statisticky rozdil oproti
SBP2, A statisticky rozdil oproti SBP6.

6.1.7 Diskuze

V této studii byla za uZziti huméannich mezenchymalnich kmenovych bunék z kostni
difené hodnocena biokompatibilita a biologické funkce xenogenniho decelularizovaného
kostniho $tépu s adherovanymi biomimetickymi peptidy. Aktivita bun¢k byla sledovéana
v ristovém 1 osteogennim mediu. PouZity byly syntetické biomimetické peptidy odvozené
z amelogeninu P2 a P6 nalezici do skupiny peptidi s neuspotfadanou vnitini 3D strukturou

)289,290,

(IDPs, intrinsically disordered peptides kterd je navic bohatd na prolinové

sekvence?!. IDPs mohou interagovat s mnoha ligandy a jsou soucasti signalizaénich kaskad
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v mnoha biologickych procesech. Mimo jiné se uplatiuji béhem formace krystalt
hydroxyapatitu v kostni mezibun&éné hmot&*°. Zakladni myslenkou prace tedy byla

kombinace komercéniho kostniho §t€pu SmartBone® s peptidy kontrolujicimi mineralizaci

vvvvvv

alternativnich terapeutickych piistupech, které by nastalé situace dokdzaly fesit>-.

Schopnost indukovat osteogenezi a osseointegraci byla rovnéz prokazana iu dalSich
molekul, napiiklad u rekombinantnich rastovych faktorii, které jsou zaroven vhodné
k obohacovani riiznych druhti biomaterialii. Na rozdil od IDPs jsou vsak ristové faktory
spojeny s vyrazné¢ vyssimi ndklady a dosud nebyla dostateéné prokdzdna bezpecnost
a efektivita jejich pouziti*>*,**. Naptiklad v praci Carragee et al. bylo riziko nezddoucich
efektti rhBMP-2 hodnoceno jako aZ 50-nasobné vyssi, nez se pivodné uvadélo®’. Kromé
vySe zminénych vyhod jsou navic IDPs velmi stabilni 1ivsilnych organickych
ristové faktory?>#!?%¢, Peptidova sekvence odvozena od riistového faktoru BMP-2 (oblast
interagujici s receptorem) indukovala osteogenni diferenciaci prase¢ich MSC, aniz by, na
Girovni transkripce, spoustéla chondrogenni procesy®’.

Jak je patrné ze snimkl z konfokalni mikroskopie, v ristovém mediu mély peptidy
vyrazny pozitivni efekt na podporu prolifera¢ni aktivity MSC v porovnani se samotnym
Stépem. Tato data naznacuji, ze P2 a P6 mohou poskytovat vhodné podminky pro expanzi
bunék, a tedy pokryti celého nosice. PrestoZe v osteogennim mediu MSC pravdépodobné
zacaly diferencovat do osteoblasti, a tudiz se da predpokladat utlumeni proliferacni aktivity,
byl i zde patrny pozitivni vliv peptida a nedoslo k zastaveni déleni bunck.

Hlavni ¢ast prace byla vénovana hodnoceni miry osteogenni diferenciace MSC
nasazenych na kostni St€py s adherovanymi peptidy. Jako casny marker osteogenni
diferenciace byla zvolena mira aktivity alkalické fosfatdzy. Sedmy den experimentu byl
pozorovan vyrazny pozitivni vliv P6 na aktivitu ALP, coz naznacuje zapojeni peptidu do
inicidlnich fazi diferenciace MSC do osteoblastli. Piekvapivy fenomén byl pozorovan pii
porovnani aktivity ALP na SBP2, SBP6 a SBP2+P6. Zatimco v pocatku experimentu mél
lepsi vysledek P6, ve druhé fazi prevazoval naopak P2. Nicméné pfi jejich kombinaci bylo
v obou casovych bodech dosaZeno jen zlomku hodnot aktivity stimulované samotnymi
peptidy. P2 a P6 tedy nepiisobily synergicky, ale doSlo naopak k utlumeni jejich efekti. Na
zakladé se 1ze domnivat, ze P2 a P6 mohou kompetovat o stejny receptor pfipadné Ze jimi
spousténé signalni drahy jsou antagonistické. Pomoci qPCR byla déle analyzovéana exprese

mRNA osteogennich markerit RunX2, Coll, OCN a IBSP. Z vysledkli vyplyva, ze P6
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stimuloval expresi mRNA kolagenu I 14. den experimentu. mRNA pro osteokalcin byla
siln€ji transkribovana ve skupiné SBP6 a SBP2+P6 28. experimentalni den. P2 samotny
a jeho kombinace s P6 stimuloval expresi mRNA kostniho sialoproteinu v pozdnich fazich
experimentu. Stimulaci transkripce i translace osteokalcinu povazujeme za kliCovy efekt
aplikace IDPs. Osteokalcin, nekolagenni kostni protein obsahujici kyselinu
y-karboxyglutamovou, je sekretovand molekula ovliviiujici mineralizaci mezibunééné
hmoty a dals$i metabolické pochody. M4 schopnost vazat pies kalciové ionty vznikajici

298 Ptedpokladame tedy, 7e obohaceni SmartBone® kratkymi

krystaly hydroxyapatitu
peptidy vede k mineralizaci nové vznikajici kostni hmoty prostfednictvim stimulace syntézy
osteokalcinu. Toto zvySeni exprese OCN bylo v zavislosti na koncentraci rovnéz
pozorovano pii aplikaci peptidi odvozenych od kolagenu typu III, BMP-7 a ptedevS§im
BMP-2%7. Vzhledem k tomu, Ze osteokalcin je syntetizovan téméf vyluéné diferencovanymi
osteoblasty®”, byla u MSC nasazenych na nosi¢e s peptidy pravdépodobné zahijena
diferenciace smérem k fenotypu osteoblasti. Pozitivni vliv na syntézu osteokalcinu byl
pozorovan rovnéz u jedné z predchozich studii zabyvajici se aktivitou lidskych osteoblastd,
jimiz byly SmartBone® nosice s peptidy osazeny>*!. Pomoci posledni metody Luminex byly
analyzovéany osteogenni markery na urovni proteinti, tedy po translaci. DKK-1 a SOST se
ucastni procest zabranujicich osteogenezi. Jejich hladiny byly v ristovém i osteogennim
mediu bez statisticky vyznamnych rozdili, coZ znac¢i Ze ani jeden z peptidit neplsobi na
diferenciaci tlumivé. Co se tykd exprese prozanétlivého cytokinu IL-6, byla oproti
samotnému Stépu zvySena ve skupiné s obéma typy peptidi 14. experimentalni den. Toto
zjisténi naznacuje, ze stimulace P2 i P6 zaroven muze vést k indukci zanétlivych procest.
NejvyznamnéjSiho vysledku bylo dosazeno v syntéze osteokalcinu v osteogennim mediu.
Jeho hladina byla v porovnani se skupinou SBN zvySena ve vSech skupinach obsahujicich
adherované peptidy ve vSech €asovych bodech experimentu. V mensi mife byl tento efekt
pozorovan i v ristovém kultivaénim mediu. Tam byl v§ak omezen jen na peptid P6, ktery je
tedy zjevné schopen indukovat syntézu osteogenniho markeru 1 bez ptitomnosti suplementt
pro kostni diferenciaci. Vyrazny pozitivni efekt P6 na syntézu osteokalcinu byl potvrzen
1 snimky z konfokélniho mikroskopu, kde byl tento protein specificky vizualizovan. Bunky

adherované na nosi¢ SBP6 tvofily 28. experimentalni den souvislou vrstvu osteokalcinu.

6.1.8 Shrnuti

Limitaci této studie, kterou je tieba brat v potaz je fakt, ze probéhla in vitro. Pti

klinickych aplikacich mohou byt vysledky odlisné. Je zapojeno vyrazné vice faktorli véetné
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proudéni krve alymfy, coz jsou podminky, které nejsou v ramci statické kultivace
simulovany. I tak jsou vSak in vitro experimenty zasadni a nepostradatelnou fazi vyzkumu.
Zde byl jednozna¢né prokdzan pozitivni vliv peptidu P6 adherovaného na povrch
SmartBone® na osteogenni diferenciaci lidskych mezenchymalnich bunék z kostni diené
prostiednictvim stimulace syntézy osteokalcinu. Pro peptid P2 byla ukadzana stimulace

bunécné metabolické aktivity.

6.2 Ti36Nb6Ta nanostrukturovany anodickou oxidaci

Obrazek 17: Titanova slitina Ti36Nb6Ta nanostrukturovana anodickou oxidaci

6.2.1 Charakterizace vzorku

Histogramy vnitinich primérti nanotrubicek a snimky ze skenovaci elektronové
mikroskopie jsou slou¢eny do Obrazek 18. Nanotrubicky vytvofené na Ti-36Nb-6Ta mély
trubicky byly vytvotfeny po pouziti potencidlu 30 V. S klesajicim potencidlem se rozmeéry
nanotrubi¢ek zmensSovaly v obou ohledech. Kontaktni thel na vzorcich klesal s rostoucim
napétim, respektive s rostoucim vnitinim pramérem trubicek. Signifikantné vyS$si smacivost
byla zmétena u vSech nanostrukturovanych vzorkil v porovnani s kontrolnim. Po pouziti
30 V vykazoval vzorek kompletni smacivost, jejiz hodnota byla neméfitelna a byla tedy

stanovena na 0°. Nejniz§ich hodnot modulu pruZznosti dosahovaly trubi¢ky vytvofené
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anodizaci pii 20 V napéti, Er=29,68 + 2,68 GPa, vtlacovaci tvrdost
HIT = 0,23 £ 0,02 GPa. Naopak nejvyssich hodnot bylo dosazeno na nosic¢ich po uziti
10 V napéti, Er=48,32 + 3,52 GPa, vtlacovaci tvrdost  nanotrubicek  byla
HIT = 0,44 £ 0,03 GPa. Pii 30 V bylo dosazeno modulu pruznosti Er = 30,80 + 1,62 GPa
a vtlaCovaci tvrdosti HIT = 0,30 = 0,01 GPa.
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Obriazek 18: Histogramy vnitinich primérti nanotrubicek vytvorenych napétim 10V, 20V a 30V ve vrchni
Casti obrazku. Ve spodni ¢asti snimky povrchovych struktur ze SEM.

6.2.2 Adheze a morfologie bunék

Jak je patrné ze snimkl ze skenovaci elektronové mikroskopie a z konfokéalniho

mikroskopu, adheze MSC na nosi¢ byla ovlivnéna jeho povrchovymi charakteristikami.

Obrazek 19: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie zobrazujici adhezi MSC 24 hodin po nasazeni.
Velikost mérky 20 pm.

Hladky povrch Ti-36Nb-6Ta bez nanotrubicek a sklo podporovaly roztazené bunky

s nékolika filopodii a se snadno viditelnym povrchem. Ploché buiiky s dlouhymi drobnymi
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vybézky byly pozorovany na vzorcich po pouziti 20 V a 30 V napéti (Obrazek 19). Zda se
tedy, Ze buiiky na nanostrukturovany povrch adherovaly ptes tenké vybézky ukotvené mezi
trubickami a v nich (Obrazek 20). Povrch bunék také casto kopiroval nanostruktury. Pro
kvantitativni hodnoceni adheze byl imunohistochemicky vizualizovan hlavni protein talin.
Jak Ize vidét na Obrazek 21, talin byl pfitomen ve formé& drobnych vyraznych klastri na
vzorcich 20V a 30V, zatimco na nemodifikovaném povrchu a na skle bylo detekovano spise
homogenni rozlozeni. Kromé toho rostla intenzita signdlu talinu se zvySujicim se primérem

nanotrubicek. Nejvyssich hodnot vSak bylo dosaZeno na skle.

Obrazek 20: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie zobrazujici detaily adheze bunck
k nanostrukturovanym titanovym nosi¢tim 24 hodin po nasazeni. Velikost mérky 2 pm. Vyiezy jsou zvétseny
dvojnasobné. Zobrazuji kontakt bunééné membrany s nanotrubickami a prizpisobeni membrany topografii
povrchu nosice.

Obrazek 21: Snimky z konfokalni mikroskopie zobrazujici adhezivni molekuly talin (zeleny signal), F-aktin
(Cerveny signal) a jadra (modry signal) 48 hodin po nasazeni. Velikost mérky 20 um.

