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Abstrakt

Kostni tkdniové inZzenyrstvi se snazi napodobit ptirozené chovani tvrdych pojivovych tkani.
V soucasné dobé dochazi v této oblasti k aktivnimu rozvoji vyzkumu a vyvoje novych
funk¢énich materidlti. Hlavnim smérem v oblasti 1écby defektu kostni tkané je pouziti
biologicky odbouratelnych kompozitnich materidli na bazi biopolymert obohacenych
o anorganickou slozku, pfipadn€ v kombinaci se slozkou bunéénou. Obecné vyznamnou roli
zde hraji diky svym vlastnostem hydrogely, které mohou pomérné dobie reagovat na zmény
podminek okolniho prostiedi a jsou pouzivany jako vhodné pro buiiky, které tam mohou riist
a proliferovat. Strukturou hydrogelu mohou difundovat ziviny a odpadni produkty a
v neposledni fad¢ diky tomu mohou slouzit také jako nosice 1€¢iv. Jejich velkou vyhodou,
je moznost injek¢ni aplikace s naslednym gelovaténim in situ.

V této praci byly porovnavany fyzikalné zesitované hydrogely na bazi polyvinylalkoholu
(PVA) a kyseliny hyaluronové (HA) v riznych objemovych pomeérech obohacené
o hydroxyapatit (HAp) - anorganickou slozku vlastni pro kostni tkan. Zaclenéni
hydroxyapatitu do organické matrix bylo provedeno dvéma zplsoby, syntézou ptimo in situ
a fyzikdlnim pifimichanim piedem piipraveného hydroxyapatitu. Slozeni obou typt
hydroxyapatitu bylo analyzovdno pomoci infracervené spektroskopie a energiové disperzni
spektroskopie.

Pro stanoveni nejvhodnéjsiho typu hydrogelu pro 1é¢bu kostniho defektu bylo pouzito
hodnoceni mechanickych 1 biologickych vlastnosti a wviability bunék podobnych
osteoblastim MG-63. Na vybranych typech hydrogeld byla déale ovéfovana viabilita a
diferenciace lidskych mesenchymalnich bunék BM-hMSC. Pouzité diferencia¢ni médium
bylo oproti zakladnimu kultivaénimu mediu obohaceno o dexametazon, askorbat-2-fosfat,
B-glycerolfosfat, vitamin K3 a vitamin D3. Mira buné¢né diferenciace byla hodnocena na
zaklad¢é a exprese vybranych osteogennich genli pomoci polymerazové fetézové reakce,
stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy a vizualné potvrzena barvenim véapenatych soli.

Dosazené vysledky ukézaly, Ze nejvyhodnéjSiho sloZeni hydrogeldt PVA/HA/HAp bylo
dosaZeno objemovym pomérem 3:1:2 a 1:1:2. Z hlediska mechanickych vlastnosti se jako
vyhodnéjsi jevila pfiprava hydrogelt, kde byl HAp syntetizovan in situ. Dle predpokladi se
také ukazalo, ze pritomnost HA vyznamné zvysSila primarni adhezi bunék a ptitomnost HAp
zlepsila proliferaci kultivovanych bunék. Hodnoceni diferenciace ukazalo, Ze s vyjimkou
exprese genu Runx2, bylo signifikantn€ vyhodnéjsi sloZzeni hydrogelu o objemovém poméru

jednotlivych slozek 3:1:2.

Klicova slova: kostni tkanové inZenyrstvi, hydrogel, PVA, kyselina hyaluronova,
hydroxyapatit, MG-63, mezenchymalni kmenové buiiky, diferenciace, osteoblasty



Abstract

Bone tissue engineering attempts to mimic the natural behavior of hard connective tissues.
Currently, there is an active research and development of new functional materials in this
field. The main direction in the treatment of bone tissue defects is the use of biodegradable
composite materials based on biopolymers enriched with an inorganic component, possibly
in combination with a cellular component. In general, hydrogels play an important role in
tissue engineering due to their properties, as they can respond relatively well to changes in
environmental conditions and are used as a suitable medium for cells to grow and proliferate.
Structure of hydrogels also allows nutrients and waste products to diffuse, and the last but
not least, thanks to this they can also serve as drug carries. A major advantage of hydrogels
is that they can be injected with subsequent in situ gelation.

In this work, physically cross-linked hydrogels based on polyvinyl alcohol (PVA) and
hyaluronic acid (HA) in different volume ratios enriched with hydroxyapatite (HAp), an
inorganic component inherent to bone tissue, were compared. Incorporation of HAp into the
organic matrix was performed in two different ways, by in situ synthesis directly in the
PVA/HA matrix and by physical mixing of pre-prepared HAp. The composition of both
types of HAp was analyzed using infrared spectroscopy and energy dispersive spectroscopy.

To determine the most suitable type of hydrogel for the treatment of a bone defect, the
mechanical and biological properties and viability of MG-63 osteoblast-like cells was
evaluated. Furthermore, the viability and differentiation of human mesenchymal stem cells
BM-hMSC were verfied on selected hydrogel types. The used differentiation medium was
enriched with dexamethasone, ascorbate-2-phosphate, B-glycerol phosphate, vitamin K3 and
vitamin D3. The degree of cell differentiation was assessed by expression of selected
osteogenic genes using polymerase chain reaction, determination of alkaline phosphatase
aktivity, and visual confirmation of calcium salt staining.

The achieved results showed that the preferred composition of PVA/HA/HAp hydrogels was
in the volume ratios of 3:1:2 and 1:1:2, respectively. From the point of view of mechanical
properties, the preparation of hydrogels, where HAp was synthesized in situ, appeared to be
advantageous. As expected, the presence of HA also appeared to significantly enhance
primary cell adhesion and the presence of HAp improved cell proliferation. The evaluation
of differentiation showed that, with the exception of Runx2 gene expression, the hydrogel
formulation with a 3:1:2 volume ratio of individual components was significantly preferable.

Key words: bone tissue engineering, hydrogel, PVA, hyaluronic acid, hydroxyapatite,
MG- 63, mesenchymal stem cells, differentiation, osteoblasts
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Kostni tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi obecné je relativné novy obor, ktery vyuziva zivé bunky,
biokompatibilni materidly a vhodné biochemické a fyzikalni faktory. Propojuje nékolik
veédnich disciplin, jako jsou véda o materidlech, biologie, chemie, strojirenstvi, klinicka
medicina a genetika [Berthiaume et al., 2011]. Hlavnim cilem tkanového inzenyrstvi je
obnova a zlepSeni funkce poSkozenych tkani. Vyuziva porézni trojrozmérné (3D) skafoldy
osazené buitkami a aditivy v podobé& biologicky aktivnich latek, které vytvareji struktury
podobné tkdnim [Chaudhari et al., 2016]. Tyto tfi véci (skafold, buiiky, rustové faktory) se
nazyvaji ,tridda tkanového inzenyrstvi“ a tento systém se jevi jako vhodné biologické
prostiedi pro efektivni rust a diferenciaci bunék [O’Brien, 2011; Dlaska et al., 2015].

Prvnimi terapiemi regenerativni mediciny byly transplantace kiize. Poté se objevily techniky
uchovévajici buniky a tkang, které umoznily alogenni kozni bankovnictvi poskytujici kozni
S$tépy jako hotové vyrobky. Syntetické kozni ndhrady byly sice pfipraveny poprvé jiz v roce
1962, avsak Gspésné produkty pro tkanové inzenyrstvi byly vyvinuty az na prelomu 70. a 80.
let 20. stoleti. Lze fici, ze pravé tehdy skutecné zacalo moderni tkanové inzenyrstvi, 1 kdyz
samotny pojem ,tkanové inzenyrstvi* byl ptedstaven az v roce 1988 na National Workshop
Science Foundation jako ,aplikace principi a metod inzenyrstvi a piirodnich véd
k zdkladnimu porozuméni strukturné-funkénich vztahii v normalni a patologické tkani savcii
a vyvoji biologickych nahrad, k obnové, udrzovani nebo zlepseni funkce tkané.* Langer a
Vacanti pouzili tento termin v ¢ldnku publikovaném v Casopisu Science v roce 1993
[Vacanti and Langer, 1999].

V 90. letech 20. stoleti byla k ndhradé ktize pfidana prvni ndhrada chrupavky a mnoho
vyzkumnych laboratofi se pustilo do aplikace tkanového inZenyrstvi na téméf vSechny tkané
lidského organizmu. OvSem na rozdil od kiiZze a chrupavek, strategie kombinace bun¢k a
matrix nefungovala dostate¢né dobte, nebot’ nékteré tkan¢ vyzaduji rozsdhlou vaskularizaci
a dal8i vyznamné tkanové procesy. Pozdéji doslo ke znacnému poklesu podpory tkanového
inZenyrstvi a pozornost se upnula na oblast kmenovych bunék. Ackoliv u ndhrad nékterych
tkani, napf. mo¢ového méchyte, rohovky, pradusek, cév, srdce a jater, doslo k vyznamnému
pokroku, je stale daleko od klinicky pfijatelného feSeni. Je tieba piekonat velice obtiZznou
ptekazku, zajistit funkéni cévni zdsobovani, fidit slozité uspotfddani riiznych typt bunék
v 3D tkéni a kvantitativné 1 kvalitativné identifikovat spolehlivé zdroje bun€k pro tvorbu
takovychto tkani [Berthiaume et al., 2011]. Spolecnym cilem vSech oblasti je napodobit
piirozené prostredi lidského téla, zachovat funkci bun€k a nevyvolat odmitavou reakci
imunitniho systému [Yu et al., 2018].

Vzhledem ke starnuti populace je v souCasné dob¢ transplantace kosti, po krevni transfuzi,
druhym nejbeéznéjSim typem transplantace a predpokladda se, ze jeji potieba bude stale
nartistat [Kattimani et al., 2016]. Kostni tkanové inzenyrstvi (BTE, bone tissue engineering)
umoznuje opravu kostnich defektl, které vznikly z riznych pticin. Kostni tkan je, na rozdil
od jinych tkani, sice schopna pfirozené samoopravy, piestavby a regenerace, ale bohuzel ne
vzdy v dostacujici mife, a proto je snaha vyvinout skafold dodavajici buiikdm riistové
faktory slouzici jako signaly k zahdjeni regenerace. VE&dci se proto snazi vyvinout zptsob
ptipravy skafoldi z biomaterialii podobnych pfirodnim, s multifunkénimi vlastnostmi, jako
je bunécnéd adheze, proliferace a diferenciace bun¢k [Dhandayuthapani et al., 2011].
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Biomaterialy jsou kombinovany s riznymi bunikami, ale nejcastéji pouzivanymi jsou buiky
kmenové [Stevens, 2008].

1.1.1 Bunécné systémy pouzivané v kostnim tkdnovém inZenyrstvi

Proces tvorby, remodelace a hojeni kosti zahrnuje koordinovanou ¢innost raznych typa
bun¢k. Pokrok v poznani biologie osteoblastli behem téchto procesti byl umoznén diky
pouziti kultiva¢nich modelti rizného piivodu in vitro. Kazdy z téchto modelovych systému
nabizi jedine¢né vyhody pro lepsi pochopeni vyvoje kosti, diferenciace, genové exprese a
reakci na hormony a lokalni faktory. Tyto modely jsou uzitecnym ndastrojem pii vyvoji
novych terapii nebo biomaterialii, avSak vznikaji obavy ohledné fenotypovych vlastnosti a
rozdili ve vztahu k primarnim lidskym osteoblastiim [Czekanska et al., 2012]. Vzhledem
k tomu, ze materidly jsou primarné uréeny pro humanni medicinu, jsou upfednostiovany
bunécné kultury lidské. Kazdy z bunéénych modelt ma vSak své vyhody 1 nevyhody, a proto
neni jednoduché najit univerzalni model vhodny pro vSechny faze testovani biokompatibility
skafoldii nebo implantath [Saydé et al., 2021].

Mezi bézn€ pouzivané modelové systémy patii orgdnové kultury, primarni kultury
osteoblastickych bunék odvozenych z fetalnich lebecnich nebo subperiostu dlouhych kosti
plodu, klonalni bunétné linie zbunck izolovanych zkostnich nddort (typicky
osteosarkomu), netransformované bunééné linie, experimentalné imortalizované bunécné
linie a kultury kostni diené [Salhotra et al., 2020].

Pro pocatecni testy jsou upfednostiiovany osteosarkomové buiiky diky své snadné kultivaci
a rychlé proliferaci. Jiz od konce 70. let 20. stoleti se zacaly pouzivat bunécné linie
osteosarkomu ozna¢ované UMR 106 a ROS 17/2, jedné se vSak o bunééné kultury zvifeci
[Lauvrak et al., 2013]. Modely osteoblastickych bunék odvozenych od lidskych
osteosarkomti zahrnuji Saos-2, MG-63, OHS 4, TE-85, KPDXM a TPXM [Kartsogiannis
and Kong wah Ng, 2004].

Casto pouzivana bunééna linie MG-63, byla odvozena z osteosarkomu 14 letého chlapce.
Bunky této linie jsou mensi nez béZné osteoblasty, maji fibroblastovou vfetenovitou
morfologii, jsou adherentni a vhodné pro transfekci. Builkky MG-63 sice maji fenotyp
nezralych osteoblasti, ale jsou povazovany za vhodny model pro studium bunééné adheze,
protoze exprimuji podobné spektrum integrinli, podjednotek receptorti adheze, jako primarni
lidské osteoblasty (jmenovité¢ a2, a5, aV, Bl, B3), které vazi kolagen, vitronektin a
fibronektin (FN). Vzhledem k jejich relativné vysoké proliferacni aktivité jsou bunky MG-
63 také vhodné pro hodnoceni bunécné proliferace, coz je jeden z dilezitych parametri
chovani bun€k. Dale vykazuji rychly rist bez kontaktni inhibice, coZ ma za nasledek tvorbu
agregati. V literatuie se objevuji nesrovnalosti v mineralizaci bunék MG-63, ale obecné se
ukazuje, ze tyto bunky vykazuji velice nizkou a nejednotnou mineralizaci, protoZe se
zastavuji v preosteoblastové fazi diferenciace [Diaz-Rodriguez et al., 2009]. Zajimavé je, ze
tyto buniky jsou mechanosenzitivni, reaguji na mikrotopografii povrchu materidlu zménami
v usporadani aktinovych vlaken, mikrotubuld a sit€¢ vimentinu. Nicméné s ohledem na
nizkou schopnost bunék MG-63 ukladat vapnik, nedostate¢nou osteoblastickou funkei,
rozdilnou rychlost diferenciace, aktivitu alkalické fosfatdzy a tvorbu extracelularni matrix
(ECM), nejsou vhodné pro testovéani diferenciace na biomaterialech [Supova et al., 2018].
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Kwvuli dobré diferencia¢ni schopnosti, imunogenicité a kryokonzervaci jsou pro nasledné
testovani diferenciace vhodnéj$i mezenchymdlni kmenové buiiky (MSC), popt. kmenové
buniky z tukové tkané¢ (ADSC). Multipotentni MSC mohou byt izolovany nejen z kostni
dren¢, ale také z mnoha dalSich tkani, jako je tukova tkan, kosterni sval, jatra, mozek a
slinivka biisni [Porada et al., 2006]. Tyto bunky jsou schopné diferencovat in vitro nejen na
osteoblasty, ale i na chondroblasty a adipocyty [Skubis et al., 2016]. Na rozdil od
osteosarkomovych modelti vSak probihd proliferace MSC pomaleji a brzy podléhaji
senescenci [Lin et al., 2017].