6.2.3 Metabolicka aktivita a proliferace bunék

K méfeni metabolické aktivity bun€k byl pouzit MTS test (Obrazek 22). Bunky
nasazené na vzorcich 20V a 30V byly sedmy experimentalni den vyrazné¢ méné metabolicky
aktivni v porovnani s nemodifikovanym Ti-36Nb-6Ta asklem. V nasledujicich

experimentalni dnech vsSak statisticky vyznamné rozdily naméfeny nebyly. I mnozstvi
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dsDNA bylo 7. den signifikantné niz$i na 30V nez na neupraveném nosici a skle (Obrazek

23). V ostatni dny nebyly naméteny rozdily.
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Obrazek 22: Metabolicka aktivita bunék méfena MTS testem. Absorbance produktu byla métena pfi vinové
délce 490 nm, referencni vlnova délka 690 nm. Statisticky vyznamné rozdily znaeny nazvem skupiny
s hvézdickou pro p<0,001.
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Obrazek 23: Kvantifikace mnozstvi bunééné dsDNA (ng/nosi¢). Statisticky vyznamné rozdily znaceny
nazvem skupiny s hvézdi¢kou pro p<0,001.

6.2.4 Aktivita alkalické fosfatazy

Rany marker osteogeneze — aktivita enzymu ALP, ktery zajiStuje mineralizaci kostni
matrix, byla méfena 7. experimentalni den (Obrazek 24). Buitky na 10V nosici dosahovaly
signifikantn¢ vysSich hodnot nez buniky na nemodifikovaném povrchu a na skle. Rovnéz
uprava povrchu titanového nosic¢e 30V napétim vedla ke stimulaci aktivity alkalické

fosfatazy, opét v porovnani se sklem.
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Obrazek 24: Aktivita enzymu alkalické fosfatazy. Absorbance produktu méfena pri vinové délce 405 nm.
Statistické rozdily zna¢eny nazvem skupiny se symbolem hvézdicky pro p<0,001.

6.2.5 Relativni exprese mRNA osteogennich markeru

Metodou qPCR byla méfena exprese mRNA osteogennich markeri RunX2,
kolagenu typu I, OCN a IBSP (Obréazek 25). Exprese mRNA pro rany marker RunX2 byla
prvni den bez statisticky vyznamnych rozdili. Na vSech vzorcich kromé 30V do sedmého
dne vzrostla. Signifikantniho rozdilu bylo dosaZeno mezi skupinami TiNbTa bez uprav
a 30V, respektive sklo a 30V, kdy v obou ptipadech byla exprese na vzorku 30V nizsi. Po
dal§im tydnu experimentu zistala transkripce mRNA pro RunX2 v podstaté bez rozdilt.
V ptipadé syntézy mRNA pro kolagen typu i byl jediny statisticky vyznamny rozdil naméten
21. experimentalni den mezi nemodifikovanym nosic¢em a sklem, kdy na skle byly naméteny
vys$$i hodnoty. Posledni den experimentu navic exprese mRNA klesla pod troveii z prvniho
dne kromé skupiny 30V. mRNA pro IBSP byla 21. den piepisovana bez statisticky
vyznamnych rozdili ve vSech skupinach. Gen pro osteokalcin byl prvni den transkribovan
v malé mife a ve vSech skupinach srovnatelné. 14. den bylo nejvysSich hodnot relativni
exprese dosazeno u bunék kultivovanych na skle. Na skle byl po dvou tydnech zaroven
pozorovan vrchol transkripce osteokalcinu. Detekovana hodnota byla signifikantné niz$i nez

v piipade 20V.
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Obrazek 25: Relativni exprese mRNA osteogennich markerti. Vztazeno k housekeepingovému genu EEF1.
Statisticky vyznamné rozdily znaeny nazvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001. Exprese mRNA IBSP byla
méfena 21. den experimentu.

6.2.6 Vizualizace kolagenu typu I a osteokalcinu

Pomoci imuhistochemického barveni byly vizualizovany proteiny kostni
extracelularni hmoty kolagen I a osteokalcin (Obrazek 26). Jak je patrné ze snimku
z konfokalni mikroskopie 14. experimentalni den byl kolagen typu I v nejvy$si mife
experimentu byla patrnd pfimd iméra mezi mnozstvim kolagenu I a rostoucimi rozmeéry
nanotrubicek. Tti tydny po nasazeni se vSak tento trend zménil a nejvyraznéjsi signal byl
pozorovan na vzorku strukturovaném napétim 20 V. V oba ¢asové body vSak bylo nejméné
kolagenu I detekovano na skle, coz je vysledek v rozporu s hodnotami relativni exprese jeho
mRNA. Tento nesoulad mohl byt zplisoben fadou posttranskripénich modifikaci, které
pfedchézeji translaci daného proteinu a rovnéz tim, Ze primarni protilatka je specificka pro
prokolagen I, nikoli kolagen po posttranslacnich modifikacich. Pocatky syntézy
osteokalcinu byly pozorovany na vSech nanostrukturovanych vzorcich a v mensi mife i na

skle. Na pfitomnost osteokalcinu zlstal 21. den negativni TiNbTa bez uprav anodizaci.
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Obrazek 26: Snimky z konfokalni mikroskopie. Imunohistochemické barveni kolagenu typu I 14. a 21. den
experimentu. Kolagen Ima =zeleny signal, jadra cerveny. ZvétSeni 40x. Velikost mérky 50 um.
Imunohistochemické barveni osteokalcinu (Cerveny signal) 21. den experimentu, jadra (modry signal).

Zvétseni 63x, velikost mérky 20 um.

Diskuze

V predkladané studii byla pfedstavena nova slitina titanu typu B Ti-36Nb-6Ta

s nanostrukturovanym povrchem coby biokompatibilni material vyuzitelny v regenerativni

medicin€ kosti. V poslednich letech byl pravé tento B-typ titanovych slitin vyzdvihovan
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kvali svym mechanickym vlastnostem. Biokompatibilita a potencidlni biomedicinské
aplikace byly podrobné& shrnuty v pfedchozich pracich®®. Slitiny jiz pouzivané v klinické
praxi jsou hlavné typu a, pfipadné (o+f) a vyznacuji se vyrazné¢ vysSim Youngovym
modulem neZ nami testovany B-typ*°! i nez ma piirozena kostni tkas.

Slitina Ti-Nb-Ta byla jako materidl pro tkanové inzenyrstvi poprvé uvazovana
v praci Hussein et al., kteti ukazali velmi dobrou biokompatibilitu slitiny Ti-17Nb-6Ta na
HeLa bunkéach, desetkrat vyssi odolnost korozi a vyrazné niz$i Youngiv modul nez ma
Ti-6Al1-4V?%. Navic vrstvicka oxidi, kterd spontanné vznika na povrchu nosice zabraiiuje
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uvolnovani kovovych iontt a funguje tak jako prevence koroze’. Kromé toho slouzi tato

vrstva jako vhodny podklad pro formaci apatitovych krystald®®.

Biokompatibilita slitiny Ti-36Nb6Ta byla prokazdna v nasi ptfedchozi studii.
V porovnani s bézné pouzivanym cpTi nebo Ti-6Al-4V byly také zjistény vhodnéjsi
biomechanické vlastnosti s ohledem na implantaci do kosti. Modul pruznosti dosahl
60 GPa’*, dale miize byt snizovan anodickou oxidaci za vzniku nanotrubidek. V této studii
bylo nejniz§iho Youngova modulu dosazeno ve skupiné upravené napétim 20V, ato
Er=29,68 + 2,68 GPa, coz jsou hodnoty vyrazné vice srovnatelné s pruznosti pfirozené
kostni tkang (10 — 30 GPa) a vyrazné nizsi nez u slitiny Ti-35Nb-6Ta (50 — 75 GPa)**,

Anodické oxidace je efektivnim postupem Gpravy povrchu titanovych slitin. Vznikaji
pfi ni nanotrubicky s definovanym priimérem a délkou, které zvysuji bioaktivitu nosict®.
Capellato et al. popsali pozitivni korelaci mezi viabilitou fibroblastii a pfitomnosti
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nanotrubicek na povrchu slitiny Ti-30Ta™™. V literatuie je jako kritické rozmezi pro adhezi

arast krysich MSC uvéadéno 30 a 50 nm*"’

. V ptedchozi studii jsme ukdazali, Ze pro rist
a diferenciaci osteoblastii na povrchu cpTi byly optimalni nanotrubicky o rozméru 66 nm
vytvoreni anodickou oxidaci pii 20V3%. Pro tuto studii tedy byly pro tvorbu nanostruktur
zvoleny hodnoty napéti 10, 20 a 30V se zamérem porovnat vliv povrchové tpravy na
chovani lidskych MSC nasazenych na povrch Ti-36Nb-6Ta.

Snimky ziskané skenovaci elektronovou mikroskopii ukazuji, Ze doslo k vytvoteni
nanotrubicek o primérném vnitinim prameéru 18, 36 a 46 nm a o primérné délce 433, 2100
a 3100 nm. Detailni chemické sloZeni slitiny Ti-36Nb-7Ta bylo jiz diive popsano ve studii
Fojta et al., kterd popisuje, Ze podil titanu v nanostrukturach klesa umérné zvySovani podilu
niobu a tantalu a Ze povrch nanotrubicek je tvofen oxidy titanu, niobu a tantalu (TiO.,
NbyOs, Ta»0s5)*”. Pravé pritomnost oxidii niobu na nanostrukturovanych titanovych

nosi¢ich mize byt prospésnd pro interakci bunék s materidlem. Uprava povrchu nosice

z cpTi TiO2/Nb2Os ve srovnani s tpravou pouze TiO; vedla k vyrazné efektivnéjsi adhezi
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a proliferaci primarnich lidskych osteoblasti*'?. Tyto vysledky jsou v souladu se zjisténim
Qadir et al., ktefi uvedli, ze kombinace oxidd titanu, niobu a zirkonia pokryvajicich
nanotrubi¢ky na povrchu Ti35Zr28Nb je vhodna pro zachyceni a riist SaoS-2 bungk?'!.

Jak bylo zjisténo jiz diive, chovani bun¢k na nosici je izce spjato s jeho povrchovym
napétim a morfologii, které mohou byt snadno modifikovany®'2. Hrubé povrchy s vysokou
povrchovou energii jsou velmi vhodné pro adsorpci proteinti z kultivaéniho media®'3, coz
usnadiiuje adhezi bunc€k a potencidln¢ také osseointegraci a stabilitu implantatu v kosti.
Z tohoto diivodu jsme piistoupili k méfeni kontaktniho thlu na vSech nanostrukturovanych
nosi¢ich ina kontrolnim nosi¢i. Pozorovany trend byl v souladu s dfive publikovanymi
poznatky a to, Ze se vzriistajicim nap&tim pfi anodické oxidaci rostla i hydrofilita nosict*!.
S vy$§im napétim klesal kontaktni thel az k hodnoté blizké 0°. To pficitdme vtaZeni
kapaliny do nanotrubicek, coz znemoznilo odecist hodnoty kontaktniho thlu.