1.1.2 Osteogenni diferenciace a jeji testovani

Osteogenni diferenciace

MSC se diferencuji na nezralé osteoblasty, které exprimuji geny kostnich matrixovych
proteini (Runx2, osterix, B-katenin, vysoka hladina osteopontinu). Nezralé osteoblasty se
potom diferencuji ve zralé osteoblasty exprimujici vysoké hladiny téchto genti a nakonec
jsou zabudovany do kostni matrix, aby se preménily v osteocyty. Na zakladé in vitro a 1
in vivo zjisténi se ukazuje, ze Runx2 hraje dilezitou roli pfi udrzovani zasob nezralych
osteoblastli. Spousti totiz expresi hlavnich genli proteinii kostni matrix v rané fazi
diferenciace, coz vede k tomu, Ze bunky ziskdvaji osteoblasticky fenotyp, ale jsou stile
udrzovany v nezralém stadiu. Pro dal$i zrani osteoblastid musi byt sniZzena exprese Runx2,
¢imz dochazi téz ke snizeni exprese alkalické fosfatdzy (ALP), zatimco exprese osteokalcinu
(OCN) nartsta. Tento protein je vysoce exprimovan pravé v aktivnich osteoblastech,
zatimco ve zralé kosti jeho exprese klesa [Komori, 2006]. Dal$im proteinem, ktery hraje
dilezitou roli pii mineralizaci je kostni sialoprotein (BSP), ktery pifimo podporuje
diferenciaci osteoblasti, coz vede ke zvysené produkci mineralizované matrix. Kromé toho
BSP stimuluje in vivo kalcifikaci a osteogenezi [Xia et al., 2011].

Stanoveni stupné mineralizace a hodnoceni osteodiferenciace

Osteogenni bunky zapojené¢ do procesu tvorby kosti jsou zodpovédné za produkci
nerozpustnych anorganickych slozek, které obsahuji predevSim véapnik a fosfaty ve formeé
hydroxyapatitu (HAp) uklddaného do ECM. Pro stanoveni téchto anorganickych latek 1ze
pouzit rizné metody.

Jednou z tradi¢nich metod je pomérné levné a pfistrojové nenaro¢né histologické barveni
pojmenované po mad’arském farmakologovi a toxikologovi Juliovi von Kossovi. Metoda von
Kossa umoziiuje detekovat mineralni usazeniny v Zivo€isnych tkanich in vitro 1 in vivo.
Jedna se o reakci probihajici ve dvou krocich, kdy nejprve dochazi ke srazeci reakci kationti
stiibra se slozkami vapenatych usazenin za vzniku Zlutého zbarveni, coZ ukazuje na
pritomnost fosfore¢nanu vapenatého. V druhém kroku dochézi k redukci vazaného stiibra
organickym materidlem na ¢erné metalické sttibro pomoci svétla. Von Kossova technika se
stala v kombinaci s riiznymi kontrastnimi barvivy standardni metodou pro barveni kosti a
dal§ich mineralizovanych tkani. Mize byt také pouZivana pro hodnoceni mineralizace
v kultivovanych buiikach a k nepfimému posouzeni kostni resorpce (kostni resorpcni jamky
vytvorené osteoklasty se objevi jako bilé skvrny na homogennim ¢erném pozadi). Omezeni
této metody je v jeji Spatné specifiCnosti, protoze pozitivni zbarveni v kulturach osteoblasti
nemusi predstavovat pouze HAp, ale i dystrofické mineralizace nezndmého ptivodu.
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Navzdory tomu se piesto stala von Kossova metoda jednou z nejoblibenéjsich pro detekci
mineralizovanych tkani [Schneider, 2021].

Barveni alizarinovou Cerveni se také po desetileti pouziva k hodnoceni vapenatych soli
v bunéénych kulturach. Tato metoda je univerzalni a barvivo lze z obarvené monovrstvy
extrahovat a provést jeho semikvantifikaci. Alizarin se extrahuje bud’ cetylpyridinium
chloridem, nebo kyselinou octovou a neutralizuje hydroxidem amonnym s néslednou
kolorimetrickou detekci pti 405 nm. Pouziti kyseliny octové se ukazuje jako mnohem
citlivéjsi a spolehlivéjsi zejména u slabé obarvenych monovrstev, i kdyz je pracnéjsi
[Gregory et al., 2004].

Dalsi moznosti pro kvantifikaci vapniku v bunécné kultute je pouziti komeréné dostupnych
kith, napt. kolorimetricky test vapniku (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA), ktery je
zalozen na spektrofotometrickém meéfeni produktu reakce mezi vapenatymi ionty a
o-kresolftaleinem [Steinerova et al., 2021].

Jednim z ¢asnych markerti osteogenni diferenciace je membranoveé vazany enzym ALP.
Béhem diferenciace jeji aktivita stoupd. Aktivitu ALP v bunkach lze detekovat pomoci testu
SIGMAFAST BCIP/NBT (Sigma Aldrich, Saint Louis, MO, USA), ktery vytvari modry az
fialovy roztok NBT diformazanovy produkt. Po 1yze bun¢k 1ze ALP kvantifikovat méfenim
absorbance pti 420 nm. Toto stanoveni Ize vztahnout na celkovy obsah bilkovin. Vyhodou
této metody je, Ze barva po vystaveni svétlu nebledne [Shanbhag et al., 2020].

Genova expresse

Polymerazova retézova reakce

Se zavedenim polymerazové fetézové reakce v redlném case (RT-PCR, real-time PCR), RT-
PCR sreverzni transkripci a dalSich molekuldrné biologickych metod, jako je napf.
sekvenovani nové generace (NGS), doslo k dramatickym zménam v oblasti méfeni genové
exprese.

V soucasné dobé je RT-PCR béznou metodou. Ke sbéru dat dochdzi béhem procesu PCR a
amplifikace s detekci probihaji soucasné v jediném kroku. Toho lze dosdhnout pouZzitim
riznych fluorescencnich latek, které koreluji koncentraci PCR produktu s intenzitou
fluorescence. Reakce je charakterizovana bodem v ¢ase (nebo cyklem) PCR oznadovanym
jako prahova hodnota cyklu (c), kdy je poprvé detekovéana cilovd amplifikace. Jedna se
o intenzitu fluorescence vétsi nez fluorescence pozadi. Z toho vyplyva, ze ¢im vétsi je
mnozstvi cilové oblasti v DNA vychoziho materidlu, tim vyraznéj$i je narist
fluorescen¢niho signalu, coz vede k niz8i hodnoté c; [Yin et al., 2001]. Ke kvantifikaci
RT-PCR se tradi¢né pouzivaji tzv. houskeepingové geny, jako je napt. glyceraldehyd—3-
fostat dehydrogenaza (GAPDH) [Wong and Medrano, 2005].

Kvantifikace genové exprese pomoci RT-PCR je velmi citliva a vykonnd, nevyZzaduje post
amplifika¢ni manipulaci. K jejimu provedeni postacuje malé mnozstvi templatu a je mozné
detekovat dokonce 1 jedinou kopii specifického transkriptu. Bohuzel jeji hlavni nevyhodou
je nakladnost zafizeni a ¢inidel nezbytnych pro jeji uskutecnéni [Zhang et al., 2015].

Seznam vhodnych genii pro hodnoceni osteodiferenciace, vcetné piikladii vybranych
primert, je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 — Vhodné geny a primery pro sledovani osteodiferenciace
[Salasznyk et al., 2007; Sisti et al., 2016; Willette et al., 1999; Huang et al., 2000; Kim,
2002; Suzuki et al., 2014; Winkler et al., 2003]

Protein Gen Sekvence primeru
Glycgrildghyd'3,' fosfat- CAPDH F: 5~ ATGGAAATCCCATCACCATCT-3’
chydrogenaza R: 5-GGTTGAGCACAGGGTACTTTATT-3’
(houskeeping)
. , F:5-GGAACTCCTGACCCTTGACC-3’
Alkalicka fosfatdza ALP R:5’-TCCTGTTCAGCTCGTACTGC-3"
Kolasen tvn | Coll F:5-GAGTGCTGTCCCGTCTGC-3’
olagen typ 0 R:5-TTTCTTGTTCGGTGGGTG-3’
RUNT 2 dependentni RUNX2 F:[5-GTAGATGGACCTCGGGAACC-3’
faktor R: 5'-GAGCTGGTCAGAACAAAC-3"
Ot . opy | F:3-AAGCGAGGAGTTGAATGGTGCAT-3’
steopontin R: 5-TGTGGGTTTCAGCACTCTGCTTCAT-3’
. F:5-GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG-3’
Osteokalcin OCN R:5'-CTCACACACCTCCCTCCTG-3’
Osters Osc. Sp7 | F: 3-AACCCCCAGCTGCCCACCTACC-3’
stetix %, Op R: 5-GACGCTCCAGCTCATCCGAACG-3’
Kostni sialonrote psp | i 9-ACAACACTGGGCTATGGAGAGGAC-3’
ostni stafoprotein R: 5-ACTTGTGGTGGGGTTGTAGGTTCA-3’
Osteonek ngz”c F: 5-TGCCTGATGAGACAGAGGTGGT-3’
steonekdin MO R: 5-CTTCGGTTTCCTCTGCACCATC-3"
Kostni morfogenni BMP-2 F: 5"-CGAGGTCCTGAGCGAGTTCGAG-3"
protein 2 - R: 5'-TGGCAGTAAAAGGCGTGATACC-3"
Osteonroteseri OPG F: 5-GCTAACCTCACCTTCGAG-3’
steoprotegetrin R: 5-TGATTGGACCTGGTTACC-3’
Receptorovy aktivator , ,
. , F: 5-TTAAGCCAGTGCTTCACGGG-3
Jademe}f{gﬁ?"m KB | RANKL | p. s ACGTAGACCACGATGATGTCGC-3"
. F: 5-CCGGAGCTGGAGAACAACAAG-3
Sklerostin SOST R: 5-GCACTGGCCGGAGCACACC-3’
Transformujici ristovy TGF p F: 5"-GAAACCCACAACGAAATC-3’

faktor 3

R: 5'-GCTCTGATGTGTTGAAGA-3’
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1.2 Stavba kosti, kostni tkan

Kost je tvrda pojivova tkan, ktera obecné slouzi jako strukturalni opora, na kterou se upinaji
svaly, podili se na jejich kontrakci a chrani zivotné dulezité vnitini organy vcéetné mozku a
michy. Dale je kost hlavnim zdrojem vapniku a fosfat,, poskytuje vhodné prostiedi pro
diferenciaci krvetvornych bunék a ma i endokrinni funkce ovliviujici dalsi organy. Jedna se
o zivou tkan s bohatym krevnim zasobenim a specifickou schopnosti regenerace. Navzdory
prvnim dojmtim je kost Ziva, aktivni tkan, kterd je neustale remodelovana [Stephanie et al.,
2017].

Kost je viceslozkova, hierarchicky usporadand, mineralizovana nanokompozitni konstrukce
s jedine¢nymi mechanickymi vlastnostmi s pestrym uspofaddnim materidlovych struktur
v mnoha délkovych méfitkach [Supova, 2020]. Ty jsou ve vzajemné souhie a plni dlezité
mechanické, biologické a chemické funkce jako je strukturdlni podpora, ochrana a ukladani
hojivych bunck a homeostdza mineralnich iont. Pro pochopeni mechanickych vlastnosti
kostniho materidlu je dilezité porozumét mechanickym vlastnostem jednotlivych slozek fazi
a strukturdlnim vztahiim mezi témito fazemi. RozliSujeme tyto irovné a struktury [Stevens,
2008]:
e makrostruktura: spongidzni a kortikalni kost,
e mikrostruktura (asi 10500 um): Haversovy systémy, osteony a jednotlivé trabekuly,
e submikrostruktura (1-10 pm): lamely,
e nanostruktura (n¢kolik stovek nanometrt az 1 pm): fibrilarni kolagen a vnoiené
mineraly,
e subnanostruktura (pod nékolika stovkami nanometrii): molekularni struktura slozek
jako jsou mineraly, kolagen a nekolagenni organické proteiny.

Usporadani a orientace jednotlivych struktur kosti jsou sice nepravidelné, ale
optimalizované, coz ¢ini material kosti heterogenni a anizotropni. To je mozné vidét v ramci
jednotlivych hierarchickych trovni kosti (obrazek 1) [Wang et al., 2016]. Diky své vnitini
struktute, kterd se podoba vceli plastvi, je kost tuha, ale relativné lehka [Rho et al., 1998].
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Obrazek 1 - Hierarchické uspoiradani kosti
[Chocholata et al., 2019]

Z histologického hlediska se rozlisuji dva typy kostni tkan¢ [Balko et al., 2017]:
o vldknita (primarni, nezrald)
o Jameldrni (sekundarni, zrald), ta se dale d¢li na dva strukturni podtypy podle umisténi
a zatizeni, na kost:
= kompaktni (kortikalni), pérovitost mensi nez 10 obj. %,
= spongidzni (trabekularni), porovitost 50-90 obj. %.

Lamelarni kostni tkan se v téle vyskytuje mnohem castéji nez kost vlaknita. Je tvoiena
kolagennimi vldkny paralelné uspofadanymi v mineralizované amorfni matrix. Ty se
shlukuji koncentricky kolem centralniho kanélu, nebo tvoti systém paralelnich plastovych
lamel na povrchu kosti [Bose et al., 2013].