Inicialni adheze bun¢k na povrch nosice pifimo ovliviiuje vSechny dalsi bunééné
procesy jako je pieziti, proliferace a diferenciace®’”, je tedy zcela zisadni pro miru
uspésnosti implantatu. V nasi studii byla pomoci detailnich snimki ze skenovaci elektronové
mikroskopie sledovana adheze na v§echny nanostrukturované povrchy. Na SEM s vysokym
rozliSenim také byla zachycena filopodia v nanotrubickach a mezi nimi. K objasnéni efektu
nanotrubic¢ek na formaci fokalnich adhezi byla pouzita specifickd vizualizace dulezité
struktury v jejich komplexu - talinu®'®. Imunohistochemické barveni odhalilo drobné shluky
talinu v buné¢né cytoplazmé. V souladu s nasim zjisténim byla publikovana data ukazujici
lepsi adhezi na naostrukturovanych slitinach titanu. Bello et al. popsali snazsi tvorbu
a maturaci fokalnich adhezi na titanovych nosi¢ich s primérem port 20 nm?'7,

Co se tyka vlivu morfologie nanotrubic¢ek na chovani kmenovych bunék nebyl,
navzdory ¢etnym studiim, nalezen konzistentni zavér. Pro lidské mezenchymalni butiky bylo
zjiSté€no, Ze snadné&ji adheruji na povrchy se strukturami pod 30 nm, které jsou vhodné pro
tvorbu integrinovych klastrl, zatimco rozméry nad 100 nm vedou k mechanickému stresu
a indukuji tak osteogenni procesy®"’. Oproti tomu Lv et al. ozna¢ili za optimalni rozmér pro
osteogenezi lidskych MSC z tukové tkdné primér nanotrubicek okolo 70 nm?!8, MSC
z potkanti vykazovaly lepsi adhezi a diferenciaci na nanotrubickdch TiO: s primérem
15— 30 nm®"°. V na§i ptedchozi studii jsme dospéli k zavéru, e pro adhezi i osteogenni
diferenciaci lidskych mezenchymadlnich kmenovych bunék byly nejvhodnéjsi struktury
o rozmérech 50 — 80 nm, jejichz efekt byl jest€¢ umocnén pre-expozici simulované télni
tekuting®?’. Soucasna prace ukazuje jako nejvhodn&jsi pro adhezi a osteogenezi lidskych

MSC TiOz nanotrubicky s primérem 15 nm?2!.
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Biokompatibilita nové slitiny titanu byla ukazdna pomoci MTS testu a kvantifikace
bunécné dsDNA, jejichz hodnoty rostly po celou dobu experimentu. Krom¢ toho byla
sledovana transkripce gent pro RunX2, kolagen I, kostni IBSP a OCN, ¢imz byly pokryté
markery rané, stfedni itermindlni faze osteogenni diferenciace’??. Hladké povrchy
stimulovaly v pocéatcich experimentu builkky k syntéze mRNA RunX2. Oproti tomu
nanotrubicky vyznamné zvysily expresi mRNA kolagenu typu I a to predevs§im ve skupiné
20V s prumérem trubicek 36 nm. Stejné tak byla stimulovéana transkripce gena pro IBSP
a OCN, coz znaci probihajici terminalni diferenciaci do osteoblasti*?3. Pfinos nanostruktur
byl pozorovan také na zvySené aktivité alkalické fosfatazy, kdy byl nejvice patrny na 18 nm
trubickach na vzorku 10V. Tato data ¢astecné koreluji s pfedchozimi experimenty, ve
kterych byl zjistén pozitivni efekt mikro a nanostruktur na povrchu p-titanu na osteogenezi
lidskych MSC. Povrch chemicky leptané slitiny Ti-40Nb rovnéz stimuloval aktivitu ALP
lidskych MSC, pticemz modifikace povrchovych struktur neovlivnila negativné bunécnou
adhezi jako se stalo v piipadé Ti-6Al-4V aneupravenym Ti-40Nb***. Dal§im zdrsnénim
mikrostrukturovaného povrchu Ti-32Nb2Sn bylo dosaZeno stimulace tvorby fokalnich
adhezi, proliferace a diferenciace lidskych mezenchymalnich kmenovych bungk?.
V in vivo studii na prase¢im modelu byla po implantaci nosice s TiO, nanotrubickami
o rozméru 15 — 30 nm zaznamenéna zvys$end syntéza kolagenu typu I*?°.

Je tfeba zminit, Ze aktudlné provadéné in vivo studie pfinesly slibné vysledky
pouzitych poréznich B-titanovych implantati. Na MG63 linii osteoblastli byla potvrzena
jeho vyborna biokompatibilita a schopnost podporovat formaci apatitovych krystalt irn vitro,
327

stejné jako rist nové kostni tkan¢ v okoli implantatu in vivo na kralicim modelu

Testovana byla i porézni slitina Ta-15Nb se slibnymi vysledky ohledné osteointegrace®?®.

6.2.8 Shrnuti

Na zakladé¢ vSech vySe uvedenych studii anami ziskanych vysledkd lze
predpokladat, Ze nanostrukturovana slitina Ti-36Nb-6Ta je vhodna k podpofe formace kosti
in vivo ama potencidlni vyuZiti v regenerativni medicing. Nanostrukturované titanové
slitiny tedy mohou byt aplikovany pii reoperacich kloubnich nahrad po selhani implantatu,
kde je tfeba stimulovat stavajici kostni tkan. Kromé& velkého povrchu vhodného pro
bunécnou adhezi pfinaseji nanostruktury také moznost vyuziti jako nosného systému pro
lokalni dodavani 1é¢iv, ¢imz by byl siln&ji podpoien proces hojeni a regeneraci®*?’. Nicméng

vzhledem k tomu, Ze titanové slouceniny jsou vhodné predevsim k dlouhodobym aplikacim
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atkdnovym ndhradam, je tfeba v dalSich studiich peclivé ovétit jejich ptipadnou

imunogenicitu a chovani v dlouhodobych zatézovych testech.

6.3 Pénovy nosic z kolagenu typu I a biokeramiky
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Obrazek 27: Kolagenova péna obohacena kalcium fosfaty a hydroxyapatitem.

6.3.1 Struktura a morfologie nosice

Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie ukazuji povrch nosi¢ti s rovnomérné
rozmisténymi pory (Obrazek 28). NejmenSi poéry byly pfitomny na nosici
z kolagenu I (skupina A) a na nosici z kolagenu I s pfimési nekalcinovaného hydroxyapatitu
ve skupiné D (320+£120 um, respektive 320+110 um). Naopak nejvysSi hodnoty byly
naméfeny na nosi¢i z kolagenu typu I s hydroxyapatitem Reicke (skupina B), ato
490+170 um. Je zfejmé, Ze kazdy druh hydroxyapatitu se v morfologii nosice projevil ve
zcela jiném sméru. I trikalciumfosfaty ovlivnily velikost pori rozdilng. Obecné vsak lze fici,

ze pridani biokeramiky do Cisté kolagenové pény vedlo ke strukturnim zménam nosice.

Tabulka 5: Velikost porti v jednotlivych nosicich, uvedeno v pm.

Vzorek Velikost port [um]
A (Coll) 320+120
B (Coll+HAP Reicke) 490+170
C (Coll+HAP kalcinovany) 360+130
D (Coll+HAP nekalcinovany) 320+110
E (Coll+B-TCP) 330+150
F (Coll+a-TCP) 460+230
G (Coll+CapolyP) 370+170
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Obrazek 28: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie zndzornujici povrchovou strukturu pénovych
nosi¢u. Velikost mérky 200 pum, respektive 50 um. V pravé casti histogramy velikosti a distribuce port na
nosicich.
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6.3.2 Metabolicka aktivita

Béhem 21 dni trvajiciho experimentu rostla viabilita bunék méfena MTS testem po
celou dobu (Obrazek 29). Statisticky vyznamné rozdily byly naméfeny 14. a 21. den. Na
nosicich z ¢istého kolagenu I a z kolagenu kombinovaného s CapolyP byly hodnoty
signifikantn€ nizsi nez v ostatnich experimentalnich skupinach. Ziskané vysledky ukazuji na

vhodnou mechanickou stimulaci bunék okolnim prostiedim, a to po celé tii tydny.

*
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Obrazek 29: Metabolicka aktivita lidskych MSC méfena MTS testem. Absorbance produktu méfena pii
vlnové délce 490 nm, referencni vinova délka 690 nm. Statisticky vyznamné rozdily znaCeny skupinou
s hvézdickou pro p<0,001.

6.3.3 Kvantifikace obsahu bunééné dsDNA

Celkovy obsah bunééné dsDNA meéfeny Quant-iT dsDNA kitem (Obrazek 30) je
naprosto v souladu s daty z MTS testu. Mira bunécné proliferace byla vyznamné niz$i na
nosi¢ich z ¢istého kolagenu I a z kolagenu kombinovaného s CapolyP. Na téchto dvou
vzorcich zistal pocet bun¢k témét nemeénny po celou dobu experimentu. Zatimco v ostatnich

skupinach byl pozorovan prubézny nartist hodnot koncentrace dsDNA.
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Obrazek 30: Kvantifikace obsahu buné¢éné dsDNA. Uvedena hodnota v ng/nosi¢. Statisticky vyznamné
rozdily znaceny nazvem skupiny pro p<0,05, s hvézdickou pro p<0,001.

6.3.4 Exprese mRNA osteogennich markeru

Jako marker Casné osteogenni diferenciace byl zvolen transkripéni faktor RunX2,
ktery je zasadni pro regulaci dalSich krokll osteogeneze. Relativni hodnoty exprese byly
méteny 1., 14. a21. experimentalni den (Obrazek 31). Po dvou tydnech kultivace bylo
dosazeno signifikantné¢ vysSich hodnot na vSech vzorcich nez na negativni kontrole
kultivované na plastu. Nejvyssi exprese byla naméfena na nosi¢i z kolagenu
typu I s ptfidavkem kalcinovaného HAP. V posledni sledovany den, po tfech tydnech
experimentu, byl zaznamenan pokles mRNA RunX2 ve skupinach A, C, E, F a G. Oproti
tomu ve skupinach B a D (kolagen [+HAP Reicke, kolagen I+nekalcinovany HAP) exprese
dale rostla, coz znaci, Ze v téchto dvou skupinach byla osteogeneze opozdéna oproti ostatnim
experimentalnim skupinam.

Jako znak stfedni faze osteogeneze byla zvolena exprese mRNA pro kolagen typu 1.
Jak je dale patrné z Obrazek 32 ve vSech experimentalnich skupinach relativni mnoZstvi
mRNA po celou dobu experimentu rostlo, s vyjimkou negativni kontroly (buiiky kultivované
na plastiku), kde byl po 14. dnu zaznamenan pokles. 21. den byly hodnoty v negativni
kontrole signifikantné¢ nejniz$i. Kontrolni skupina byla nésledovana nosici
z kolagenu [+HAP a z kolagenu I+nekalcinovany HAP. Naopak nejvys$si hodnoty relativni
exprese byly naméfeny na vzorku azdisttho kolagenulana vzorku C
(kolagen I+kalcinovany HAP). Tyto vysledky jsou vsouladu sexpresi mRNA
transkripcniho faktoru RunX2, kterd byla rovnéz nejvyssi ve skupinach Aa C, coz

pravdépodobné vedlo ke stimulaci transkripce mRNA kolagenu I.
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Obrazek 31: Relativni exprese mRNA transkripéniho faktoru RunX2, vztazeno k EEF1. Signifikantni rozdily
znafeny nazvem skupiny pro p<0,05, nazvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001 a trojuhelnikem pro
statisticky nejvyssi hodnotu s p<0,001.
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Obrazek 32: Relativni exprese mRNA kolagenu typu I, vztazeno k EEF1. Signifikantni rozdily znaceny
nazvem skupiny pro p<0,05 a nazvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001.

6.3.5 Imunohistochemicka vizualizace osteokalcinu

Syntéza extracelularniho proteinu osteokalcinu byla sledovana 21. a 35. experimentalni den
(Obrazek 33). 21. den byly pocatecni faze syntézy zaznamendny ve vSech skupinach kromé
¢istého kolagenu I a kolagenu I s CapolyP. Do 35. dne exprese tohoto proteinu vyrazné
zesilila ve vSech skupinach s pfidavky hydroxyapatitu nezavisle na konkrétni chemické
modifikaci — Reicke, kalcinovany, nekalcinovany. V téchto skupinach byly pfitomny
souvislé vrstvy osteokalcinu. Stopova mnozstvi byla zaznamenana ve skupinach E a G
s nosicem z kolagenu typu I s ptidavkem B-TCP, respektive CapolyP. Na zéklad¢ hustoty
jader posledni experimentalni den lze navic usuzovat na ptitomnost konfluentnich vrstev

bunck 35. den experimentu ve vSech skupinach
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den 21 den 35 den 21 den 35

A kolagen I kolagen 1 +
B-TCP

kolagen I + kolagen I +
HAP Reicke o-TCP

kolagen I + kolagen I +
kalcinovany HAP CapolyP

D kolagen I +
nekalcinovany HAP

Obrazek 33: Snimky z konfokalniho mikroskopu. Imunohistochemické barveni extracelularniho proteinu
osteokalcinu (Cerveny signal) a jader (modry signal) 21. a 35. experimentalni den. Velikost mérky 21. den
10 um (zvétSeni 63x), 35. den 20 um (zvétseni 40x).

6.3.6 Vizualizace po¢tu bunék na nosicich

Snimky z konfokalniho mikroskopu ukazuji, Ze prvni den po nasazeni bylo na vSech
nosic¢ich pfitomno srovnatelné mnoZstvi buné€k, coZ naznacuje rovnomérné nasazeni
(Obrazek 34). Béhem dvou tydnt byl zaznamenan narlst poctu bun€k ve vSech skupinach,
bunky byly rozprostfeny rovnomérng. Kvili pomérné silné autofluorescenci kolagenovych

nosicl nebylo mozné odlisit signal cytoplazmy a nelze tedy fici nic o bunécné morfologii.
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A. kolagen I ‘ E kolagen L+
| B-TCP

B kolagen I + | F F
HAP Reicke i
’

kolagen I +
o-TCP

C kolagen 1 + €] ‘kolagen I +
kalcinovany HAP , CapolyP

D: - kolagenI+
nekalciiovany"HAP

Obrazek 34: Snimky z konfokalniho mikroskopu. Vizualizace jader propidium jodidem (Cerveny signal)
a buné¢nych membran (zeleny signal) 1. a 14. experimentalni den. Je patrna autofluorescence nosice v zeleném
spektru. Velikost mérky 50 pm, zvétseni 20%.

6.3.7 Diskuze

Vzhledem k tomu, Ze informace o morfologii okoli je do bun€k piendsena pomoci
integrinovych receptorti, je pravé jeho architektura zasadnim faktorem ovliviiyjicim

bun&énou proliferaci a diferenciaci®*°.

Zcela bez diskuze je pfinos porézni struktury
s interkonektivitou pori, které umoznuji difuzi Zivin 1 dostatek prostoru pro migraci
a proliferaci a zabraiiuji tak pferGstani bun€k. Ve své studii Pamula et al. pfipravili
biodegradabilni kopolymer kyseliny mlécné a glykolové s pory o velikosti 600, 200
a 40 pm. Pory o velikosti 600 um byly ukézany jako nejvhodnéjsi pro rist MG-63 bunécné
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linie**!. V jiné praci buriky nejsilngji proliferovaly na nosi¢ich s pory v rozsahu 250
a 500 um*2. Velikost porii na nosi¢ich testovanych v predkladané studii se pohybovala
v neextrémnim rozsahu 100 az 600 um. Jak je patrné z vysledki sledovani bunécné
proliferace, nejvyssich hodnot bylo dosaZeno na nosici s nejvétsimi pory 460+£230 um, coz
je tedy v souladu se studiemi naznacujicimi vhodnost velkych pord pro bunécny rust. Na
vzorcich s pory kolem 200 pm byla mira proliferace signifikantné niz§i. Na skupindch
s malymi péry vSak nebyla pozorovana efektivnéjsi adheze bunék, na rozdil od studie
Kuboki et al.>**. Vyznamnou morfologickou charakteristikou, jejiz vliv na chovani bun&k by
meél byt uvazovan, je velikost Castic pouzitych biomateriald. Dosud byly provedeny
predevsim studie hodnotici rist bunék na ¢asticich v fadech nanometrti, kdy bylo ukazéano,
7e piinosnym je vétsi pramér’**3¥. Castice o velikosti kolem 20 nm jsou pravdépodobné

334V nadi studii jsme se viak

pohlcovany bunikami a plisobi v takovém piipad¢ cytotoxicky
zabyvali hodnocenim ¢astic o minimalni velikosti 29 nm az po 30 pm (Tabulka ) a tudiz
jsme nezaznamenali zadnou statisticky vyznamnou zavislost proliferace na velikosti ¢astic.
Signifikantné niz$i hodnoty byly zjiStény na ¢istém kolagenu I a na kolagenu I s pfidavkem
CapolyP. V tomto ptipad¢ se vSak jednalo spiSe o vliv materidlu nez velikosti ¢astic a port.

Jak bylo zminéno vySe, chovani bun¢k na nosicich je zavislé na metod¢ ptipravy a na
materialu. Ur¢ité biomateridly, typicky keramiky, uvoliiuji béhem degradace kalciové
a fosfatové ionty**%*7. Dochazi k tomu jak in vitro — u¢inky vody, tak iin vivo, kdy se
uplatiiuji osteoklasty. V prvni fadé zpiisobuji volné ionty vapniku zmény v pH*®. Rovné? je
znamo, e Ca’" funguje jako dileZity sekundarni posel v signalizaénich drahach, z nichz

mnohé stimuluji proliferaéni aktivitu bungk’®’.

V neposledni tadé¢ vapnik reguluje
konformacéni zmény kalmodulinu a jako kofaktor se tak i¢astni specifickych proteinovych
interakci**’, Fosfor je rovnéz molekula se silnou biologickou aktivitou. Je obsaZen v celé
fadé¢ latek veetné proteind, nukleovych kyselin, adenosin trifosfatu a ovlivituje fyziologické
procesy v organismu**!. Kromé uvolfiovani ionti je u biokeramik velmi ¢astym jevem
i opacny proces — adsorpce iontii z okoli, coz zptsobuje vyrazné lokalni zmény pH>*>3%,
V in vivo podminkach je tento efekt snadno maskovan diky neustalé cirkulaci télnich tekutin,
které s sebou piinaSeji nové ionty. Pti in vitro kultivaci miize takovy nosi¢ vykazovat
znamky cytotoxicity. V nasi studii jsme vSak komplikacim spojenym se zménami pH
a vyraznou adsorpci iontli na nosice nemuseli Celit. Bunécna viabilita méfena MTS testem
rostla béhem celého experimentu (Obrazek 29). Signifikantné nizs$i hodnoty byly 14.

a2l.den detekovany ve skupin€ na cisté¢ kolagenovém nosi¢i a na nosici s pfidavkem

CapolyP. Tyto dva nosice se také zdaji byt mén¢ vhodné pro bunécnou proliferaci, jak
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vyplyva z grafu kvantifikace dSDNA. CapolyP ma ze vSech testovanych biokeramik nejnizsi
pomér Ca/P ionti a jeho rozpustnost je tedy nejvyssi***. Na druhou stranu to viak byla jedina
skupina, kde byl zaznamenan prudky, témét dvojnasobny, nartst poctu bunék mezi 1. a 7.
dnem experimentu. Proliferacni aktivita bunék tak mohla byt stimulovana inicidlnim
skokovym uvolnénim iontl. Zatimco v nésledujicich dvou tydnech kultivace byly
biologicky aktivni ionty pfitomny v nedostatecném mnozstvi na to, aby proliferaci dale
podporovaly. Cisty kolagenovy nosi¢ byl diive prokazan za vhodny pro bunéénou adhezi
arast’®. Jak lze vidét v Obrazek 30, mnozstvi dsDNA vsak zlstivalo po celou dobu
experimentu na témet stejnych hodnotach a podpora metabolické aktivity byla spiSe mirna.
V mnoha studiich jiz byl ukdzan potencidl samotnych biokeramik fungovat jako
kostni nahrada®*®. Bylo prokézano, Ze porozita materialu a velikost porii hraje vyznamnou
roli v osteogenezi in vitro 1 in vivo. Pti in vitro kultivaci nizsi porozita tlumila proliferacni
aktivitu a vedla ke shlukovani bun¢k, coz jsou faktory pozitivné ovlivitujici osteogenni
procesy. Pory vétsi nez 300 um jsou povazovany za vhodné pro podporu tvorby kapilér
in vivo. Ptistup kysliku do mista hojiciho se defektu pak umoziuje tvorbu kosti bez inicialni
faze chrupavky**’. Stimula¢ni efekt na aktivitu alkalické fosfatazy, atedy osteogenezi
lidskych MSC z tukové tkdn€ byl zaznamenan i u velmi propojenych poért o velikosti kolem
1000 pm v PCL nosi¢ich®*®. Stejné tak byl vyrazny osteogenni efekt pozorovan u titanovych
Ti6Al4V pén s primérnou velikosti port 178 pm**. Na zdkladé dat z vySe zminénych
publikaci lze ud¢lat zavér, ze buiky spiSe, nez velikost pora ovliviiuje konkrétni material
1 dal$i povrchové charakteristiky. Dtlezitost pouzitého materialu byla potvrzena i v prubéhu
nasi studie, kdy nebyl pozorovan v podstaté zadny vliv velikosti port na bunécéné chovani.
Co vSak povazujeme za zdsadni pro in vitro iin vivo osteogenni procesy je koncept
strukturniho gradientu®°, ktery popisuje dileZitost piitomnosti pért o riiznych priimérech.
Je tak Iépe simulovana pfirozend struktura kostni extraceluldrni hmoty a buiiky jsou
efektivnéji smérovany k osteogenezi. Mensi pory poskytuji velky povrch pro inicidlni adhezi
bunék, na druhou stranu vSak mohou byt pomérné rychle vyplnény nové syntetizovanou
mezibunéénou hmotou a negativné tak ovlivnit pfisun Zivin a kysliku do hlubsich vrstev
nosice. Oproti tomu vétsi pory umoziiuji rist konfluentni vrstvy bunék a dostatek prostoru
pro uklddani mezibunécné hmoty. Pro in vivo podminky jsou navic vétsi pory vhodnéjsi
1z hlediska mozného proristani kapilar do nitra nosice. Jak je patrné z Obrazek 34,
morfologie vSech testovanych nosict byla z hlediska strukturniho gradientu vhodna.
Jednim z hlavnich divodi silné bioaktivity keramickych nosi¢l je pravdépodobné

uvoliiovani iontl vapniku a fosforu béhem degradace®!. Experimentalni data jasné ukazala
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zasadni roli kalciovych iontli v proliferaci, diferenciaci a aktivité¢ osteoblasti béhem
fyziologické obnovy kostni tkan&*32. Ca®" ovliviiuji predevs$im rist bun&k, zatimco ionty
fosforu se uplatiiuji spiSe v regulaci exprese osteogennich markert®>*. Pokud byly Ca*"
a POs™ kombinovany in vitro, aktivovaly stejné signalni drahy jako dexamethason a jeho
receptor’>?,

Navzdory tomu, Ze hydroxyapatit ma nizkou miru rozpustnosti*** a neuvoliuje tudiz
vyznamna mnozstvi bioaktivnich ionti, byla zdokumentovana jeho dobra biokompatibilita

a osteoinduktivni vlastnosti in vitro 1iin vivo>>3%°

. Tato data jsou ve shod¢ s naSimi
vysledky. Nejvyrazngjsi transkripce osteogennich markert RunX2 a kolagenu I byla
pozorovana na nosi¢ich obsahujicich jednu z forem HAP. Syntéza extracelularniho proteinu
osteokalcinu byla nejsilnéjsi rovnéz na vzorcich s obsahem hydroxyapatitu. Na zaklad¢
vysledkl z qPCR méla pozitivni vliv na syntézu mRNA kolagenu typu I i ¢ista kolagenova
peéna. Nicméng, jak vyplyva z imunohistochemického barveni, na tomto nosi¢i nevedla silna
transkripce RunX2 k iniciaci translace osteokalcinu. Na zaklad¢ téchto dat lze fici, ze pouze
kolagen I neposkytne buitkdm natolik silnou stimulaci, aby na expresi raného transkripéniho
faktoru navézaly dal$i faze osteogeneze — na rozdil od hydroxyapatitu. Pouze kolagen typu
I tedy nepovazujeme za vhodny material pro vyplnéni defektu kosti. Stejné tak trikalcium
fosfaty nehodnotime v tomto sméru pozitivné. U nosict s ptidavky o- nebo B-TCP
pravdépodobné dochazelo k tak rychlé degradaci, Ze koncentrace volnych ionti byla pfilis
vysoka pro indukci osteogeneze, ale zaroven nepusobila cytotoxicky ani vyrazné zmény pH.
Schopnost rozpoustét se tedy neni univerzalné piinosem, je tfeba degradaci kontrolovat
a predejit tak nefyziologickym koncentracim ionti.

Velikost ¢astic miize, stejné jako porozita a velikost porQ, ovlivnit adhezi proteint
na povrch konkrétniho materialu, coz dile ovliviuje iinicialni adhezi bun&k®*’. Bylo
zjisténo, ze ¢astice mensi nez 100 nm zlepSuji adhezi proteini®*®. Rozméry &astic jsou dale
spojovany spise s proliferacni aktivitou nez diferenciaci. Vliv maji také na indukci imunitni

360

odpovédi*, kdy je riziko nepiimo umérné velikosti ¢astic**’. V praci Bai et al bylo zjisténo,

ze po implantaci ¢astic hydroxyapatitu o nanorozmérech in vivo doSlo ve zvySené mife

v

k formaci kostni tkan€ a zaroven byla pozorovéana siln€jsi interakce bunék s povrchem

nosi¢e*®!. V nasi praci nebyl pozorovan spoleény efekt podobné velikosti ¢astic na chovani
lidskych mezenchymalnich kmenovych bun€k. Vzhledem k mozZné indukci patologické
reakce imunitniho systému by vSak bylo vhodné v dalsim kroku hodnotit polarizaci

makrofagl inkubovanych s testovanymi materialy.
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6.3.8 Shrnuti

Kompozity kolagenu typu I a biokeramik byly ukazany jako cytokompatibilni
avhodné pro rast lidskych MSC vinvitro podminkach. Kolagen kombinovany
s hydroxyapatitem vykazoval pozitivni efekt na syntézu extracelularniho proteinu
osteokalcinu bez ohledu na konkrétni modifikaci HAP a morfologické charakteristiky.
Kalcinovany hydroxyapatit navic stimuloval i transkripci mRNA RunX2 a kolagenu typu I.
Tudiz povazujeme kompozit kolagenu typu i a kalcinovaného hydroxyapatitu za slibny

jednak pro dal$i zkoumani i pro potencidlni vyuziti v praxi jako kostni nahrada.