Zakladni stavebni jednotkou kompakty je osteon tvofeny trubicovitymi lamelami, v jejichz
sténach jsou mélké jamky (lakuny), kde se nachazi rozvétvené osteocyty (osteoblasty).
Stfedem osteonu prochdzi Haversiiv kanalek, kde se nachéazi krevni kapilary spolu
s nervovymi vlakny inervujicimi jejich sténu. Déle je kandlek vyplnén vazivem a riiznymi
typy pojivovych bun¢k. Jednotlivé lamely tvofici osteon se skladaji ze svazkli vzajemné se
ktizicich kolagennich vlaken, mezibuné¢né hmoty a osteocytti. Kompakta tvoii az 80 %
lidské kostry a zajist'uje predev§im mechanickou oporu [Kenkre and Bassett, 2018].

Kostni spongidza je tvofena trabekulami (tramci) a lamelami, které vytvareji kostni
architekturu, kterou mé kazda kost specifickou a je velmi podobnd stavbé trubicovitych
lamel osteocytl. Prostor mezi trabekulami je vyplnén tukovymi bunikami, které k nim velmi
dobie adheruji a vytvarii hydraulicky elasticky systém, ktery trabekuly chrani jako jakysi
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»tlumic* pred zatizenim zvySenym hydraulickym tlakem. Spongio6za, tvofici asi 20 % kostry,
se podili predevsim na latkové vymeéné a remodelaci kosti. Pfi zlomeniné kosti, nebo pii
jakémkoliv poruseni jejiho tvaru, dochazi k ptestavbé trabekul podle nového tlakového
zatizeni. Pro modelaci 1 remodelaci kosti plati tzv. Wolfiv zadkon, ktery fika: ,,Zevni tvar,
vnitini struktura i funkéni zatizeni kosti jsou ve vzajemné harmonii. Pii jakékoliv zméné
dochazi k prestavbé kosti, jejimz cilem je dosazeni ptiivodni harmonie, [ Dylevsky, 2009].

1.2.1 Stavba kosti

Kost je zakladnim stavebnim ¢lankem celé kostry. Kosti Ize na zéklad¢ tvaru, jejich stavby a
vlastnosti rozdélit na kosti dlouhé, kratké a ploché. Povrch kosti kryje pomérné silnd a tuha
vazivova blana zvana okostice (periosteum), ktera se sklada ze tfi vzajemné spojenych vrstev:
e povrchovd vrstva (adventicie): sitové orientovana vldkna vazivovych bunék
(fibrocyty, tukové bunky);
e stfedni vrstva: podéln¢ probihajici snopce kolagennich a elastickych vldken;
e vnitfni vrstva: velké mnozstvi osteocytl, fibroblastli a cév umoziujici rist kosti do
sitky.

Kostni dieiit (medulla ossium), ktera je velice mekka a rosolovita, ma rtiznou stavbu podle
toho, o jaky typ dfené se jedna. Cervena kostni diefi je krvetvornym organem. Prochézi zde
sit’ krevnich vlasecnic, ve kterych jsou ulozeny buiiky pro tvorbu vSech zakladnich typt
bilych i ervenych krvinek a krevnich desticek. Po narozeni je to jediné misto, kde vznikaji
vSechny typy krvinek. Vékem je cervena kostni dfeil postupné nahrazovana zlutou infiltraci
tukovych bunék, kterd vyplnuje takika celou dutinu vSech kosti, a proto slouzi i jako zdroj
energie. Krvetvorba pak probiha prevazné v kosti hrudni. Ve velmi vysokém veéku dochazi
ke ztraté tukovych bun€k a kostni dfeni se pfeménuje na Sedou, kterd je pievazné vazivova
[Dylevsky, 2009].

Kostni ECM se sklada ze slozky organické (22 hm. %), anorganické mineralni (69 hm. %)
a vody (9 hm. %). Organické slozky zajist'uji flexibilitu a jsou pievazné tvoreny kolagenem
(typ I, IlT a V). Zbytek tvoii lipidy a vice nez 200 druhti nekolagennich matrixovych proteint,
glykoproteiny a specifické proteoglykany, jako osteokalcin, osteopontin, kostni sialoprotein,
fibronektin nebo kostni morfogenni protein (BMP, bone morphogenetic protein) podilejici
se na regulaci mineralizace kostni matrix, jeji organizaci a dalsi ¢innosti kostnich bun¢k [Lin
etal., 2020; gupové, 2020]. Anorganickée slozky, tvofené hydroxyapatitem a fosfore¢nanem
vapenatym, se podileji na pevnosti a houzevnatosti kosti [Wang et al., 2016].

Kolagen typ I (Coll) ptedstavuje 90 % celkového mnozstvi kolagenu v kostni tkani. Tvofi
trojitou Sroubovici polypeptidd o priméru asi 1,5 nm a délce ptiblizn¢ 300 nm vytvarejici
fibrily [Lin et al., 2020].

Osteokalcin (OCN), protein kyseliny y-karboxyglutamové je tvofeny 46-50
aminokyselinami a je vyluCovan pifedevSim osteoblasty. Vznika jako pre-protein, ktery
prochazi dalSimi modifikacemi, vcetné¢ piemény glutamatovych zbytki na
v-karboxyglutamat. Kone¢ny OCN je potom zabalen do intracelularnich vezikul, aby mohl
byt vyloucen do kostni matrix. Pivodneé se ptedpoklddalo, Zze OCN iniciuje tvorbu
hydroxyapatitu vazbou na vapenaté ionty. Studie ale ukazuji, ze jeho funkci je inhibovat
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mineralizaci kosti [Wang et al., 2021]. OCN neni pouze protein vazany v ECM, ale jedna se
o bézny kostni faktor, ktery ovliviiuje metabolismus glukézy, reprodukci a kognici mezi
kosti a mozkem, slinivkou bfi$ni a varlaty prostfednictvim endokrinnich smycek [Shan et
al., 2021].

Osteopontin (OPN, kysely fosfoglykoprotein) je vysoce fosforylovany glykoprotein bohaty
na kyselinu asparagovou. V kostni tkdni je uvoliiovan osteoblasty, osteocyty, ale i
odontoblasty (buiikky lemujici dfefiovou dutinu zubu). Ma velky vyznam jako soucast
mineralizované ECM kosti a zubti. OPN hraje roli pfi destrukci kostni tkan¢. Jeho vazba na
integriny je klicova pro signalni reakce regulujici aktivitu osteoklastli, expresi a aktivitu
osteoprotegerinu, a dale pro ukonceni aktivity osteoklastl a ovlivnéni jejich resorpce. Jedna
se o faktor, ktery zastava dilezitou ulohu pii remodelaci kosti v souvislosti se zvySenym
mechanickym naméahanim, kdy dochazi k nardstu jeho exprese [Icer and Gezmen-Karadag,
2018].

Hydroxyapatit (HAp) je hlavni anorganickou slozkou kosti, tvoii asi 60 % kostni hmoty
[Feng, 2009]. Hexagondlni krystaly apatitu, ve tvaru desticek o velikosti asi 50 x 25 nm a
tloust’ce 1,5 az 4 nm, jsou orientovany v periodickém uspotédani v tzv. fibrilach, pfednostné
rovnobézné s kolagennimi fibrilami [Wang et al., 2016].

Voda je pfevazné vazana v matrix, zbytek je potom v podob¢ volnych molekul. Ty jsou pfii
zatizeni kosti redistribuovany a prochazeji kostnimi mikrokanalky, ¢imz ptenéseji informace
o aktualnim zatizeni dané kosti, a tim napomahaji procesu mineralizace. Se snizujicim se
mnozstvim vody dochéazi ke snizovani mineralizace, kost kiehne a stavad se néchylnou
k laméani [Gaidash et al., 2011].

1.2.2  Kostni bunky

Zakladnimi slozkami kosti, stejné jako vSech pojivovych tkani, jsou buniky a matrix. Pfestoze
kostni buiiky tvofi jen malou ¢ast objemu kosti, maji zasadni vliv na jeji funkci. Kazda
z téchto bun€k ma svoji jedinecnou funkci, podili se na rlstu, opravach, regulaci a vSech
dalSich funkcich kostni tkané€. RozliSujeme Ctyfti typy kostnich bunck (obrazek 2 a obrazek 3):

e osteoprogenitorové bunky,

e osteocyty,

e osteoblasty,

e osteoklasty.
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Obrazek 2 - Mikroskopicka struktura kosti a jednotlivé typy kostnich bunék
[Babuska et al., 2022]

Legenda: makroskopicka struktura kosti — kost houbovita a kompaktni a kostni buiky
(vyobrazenti je jen ilustracni, buiiky nejsou v odpovidajici velikosti).
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Obrazek 3 - Jednotlivé slozky extracelularni matrix kosti
[Chocholata et al., 2019]

Funkce a umisténi jednotlivych kostnich buné€k je shrnuto v tabulce 2 [Setiawati and
Rahardjo, 2019].
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Tabulka 2 - Kostni buiiky, jejich funkce a umisténi v kosti

Typ bunék Funkce Umisténi
osteoprogenitorové femena . . e«
progentorov p hluboké vrstvy periostu a kostni diené
burnky v osteoblasty
udrzovani
osteocyty koncentrace kostni matrix

minerall v matrix

rostouci ¢asti kosti, véetné periostu a

osteoblasty tvorba kosti endostu
povrch kosti a v mistech starych,
osteoklasty resorpce kosti poranénych nebo nepotiebnych
kostech

Osteoprogenitorové buiiky, znamé také jako osteogenni burnky, jsou kmenové bunky
nachdazejici se v kostni dfeni. Tyto burniky hraji diilezitou roli pii obnové a ristu kosti. Béhem
fetalniho vyvoje nebo v obdobi nejvétsich zmeén v osteogenezi dospélych davaji vzniknout
osteoblastiim. V této fazi jsou tyto struktury s kulatym jadrem obaleny velkym mnozstvim
vietenovité cytoplazmy. S vékem télo ztrdci schopnost syntetizovat nebo vyuzivat
osteoprogenitorové buiiky [Ren et al., 2019] a ve zralych kostech, které jiz nevykazuji
aktivni prestavbu nebo tvorbu kosti, existuji jako zplostélé vietenovité struktury, které se
ptipojuji k povrchu kosti a oznacuji se jako "neaktivni osteoblasty" [Xu et al., 2019].

Osteocyty (osteocytarni perilakunarni matrix) tvoii 90 — 95 % vSech kostnich bun¢k a
s zivotnosti az 25 let se jednd o nejdéle Zzijici kostni buiky. Osteocyty se nachdzeji
v lakunach obklopenych mineralizovanou kostni matrix. Vykazuji dendritickou morfologii,
ktera se 1181 podle typu kosti. Jedna se vlastné o neaktivni osteoblasty, jejichz diferenciaci
vznikly [Setiawati and Rahardjo, 2019]. V procesu diferenciace je mozné odlisit Ctyfi stadia
osteocytu [Florencio-Silva et al., 2015]:

e osteoidni osteocyt,

e preosteocyt,

e nezraly osteocyt,

[ ]

zraly osteocyt.

Jakmile je zraly osteocyt zachycen v mineralizované kostni matrix, dochazi k poklesu
exprese osteoblastickych markerii (jako je OCN, Coll a ALP) a k nartistu exprese markerti
preosteocytil (sklerostin, dentinovy matrixovy protein 1). Osteocyty se podileji na produkei
proteintt ECM, kter¢ jsou dilezité pro metabolismus fosfatli a mineralizaci. Diky své poloze
a morfologii jsou osteocyty zvlasté vhodné pro ptenos informaci mezi bunikami v kosti.
V ptipadé mechanického tlaku plisobi jako mechanosenzory a napomahaji k adaptaci kosti
pfi mechanickém zatiZeni. Tyto zmény vyvolavaji specifické chemické signaly, které vedou
k buiikdm na povrchu kosti a ty potom zajiStuji naslednou tvorbu nebo resorpci kosti.
Vzhledem k umisténi osteocytil uvniti kosti jsou velmi neptistupné pro pfipadnou izolaci a
in vitro kultivaci [Boabaid et al., 2001].

Osteoblasty jsou kubické buniky obsahujici velké jadro. Nachdzeji se na povrchu tramct
kostni tkané. Jedna se o buiikky odvozené z MSC, které syntetizuji kostni matrix. Termin

20



,»osteoblast™ byl poprvé pouzit na pocatku 20. stoleti jako buiika, z niz doslova ,kli¢i kost* a
pochézi z fectiny jako kombinace slov dotéo- (kost) a flootave (klicit). V kosti jsou
pfitomny po cely zivot, ale jejich aktivita je nejvétsi béhem embryonalniho vyvoje a ristu
kosti. V dospélosti je potom jejich zdrojem endosteum a jsou aktivovany béhem regenerace
poskozené kosti nebo pii tvorbé kostni matrix. Pokud se mnozstvi osteoblastli snizi, at’ uz
v disledku pfirozené premény, nebo béhem nadmérného regenera¢niho procesu, dochézi
k diferenciaci novych bun¢k z mezenchymalnich progenitorovych bunék. Ty jsou schopny
tvofit osteoidy, coz je matrix bohatd na kolagen typu I (Coll), a nésledné byt kalcifikovany
[Blair et al., 2017]. Osteoblasty produkuji proteiny kostni matrix, jako je Coll, OCN, nebo
ALP. Tyto bunky nejsou definitivné diferencované, postupné obklopuji kostni matrix a
mohou se diferencovat ve vzajemné propojené hvézdicovité bunky, osteocyty [Dylevsky,
2009].