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

migrace bunék do
hloubky nosice
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Obrazek 35: Coll/Chit nosic s rustovym faktorem FGF2-STAB®.

6.4.1 Vliv pridavku chitosanu na enzymatickou degradaci

Sledovana byla mira degradace nosice po ptidavku kolagenadzy (Chyba! Nenalezen z
droj odkazii.). V souladu s ocekavanim byl nejvyraznéjsi vdhovy ubytek zaznamenan u
nosice Cisté z kolagenu typu I (77%). Navzdory tomu ze kombinovany scaffold byl z 50%
tvofen chitosanem, byl ubytek jeho hmotnosti 60%, coZ znamena Ze minimaln¢ 10 %

chitosanu bylo kolagendzou také degradovano.
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Obrazek 36: Vahovy ubytek jednotlivych nosicli béhem procesu enzymatické degradace v roztoku
PBS s kolagenazou nebo lysozymem.

6.4.2 Vliv pridavku chitosanu na pevnost nosice

Biomechanické vlastnosti nosic¢it byly hodnoceny jak v suchém, tak hydratovaném
stavu. V suchém stavu byla nejvyssi odolnost materidlu namétena pro nosi¢ z kolagenu I,
kdy pevnost v tahu dosahla hodnoty 87,8 + 15,8 kPa. Nosic¢ z kolagenu I a chitosanu dosahl
priblizné polovi¢nich hodnot (45,9 + 22,9 kPa). Ptidavek chitosanu zpisobil vyznamny
pokles hodnot napéti, zaroven vSak vedl k vice neZ dvojnasobnému prodlouzeni nosice
v porovnani s Cistym kolagenem. Podobné trendy byly zaznamenany 1 u nosici
v hydratovaném stavu s tim, Ze ke vzniku stalé deformace byla zapotiebi niZ§i mira napéti

(Obrazek 37).

(a) 100

Coll suchy stav (b) 1404 B suchy stav [ hydratovany () B suchy stav [ hydratovany

Coll/Chit suchy stav

rrrrrr Coll/Chit hydratovany

\ ~=== Coll hydratovany

pusobici sila (kPa)
plsobici sila (kPa)

ColliChit . ColliGhit

Obrazek 37: a) kiivky napéti pro jednotlivé materidly v suchém stavu a hydratované, b) maximalni
pevnost vtahu u Coll a Coll/Chit nosi¢li v suchém a hydratovaném stavu, c) procentualni
prodlouzeni nosict, **p<0,01.

6.4.3 Vliv pridavku FGF2-STAB ® na strukturu nosice

Trojrozmérné porézni nosi¢e na bdzi kolagenul a chitosanu byly obohaceny
pfidavky FGF2-STAB ® o rtiznych koncentracich. Béhem lyofilizace byla vytvofena
homogenni struktura s propojenymi pory. Jak je patrné z Obrazek 38, vzrlstajici

koncentrace rustového faktoru vedla ke vzniku nepravidelnych pért s menSim primérem,
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pficemz nejmensi pory byly zaznamendny ve skupiné se 100 pg/ml FGF2-STAB ®

(100 — 220 pm).
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Obrazek 38: Snimky ze skenovaci elektronové mikroskopie zachycujici zmény morfologie nosice po
pridavku rostouci koncentrace FGF2-STAB®. (a) Coll/Chit; (b) Coll/Chit 0.01 FGF2;
(c) Coll/Chit_0.05 FGF2; (d) Coll/Chit_0.1 FGF2; (e) Coll/Chit_0.5 FGF2; (f) Coll/Chit_1 FGF2;
(g) Coll/Chit_5 FGF2; (h) Coll/Chit_10 FGF2; (i) Coll/Chit_50 FGF2; (j) Coll/Chit_100 FGF2) a
distribuce velikosti pord v ptipravenych nosi¢ich (vpravo).
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6.4.4 Vliv FGF2-STAB ® na biologické vlastnosti nosice

Za Ucelem urceni optimalni koncentrace rustového faktoru v Coll/Chit nosicich byly
provedeny in vitro studie s mySimi dermalnimi fibroblasty 3T3-A31. Testovany byly nosice
s0; 1; 5; 10; 50 a 100 pg/ml FGF2-STAB ® (Obrazek 39). Jediny statisticky vyznamny
rozdil byl pozorovan 14. experimentalni den ve skupiné s 1 pg/ml FGF2-STAB ®, kde
buiikky dosdhly nejvyssich hodnot metabolické aktivity. Vzhledem k tomu, ze vyssi
koncentrace rustového faktoru nemély za nasledek zvyseni metabolické aktivity, jejich dalsi

pouzivani bylo vyhodnoceno jako zbyte¢né a v nasledujici studii jsme se zaméfili na
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koncentrace 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1 pg/ml (Obrazek 40a). Efektivita nizkych koncentraci
FGF2-STAB ® muze byt zplisobena hyper-stabilni strukturou molekuly zajistujici jeji
plnou aktivitu 1 po 20 dnech pii 37°C. Konstantné¢ dobrych vysledkii po celou dobu
experimentu dosahoval nosi¢ z kolagenu I a chitosanu s 0,1 pg/ml FGF2-STAB ®.

Pfi kvantifikaci obsahu bunééné dsDNA nebyly naméfeny statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami, coz znaci Ze na nosicich rostly buniky srovnatelnou rychlosti a byly

pritomny v podobnych poctech (Obrazek 40b).
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Obrazek 39: Metabolickda aktivita mySich 3T3-A31 méfena MTS testem. Absorbance produktu
mefena pii vinové délce 490 nm, referencni vinova délka 690 nm. Statisticky nejvyssi hodnota
znacena hvézdickou, pro p<0,001.
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Obrazek 40: a) Metabolicka aktivita mySich 3T3-A31 méfend MTS testem. Absorbance produktu
meétena prfi vlnové délce 490 nm, referencni vinova délka 690 nm. Statisticky vyznamné rozdily
znaceny skupinou pro p<0,05. b) Mnozstvi bunécné dsDNA vypovidajici o mife proliferace bunek
na jednotliych nosicich. Bez statisticky vyznamnych rozdild.

6.4.5 Exprese mRNA kolagenu typu I

Byla sledovana transkripce mRNA kolagenu I coby markeru diferencovanych
koznich bunék (Obrazek 41). Prvni den (24 hodin po nasazeni) byly nejvyssi hodnoty
naméfeny ve skupiné s 0,1 ng/ml FGF2-STAB ®. Pfi sledovani dlouhodobého efektu
rustového faktoru 21. den byl pfepis mRNA v nejmensi mife navozen ve skupinach

se dvéma nejniz§imi koncentracemi FGF2-STAB ® (0,01 a 0,05 pg/ml).
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Obrazek 41: Relativni exprese mRNA kolagenu typu I v mySich 3T3-A31 fibroblastech. Statisticky
vyznamné rozdily znaceny skupinou s hvézdi¢kou pro p<0,001.

6.4.6 Vizualizace zivych a mrtvych bunék a jejich penetrace do nosice

Viabilita buné¢k po tiech tydnech kultivace na Coll/Chit nosi¢ich dosahovala ve vSech

skupinach pfiblizn¢ 70 %. Buiiky byly na nosi¢ich rozptyleny rovnomérné a netvofily shluky

(Obrazek 42). Z hloubkové projekce vytvotené zdat z21. dne je patrné, ze bunky

penetrovaly do nosic¢e do hloubky kolem 100 pm a byly viabilni.
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den‘21
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Obrazek 42: Snimky z konfokalni mikroskopie. Zivé buiiky vizualizovany BCECF (zeleng) a jadra
mrtvych bunék propidium jodidem (Cervené). Snimky ze 7. a 21. experimentalniho dne. Velikost
merky 100 pm. Ve spodnim fadku hloubkova projekce vypovidajici o penetraci bun¢k do nosice.
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6.4.7 Vliv pridavku FGF2-STAB ® na angiogenezi

Na zékladé in vitro hodnoceni cytokompatibility byla pro dal$i studie vybrana
koncentrace 0,1 pg/ml FGF2-STAB ®. Pomoci eseje na kufeci chorioalantoidni membrané
(CAM) byla hodnocena mira formace krevnich cév ex ovo. Obrazek 43 ukazuje nartist poctu
cév v prubéhu experimentu ve dnech 3, 10 a 14. Porovnani indexu vaskularizace Coll/Chit
nosi¢e s FGF2-STAB ® a bez n¢j neukézalo statisticky vyznamny rozdil (Obrazek 44).
Samotny nosi¢ vedl k vyrazné podpote formace cév a ptidavek ristového faktoru se uz tedy

neprojevil.

e

Obrazek 43: Snimky zachycujici CAM esej po implantaci Coll/Chit (a-c) a Coll/Chit_0.1FGF2 (d-f)
nosicd, den 7 (a, d), 10 (b, e) a 13 (c, f). Nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 44: Index vaskularizace v CAM eseji po implantaci nosicl z kolagenu I a kolagenu I
s chitosanem bud’ bez FGF2-STAB® nebo 50,1 pg/ml FGF2-STAB®. a) den7- 10,
b) den 10 — 13.

98



6.4.8 Vliv pridavku FGF2-STAB ® na biokompatibilitu in vivo

Jako zviteci model pro hodnoceni regenerace kozniho defektu o plné tloustce byli
pouziti novozélandsti kralici (Oryctolagus cuniculus f. domesticus). V souladu s in vitro
studiemi byla ukdzana vysoka biokompatibilita Coll, Coll/Chit a Coll/Chit 0,1FGF2. Na
snimcich z histologického hodnoceni jsou patrna nevstiebana rezidua nosict (Obrazek 45).
Kontrolni skupina se zhojila i bez aplikace krytu a defekt byl vyplnén fibrézni tkéani
neodermis. Nebyla pozorovana hypertrofie jizvy ani reakce indukovana ptitomnosti cizich
téles.

(@) < IR ) ©
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Obrazek 45: Piehledné histologické barveni haematoxylinem/eosinem, vzorky odebrané 7 dni po
implantaci Coll/Chit nosice bez FGF2 (a), 14 dni po implantaci (¢) a 21 dni po implantaci (e). A 21
dni po implantaci dermo-epidermélniho Stépu (h). (a) Rezidua Coll/Chit materidlu s infiltraci
zanétlivych bunék v hlubsich vrstvach tkané. (¢) Pritomnost Coll/Chit rezidui s infiltraci zanétlivych
bunék. Na povrchu je pfitomna vrstva epitelu. (e) Rezidua Coll/Chit nosice v defektu, infiltrace
zénétlivych bun&k, granulaéni tkan. Cetné obrovské mnohojaderné buiiky indukované pritomnosti
ciziho télesa *. (h) Tkan nové vznikajici v mist¢ defektu s vyraznymi znaky zanétu. Prehledné
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
nosic¢e s infiltraci zanétlivymi bunkami. (d) Rezidua Coll/Chit nosi¢e s infiltraci zanétlivymi
buitkami a granulaéni tkani. Pfitomné jsou obrovské mnohojaderné buiky indukované pfitomnosti
cizich téles. (f) Misto implantace nosice po plné resorpci chitosanové slozky, pfitomny jsou zanétlivé
buiiky a granulacni tkan. (g) Nové vznikla tkan v misté pavodniho defektu, bez vyraznych znamek
zanétu. Pritomna povrchova vrstva epitelu *, zvétSeni 200%. Ostatni snimky zvétSeny 100x%.

6.4.9 Vliv pridavku FGF2-STAB ® na genovou expresi v tkani

21. den po zakroku nebyla exprese mRNA prozanétlivych molekuly TNFa, IL1f,
IL17 a MMP9 a protizanétlivych molekul IL10 a TIMPI, v porovnani se neléenou
kontrolou, ovlivnéna aplikaci Zadného z nosi€l (Obrazek 46). Stejné€ tak exprese mRNA
proteinli asociovanych s hojenim VEGF, TGFB1 a FGF7 byla bez statisticky vyznamnych

rozdili mezi skupinami.
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Obrazek 46: Exprese mRNA cytokint (TNFa, IL-1, IL-17, MMP9), molekul spojenych s hojenim
(FGF7, TGFp1), protizanétlivého IL-10, inhibitoru tkanovych metaloproteinaz TIMP-1 a VEGF
v mist¢ defektu 21.den po implantaci nosice. Vysledky jsou prezentoviany se smérodatnou

odchylkou, relativné k housekeepingovému genu hydroxymethylbilan syntize. Bez statisticky
vyznamnych rozdili.

6.4.10 Diskuze

Mezi vyhody kompozitnich nosi¢li patii moznost ptizplisobit mechanické a fyzikalni
vlastnosti, strukturu, povrchové charakteristiky, rychlost odbouravani a pridani bioaktivnich
latek623%4 Modifikace nosi¢ti riistovymi faktory vyznamné ovliviiuje bunéénou adhezi,
migraci, déleni 1 diferenciaci. Systémy postupného dodavani 1é¢iv zalozené na kombinaci
degradabilnich polymert a rlstovych faktori umoznuji uvoliiovani bioaktivnich molekul
v del$im ¢asovém horizontu. Jejich koncentrace je vSak ¢asto velmi vysoka, a navic kvili
rychlé degradaci proteinu neni v kultivaénim mediu molekula pfitomna po dostatecné
dlouhy &as*®. Stabilita nemodifikovanych riistovych faktori je obvykle pouze nékolik
hodin. Lidsky nebo rybi (Danio rerio) FGF2 ztréci aktivitu po 24hodinové inkubaci v 37°C.
Stabilizace ristovych faktori je tedy zadouci predevsim s ohledem na dlouhodobé aplikace
niz$ich koncentraci s mensimi nezddoucimi efekty. Zkoumany byly pfistupy zahrnujici
konjugaci s heparinem, chemické modifikace, genetické inZenyrstvi, uzavieni do hydrogelt
nebo adsorpci’®®. FGF2 se icastni embryonalniho vyvoje, udrzeni homeostaze, procest
hojeni. Zapojeni FGF2 v terapii plicnich, nervovych nebo cévnich onemocnéni, hojeni ran
a revaskularizaci bylo jiz diive studovano®”-38,

FGF2-STAB ® je lidsky rekombinantni protein, jehoZ stabilita je pti 37°C téméf tii
tydny (20 dni)*®. Zvyseni stability FGF2 snizuje jeho zavislost na piidavku heparinu

a umoziuje aplikaci niz§ich davek riistového faktoru. Tento riistovy faktor mé pozitivni vliv
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na pluripotenci embryonalnich kmenovych bun¢k az do koncentrace 100 ng/ml, zatimco
nizsi koncentrace v rozsahu 1-10 ng/ml jsou u¢inné spiSe pii pouZiti s ostatnimi bunéénymi
typy*™.

Kanematsu a kolektiv ve své studii ukazali, ze FGF2 spontann¢ interaguje s roztoky
kolagenu typu I a kolagenovymi nosic¢i v in vitro i in vivo fyziologickych podminkach®’!,
Tyto komplexy tvofené na zaklad¢ elektrostatickych interakci vykazovaly odolnost
degradaci trypsinem a lze tedy usuzovat, ze kolagen zabranuje proteolytickému Sté€peni
rustového faktoru. FGF2 v kolagenové péné byl v zavislosti na rychlosti odbouravani nosice
uvolnovan do podkozi mysi, kde stimuloval angiogenezi imérné pouzité koncentraci. Vazba
FGF2 na kolagenovy nosi¢ a nasledné postupné uvoliovani bylo pozorovano i v dalsich
studiich. Miru uvoliiovani riistového faktoru ovlivituje i zptisob piipravy nosice (sitovani,
lyofilizace) i piidavky dalsich ¢inidel jako je napiiklad heparin, Zelatina nebo chitosan®’>372,

Uvolnovani FGF2 z nosice a jeho biologicka aktivita byla testovana in vitro na linii
mySich fibroblasti 3T3-A31 i invivo na kralicim modelu. Metabolickd aktivita byla
sledovana po ptidavku Siroké Skaly koncentraci FGF2-STAB (0 - 100 pg/ml). Koncentrace
1 pg/ml FGF2-STAB ® vedla 14. experimentalni den k signifikantnimu zvySeni
metabolické aktivity bunék. Pii néasledném testovani byl statisticky vyznamny nartst
bunécného metabolismu zaznamenan pii pouziti nosice s 0,01 a 0,05 pg/ml FGF2-STAB ®.
Utinnost téchto nizkych koncentraci mohla byt zptisobena vysokou stabilitou riistového
faktoru. Mira proliferace vSak nebyla nijak ovlivnéna. V trojrozmérnych nosicich je bunééné
déleni a diferenciace ovlivnéno také dostupnosti zivin, respektive propustnosti nosice.
Exprese mRNA pro kolagen typul byla zvySena v nosi¢ich s0,1 a 0,5 pg/ml
FGF2-STAB ®. Tento vysledek je v rozporu s diive provedenymi studiemi, kdy FGF2

367 Niz$i koncentrace ristového

snizoval expresi kolagenu I a pfedchazel tak vzniku jizvy
faktoru, které pozitivné ovliviiovaly metabolickou aktivitu bunék a zaroveint nemély vliv na
transkripci kolagenu I se tedy jevi jako vhodné pro vyuziti v terapiich urychlujicich hojent,
coz je v souladu se zjisténimi diive publikované studie®”’.

Pti regeneraci jakéhokoli defektu je zdsadnim faktorem mikrovaskularizace hojiciho
se mista. Cévy zajist'uji transport zivin, okyslicovani i odvod odpadnich latek a je tedy
zadouci, aby pouzivané¢ materidly mély 1 angiogenni potencial. Vzhledem k tomu, ze
v testovanych nosic¢ich bylo obsaZeno né€kolik bioaktivnich slozek, byla angiogeneze
testovana pomoci CAM eseje ex ovo. V nasi ptedchozi in vitro studii*’™ kolagen I a chitosan
vykazovaly synergicky pozitivni vliv na fibroblasty. Jak jsme piedpokladali, kompozitni

nosi¢ Coll/Chit stimuloval ex ovo angiogenni procesy sam o sob¢ a nezaznamenali jsme tedy
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v tomto sméru zadny vyrazny efekt pfidavku FGF2-STAB ®. Pouzit byl purifikovany
a stabilni FGF2-STAB ®, ktery je povaZovan za rustovy faktor podporujici expresi VEGF
a proangiogennich cytokinti*’>. Na modelu mordete byla po aplikaci kolagenového nosice
s FGF2 pozorovana zvySena reepitelizace rany 15 dni po excizi. Navic ve skupiné, kde byl
pouzit kolagenovy nosi¢, vykazovala nové vznikla tkan vyssi pevnost v tahu®’®. Za ticelem
podpory hojeni kozniho defektu byl do kolagenovych a chitosanovych nosi¢ti uzaviran
1 PDGF. Kompozitni nosi¢ vyraznéji podporoval expresi kolagenu typu I v nové vznikajici
tkdni, v porovnani s Cistym chitosanem. In vivo kompozitni nosi¢e s PDGF nevedly ke
znamkam zanétu®’’. Podobné i v nasi studii byla zaznamenana zvysena exprese mRNA
kolagenu I pti testovani Coll/Chit_0,1FGF2 nosic¢e. Béhem hojeni nebyl v ran¢€ zaznamenan
zanét, a naopak byl pozorovan vznikajici epitel.

Poskozeni tkdn¢ miize vést k zanétlivy procestim, které jsou spoustény uvolnénim
tzv. molekularnich vzorti asociovanych s poskozenim (DAMP). Tyto molekuly jsou
rozpoznavany povrchovymi receptory bunck a spousti signalni kaskady vedouci
k translokaci transkripcniho faktoru NF-«kB do jadra a aktivaci exprese mRNA zanétlivych
cytokinil, naptiklad IL1P a IL17. Exprese téchto genil téméf nebyla ovlivnéna ani v jedné
experimentalni skupiné. Dalsi z vysledkt aktivace NF-xB TNFa je syntetizovan hlavné
aktivovanymi makrofagy a stimuluje zanétlivé reakce. Transkripce tohoto cytokinu byla
tlumena vSemi pouzZitymi kombinacemi materiald. DalSim dualezitym regulacnim
mechanismem, ktery piisobi proti zanétu, je tlumeni aktivity matrixovych metaloproteinaz
navazanim specifickych inhibitorovych molekul piitomnych v tkani TIMP3"8, Jeden z ¢lenii
této rodiny peptidit TIMP-1 zaroven podporuje proliferacni aktivitu keratinocyti 1 dalSich
bun&enych typt*”*°. Exprese mRNA pro MMP i TIP-1 byla zvysena ve skuping, kde byl
Coll/Chit nosi¢ obohacen piidavkem FGF2-STAB ®. S procesem hojeni je dale spojena
exprese rustovych faktordt FGF, TGF a VEGF, jejiz mira byla v nasi studii sledovéna.
Transkripce mRNA FGF7 a TGF-B1 nebyla plisobenim FGF2-STAB ® ovlivnéna. Vptipadé
VEGF byl pozorovan vzestupny trend. Je to ristovy faktor, jehoz syntéza je v buitkach
indukovana nedostatkem kysliku, respektive molekulou HIF — hypoxii indukovatelnym

faktorem?>8!

. Mimo stavy hypoxie je VEGF produkovan také makrofagy, predevsim
polarizovanymi M2%2, Je tedy na misté otdzka, zda FGF2-STAB ® ma potenciél polarizovat
makrofagy smérem k M2 stejné jako to bylo ukazano pro FGF9**. V nedavné studii bylo
zjisténo, Zze FGF2 muze, alespoil v pfipad¢ rozvoje nadort, fungovat jako hlavni modulétor
polarizace makrofagi*®*. Zmény v expresi mRNA pro IL10, VEGF a TIMP zpiisobené

kompozitnim nosi¢em se stabilizovanym FGF2-STAB ® jsou v souladu se zjiS§ténim, zZe
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béhem histologického hodnoceni tkané z 21. dne po zékroku nebyla nalezena rezidua nosice
a prevazovaly procesy spojené s hojenim. Oproti tomu tam, kde kompozitni nosi¢ nebyl
kombinovéan s ristovym faktorem, byly histologickou analyzou zjistény zbytky nosice
v rané. Chitosanova cast nosi¢e byla obecné velmi dobie resorbovana. Co se tyka miry
uzavirani rany nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi jednotlivymi materialy. To vSak
muze byt zpisobeno velmi dobrou pfirozenou schopnosti regenerace kize u kraliciho

modelu.

6.4.11 Shrnuti

V predkladané praci byl kolagenovy nosi¢ modifikovan antibakterialné piisobicim
chitosanem a pfidavkem hyperstabilniho FGF2-STAB ®. Jeho biologické vlastnosti byly
hodnoceny in vitro, ex ovo i in vivo. Hlavnim cilem bylo zjistit bezpecnost pouziti
stabilizovaného FGF2 a ukazat jeho efektivitu pii hojeni koZniho defektu pIné tlouStky na
krali¢im modelu. Na zékladé hodnoceni adheze a proliferacni aktivity bun¢k byla prokazana
biokompatibilita materialii. Kromé¢ toho byla v CAM eseji pozorovana neovaskularizace
stimulovand Coll/Chit nosi¢em. Studie in vivo odhalila pozitivni vliv FGF2-STAB ® na
bioresorpci nosice, kontrolu zanétlivych procest i na rekonstrukci poskozené tkan¢é. Genova
exprese zanétlivych markert (IL1B3, IL17, MMP9, TNFa), protizanétlivych molekul (IL10,
TIMP1) a s hojenim spojenych molekul (TGFB, FGF7, VEGF) prokazala bezpefnost
a pozitivni vliv Coll/Chit nosi¢e s FGF2-STAB ® na regeneraci kiize - piedev§im v oblasti
dermis. NaSe studie poskytuje nezbytny zéklad pro dalSi hodnoceni nosice

v biomedicinskych a klinickych aplikacich v regenerativni medicing.
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6.5 Kolagenovy nosi¢ obohaceny hyaluronanem/B-TCP, PCL

a rustovymi faktory pro regeneraci osteochondralniho defektu in vivo

T

kolagen I
_|_
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kolagen I
+ + rustoveé faktory

-TCP
P Sl
N~ 4‘ A

Obrazek 47: Kompozit z kolagenu typu I a kyseliny hyaluronové/p-trikalcium fosfatu obohaceny PCL
a rustovymi faktory byl implantovan do lateralniho kondylu femuru krali¢iho modelu.