Osteoklasty jsou funkc¢ni po cely zivot. Jsou to velké, vicejaderné (az padesatijaderné) bunky
odvozené z hematopoetickych kmenovych bunék, konkrétné z makrofagové linie.
Osteoklasty produkuji enzymy degradujici kost béhem osifikace a tak je uvoliiovan prostor
pro nové vznikajici kostni tkan. Svoji ¢innosti rozkladaji kostni matrix a vytvareji optimalni
prostfedi pro enzymy podilejici se na degradaci demineralizované extraceluldrni kostni
matrix. Jako antagonisté osteoblastl tak udrzuji homeostazu mezi tvorbou a resorpci kosti.
Tato komplexni aktivita je fizena pfedev§im aktivatorem receptoru jaderné¢ho faktoru xf3
(RANK) a jeho ligandem (RANKL). Pii anabolickych procesech nebo pod vlivem
osteoresorpcnich faktort, jako jsou glukokortikoidy, kalcitriol nebo parathormon, uvoliiuji
osteoblasty RANKL, ktery se vaze na receptor RANK na preosteoklastech a méni je ve zralé
osteoklasty, které jsou funkéné polarizované a svym apikdlnim polem pftiléhaji
k mineralizované ¢asti kostni matrix. Toto spojeni je tvoteno specifickou interakci mezi
adhezni molekulou integrovanou v bunééné membrané (integrinem) a specifickymi proteiny
kostni matrix [Mulari et al., 2003]. Apikalni ¢ast osteoklastu je invaginovand, ¢imz vznika
mezi jeho hrubé zvrasnénou membranou a ptilehlou kosti volny prostor, do kterého jsou
aktivné nasavany latky potfebné k resorpci, nebot’ jednim z hlavnich kol osteoklastu je
okyselovat vznikly resorpéni prostor. Builka je totiz bohaté vybavena enzymem
karboanhydrdzou, ktery katalyzuje reakci vody a oxidu uhli¢it¢tho za vzniku
bikarbonatového aniontu (HCOs) a vodikového protonu (H") &erpaného protonovou
pumpou do resorpcniho prostoru. Regulaci tohoto transportu, ktery uzce souvisi s regulaci
intracelularntho pH a membranového potencidlu, udrzuji iontové pumpy a kanaly na
bazolaterdlni stran¢ builky. Aktivita zralého osteoblastu je negativné regulovana
kalcitoninem (CTN), pro ktery je exprimovano velké mnozstvi receptorti [McDonald et al.,
2021].

1.2.3 Raist a vyvoj kosti

Kost je nejtvrdsi ze vSech pojivovych tkani v téle a obsahuje velké mnozstvi cév, které
zasobuji kostni tkann hormony diilezitymi pro regulaci jejiho ristu. Proces tvorby kosti, tzv.
osteogeneze nebo téz osifikace, je komplexni proces, pti kterém se vazivova ¢i chrupavcita
tkan pfeménuje v tkan kostni. VSechny procesy osteogeneze jsou fizeny osteoblasty v uzké
spolupraci s osteoklasty. Jednak dochazi k resorpci kosti osteoklasty a potom k tvorbé kosti
pomoci osteoblasti. Oba tyto procesy probihaji spolecné s prestavbou kosti s optimalni
mechanickou integritou. Rovnovéha tohoto systému je vSak velmi kiehkd a mulze byt
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posunuta ve prospéch resorpce, jako napft. pfi osteopordze, ktera postihuje nejen Zeny po
menopauze, ale i star§i muze, a vede k Casté¢jSim zlomeninam [Alford et al., 2015]. Velmi
jemna a dokonald kontrola tohoto systému je naprosto nezbytnd pro vyvoj kosti, hojeni
zlomenin a spravny vyvoj kostry béhem zivota [Mezuk, 2008].

Vyvoj chrupavcité kosti nastava jiz béhem tietiho meésice nitrodélozniho Zivota. Béhem
ctvrtého meésice v déloze se v chondrokraniu vyviji cévni elementy. Ty se stavaji
osifikacnimi centry, okolo nichZ se zaCina tvofit kostni tkan. Nakonec se mnozstvi staré
chrupavcité tkané snizuje na ukor velké ¢asti kosti. Rychlost riistu kosti neni ve vSech
¢astech vzdy stejna, napi. u pazni kosti dochdzi k rychlejSimu ristu na proximalnim konci
oproti distalnimu [Agirdil, 2020]. Rist kosti je fizen hormony a je velmi ovlivnén spravnym
pfijmem bilkovin, minerall a vitamini. Nedostatek vitaminu D brani vstfebavani vapniku
z gastrointestinalniho traktu, coz udéti muze vést ke kiivici, nebo u dospélych
k osteomalacii, kdy osteoid je sice produkovan, ale vapenaté soli se neukladaji, takze kosti
meknou a slabnou. Rist kosti se u muzi zastavuje asi okolo 21 let, u zen okolo 18 let, kdy
dojde k uzavteni epifyzarni ploténky. Remodelace vSak probihd po cely Zivot, kdy je
zachovana mechanicka integrita kostry [Kartsogiannis and Kong wah Ng, 2004].

1.2.4 Mechanické vlastnosti kosti

Nejen s vékem se vyrazn¢ méni mechanické vlastnosti kosti, ale také zalezi na anatomické
poloze a jejich vlastni kvalité. Mezi riznymi biomechanickymi vlastnosti kosti, jako je napf.
tvrdost, pevnost, teCeni a tnava, ma pruznost zadsadni vyznam pro charakterizaci riznych
kostnich patologii a pro konstruovani kostnich implantati.

Modul pruznosti a pevnost kosti jsou anizotropnimi vlastnostmi. Kompaktni kost je pii
zatiZzeni pevnéjsi a tuzsi podél diafyzarni osy nez ve sméru radialné piicném a je téZ pevnéjsi
v tlaku nez v tahu. Trabekularni kost je anizotropni a porézni kompozit a vykazuje chovani
zavislé na Case stejn¢ jako nachylnost k poskozeni pfi cyklickém zatéZovani. Mechanické
vlastnosti trabekuldrni kosti zavisi nejen na jeji porovitosti, ale také na strukturnim
usporadani jednotlivych trabekul. Mechanické vlastnosti obou typl kosti uvadi tabulka 3
(uvedené hodnoty jsou pruméry z obvykle uvadénych udaji) [Wang et al., 2016].
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Tabulka 3 - Mechanické vlastnosti lidskych kosti, priimérné hodnoty z obvykle

uvadénych udajua v literature

[Wang et al., 2016]

Typ kosti

Porosita

Youngiiv modul pruzZnosti

Pevnost [MPa]

[GPa]
K‘"{‘(‘;:tkt“‘ 3-5% | axialni 17.0 43,9 viahu | 135+ 15,6
v tlaku 205+17,3
Dy 10,1 £2.4 viahu | 53+10.7
vitaku | 131+ 20.7
, A%

smykovy 33+04 smyku 65+4,0

Trabl‘:)‘;lar“‘ 290 % | obratle 0,067 + 0,045 24+ 1.6
tibia 0,445+ 0257 53+29

fernur 0441 £ 0.271 681438
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1.3 Materialy pouzivané v kostnim tkanovém inZenyrstvi

Kostni tkan je dynamickd a vysoce vaskularizovana. Diky vysoké regeneracni kapacité
vétsina zlomenin nevyzaduje zadny chirurgicky zékrok, na rozdil od zavaznych kostnich
defektti a komplikovaych zlomenin [Bose et al., 2013]. Kostni §t€py dostupné pro obnovu
kostni tkan¢ mohou byt pfirodni, jako autografty, alografty nebo $tépy syntetické. Vzhledem
ke své vynikajici osteoinduk¢ni a osteogenni potenci maji autotransplantaty prednost pied
ostatnimi typy [O’Brien, 2011].

Autologni kostni §tép, povazovany za zlaty standard v 1€cbé kostnich defektd, je metoda, pii
niz se $tép odebere z jednoho anatomického mista a nasledné je implantovan do mista jiného.
Vzhledem k tomu, Ze takovy kostni §t€p pochdzi od stejného jedince, je integrovan rychleji
a kompletnéji. Na druhou stranu zde existuji nékteré omezujici faktory pro jejich vyuziti.
Patii mezi né¢ operacni komplikace pii ziskavani kostniho materidlu, omezené dosazitelné
mnozstvi, a del$i ¢as chirurgického zédkroku [Wang and Yeung, 2017]. Nej€astji pouzivané
autotransplantaty jsou kostni S$tépy anularni, kortikdlni, aspirat kostni diené a
vaskularizovany kostni §tép [Roberts and Rosenbaum, 2012; Khan et al., 2005].

Pti pouziti alogennich kostnich $tépu je $tép odebran z jednoho jedince a transplantovan
jedinci jinému, do geneticky odlisné tkan¢. Hlavni nevyhodou je tedy antigenicita a pienos
infekce. Proto je nutna sterilizace a mrazeni, které imunogenitu minimalizuji, ale dochézi i
ke snizeni osteogenni kapacity a osteoinduktivity alostépt. Alogenni kostni $tép muiize byt
upraven do vhodné podoby, a proto je k dispozici v riznych forméch, véetné anularnich,
kortikalnich a vysoce zpracovanych kostnich derivati (tj. demineralizované kostni matrix)
[Wang and Yeung, 2017].

Vzhledem k pfedchozim omezenim jsou umélé kostni transplantaty vhodnou néhradou
k dosazeni uspéchu v kostnim tkanovém inzenyrstvi [El-Husseiny et al., 2022].

Vsechny typy kostnich §tépti by mély splnovat nasledujici pozadavky [Albrektsson and
Johansson, 2001]:

e osteokonduktivita,

e osteoinduktivita,

e osteointegrace (osseointegrace).

Osteokonduktivita znamena, Ze kost mize rist na povrchu §t€pu nebo dold do port, kanalka
nebo trubic, coz vede k tvorbé kostni tkané€. V takovém piipadé mohou mezenchymalni
kmenové buniky rust pasivne.

Osteoinduktivita je schopnost vytvofit z pluripotentnich bun¢k bunécnou linii tvoftici kost.
Je indukovana rastovymi faktory, které¢ podporuji mezenchymadlni kmenové buiky
v diferenciaci na osteoblasty a chondroblasty [Roberts and Rosenbaum, 2012].

Osteointegrace (osseointegrace) souvisi s ptimym kontaktem mezi kosti a implantatem.

Ptizniva inkorporace $tépu je ovlivnéna mnoha faktory, jako je naptiklad typ kostniho Stépu
nebo misto, kde se implantace nachdzi atd. (tabulka 4) [Khan et al., 2005].
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Tabulka 4 - Aktivita kostnich $tépt podle jejich typu

[Khan et al., 2005; Chocholata et al., 2019]

Stép Osteogeneze | Osteokondukce | Osteoindukce Mechanlcl.(e Vascularita
vlastnosti

AUTOLOGNI
Kostni dien ++ +/- + - -
Kanceloidni ++ ++ + + -
Kortikalni + + +/- ++ R
Vaskularizovany ++ ++ + ++ ++
ALOGENNI
Spongidzni - ++ + + -
Kortikalni - +/- +/- ++ R
Demineralizovany - ++ +++ - -

Legenda: +, ++, +++ =rozsah aktivity: - = Zadn4 aktivita, +++ = maximalni aktivita

V soucasné dob¢ je snaha vyrabét ,,bioaktivni materialy, které l1ze integrovat s biologickymi
molekulami, na rozdil od minulosti, kdy byly navrhovany ,,biologicky inertni* materidly
[Todros et al., 2021]. Materialy, které mohou nahradit autologni nebo alogenni $tépy, jsou
z bioaktivni keramiky, bioaktivniho skla, pfirodnich ¢i syntetickych polymerti anebo
z kompozitl. S témito materialy je snazsi se vyhnout problémim spojenym s transplantaci a
implantaci, jako je infekce nebo nedostatecné ptfizplsobeni se vlivim prostiedi. Idedlni
predpoklad je, ze material by mél byt soucasné nahrazen nové regenerovanou biologickou
tkani [Stevens, 2008].

1.3.1 Typy pouzivanych materiala

Z historického hlediska byla jedinou dilezitou vlastnosti biomateriald prvni generace pouze
jejich biokompatibilita, zatimco cilem biomateriald druhé generace byla zase jejich
biointeraktivita. Prvni generace byla pouze pasivni, druhd generace mohla vice podporovat
regeneraci tkdni. Biomateridly tfeti generace, oznacCované jako skafoldy, jiZ reaguji
biologicky. Mohou napftiklad aktivovat geny a ovlivilovat tak v§echny aspekty proliferace a
diferenciace bun¢k [Rahman et al., 2018; Hench, 2002].

Materialy v soucasné dobé pouzivané pro vyrobu kostnich skafoldi jsou na bazi
anorganickych, pfirodnich a syntetickych polymert. Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti
skafoldi, vyuziti vynikajicich vlastnosti jednotlivych materialt a zvySeni tkanové interakce,
byly vyvinuty kompozity schopné dodavat specificka 1é¢iva, jako jsou napft. ristové faktory
nebo antibiotika, a tim zlepSit rlist a hojeni kosti [Rezwan et al., 2006].

25



Anorganické materialy

Za nejstarsi anorganické materialy pouzivané jako implantaty 1ze povazovat kovy [Gotman,
1997]. Prvni zaznamenané pouziti kovovych implantati bylo ve starovékém Egypté a
jednalo se o implantaty z hliniku, olova, zlata a stfibra [Babuska et al., 2016]. V soucasné
dobé¢ se pro pripravu ortopedickych a zubnich implantatd, vzhledem ke biokompatibilité,
netoxicnosti a korozni odolnosti, nejéastéji pouziva titan a jeho slitiny. Bohuzel kovy nejsou
biologicky odbouratelné, takze obvykle je potieba kovové implantaty odstranit [ Turnbull et
al., 2018].

Mechanicky pevné anorganické biomaterialy zahrnuji biokeramiku, jako napt. keramické
kompozity, amorfni a bioaktivni skla, krystalickou keramiku, a bioaktivni sklokeramiku.
Tyto materialy nachdzeji uplatnéni nejen v kostnim tkanovém inzenyrstvi, ale také
v ortopedii a stomatologii [Miguez-Pacheco et al., 2015]. Nejcastéji pouzivanou
biokeramikou je hydroxyapatit, trikalciumfosfat a jejich kompozity [Turnbull et al., 2018].
Diky své chemické podobnosti s nativni kosti vykazuji vynikajici biokompatibilitu a
umoznuji dobrou diferenciaci a proliferaci osteoblastli. Na druhou stranu jejich kiehkost
muze zpusobovat problémy pifi mechanickém zatéZovani a pfi fizeni rychlosti degradace
[Berthiaume et al., 2011].

Hlavni pfirodni anorganicka slozka kosti hydroxyapatit (HAp) (Caio(PO4)s(OH)2) vykazuje
vynikajici bioaktivitu, biokompatibilitu, osteokonduktivitu, netoxi¢nost a nezanétlivost.
Synteticky HAp je bily, zatimco ptirodni HAp mize mit rlizné barvy (hnéda, Zluta, zelena)
[Kattimani et al., 2016]. Jeho mechanické vlastnosti jsou v zasad¢ ovlivnény velikosti ¢astic
[Hu et al., 2016], porovitosti a hustotou [Kattimani et al., 2016]. HAp je velmi tvrdy, ale
kiehky, s velmi nizkou rychlosti degradace in vivo, a proto je ¢asto kombinovan s piirodnimi
nebo syntetickymi polymery pro vytvoreni skafoldd. Pro stavbu kosti je HAp velmi uzite¢ny,
protoze stimuluje ristové faktory (napi. BMP) a podporuje expresi ALP v mezenchymalnich
bunikach [Turnbull et al., 2018].