6.5.1 Morfologie nanovlaken

Jak je patrné ze snimk z elektronového mikroskopu, morfologie vSech nosi¢l byla
amorfni, vldkna byla pfitomna v n€kolika vrstvach a mély riznou tloustku (Obrazek 48).
Jednotlivé skupiny se mezi sebou lisily prave tloustkou nanovlaken, ktera se odvijela od
pouzitého materialu. Samotny PCL mél nejjemnéjsi vldkna s pomérné uniformni tloustkou.
Po ptidani Synperonicu byla syntetizovana vldkna s vétSim prumérem, stejné tak po ptidani

hyaluronanu sodného.

104



Obrazek 48: Snimky z elektronového mikroskopu znazormujici morfologii PCL nosi¢t. Velikost mérky
10 um. Byly pouzity rastové faktory TGFB1, bFGF, IGF-1.

6.5.2 Kvantifikace dsDNA

Koncentrace dvoufetézcové DNA je nastrojem ke stanoveni mnoZzstvi bunék na
jednotlivych nosicich a s jeji pomoci lze usuzovat na miru proliferace. Prvni experimentalni
den bylo nejvétsi mnozstvi bunécné dsDNA naméfeno na nosi¢i z PCL s pfimési
Synperonicu (Obrazek 49). Tato hodnota dosdhla 45,56 ng/nosi¢. Oproti tomu hodnot
niz8ich nez v kontrolni skupiné (PCL) bylo dosazeno ve skupinach na PCL, hyaluronanu,
Synperonicu a s pfidavkem rastovych faktort. Data zprvni dne ukazuji na rozdilné
vlastnosti nosicli s ohledem na prvotni adhezi bunék. Sedmy den experimentu byl jediny
statisticky vyznamny rozdil patrny v kontrolni skupiné PCL. Mira proliferace zde byla vyssi
nez ve skupindch  obsahujicich  Synperonic = (PCL+synp, PCL+synp+GFs,
PCL+hya+synp+GFs) ave skupiné PCL s ptfidavkem rustovych faktorii. Posledni den
experimentu (14.) bylo nejméné bun€k detekovano na PCL nosicich s pfidavkem
hyaluronanu, synperonicu a riistovych faktorti. V téchto dvou skupinéach také po celou dobu
experimentu nedoslo téméf k Zadné zméné v mnozstvi bunék. Na kontrolnim PCL nosici se
koncentrace dsDNA spiSe snizovala. Ve zbyvajicich skupinach byl patrny trend vysSich
hodnot 1. den, poté byla zaznamenana urcitd mira poklesnuti a do 14. dne proliferace

stoupla.
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Obrazek 49: Kvantifikace mnozstvi bunééné dsDNA. Uvedeno v ng/nosi¢. Statisticky vyznamné rozdily
znaCeny ndzvem skupiny pro p<0,05, ndzvem skupiny s hvézdickou pro p<0,001 a pouze hvézdickou je
znacCena skupina se signifikantn¢ vyssi hodnotou nez vSechny ostatni v dany experimentalni den (p<0,001).
Byly pouzity rustové faktory TGFB1, bFGF, IGF-1.

6.5.3 Rust bunék na nosici

Bunéénd jadra byla barvena propidium jodidem a cytoplazmatickd membrana
DiOC6(3) (Obrazek 50) 4. experimentalni den. Praseci mezenchymalni kmenové buiky byly
na PCL a vSech nosic¢ich s pfimési Synperonicu pfitomny v malych agregatech s kulovitou
morfologii, které byly po nosi¢i rovnomérné rozmistény. Cytoplazma bunék tésné
obklopovala jadro. V ostatnich skupindch byly bunky rozmistény samostatné a jejich
cytoplazma byla vice rozprostiena. Ani na jednom nosi¢i nebyla vytvorena konfluentni
vrstva a bunky tak mély dostatek prostoru k migraci a proliferaci.

PCL+hya PCL+GFs

#

PCL+hyatGFs PCL+hya+synp*GFs

e

Obrazek 50: Snimky z konfokalni mikroskopie dokumentujici rozlozeni bunék na nosici. Jadra vydavaji
cerveny signdl, bunéné membrany zeleny. Velikost mérky 50 um. Byly pouzity rustové faktory TGFp1,
bFGF, IGF-1.
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6.5.4 Imunohistochemické barveni kolagenu I1

Exprese hlavniho proteinu chrupavkové ECM kolagenu typull byla

7. experimentalni den detekovana ve skupiné na PCL+hyaluronan a PCL+synp+GFs

s ptidavkem kyseliny hyaluronové, Synperonicu a s ristovymi faktory. Zbylé skupiny byly
sedmy den na pfitomnost kolagenu II negativni.

PCL+hya PCL+GFs PCL+synp+GFs

& o,

PCL+synp PCL+hya+GFs PCL+hya+synp+GFs PCL+hyatsynp

Obrazek 51: Snimky z konfokalniho mikroskopu. Imunohistochemické barveni kolagenu typu Il (zeleny
signal) a jader (Cerveny signal) 7. den experimentu. Objektiv 20%, velikost mérky 20 um. Byly pouzity ristové
faktory TGFfB1, bFGF, IGF-1.

6.5.5 Histologické hodnoceni a imunohistochemie
6.5.5.1 Kvantifikace hyalinni chrupavky v centru defektu

Pti porovnani oblasti nové vytvofené chrupavky nebyly mezi skupinami nalezeny
statisticky vyznamné rozdily (p=0,68) (Obrazek 53). V centralni oblasti defektu byly patrné
naznaky efektivngj$i formace hyalinni chrupavky ve skupiné I, kam byl do chrupavkové
¢asti vlozen implantat z kolagenu I a kyseliny hyaluronové. Ve stejné skupiné¢ dosahoval

vysSich hodnot také rozsah nové vzniklé hyalinni chrupavky.
6.5.5.2 Distribuce a kvalitativni hodnoceni hyalinni chrupavky

VétSina objemu defektu byla po tfindcti tydnech od implantace nosice vyplnéna
pouze castecné, kdy prevazujicim typem tkén€ bylo pojivo s ostritvky granulacni tkané
(Obrazek 54). Infiltrace leukocyty byla pozorovana ve vSech vzorcich. Obrovské vicejaderné
buitky MNGCs s periferné lokalizovanymi jadry a postradajici fagocytické funkce byly

Castéji pozorovany v preparatech skupiny III, v niZ byly do nosici pfidany ristové faktory
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TGF-B1, bFGF, IGF-1 aBMP2 (Obrazek 52). Hyalinni chrupavka byla pfitomna
v hlubokych vrstvach defektu podél kosti—na dné€ ipo stranidch. Rovnéz bylo patrné
vrustani z okraji defektu, respektive ze zachované kloubni chrupavky po obvodu defektu.
V pojivové tkéni prekryvajici defekty ve skupinach II a III byly ptfitomny ostravky hyalinni
chrupavky. Oblasti pozitivni na kolagen typu Il byly pfitomny ve vSech vzorcich s nahodnou
distribuci. Exprese osteokalcinu byla lokalizovana v oblastech pfilehlych ke kosti
obklopujici defekt, a to pouze ve skupiné I

, T e 2y

3 "-"‘ - < v
b AR
" L g NG s

bez ptidavku PCL 1 ristovych faktort.

Obrizek 52: Infiltrace nové vznikajici tkan€ ve skupiné III mnohojadernymi obrovskymi buiikami (MNGCs)
s heterogenné ulozenymi jadry (zelené Sipky). Langhansovy builky s periferné orientovanymi jadry (modré
Sipky). Cast (A) barvena haematoxylinem-eosinem, &ast (B) barvena zelenym trichromem a Verhoeffovym
barvenim. Velikost mérky 100 pm.
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Obrazek 53: Kvantifikace pfitomnosti hyalinni chrupavky. Bez statisticky vyznamnych rozdili mezi
skupinami.
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zeleny trichrom  Alcian Blue/PAS

osteokalcin

r

picrosirius éervend

Obriazek 54: Reprezentativni histologické fezy z jednotlivych experimentdlnich skupin. Alcian Blue/PAS
barveni ukazuje modre znacené kyselé glykosaminoglykany. Zeleny trichrom odliSuje vazivovou tkan. Hnédé
oblasti v fadcich skolagenem Il a osteokalcinem znaCi pozitivni reakci primarni protilatky
s diaminobenzidinem. Cerveny signal po pouZiti picrosirius Eervené a pii pozorovani v polarizovaném svétle
znaci pfitomnost molekul kolagenu. Velikost mérky 1000 um.

6.5.5.3 Hodnoceni hojeni kosti v defektu

Mezi skupinami nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (Kruskal-Wallis test
ukézal p>0,05) (Obrazek 55). Béhem procesu hojeni kosti nebyla distribuce nové tkane
v jednotlivych kompartmentech ndhodnd (p<0,001) (Obrazek 56). Nejrovnomeérnéjsi
depozice tkan¢€ byla pozorovana ve skupiné I (nosice z kolagenu I, hyaluronanu a B-TCP).
V této experimentalni skupiné byla pozorovéna i depozice kosti pfedevSim v centralnim
kompartmentu. Implantace nosi¢ii obohacenych o PCL i riistové faktory (skupiny II a III)

vedla k lokalizaci kostni tkané spiSe ve vné&jsi oblasti defektu.
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Vzorky

nespecifickou granula¢ni tkani, kterd byla obvykle v blizkosti zdravé kosti. Ve skuping I1
byla granulacni tkan rovnéz pfitomna, nicméné s rozdilnou lokalizaci, a to difuzn€ v celém

objemu defektu. Nejhojnéji byla granulacni tkan pifitomna v oblasti kostni ¢asti nosiCe

skupiny III.
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Obrazek 55: Kvantifikace mnozstvi kosti v defektu. Bez statisticky vyznamnych rozdilti mezi skupinami.
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Obriazek 56: Distribuce nové kostni tkané v jednotlivych kompartmentech.

Zbytky nosice vyvolavaji zanétlivou reakci v misté defektu, coz brzdi vyvoj nové
hyalinni chrupavky. Aplikace nosice ze skupin II (kolagen I, hyaluronan, B-TCP, PCL)
a III (kolagen I, hyaluronan, B-TCP, PCL a rstové faktory) nevedla k efektivnéjsi formaci
chrupavky ani kosti. Kromé toho ptfitomnost rustovych faktord bFGF, TGF-f1, IGF-1
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a BMP-2 urychlovala dozravani makrofadgii v oblasti defektu, ¢imz mohlo dojit

k negativnimu ovlivnéni procest hojeni.

6.5.6 Diskuze

Aplikace autolognich chondrocytti nebo mezenchymalnich kmenovych bunék ma
velky potencial pro klinické vyuziti. Nicméné proces ziskavani bun€k obojiho typu je vzdy
spojen s urcitou mirou poSkozeni zdravé tkdn€, z niz jsou odebirany. Kromé toho je tfeba
uvazovat i omezené biologické zdroje a nedostatecné prokazanou efektivitu a ucinnost
bunééné terapie v regenerativni medicing pojivovych tkani*%-8637 Navic transplantace
bun&k casto vede ke vzniku fibrézni chrupavky*®. Je tedy tfeba se touto oblasti jests
podrobné zabyvat, nez za¢ne byt bunénd terapie povazovana za univerzalné¢ vhodny
1é¢ebny piistup.

V nasi studii jsme se tedy rozhodli experimentdlné ovéfit alternativni piistup.
Vytvofili jsme bezbunécny nosi¢ s potencidlnim vyuzitim pro fizenou regeneraci tkani.
Nosi¢e byly zalozeny na kolagenu typu I, kyseliné hyaluronové v chrupavkové casti
aB-TCP v kostni Casti (skupina I), ktery byl obohacen o PCL (skupina II) anasledné
i o rustové faktory bFGF, TGF-B1 a IGF-1 v chrupavkové ¢asti a BMP-2 v kostni casti.
Kombinaci vice slozek jsme se vyhnuli limitacim typickym pro kazdy material. Cisty
kolagen I mé sice vyborné biologické vlastnosti a je snadno dostupny, na druhou stranu je
viak velmi malo stabilni i mechanicky odolny%-3%391392 Qproti tomu PCL vykazuje
pomérné slabé bioaktivni vlastnosti, je vSak biokompatibilni, mechanicky odolny a navic
levny>®?. Smisenim kolagenu I a PCL lze ziskat bioaktivitu kolagenu I a dobré mechanické
vlastnosti syntetického polymeru v jednom nosi¢i***. P¥idanim hydrogelové fize se nosi¢

395 a obdobné bude kalcium fosfat v kostni ¢asti

stava vhodnym k implantaci do chrupavky
mechanicky podporovat kostni diferenciaci**®. Se zdmérem jesté 1épe stimulovat zadané
diferenciacni procesy byly pfidany specifické ristové faktory podporujici chondrogenezi
(bFGF, TGF-B1, IGF-1) a osteogenezi (BMP-2).