Pf¥irodni polymery

Mezi tyto polymery patii napf. polysacharidy (Skrob, alginat, chitin/chitosan, kyselina
hyaluronova a jeji derivaty) nebo proteiny (sdja, kolagen, fibrinové gely, hedvabi). Poskytuji
vhodné prostiedi pro rust bun¢k, napomahaji adhezi a metabolismu bunék. Na druhou stranu
se mohou vyskytovat problémy s imunitni odpovédi kvili patogennim necistotam, a hife
u nich 1ze nastavit mechanické vlastnosti a biologickou odbouratelnost [Dorati et al., 2017].

Kyselina hyaluronova (HA) se hojné vyskytuje v lidském téle. Je sloZzena z opakujicich se
disacharidovych jednotek linearniho glukosaminoglykanu, ktery je sloZen z N-acetyl-D-
glukosaminu a kyseliny D-glukuronové (obrazek 4) [Deng et al., 2017]. Nejen jeji
biokompatibilita a biologicka rozloZitelnost, ale také jeji viskoelasticita jsou vhodné
vlastnosti zvySujici adhezi bun€k, a proto se pouziva pro ptipravu skafoldi. Velkou vyhodou
HA je jeji enzymaticka odbouratelnost hyaluroniddzou, enzymem produkovanym sav¢imi
bunikami. Vzhledem k velmi rychlé degradaci a rozpustnosti HA ve vodé, je nutné ji pro
ptipravu skafoldl zesitovat [Chocholata et al., 2021].
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Obrazek 4 - Struktura kyseliny hyaluronové

Syntetické polymery

Do této skupiny fadime napi. polyvinylalkohol, polyestery polykyselin, jako je kyselina
polymlécnd (PLA), kyselina polyglykolova (PGA), dale poly-e-kaprolakton (PCL) nebo
kopolymery kyseliny polymlécéné a polyglykolové (PLGA), které jsou Casto pouzivany jako
skafoldy v tkanové inzenyrstvi a pii transplantaci bun¢k. Maji vynikajici mechanické
vlastnosti [Asti and Gioglio, 2014] a Ize je pfipravovat s pfesné upravenou strukturou, coz
pomérné snadno umoziiuje fidit rychlost jejich degradace. Cast&ji se oviem u syntetickych
polymert vyskytuje snizena bioaktivita [O’Brien, 2011].

Polyvinylalkohol (PVA, obrazek 5) je velmi Casto testovanym syntetickym polymerem
v mnoha rtiznych biomedicinskych aplikacich diky své dobré biokompatibilité, hydrofilnim
vlastnostem a ur€ité mife biologické odbouratelnosti. Jeho pfiprava probiha ve dvou krocich,
kdy nejprve probéhne volna radikalova polymerace vinylacetatu nasledovana ¢éasteCnou
hydrolyzou polyvinylacetatu. Rizenim kroku hydrolyzy lze pfipravit rizné typy PVA, a tim
ovlivnit jeho rozpustnost, krystalinitu a chemické vlastnosti.

HO |,

Obrazek 5 - Struktura polyvinylalkoholu

Velkou vyhodou PVA je, Ze jej 1ze snadno pfeménit na hydrogel, a to ve dvou krocich:
sitovanim a dalSim zpracovanim. Fyzikdlniho sitovani, které je zaloZeno na reakci
hydroxylovych skupin, 1ze dosahnout napt. opakovanim cyklti zmrazovani a rozmrazovani.
Neni potieba pouzivat zadna chemicka sitovaci Cinidla, a proto tzv. kryogely neobsahuji
zadné toxické zbytky. Ptiklady zplisobu ptipravy hydrogelti na bazi PVA uvadi tabulka 5
[Kumar and Han, 2017].
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Tabulka 5 - Zpusoby pripravy hydrogeli na bazi PVA
[Kumar and Han, 2017]

Hydrogely na bazi PVA
Techniky sitovani Techniky zpracovani
Funkcionalizované nanocastice Odlévani/suseni z roztoku
Vodikova vazba Vymrazovani templatu napénéné¢ho CO»
Ozafeni Koagulacni oSetfeni
Cyklus zmrazeni - rozmrazeni Vyfukovani roztoku
Chemicka ¢inidla Elektrostatické zvladknovani
Iontové¢ interakce 3D printing
Polymerace Lyofilizace

Hlavni vyhody a nevyhody jednotlivych typli materiali pouzivanych v kostnim tkanovém
inzenyrstvi jsou shrnuty v tabulce 6 [Chocholata et al., 2019].
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Tabulka 6 - Vyhody a nevyhody materialii pouZivanych v tkanovém inZenyrstvi

[Chocholata et al., 2019]

Typ materialu Vyhody Nevyhody
Kovy Biokompatibilita, netoxi¢nost a Neni biologicka
korozni odolnost odbouratelnost
BIOKERAMIKA

Bioaktivni skla

Zlepseni diferenciace a
osteogeneze

Mala pevnost a kiehkost

Hydroxyapatit

Bioaktivita, biokompatibilita,
osteoinduktivita, netoxi¢nost a
nezanétlivost

Kiehkost, velmi pomala
degradace

Trikalcium fosfat

Podpora osteogenni

Pomalé degradace,

diferenciace in vivo nestlacitelnost
PRIRODNI
POLYMERY
Kolagen Enzymatickd rozlozitelnost Slozita struktura
. Biokompatibilita, biologicka Spatné mechanické
Zelatina :
odbouratelnost vlastnosti
Zvyseni adheze bungk, jejich
diferenciace a migrace,
netoxicnost, nealergenni,
Chitosan mukoadhezivita, Nizka mechanickd pevnost
biokompatibilita,
biodegradabilita a
osteokonduktivita

Kyselina hyaluronova

Biokompatibilita, biologicka
rozlozitelnost, viskoelasticita,
enzymaticka rozlozitelnost

Velmi rychlé degradace,
rozpustnost ve vode

Biokompatibilita, snadné

Nerozlozitelnost u savcu,

Alginat gelovaténi, snadno chemicky sterilizace zpusobuje
modifikovatelny rozklad
Siroky rozsah teploty tani a
Agaroza teP,l oty g,eloY.a téni, neni p'otfeb,a Spatna adheze bungk
sitovacich Cinidel, velmi mala
zangtliva reakce in vivo
SYNTETICKE
POLYMERY

Biokompatibilita, neni potieba Prili§ vysoka hydrofilita,

Polyvinylalkohol sitovacich €inidel (fyzikalni slabéa podpora pro rist

sitovani) bunck

Degradace mechanickym

Poly-a-hydroxylové
kyseliny

Produkty degradace mohou byt
vylouceny z téla

narusenim, Spatné
mechanické vlastnosti

Poly-¢-kaprolakton

Biodegradabilita, netoxi¢nost,
nizky bod tani

Hydrofobicita, pomaly
rozklad

Polyuretany

Vyborné mechanické vlastnosti,
dobra biokompatibilita

Toxicita produktd rozkladu
(aromatické diisokyanaty)
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1.3.2 Kompozitni materidly

Jak jiz bylo uvedeno vyse (tabulka 6), existuje mnoho problému se skafoldy vyrobenymi
z jediného biomateridlu. Jako nejlepSim feSenim se v soucasné dob¢ ukazuji kompozitni
skafoldy, tj. kombinace keramiky a polymeru, nebo kombinace syntetickych polymeri
s ptirodnimi [Berthiaume et al., 2011]. Kompozitni materialy zahrnuji jak polymerni fazi,
ktera je houzevnata a ma urcitou pevnost v tlaku, tak fazi anorganickou s bioaktivitou, ktera
zlepsuje mechanické vlastnosti a rychlost degradace. Kazda faze ma jiné vlastnosti a
skafoldy tak propojuji jejich nejlepsi vlastnosti, jak je pro tkdnové inzenyrstvi zadouci. Proto
jsou tyto materialy velmi podobné piirozené struktute skutecné kosti [Vacanti and Langer,
1999].

1.3.3  Skafoldy

Termin skafold se pouzivd pro trojrozmérny (3D) biomaterial, ktery poskytuje vhodné
prostiedi pro bunky k regeneraci tkani a organd. Cilem je vyrobit skafoldy, které jsou
schopny bunikdm poskytnout regeneracni signdly a napodobit pfirozené prostredi. VEédci se
snazi vyvinout zpuisoby vyroby skafoldt slozenych z biomaterial, které jsou velmi podobné
biologickému prostedi, s multifunkénimi vlastnostmi [Dhandayuthapani et al., 2011], a
které jsou efektivni z hlediska nakladu a klinického pouziti [Yu et al., 2018].

Nejdulezitéjsim aspektem je struktura skafoldu. Propojené pory a vysoka poérovitost
umoznuje uchyceni bunck a usnadiiuje jejich rist, proliferaci a diferenciaci, difuzi odpadnich
latek, produktii rozkladu skafoldii a viibec 3D regeneraci tkané. Velikost port musi byt
dostatecn¢ velkd, aby umoznovala migraci bun€k, ale zdroven dostate¢né¢ mald, aby
umoznovala vazbu bunék na skafold [Yu et al., 2018]. V idealnim ptipadé musi degradace
skafoldu trvat stejn¢ dlouho jako samotna regenerace tkané [Ge et al., 2008].

Ideélni skafold pro kostni tkan by tedy mél byt osteokonduktivni, biologicky odbouratelny a
s vhodnymi mechanickymi vlastnosti. Je nutné, aby do nich bylo mozné dodavat bunky,
vyrabét je v nepravidelnych tvarech a samoziejme, aby byly komeréné Zivotaschopné [Chen
etal., 2006]. Cilem je vyrabét 3D konstrukce obsahujici vhodné typy bun€k, implantovatelné
ptimo in vivo, aby stimulovaly pfimou tvorbu novych tkani. Lidské t€lo je citlivy systém a
materidly pro 3D skafoldy musi byt biokompatibilni a snadno sterilizovatelné. Mnoho typt
skafoldii se vyrabi ve form¢ hydrogelt [Yu et al., 2018].

Metody vyroby skafoldi

Existuje n¢kolik technologii zpracovani, které umoziuji vyrobu poréznich 3D polymernich
skafoldl pro kostni tkailové inZenyrstvi. Zejména se pouziva liti do rozpoustédel a louzeni
¢astic, pénéni plynem, emulzni lyofilizace, elektrostatické¢ zvldknovani (electrospining),
rychlé prototypovani a tepelné indukovana fazova separace [Liu and Ma, 2004]. Vyhody a
nevyhody jednotlivych vyrobnich technologii skafoldii jsou dale shrnuty v tabulce 7 [Yuan
etal., 2017; Leong et al., 2003; Lee et al., 2010; Stevens et al., 2008].
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Tabulka 7 - Vyhody a nevyhody jednotlivych vyrobnich technologii skafoldi
[Yuan et al., 2017; Leong et al., 2003; Lee et al., 2010; Stevens et al., 2008]

Typ technologie Vyhody Nevyhody
Nebezpeci denaturace
inkorporovanych  molekul

Liti do rozpoustédla a Jednoducha metoda, spaodné diky Vzbvytkﬁm toxicliéhcf
louZeni &4stic regulape yellkostl pori a rozpqustedla, ~ snizeni
porovitosti aktivity bioinduk¢nich
latek, nemoznost ptidavani

farmakologickych latek

Proces napénovani
plynem

Jednoducha a  finanéné
vyhodna metoda, jakakoliv
organicka rozpoustédla,
malo toxicky, nehotlavy
COz jako plynny porogen

Nevhodné pro hydrofilni a
sklovit¢ polymery (nizka
rozpustnost v CO»)

Tepelné indukovana
separace fazi (TIPS)

Ziskani porézni polymerni
membrany s anizotropni
strukturou a trubicovych 3D
skafoldd, nizka
pravdépodobnost defektii

Produkty nevhodné
osteoblasty nebo
tkang (velikost pora
10 -100 um), pouziti
organickych rozpoustédel

pro
kostni

Rychlé prototypovani
(SFFT)

Komplexni, velmi pfesny
3D produkt

Toxicka rozpoustédla,
pouziti porogenll, omezeni
tvaru produktu

Mikrosférické slinovani

Vynikajici mechanické
vlastnosti skafoldu

Vyssi teplota, delsi doba
procesu, mensi velikost
port s nizsi porovitosti

Emulzni lyofiliza¢ni

Vysoce porézni skafoldy

Uzaviena struktura pora

velmi tenka vlakna

metoda
Technika Velkd ‘plo’cha, Vymka]lc.l Nedostatecna regulace
e v, mechanické vlastnosti, ey o
elektrostatického . , , stavby skafoldu, sité pori a
o x velkoobjemova vyroba, | . .. . .
zvlakiovani jejich velikosti

3D biotisk (bioprinting)

Dostate¢na velikost dobre
propojenych pori

Nedostatecnd mechanicka
pevnost a integrita

Trojrozmérny biotisk (bioprinting)
Vyse uvedené techniky pro piipravu 3D skafoldii nejsou ve svych procesech dostatecné
univerzalni a maji spole¢né nevyhody: nedostatec¢na regulace struktury skafoldu, sit¢ pért a
jejich velikosti [An et al., 2015]. Je totiz potfeba, aby 3D porézni skafoldy obsahovaly
konzistentni pory o pfiméfené velikosti, které jsou dobie propojené pro migraci a proliferaci
bunék. Tyto nevyhody by mohly v tkdflovém inZenyrstvi pomoci vyiesit procesy 3D tisku
prostiednictvim rychlého prototypovani, biofabrikace, biotisku a aditivni vyroby [Gungor-

Ozkerim et al., 2018].

Objekty piipravené 3D tiskem se zpracovavaji vrstvu po vrstvé z praskovych, kapalnych
nebo pevnych substrati. Struktura 3D tiSténého objektu je ddna pocitacové vytvorenym
modelem (CAD, computer aided design) a je nactena do 3D tiskarny. Pro pacienty lze
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specifické 3D modely defektii vytvofit konverzi z pocitacové tomografie (CT) nebo
magnetické rezonance (MRI) [Turnbull et al., 2018]. Zakladem biotisku je vytvoreni
definované struktury, do které jsou pomoci technologie 3D biotisku umistény bunky
[Hospodiuk et al., 2017]. Obrovska vyhoda je to, ze tato metoda nevyzaduje zadné formy a
muze pienaSet mikrorozméry do 3D struktury relativné levné, flexibilné a s vysokou
ucinnosti. VSechny modely jsou ,,$ité na miru* a velmi specifické [Shaunak et al., 2017].

Bunky lze tisknout i bez jakéhokoliv skafoldu, a to napodobenim embryonalniho vyvoje.
Nejprve se z bunck vytvoii novotkan, kterd se uklada do specifickych vzort pro splynuti a
zrani, a poté se ziska funk¢ni tkan vétSiho rozsahu. Na rozdil od konvencnich 3D tisk,
biotisk vyzaduje odlisné techniky podporujici zivé bunky a zajistujici jejich kontrolovanou
distribuci a ukladani [Mandrycky et al., 2016].

3D biotisk lze povazovat za novy a velmi slibny ptistup k produkci 3D tkanovych struktur,
ale je nutné vyhodnotit rizné materidly pro biologické inkousty, aby byla splnéna
pozadovana kritéria pro vlastnosti skafoldi [ Gungor-Ozkerim et al., 2018]. Dal$imi cili jsou
minimalizace ztraty bun¢k, zintenzivnéni interakce mezi nimi a vytvoreni sité cév v tkanové
struktute [Hospodiuk et al., 2017]. Navzdory tomu je jiz mozné pomoci 3D biotisku vytvofit
perfuzni bunécné vrstvy cévnich konstrukci, které se wuplatni v inzenyrskych
prevaskularizovanych tkanovych konstruktech [Jia et al., 2016]. Hlavnim problémem
kostniho tkanového inzenyrstvi nebo obecné tkanového inzenyrstvi je totiz vaskularizace
tkané. Zhu a kol. se pokusili studovat architekturu cévni sité a vyvinuli novou metodu
zalozenou na rychlém 3D tisku, tzv. mikroskopicky kontinualni opticky biotisk (WCOB) pro
vaskularizovanou tkan [Zhu et al., 2016].

3D biotisk je sice soucasti tkanového inzenyrstvi, ale bude trvat dlouho, nez se
z akademickych produktl stanou produkty vhodné pro klinické pouziti. V soucasné dob¢ je
zamérem standardizovat a certifikovat zdravotnické prostfedky vyrobené pomoci 3D tisku a
vytesit pravni problémy [An et al., 2015].

1.3.4 Osteointegrace a jeji hodnoceni

Osteointegrace implantatu miiZe byt povazovana za Gispé$nou, pokud splituje urcita kritéria
z hlediska funkce, fyziologie tkani a 1 spokojenosti uZivatele [Babuska et al., 2015]. Za
objevitele moderni osteointegrace je povazovan Svédsky ortopedicky chirurg Per Ingvar
Brdanemark (1929 — 2014), ktery se svymi spolupracovniky umistil titanovy implantat se
zavitem do nohy kralika. Pozoroval, jak kost rostla v blizkosti implantatu, aZz k nému velmi
efektivné prilnula. Na zaklad¢ t€chto poznatkd Branemark definoval pojem osteointegrace
jako ,pfimé strukturdlni a funkéni spojeni mezi Zivou kosti a povrchem nosného
implantatu® [Pasqualini and Pasqualini, 2009]. Osteointegrace je také histologicky
definovéna v Dorlandov¢ ilustrovaném lékarském slovniku jako pfimé ukotveni implantatu
vytvofenim kostni tkan¢ kolem implantatu bez ristu fibrézni tkan€ na rozhrani kosti a
implantatu. Vzhledem k tomu, Ze histologické definice maji nékteré nedostatky, predev§im
to, ze maji omezené klinické pouziti, byla navrzena jind, vice biomechanicky orientovana
definice osteointegrace jako "proces, pii kterém je dosaZzeno klinicky asymptomatické pevné
fixace aloplastickych materidli v kosti a tato fixace se udrzuje v pribéhu funkéni zatéze"
[Albrektsson and Johansson, 2001].
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Dobrou osteointegraci materidlti pro kostni tkanové inzenyrstvi zajistuje jejich dostatecna
bioaktivita, tzn. osteoinduktivita a osteokonduktivita. Fyzikalné¢ chemické vlastnosti a
modifikace povrchli materialti pro vyrobu kostnich implantat mohou ovlivnit adhezi bunék,
jejich proliferaci a také jejich morfologii [Liu et al., 2021].

Sledovani viability a proliferace bunék

Je nutné, aby materialy pouzivané pro piipravu skafoldd nahrazujici a podporujici tvorbu
tkdn¢ fungovaly jako substrat podporujici adhezi bunék, jejich naslednou proliferaci a
biosyntézu. Adheze bun¢k hraje zésadni roli v bunééné komunikaci a ma velky vyznam pfi
vyvoji a udrzovani tkani. Je to schopnost jedné bunky pfilnout k jiné nebo k ECM. In vitro
je vétSina savcich bunck zavisla na ukotveni a pevném piichyceni k podkladu. Podle tzv.
modelu bunécné adheze, ¢im vice burika ptilne, tim vétsi je pocet jejich chemickych vazeb
k povrchu. Bunécéné adheze se podili na stimulaci signald, které reguluji diferenciaci bunék,
bunéény cyklus, jejich migraci a ptezivani. Pro ruzné aplikace jsou zapotiebi rtizné
pozadavky na jejich adhezi. Naptiklad biomateridly interagujici s krvi, jako napt. umélé
srdecni chlopné nebo cévy, vyzaduji nulovou adherenci k bukkdm nebo plazmatickym
proteiniim, aby se zabranilo vzniku trombdzy a embolie. Na druhou stranu je nutné, aby
materialy pouzivané pro ptipravu skafoldl nahrazujici a podporujici tvorbu tkané€ fungovaly
jako substrat podporujici adhezi bun€k, jejich naslednou proliferaci a biosyntézu. Pro
analyzu adheze bun¢k v oblasti studia biomateriald, G¢inki jejich biochemického osetieni a
podnéta prostfedi na bunéénou kulturu je pouzivana cela fada riznych technik [Khalili and
Ahmad, 2015].

Viabilitu a proliferaci bun¢k lze méfit pomoci komeréné dostupnych kiti, které jsou
jednoduché, rychlé a citlivé. Napt. kit pro pocitani bun€k, Cell Counting Kit — 8§ (CCK-8,
Bimake, Mnichov, Némecko) je roztok obsahujici ve vod¢é dobie rozpustnou tetrazoliovou
sul WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium sodné sul], ktera se po redukci bunécnymi dehydrogendzami pfeménuje na
formazanové barvivo a jeho mnozstvi je pfimo imeérné poctu Zivych bun€k. Na obdobném
principu funguje 1 kit s oznaCenim MTT Cell Viability Assay (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), ktery je ale pomalejsi a méné citlivy v porovnani s CCK-8 [Cai et al.,
2019].

Sledovani morfologie bunék

Pro zékladni analyzu pfiblizného tvaru bun€k po uchyceni na biomaterial 1ze pouZit jejich
obarveni krystalovou violeti. Pfed samotnym barvenim je nutnd fixace bunck. Pokud se
k obarvenym vzorkim piida roztok dodecylsulfatu sodného, dojde k uvolnéni krystalové
violeti a pomoci optické hustoty v mikrodestickovém readeru lze stanovit proliferaci
kvantitativné [Forsprecher et al., 2009].

Podrobngjsi informace o morfologii bunék muize poskytnout fluorescenéni barveni
specifickych bunéénych struktur. Aktinovy cytoskelet tvofeny souborem aktinovych
filament je struktura umoznujici migraci bunék, ale také zménu tvaru buiiky. Mechanické
vlastnosti povrchu fidi intracelularni motilitu a morfogenezi membranovych organel, které
umoziuji bukam vytvaret adheze. Dalsi cytoskeletalni protein vinkulin slouzi k ukotveni
aktinovych filament k membrané a hraje téz dualeZitou roli pfi migraci bunék a také v fizeni
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jejich tvaru. Pro vizualizaci lokalnich adhezi se pouzivda monoklondlni protilatka
antivinkulin [Svitkina, 2018]. Barveni bunécného jadra se provadi pomoci latky, ktera se po
navazani na DNA uvoliiuje a vyzatuje fluorescenci [Rabel et al., 2020].

Nejpokrocilejsi metodou sledovani morfologie bunék je skenovaci elektronovéa mikroskopie
(SEM), ktera dokaze odhalit morfologické charakteristiky bunék, ECM a mineralt, které
jsou hlavnimi slozkami zralé kostni tkdné€. Pfed samotnym pozorovanim bunék je nutné je
nejprve dehydratovat vzestupnou alkoholovou fadou a vysuSit hexamethyldisilazanem
s naslednym susenim v exsikatoru [Bozhokin et al., 2021].

Samotné sledovani morfologie bun€k pro jejich identifikaci vSak neni zcela spolehlivé,

protoze vétSina bunék béhem ristu méni svlij vzhled a navic mnoho riiznych typti bunck
vypadé velmi podobné [Steinerova et al., 2021].
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1.4 Hydrogely

Hydrogely jsou trojrozmérné, zesitované, hydrofilni biopolymerni struktury. Diky
schopnosti botnat mohou absorbovat a pevné zadrzovat velké mnozstvi vody nebo
biologické tekutiny ve svém zbotnalém stavu, aniz by dochézelo k jejich rozpusténi. Toto je
zpusobeno predevsim diky pfitomnosti hydrofilnich skupin, jako napt. -NH», -COOH, —OH,
—CONH;, -CONH-, nebo —SO3H [Chocholata et al., 2020; Huynh et al., 2011]. Hydrogely
ze své podstaty také pomérné dobie reaguji na zmény podminek okolniho prostredi, jako
jsou napft. pH, teplota nebo mechanické naméhani, ¢imz se po zabudovani bun¢k velice
podobaji zivym tkdnim. Diky porovité struktuie hydrogeld je také dobte zabezpecena difuze
zivin a odpadnich latek a tak vytvaieji vhodné prostifedi pro spravnou proliferaci bun¢k.
S vyhodou jsou proto pouzivany v tkanovém inZenyrstvi pro svoji schopnost uvoliiovani
1é¢iv. Celkové prostupovani zivin dovnitt a bunéénych produktii ven z gelu urcuje charakter
vody v nich obsazené [Caliari and Burdick, 2016]. Velkou vyhodou urcitych typti hydrogelt
je také moznost jejich sitovani in situ pfimo v misté defektu, coz umoziuje injekéni aplikace
téchto materialt a diky tomu mén¢ invazivni zakroky oproti, napt. aplikacim jiz hotovych
skafoldii. Zesitovani materidlti pfimo v misté defektu ma také velkou vyhodu z hlediska
augmentace defektu, kdy v tomto mist¢ dochazi k vyplnéni celého objemu bez nutnosti jeho
zaCiStovani nebo tvarovani skafoldd s pevnym tvarem [Ullah et al., 2015]. Nevyhodou
hydrogelti mohou byt v rdmci nékterych aplikaci (mekké tkan€) jejich horsi mechanické
vlastnosti, zejména z hlediska pevnosti, kdy jiz pfi mensim namahini miZze dochazet
k nevratnym deformacim téchto materidli. Dal§im problémem je jejich sterilizace [Hoffman,
2012]. Vyhody a nevyhody hydrogeli jsou shrnuty v tabulce 8.

Tabulka 8 - Nékteré vyhody a nevyhody hydrogeli
[Ghasemiyeh and Mohammadi-Samani, 2019]

Ochrana bunék a nestabilnich
biochemickéch faktorid (peptidy proteiny,
oligonukleotidy DNA) ve vodném prostiedi
Velmi dobry transport Ziviny do bunék a
Vyhody hydrogeli odpadnich produktl z bunék

Snadnd modifikace pomoci ligandl
bunécné adheze

Moznost injekéni aplikace

Obvykle biokompatibilni

vvvvvv

Hor$i mechanické vlastnosti

Nevyhody hydrogela Mozn¢é komplikace se zavedenim bunck a
riznych faktorl pro injekéni aplikaci
Problematicka sterilizace

Velky potencial hydrogelti se ukazuje v neinvazivnich, dalkove ovladanych terapiich, véetné
cileného podavani 1€k, dale v regenerativni medicing, tkanovém inZenyrstvi a implantaci
umélych organti. V oblasti 1écby kostnich defektl, vzniklych napt. po nadorech, dochazi
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pomoci pfitomnych bun¢k a biologicky aktivnich latek k podpote regenerace kostni tkané.
Zde neni totiz cilem nahrazovat Casti kosti a to vzhledem k jejich nosnym a opérnym
funkcim. Hydrogely nachazeji také velké vyuziti v oftalmologii pro u¢inné podavani 1éku.
Daéle jsou vyuzivany pro zvyseni u¢inkl protirakovinové 1é¢by, kdy je 1ze enkapsulovat do
hydrogelu a injek¢éné aplikovat pfimo do mista naddoru a tim snizit zatéz organismu [Mantha
et al., 2019; Chocholata et al., 2021].

1.4.1 Historie hydrogeli

Poprvé bylo slovo ,,hydrogel* pouzito v ¢lanku publikovaném roku 1894 [Yahia et al., 2015].
Ovsem tehdy popsany materidl nebyl hydrogel, jak jej zndme dnes, ale jednalo se o koloidni
gel vyrobeny z anorganickych soli. Od té doby byl nazev ,,hydrogel” pouzivan pro 3D
strukturu z pfirodniho hydrofilniho polymeru, ve kterém byla sit’ vytvoiena bud’ chemicky,
nebo fyzikéln¢ [Lee et al., 2013]. Hydrogel, ve smyslu, jak jej zndme dnes, se objevil
v literatufe az mnohem pozdé&ji, vroce 1960. Byl popséan jednou ze svych typickych
vlastnosti, vysokou afinitou k vod¢. Jednalo se o hydrogel polyhydroxyethylmethakrylatu,
ktery tehdy Otto Wichterle a jeho spolupracovnik Drahoslav Lim vyvinuli s ambicioznim
cilem pro aplikace s lidskymi tkdnémi a zacal se pouzivat pro vyrobu kontaktnich ¢ocek
[Buwalda et al., 2014]. Od té¢ doby pocetu studii hydrogeli pro biomedicinské aplikace
zacalo ptibyvat, zejména v 70. letech minulého stoleti. Ke skute¢nému rozvoji hydrogelii
pro pouziti v mediciné doSlo potom v 90. letech. V soucasné dobé jsou ,,inteligentni
hydrogely” zcela ptizpusobeny pfislusSnym aplikacim v Sirokém spektru obort od
zdravotnickych prostfedkt az po strojirenstvi [Lee et al., 2013].