Béhem in vitro testovani na zddném z nosicl nedoslo k poklesu poctu bunék a byly
tak hodnoceny jako vhodné pro bunécnou adhezi a riist. Pomoci fluorescen¢ni mikroskopie
byly pozorovany bunécné agregaty na nosicich z PCL s ptidavky Synperonicu. Shlukovani
bunék do 3D struktur je povazovano za U¢innou metodu indukce chondrogennich procest
in vitro®’, miize viak znadit také nedostate¢nou adhezi bunék k povrchu nosice.Jako marker

probihajici chondrogeneze byla zvolena exprese kolagenu typu II*%%. Je to hlavni proteinova

slozka mezibun&éné hmoty kloubni chrupavky. Sedmy den byl detekovéan na nosic¢i z PCL
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a kyseliny hyaluronové a na nosi¢i z PCL a Synperonicu s ptidavkem rtstovych faktor. Na
zakladé dat z této a naSich piedeslych studii**® byly pro in vivo experiment zvoleny materialy
a biomolekuly, z nichz byl vytvoien novy nebunécny nosic.

Kompozitni nosi¢ zkolagenu I, B-TCP a hyaluronanu (skupinal) vykazoval
sohledem na hojeni osteochondralniho defektu nejlepsi vysledky. V centrdlnim
kompartmentu defektu bylo pozorovano nejhomogennéj$i uspotfadani kostnich trdmcd.
Vtéto skupiné byla také detekovana nejsilnéjsSi exprese osteokalcinu, hlavniho
nekolagenniho proteinu kostni ECM*%. Ziskané vysledky tedy naznacuji, Ze po implantaci
nosi¢e do defektu doslo k dozrani osteoblastli a byla zapodata syntéza nové kostni matrix*°!.
In vivo se osteoblasty z prekurzorovych bunék vyvijeji béhem ¢&tyt tydni*?2. Kromé znamek
kostni diferenciace byly hlubsi vrstvy defektu pozitivni na expresi markeru CD31 spjatého

s pocatky angiogeneze**

, coz je zasadni faze regenerace tkané. Kromé osteogennich procest
byly zaznamenény i znamky chondrogeneze. Pfedevs§im se jedna o syntézu hlavni slozky
mezibun&éné hmoty chrupavkové tkané — kolagenu typu II**®, ktery byl ptitomen ve svrchni
¢asti nosice obsahujici ptidavek hyaluronanu. Data tedy ukazuji, Ze novy nebunécny nosic
skupiny 1 dokazal indukovat regeneraci v osteochondralnim defektu béhem tfinacti tydni po
implantaci.

Obohaceni zakladniho nosi¢e o PCL vedlo k ur¢itym zménam v biologické odpovédi
kréli¢itho modelu. V hlubsich vrstvach centralniho kompartmentu defektu byly pfitomny
ostrivky hyalinni chrupavky. ProtoZe faze chrupavky se pfirozené¢ vyskytuje v danych
fazich vzniku kosti endochondralni osifikaci***, Ize na tyto oblasti pohliZet jako na znamky
probihajici regenerace kostni tkdné€. V povrchové vrstvé bylo pozorovano intenzivngjsi
barveni kolagenu II (podobné i ve III. skuping), i kdyZ v celkovém objemu nebyly statisticky
vyznamné rozdily. Stejné jako v ptipadé skupiny I byly i zde oblasti pozitivni na endotelidlni
marker CD31. Nicmén¢ pfitomnost PCL se odrazila v infiltraci bunék imunitniho systému
(neutrofil a mnohojadernych obrovskych bunék MNGC) do mista defektu. Vzhledem
k tomu, ze ptitomnost MNGC je obvykle spojovana s patologickou reakci bunécné
imunity*®> a k vysoké stabilité poly-e-kaprolaktonu v in vivo prostiedi lze predpokladat po
aplikaci nosi¢e rozvoj vyznamnych komplikaci, které budou branit procestiim hojeni.
Mnohojaderné obrovské builky jsou masou linie monocyti a makrofagl, jejichz fuze je
reakci na pfitomnost ciziho materialu a je pod kontrolou IL-4. NaruSeni rovnovahy v procesu
jejich formace miiZe spoustét zanét a s nim souvisejici patologie**®4?7. Pesto Ze jsou MNGC
spojovany s odmitnutim ciziho materidlu, jejich pfesnd role v tkani stdle neni plné

8

objasnéna*®. Druhy piitomny bunéény typ, neutrofily, se vyviji z mezenchymalnich
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kmenovych bun¢k ajsou pfitomny v akutni fazi zanétu zplusobeného piirodnimi
i syntetickymi molekulami*’%#1°,

Po pfidani rastovych faktort BMP-2, bFGF, IGF-1 a TGF-B1 k nosic¢i skupiny II
vznikla skupina III. V této skupiné¢ byly detekovany ostrivky hyalinni chrupavky
v oblastech kolem zdravé kosti i na povrchu chrupavky a v nékolika bodech také exprese
molekuly CD31. Bohuzel vSak byly tyto znamky regenerace doprovazeny rozsdhlymi
oblastmi granulacni tkdn¢ a infiltraci Langhansovych bunék, jez jsou podtypem MNGC
vznikajici fuzi makrofagi. Kromé toho nebyl pozorovan zadny pozitivni efekt pridavku
rustovych faktorti ani na jeden z typt diferenciace. Pfi¢inou mohlo byt rozpoustédlo pouzité
k vytvoteni roztoku polymeru PCL, ethanol. Ethanol miize zpisobovat denaturaci peptidi,
atedy iubytek nebo ztratu jejich bioaktivity. V minulosti bylo ukdzano, ze pouhou
inkorporaci thBMP-2 do nosi¢e z PCL a kolagenu idoSlo k poklesu jeho bioaktivnich

vlastnosti az na polovinu*!!

. Moznym pfistupem je vyuziti nosného proteinu, naptiklad BSA,
které umozni zachovani struktury a funkce peptidii i béhem procesu vyroby nosi¢e. Na
druhou stranu je vSak albumin znamy svou schopnosti vyvolat zanétlivou odpovéd

imunitniho systému*!2

, coz vylucuje jeho aplikaci in vivo. Obecné vzato tedy inkorporace
jakéhokoli proteinu do nosi¢e mulze ovlivilovat jeho stabilitu a biologické ucinky
a v zavislosti na zvolené interakci také profil uvolnovani. Navzdory tomu ze ristové faktory
v nasi studii pravdépodobné ztratily svou schopnost ovliviiovat buné¢né chovani, stale byly
schopny indukovat patologickou imunitni reakci projevujici se pfitomnosti Langhansovych
bunék. Imunitni odpovéd’ mohla byt indukovana také samotnym PCL s hmotnosti 45000 Da,
ktery se rozklada az za nékolik mésicti od implantace. Poskytuje tak dostatek casu k rozvoji
reakce navzdory nizké pouzité koncentraci.

Jak jiz bylo zminéno vySe, MNGC pravdépodobné maji urcity podil na fyziologickych
procesech regenerace. Patfi k tomu sekrece rlstového faktoru VEGF a fagocyticka
aktivita*!3, kterou mohou urychlovat degradaci pouZitého biomaterialu. Nicméné zlistiva
otazka, v jakém rozsahu je jejich degrada¢ni aktivita jeSté piinosem a kdy bude material
odbouravan nepomérné rychle k formaci nové tkané. Na zéklad¢ ziskanych dat povazujeme
za nejslibn€jsi  dalsi zkouméani nejjednodu$Ssiho nosice tvofeného kolagenem
typu I a ptidavky kyseliny hyaluronové a B-TCP. Tento kompozit vedl k urCité mife
regenerace jak kosti, tak ichrupavky a zaroven nebyla zaznamenana odmitava imunitni
reakce. Moznosti také je optimalizovat sloZeni nanovldken tak, aby byla urychlena jejich
degradace, pouzit stabilnéjsi riistové faktory sniz§i koncentraci, pifipadné¢ nahradit

syntetické rtistové faktory nativnimi z autolognich trombocytt.
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6.5.7 Shrnuti

Testovani konkrétniho materidlu in vivo je zdsadnim krokem ve vyvoji jakéhokoli
nosice pro praktickou aplikaci v medicin€. V této studii bylo dobie patmé, Zze pozitivni
in vitro data nezarucuji uspésné pouziti implantatu v organismu. V téle je kromé bun¢k, na
néz checeme pii 1é¢bé cilit, pritomna fada dalSich bunéénych typi, které budou na biomaterial
reagovat. V nasem piipad¢ byla problematicka piedevsim patologicka reakce imunitniho
systému, kterou nebylo mozné na zéklad¢ in vitro vysledkti predvidat. Vyrazna podpora
hojeni defektu obou tkani byla zaznamenana po aplikaci zékladniho typu nosice skladajiciho
se z kolagenové pény v chrupavkové ¢asti obohacené o hyaluronan a v kostni ¢asti o f-TCP.
Ukézali jsme, Ze ¢im vice materialli a biomolekul bylo v nosic¢i pfitomno, tim vyraznéjsi
byla zanétliva reakce organismu, coz zaroveil brzdilo hojeni. Slozeni nosict je tfeba volit
s opatrnosti jak s ohledem na pouzité materidly, a potazmo rychlost jejich degradace, tak

1 z pohledu pouzitych biomolekul.
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7 Souhrn

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

Testovan byl osteogenni potencidl xenogenniho kostniho $tépu s biomimetickymi
peptidy dvojiho typu, titanové slitiny s povrchem upravenym anodickou oxidaci
a kompozitu kolagenové pény s biokeramikami. To vSe za vyuziti lidskych a prasecich
mezenchymalnich kmenovych bun€k z kostni diené, jakoZto bunécného typu, ktery se
primarn¢ podili na reparacnich procesech. Dale byla kolagenova péna se stabilizovanym
FGF2-STAB ® hodnocena z pohledu schopnosti podpofit tvorbu novych krevnich cév
ahojeni koznich defektii. Krali¢imu modelu byl vytvofen osteochondralni defekt na
laterdlnim kondylu femuru, ktery byl ndsledné vyplnén bifazickym nosi¢em na bazi
lyofilizované kolagenové pény. S ptidanym PCL byly stale pozorovatelné pocatky syntézy
hyalinni chrupavky, stejné jako u nejjednodussiho nosice, avsak jeji pfitomnost byla patrna
1 na povrchu defektu. Zaroven vSak byla patrnd infiltrace defektu neutrofily a velkymi
mnohojadernymi butikami, coz je spojovéano s patologickou zanétlivou reakci. Obohaceni
ristovymi faktory vedlo k vyrazn€j$i formaci granulacni tkdné¢ ataké ke vzniku
Langhansovych bunék fuzi makrofagi. Pozitivni vliv bFGF, TGF-B1, IGF-1 na
chondrogenni procesy nebyl pozorovan, stejné tak v ptipadé BMP-2 a osteogennich procesti.

Ze ziskanych dat vyplyva, Ze lidské MSC citlivé reaguji jak na strukturni
charakteristiky nosiCe, tak i1 na pouzity material. S ohledem na osteogenni diferenciaci je
v morfologii nosi¢e zjevné¢ piinosem piitomnost strukturniho gradientu, ktery Ilépe
napodobuje pfirozenou strukturu kosti a efektivnéji tak stimuluje bunky k zadanym
procesim. Chondrogeneze byla podpofena piidavkem hyaluronanu sodného, a také
pfidanim chondrogennich rstovych faktorG. V invivo studii vSak kompozitni nosice
s Cistymi nebo modifikovanymi ¢asticemi PCLHA nezlepSily hojeni osteochondralniho
defektu podle naseho predpokladu a nosi¢ proto vyzaduje optimalizaci. Vaskularizace byla
uspésné 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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