Tak, jak se postupné hydrogely vyvijely, Ize jejich historii rozdélit do tfech hlavnich bloka
(obrazek 6) a mizeme v podstaté rozlisit tfi generace hydrogelii. U prvni generace bylo
cilem vyvinout material s vysokou botnavosti a dobrymi mechanickymi vlastnostmi na
relativné jednoduchém principu s vyuzitim Siroké Skaly sitovacich procesii [Buwalda et al.,
2017]. Od sedmdesatych let se objevilo jiné pojeti hydrogelu a tzv. druha generace. Tato
generace byla schopna reagovat na specifické podnéty, jako jsou zmény teploty, pH nebo
koncentrace specifickych molekul v roztoku, a tak spoustét specifické reakce, napf.
polymerace materidlu, fizené uvoliiovani 1éCiv, nebo tvorba porh in situ. Kone¢né tieti
generace hydrogelil je zaméfena na vyvoj stereokomplexnich materialii (napf. interakce
polyethylenglykolu a kyseliny polymlécné), zesitovani hydrogelti za pomoci kovovych
ligandti a fyzikalnich interakci [Buwalda et al., 2014].
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Obrizek 6 - Casova osa vystihujici nejdileZitéjsi okamzZiky ve vyvoji hydrogeli

1.4.2 Mechanické vlastnosti hydrogel

Hydrogely jsou ze své podstaty zesitované hydrofilni polymery. Mechanické vlastnosti
hydrogeli jsou ovlivnény volbou samotného polymeru, jeho chemickym slozenim,
strukturou, molekulovou hmotnosti, koncentraci, pH, nadbojem a v neposledni fad¢ typem a
hustotou sitovani. Volbou vhodného polymeru a sitovaci reakce tak miizeme ovlivnit finalni
vlastnosti téchto materidlli, a to jak z hlediska jejich mechanickych, tak i biologickych
vlastnosti a jejich stability. Toto pak umoziuje variabilitu jejich pouziti pro rizné aplikace
[Vedadghavami et al., 2017].

Mechanické chovani hydrogelil 1ze nejlépe pochopit pomoci teorie pruznosti pryZe a teorie
viskoelasticity. Ob¢ tyto teorie jsou zalozeny na Casové nezdvislém a Casov€ zavislém
obnoveni orientace a struktury polymerniho fetézce pfi jeho naméhani a deformaci. Pomoci
téchto teorii je mozné analyzovat strukturu polymeru a ziskat informace o poctu elasticky
aktivnich fetézcii. Viskoelastické vlastnosti hydrogelll vyplyvaji z jejich struktury. Ve své
struktufe obsahuji jak kapalné disperzni prostiedi, coz souvisi s jejich viskozitou, tak
polymerni sit’, kterd jim dava vlastnosti typické pro tuha té€lesa. Mira jejich naméahani potom
urcuje, zda se budou chovat jako elasticka télesa nebo dojde k prekro€eni urCité meze a
dochézi u nich k trvalé deformaci a te€eni [Caliari and Burdick, 2016].

Mechanické vlastnosti hydrogeld 1ze stanovit pomoci riznych metod, kdy se sleduje vliv
napéti na deformaci vzorkl za riiznych podminek. Nejcastéji se vSak vyuziva dynamické
namahani a sleduje se vliv napéti a deformace materialu v ¢ase, coZ je principem oscilacnich
testl, které existuji dva. Bud’ se jedna o test amplitudovy, kdy je nastavena konstantni
frekvence oscilace a méni se amplituda deformace. Hlavnim tkolem tohoto testu je zjistit,
pfi jaké amplitud€ deformace dochazi k nevratnému poskozeni sledovanych vzorki a trvalé
deformaci. Druhy typ je test frekvencni, kdy je nastavena konstantni amplituda deformace a
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meéni se frekvence tohoto namahani (postupné od nejmensi hodnoty k nejvyssi) [Sadykov et
al., 2022]. Vznika fazovy posun mezi deformaci a napétim, coz je typické pravé pro
viskoelastické materialy a je métitkem jejich pruznosti. Tento fazovy posun se pouziva pro
stanoveni elastického (dynamického) modulu materialu G’ (storage modulus), ktery je
definovan jako pomér pruzného (fazového) napéti a deformace. Tento modul se vztahuje ke
schopnosti matrialu uchovavat energii. Podobné, ztratovy modul materialu G’ (loss modulus)
je pomérem viskozni (mezifazové) slozky a napéti. Souvisi se schopnosti materialu udrzet
se vrovnovaze a odvadét napéti prostiednictvim tepla. Pomér téchto dvou modula je
definovan jako ztratovy thel (ztratovy Cinitel; tg d) a urCuje ztratu mechanické prace
materidlu pfi dynamickém namahéni. U materialt s vét§Sim modulem pruznosti, které jsou
houzevnatéjsi, dochdzi pfi jejich naméahani k mensi deformaci. Pokud je vysledny ztratovy
uhel vétsi nez 1, prevazuji vlastnosti viskdzni a pokud je jeho hodnota mensi nez 1, prevazuji
elastické vlastnosti [Zhang et al., 2010].

1.4.3 Sitovani hydrogelt

Jak jiz bylo uvedeno, trojrozmérna struktura hydrogelu vznikd vytvofenim vazeb mezi
polymernimi fetézci. Pocet a typ téchto pficnych vazeb ovliviiuje fyzikdlni vlastnosti
hydrogelu. Tyto vazby maji potom vliv na elasticitu (mohou se napinat a zase se vracet do
puvodniho stavu), viskozitu (odolnost k teCeni), nerozpustnost, nartst pevnosti a
houZevnatosti. S rostoucim poctem piicnych vazeb se hydrogely stavaji tuzSimi a nemohou
byt jiz tolik napinany, jsou mén¢ viskozni, tim 1 méné pruzné, az se mohou dokonce stat
kfehkymi. Sitovani ma dale za nasledek nerozpustnost polymeru vlivem silnych
kovalentnich vazeb, kterymi jsou fetézce k sobé vazany. Takovy polymer potom muze
rozpoustédlo absorbovat a vytvotit gel [Hong et al., 2020].

Zpusob sitovani do zna¢né miry ovliviiuje mechanické a biochemické vlastnosti. Hydrogely
na bazi stejnych polymert, ale srtznou strukturou sitovani, mohou vykazovat rGzné
vlastnosti. Rizenim stupn& zesitovani je mozné vyladit vlastnosti materidlu a vhodné je
optimalizovat pro riizné aplikace, ¢imZ je mozné Sirokospektré vyuZiti polymeru stejn¢ho
ptuvodu. Piehled zpiisobl sitovani hydrogelii uvadi tabulka 9. Pro sitovani hydrogell se
pouzivaji dvé zakladni metody, poptipad¢ i jejich kombinace [Hu et al., 2019]:

o fyzikalni sitovani (nekovalentni vazby), ke kterému dochazi naptiklad diky
hydrofobnim interakcim mezi fetézci, iontovym interakcim mezi polyaniontem a
polykationtem nebo vicevalentnimi kationty,

e chemické sit’ovdani (kovalentni vazby), které zahrnuje fotopolymeraci (napf.
ultrafialové zafeni), enzymem indukované sitovani nebo sitovani pomoci sitovaciho
¢inidla.
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Fyzikalni sitovani

Vazby ve fyzikalné zesitovaném hydrogelu jsou obvykle vytvareny mezimolekulovymi
reverzibilnimi interakcemi (tabulka 9). Vyznamnym piinosem tohoto zptisobu sitovani je
biomedicinskd bezpecnost diky absenci chemickych sitovacich ¢inidel. Tim je zamezeno
potencidlni cytotoxicité vlivem nezreagovanych chemickych latek. Dilezitéjsi je ovSem to,
ze takto zesitované hydrogely reaguji na podnéty samoregeneraci a Ize je injek¢né aplikovat
pti pokojové teploté. Proto jsou fyzikalné zesitované hydrogely vyuzivany pro enkapsulaci
zivych bun€k a podavani terapeutickych molekul. Na druhou stranu takto zesitované
hydrogely vykazuji niz§i mechanické vlastnosti a jsou méné¢ stabilni [Parhi, 2017].

Chemické sitovani

U chemicky zesitovanych polymeri se vytvaii mezi fetézci kovalentni vazby, které jsou ve
srovnani s fyzikalnim zesitovanim pevné a trvalé (tabulka 9). Takto zesitované hydrogely
jsou za fyziologickych podminek stabilnéjsi, s vynikajicimi mechanickymi vlastnostmi a
laditelnym chovanim béhem degradace [Rouillard et al., 2011].

Tabulka 9 - Piehled zpiisobii sitovani hydrogeli

Iontové/elektrostatické interakce [Hu et al.,
2019]
Hydrofobni interakce [Sadykov et al., 2022]
Krystalizace [Hatakeyema et al., 2005]
Vodikova vazba [Yi et al., 2015]
Pomoci koordinace kovi [Hu et al., 2019]
Vazba mezi hostitelem a hostem
[Mukhopadhyay et al., 2018]
Fotopolymerizace [Han et al., 2022]
Enzymov¢ katalyzovand reakce [Moreira
Teixeira et al., 2012]
Pomoci "click chemistry":
e Diels-Alderova reakce [Cramer and
Truhlar, 1994],
e tvorba Schiffovy baze [Hu et al,
2019],

e oximove sitové vazby,

Fyzikalni sitovani hydrogeli

Chemické sitovani hydrogeli

e adice Michaelova typu [Samui,
2022]

Dynamickd kovalentni vazba [Marco-
Dufort and Tibbitt, 2019]
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1.4.4 Hustota a pérovitost hydrogeli

Porosita a architektura porit ve smyslu pérovitosti a vzajemné propojenosti port hraji
vyznamnou funkci pro viabilitu, proliferaci a migraci bunck. Vzijemné propojeni port
umoziuje bunkam prorastani, vaskularizaci a difuzi zivin pro jejich existenci v hydrogelu.
Stupent poérovitosti dale podstatné ovliviluje mechanické vlastnosti, pfi¢emz tuhost klesa
s rostouci porovitosti. Péry ve vzorku mohou mit riznou morfologii, mohou byt [ Annabi et
al., 2010]:

e uzaviene,

e oteviené (slepy konec nebo vzajemné propojené),

e rozd¢lené na dutiny a hrdla.

Experimentalné bylo prokazano, ze optimalni velikost port implantatu pro regeneraci tkani
je 5 um pro neovaskularizaci, 5—15 um pro vrtstani fibroblastti, 20 — 125 pm pro regeneraci
ktze, 100-350 pum pro regeneraci kostni tkan¢, 40 — 100 um pro vrastani osteoidu a 20 pm
pro rust hepatocytd. Fibrovaskularni tkan vyzaduje pory o velikosti vétsi nez 500 pm, aby
mohlo dojit k rychlé vaskularizaci a preziti transplantovanych bunék. Bylo zjisténo, ze
hydrogely s mensi velikosti pora spiSe podporuji rist bunék nez diferenciaci, coz vede
k prertstani bun€k béhem jejich stfedni a pozdni faze diferenciace [Anovitz and Cole, 2015].
Rizeni porovitosti a mikroarchitektury hraje tedy kli¢ovou roli pfi regulaci vlastnosti uméle
vytvorené tkané. Kombinaci metod pro ptipravu hydrogeld lze pfipravit systémy s vhodnou
porovitosti pro danou aplikaci v tkdnovém inzenyrstvi a je mozné i zlepsit jejich integraci
v ramci hostitelské tkan¢ [Lien et al., 2009].

Morfologii hydrogelti 1ze posoudit mikroskopickymi technikami. Podle rostouci sily
zvétseni se jedné o [Bertoldi et al., 2011]:

e optickou mikroskopii (OM),

e stereomikroskopii (SM),

e tunelovou mikroskopii (SEM a TEM) a

e mikroskopii atomarnich sil (AFM).

Kromé& toho je dalsi dileZitou metodou mikro-CT, kterd se také nazyva rentgenova
mikrotomografie. Jednd se o zobrazovaci techniku, jednoduSe popsanou jako nedestruktivni
radiografii s vysokym rozliSenim. Touto metodou je mozné provadét kvalitativni a
kvantitativni testy vzorkti a vyhodnocovat vzajemné propojeni port. Mikro-CT mize
poskytnout informace o primérné velikosti pord, distribuci velikosti a jejich propojent,
tloust'ce port/stén a anizotropii/izotropii vzorku (ve smyslu pfitomnosti/neptitomnosti
preferencni orientace port) [Chen, 2020].
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1.5 Soucasnost a budoucnost kostniho tkafiového inZenyrstvi

Kost vykazuje skuteCny regeneracni potencial. Hojeni zlomenin je piikladem, kdy
regenerace probiha prostiednictvim pfisné regulovanych sekvenci molekularnich a
bunécnych deji, které kopiruji tvorbu kostni tkan¢ pozorovanou béhem embryogeneze.
Presto v neékterych ptipadech regenerace kosti neprobiha spravné a je nutny terapeuticky
zasah. Regenerace kosti totiz vyzaduje vzajemnou komunikaci mezi faktory mikroprostredi
a builkkami. Kostni tkanové inzenyrstvi se pokousi napodobit toto pfirozené prostiedi
dodavanim bun¢k schopnych osteodiferenciace v biomaterialech podporujicich jejich adhezi
a proliferaci, idedln¢ také jejich degradaci s uvolilovanim ristovych faktorti za vzniku kostni
matrix [Quarto and Giannoni, 2016].

Vzhledem k tomu, ze kost je dynamickym systémem, méla by i kultivace vaskularizované
kostni tkdné probihat za dynamickych podminek pro zajisténi maximdlni perfuze zivin a
kysliku [Tang et al., 2016]. Bylo totiz prokézdno, Ze zlepSeni piisunu Zivin a zvySeni
vnitiniho smykového napéti pomoci sttedniho proudéni média vyznamné ovliviiuje expresi
osteogennich genl v osteoblastech [Grayson et al., 2008]. Existuje nékolik kultivac¢nich
systému zajist'ujicich tyto nezbytné transportni podminky pro bunéény rtst ve 3D rozmeérech,
jako napt. perfuzni bioreaktory, bioreaktory s rotujicimi sténami a bioreaktory s rotujicimi
buiikami. Bioreaktor tedy usnadiiuje pfimou perfuzi kultivacniho média [Grayson et al.,
2008], ¢imz jsou napodobeny fyziologické podminky i béhem kultivace [Egger et al., 2017].
Zjednodusen¢ feCeno, bioreaktor je systém, ve kterém je mozné fidit a monitorovat
kultivaéni podminky [Martin et al., 2004], a tak jej lze pouzit jako in vitro nastroje
k napodobeni pfirozenych podminek v lidském téle (pH, teplota, parcidlni tlak kysliku,
perfuze bunék, mechanické sily), které lze upravit podle potieby. Pomoci bioreaktora byly
vytvoteny nové struktury materialti s diive nevidanymi vlastnostmi, coz ukazuje na jejich
klicovou roli v tkdnovém inzenyrstvi [ Lavik and Langer, 2004].

I'kdyz je velice obtizné napodobit pfirozenou strukturu kosti, je snahou BTE se tomu alesponl
co nejvice piibliZit. In vitro se ukdzalo mnoho slibnych vysledkd, ale bohuzel jen mélo z nich
bylo tspésnych také in vivo. Piestoze bylo zkoumano jiz mnoho polymerd, je tieba vybrat
takové, které maji laditelné vlastnosti a mohou poskytnout platformu pro vice aplikaci
[Holzwarth and Ma, 2011]. Zavedenim 3D tisku doSlo ke znacnému zlepSeni struktur
skafoldl. Jeho aplikace na bunécéné struktury [Stevens, 2008] se ukazuje jako velmi slibna
pro velmi Sirokou Skélu pouZiti v regeneracni a transplantacni mediciné [Ozbolat et al.,
2016].

Komplikovany je vztah mezi imunitni odpovédi a obnovou tkani. Proto se koncepce
,ldedlniho* biomateridlu posouva od imunitné invazivniho k imunitné interaktivnimu, ktery
vyvolava odpovidajici imunologické reakce a umoziluje tak vlastni asimilaci a naslednou
obnovu tkané. Makrofagy, které fidi interakci mezi imunitnim systémem a biomateridly
upravou vnéjSich chemickych podminek nebo topografickych aspektli, jsou nyni cilem
mnoha vyzkum, kdy vzajemné piisobeni biomaterialti a makrofagi je klicovou sloZkou pii
regulaci regenerace tkan€. Vyznam imunitnich bun¢k v regulaci dynamiky kosti byl nedavno
zdiraznén rozvojem osteoimunologie, kterd zkoumda osteoimunomodulaéni vlastnosti
materialll pro uspéSnou regeneraci kosti [El-Husseiny et al., 2022].

Do popiedi mezi bio-skafoldy pouzivanymi pro rtzné ucely biomediciny a tkanového
inZenyrstvi se dostavaji hydrogely. Dokéazi pteklenout velké kostni defekty, posilit rist nové
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kosti a jeji rekonstrukci, a to diky zvlastnim schopnostem inkorporace a biodegradace.
V soucasné dob¢ jsou navrhovany nové hydrogely s inteligentnimi schopnostmi reagovat na
fyzikélni, biologické a chemické signdly nativnich tkadni. To vede ke konstrukci
inteligentnich hydrogelovych platforem, které mohou podle potieby reagovat na rtzné
podnéty. Tyto chytré na podnét reagujici hydrogely (SSRH, smart stimuli-responsive
hydrogels) mohou reagovat na jemné vykyvy prosttedi (teplota, pH, iontové sily, chemické
latky atd.) [Zhu et al., 2018]. Pravé hydrogely jsou vyznamnou tfidou biomateriali,
které mohou byt vstfikovany jako kapalina gelujici in situ. Takto vytvorené injektovatelné
hydrogely mohou byt vlozeny pifimo do mista defektu s komplexnim tvarem minimalné
invazivnim procesem. Vhodna a homogenni distribuce bunék, biologickych faktort a
molekularnich signali je jejich dalsi vyhodou oproti hydrogelim konven¢nim [Olov et al.,
2022].

Jednou znejvétSich vyzev tkanového inzenyrstvi je ziskat funkéni vaskularizovanou
nahradu pro slozité tkan¢é a organy. Vaskularizace je kriticka, at’ uz jde o tkan jater, kosti
nebo kiize a zatim neni jasné, ktery pfistup bude pro jednotlivé aplikace nejvhodnéjsi.
Kone¢nou motivaci pro tkanové inzenyrstvi je vyvoj celé uméle pfipravené tkané pro
transplantaci, jako jsme jiz dnes svédky pifi pouziti umélych cévnich §tépa u détskych
pacienti [Zilla et al., 2020].
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2 Prakticka ¢ast

2.1

Hlavni a dil¢i cile prace

Tato prace si klade za cil vybrat nejvhodnéjsi slozeni skafoldu ve formé hydrogelu na bazi
polyvinylalkoholu (PVA) a kyseliny hyaluronové (HA) obohacené¢ho hydroxyapatitem
(HAp), ktery by bylo mozné pouzit v kostnim tkanovém inzZenyrstvi pro regeneraci a
reparaci kostni tkang.

Dil¢i cile prace

1.

2.

Stanoveni optimalnich podminek ptipravy hydrogelu na bazi PVA/HA obohaceného
HAp.

Stanoveni nejvhodnéjsiho sloZeni hydrogelu na bazi PVA/HA obohacené¢ho HAp na
zakladé stanoveni in vitro biologickych vlastnosti (botnavost, degradace,
hemokompatibilita), adheze a proliferace bunék MG-63.

Vliv rozdilnych zptsobt ptipravy HAp (in situ a pfedem pfipraveny) na vlastnosti
hydrogelu s nejvhodnéjSim sloZenim, porovnani chemickych, mechanickych a
in vitro biologickych vlastnosti (botnavost, degradace, hemokompatibilita), adheze a
proliferace bunck MG-63.

Ovéfeni adheze a proliferace BM—hMSC na hydrogelu s vyhodnéjsim zptisobem
ptipravy HAp.

Ovéfeni osteogenni diferenciace BM—hMSC na hydrogelu s vyhodnéjsim
zpusobem ptipravy HAp.
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2.2 Material a metodika
2.2.1 Chemikalie

Polyvinylalkohol (PVA, Mw 145 000, pln¢ hydrolyzovany), Ca(NO3)-H20,
Ca(NO3)2-4H,0, NaCl, NaHCOs, KCI, (NH4):HPO4, KoHPO4-3H,O, NH3 (vSe Merck,
Praha, Ceska republika), kyselina hyaluronova (HA, Mw 1 800 000, ZVC Dr. L. Hoffmann,
Citov pod Ripem, Ceska republika), ethanol (96 %), CaClp, NaH,PO4-2H>O (vie Penta,
Praha, Ceska republika), KH>PO4 (Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika). MgCl,-6H>0,
HCIl, NaySOg4, Tris (vSe Lachema, Brno, Ceska republika), dexametazon, askorbat-2-fosfat,
B-glycerolfosfat, vitamin K3 (menadion) a vitamin D3 (cholekalciferol) (v§e Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), Triton-X100, glutaraldehyd (oba Carl ROTH GmbH, Karlsruhe,
Némecko), cetylpyridinium chlorid, NazPO4 - 12 H>0, AgNOs3, hydrochinon, Na;S»0s (vSe
P-LAB, Praha, Ceska republika).

2.2.2  Syntéza hydroxyapatitu

Hydroxyapatit (HAp, Caio(PO4)s(OH)2, Ca/P = 1,67) byl syntetizovan sol-gelovou metodou
[Kumar et al., 2009]. Za stalého michani a pii pokojové teploté bylo v deionizované vodé
rozpu$téno odpovidajici mnozstvi KH2POj4 tak, aby vznikl 0,6M roztok. Nasledné bylo
pridano odpovidajici mnozstvi Ca(NQOs), aby byl zajistén poméer Ca/P = 1,67. Pro zachovani
pH = 10 byl pfidan ziedény roztok NH3 (roztok NH3 - H,O = 1:2) a smés byla za stalého
michani homogenizovana pii pokojové teploté az vznikla dokonale homogenni suspenze.
Poté smés zrala 24 h pii pokojové teploté. Pouzity NH3 byl odstranén vymyvanim pomoci
deionizované vody do neutralniho pH. Suspenze HAp byla vysusena pii teploté 70 °C po
dobu 1 hodiny v susarné. K ziskdni vysledného praSku HAp byla pouzita tfeci miska
s tlouckem. Analyza pfipraveného produktu byla provedena pomoci infraervené
spektrofotometrie (FTIR Nicolet iS5, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).

2.2.3 Piiprava skafoldu s pfedem pfipravenym hydroxyapatitem

Vodny roztok PVA (5 %) byl pfipraven rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi prasku
v deionizované vodé za stalého michani pti teploté 90 °C, dokud nevznikl homogenni roztok.
Navéazené mnozstvi HA pro piipravu 1 % vodného roztoku bylo rozpusténo v deionizované
vodé za stalého michani pfi teploté 50 °C, dokud nevznikl homogenni roztok. Roztoky PVA
a HA byly smichany v objemovém poméru 3:1 (oznaceno jako A) a 1:1 (oznaceno jako B)
a michany 24 hod za mirného ohtevu (40 °C). Vodna suspenze HAp (5 %) piipravena
z odpovidajiciho mnozstvi predem piipraveného prasku byla k t¢émto dvéma typtim smési
ptiddna za pouziti sonikatoru UP100H (Hielscher, Teltow, Némecko) v objemovém poméru
HA/HAp 1:1 (ozn. HA1, HB1), 1:2 (ozn. HA2, HB2) a 1:3 (ozn. HA3, HB3). Homogenni
smési byly nality do 24-jamkovych desticek (TPP, Techno Plastic Products, Trasadingen,
Svycarsko).
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2.2.4 Ptiprava skafoldu se syntézou hydroxyapatitu in situ

Syntéza castic HAp in situ probihala za pfitomnosti smési PVA a HA v objemovém poméru
PVA/HA 3:1 a 1:1, jak bylo popséano vyse. Pro zachovani pH okolo 9 byl pouZit roztok NHs.
Vodny roztok CaCl (0,5M) byl pomalu ptidavan za stalého michani a pfi mirném ohifevu
(45 °C) do smé&si PVA/HA a celd smés byla homogenizovana po dobu 24 hod za mirného
ohtevu (45 °C). Poté byl po kapkach ptidavan vodny roztok NaH>POs (0,3M) za vzniku
mlécného zabarveni, coz potvrdilo vznik HAp. Byly pfipraveny dva typy smési
v objemovém poméru HA/HAp 1:2 (ozn. IHA2, IHB2). Homogenni sm¢s byla nalita do
24-jamkové desticky a ponechéana pti pokojové teploté po dobu 72 hod, aby doslo ke zrani
in situ vytvoren¢ho HAp [Mollazadeh et al., 2007].

2.2.5 Ptiprava hydrogelu

Kone¢ny porézni fyzikalné zesitovany hydrogel byl ziskdn zmrazenim homogennich smési
ve 24-jamkovych destickach na teplotu - 20 °C po dobu 12 hod a poté rozmrazenim pfti
pokojové teploté (+ 25 °C) téz po dobu 12 hod (1 cyklus). Tento postup byl opakovén jesté
Sestkrat, tzn., celkem probéhlo 7 cykli fyzikdlniho sitovani. Takto byly pfipraveny
hydrogelové vzorky skafoldl o priméru 1,5 cm a tloust'ce asi 0,5 cm.

2.2.6 Stanoveni optimalni koncentrace PVA a poctu cykla sitovani

Optimalni koncentrace roztoku PVA a pocet cykli fyzikalniho sitovani byly urceny na
zaklad¢ stanoveni hustoty a porovitosti u vzorkl pfipravenych z vodného roztoku PVA
o koncentraci 15 % (ozn. 1), 10 % (ozn. 2) a 5 % (ozn. 3). Vzorky byly vystaveny tfem (ozn.
A), péti (ozn. B) a deseti (ozn. C) cyklim zmrazeni na teplotu - 20 °C po dobu 12 hod a
rozmrazeni pii pokojove teploté (+ 25 °C) po dobu 12 hod (1 cyklus). Pro hodnoceni byly
vzdy pouzity tii vzorky od kazdého typu.

2.2.7 Stanoveni porovitosti a hustoty hydrogelu

Oteviena porovitost a hustota hydrogelu byly stanoveny metodou vytésnéni kapaliny ze
vzorku na zdkladé¢ Archimedova zékona [Su et al., 2019]. K méfeni byly pouzity skafoldy
pfedem mrazem vysuSené 72 h, 0,5 mbar v lyofilizatoru (LyoQuest, Telstar Group,
Barcelona, Spanélsko). Lyofilizovany a pfedem zvazeny vzorek (m) byl ponofen do
odmérného valce se znamym objemem 70 % ethanolu (V1), ktery neni rozpoustédlem pro
tento hydrogel. Bylo provedeno né€kolik kratkych cykli evakuace a represe po dobu asi 5 min,
aby ethanol 1épe pronikl do pori skafoldu. Poté byl stanoven objem kapaliny a kapalinou
impregnovaného skafoldu (V2). Po vyjmuti skafoldu z odmérného valce, byl zméten objem
zbyvajici kapaliny (V3) a oteviend porovitost (P) byla stanovena jako:

_Vi-Vv3
P = r— x 100 [%] (1)
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V1 ... pocatecni objem ethanolu
V> ... objem ethanolu a ethanolem impregnovaného skafoldu
V3 ... objem zbyvajici kapaliny po vyjmuti skafoldu

Hustota hydrogelu (p) byla potom vypocitana pomoci pfedem stanovené hmotnosti (m) jako:

m

p =y lg/m’1@

m ... pocatecni hmotnost lyofilizovaného skafoldu
V> ... objem ethanolu a ethanolem impregnovaného skafoldu
V3 ... objem zbyvajici kapaliny po vyjmuti skafoldu

Vysledné hodnota pérovitosti a hustoty hydrogelu byla vypoctena jako primérna hodnota
ze ti1 méfenych vzorki.

2.2.8 Analyza hydroxyapatitu

Fazovd analyza HAp byla provedena pomoci infracervené spektrofotometrie (FTIR,
Fourier-transform  infrared spectroscopy). Infraervend spektra byla zméfena
spektrofotometrem iS50 (Thermo Nicolet Instruments Co., Madison, USA) ve spektralni
oblasti 4 000 — 400 cm™ s rozlienim 4 cm™ priimérovanim 64 scani metodou zeslabené
totalni reflexe (ATR, Attenuated Total Reflexion), kdy se méti spektrum odrazem od povrchu
meétfené latky. Naméfend spektra byla vyhodnocena pomoci programu OMNIC Software
2019. Pro analyzu HAp ve skafoldech pomoci FTIR byly materialy upraveny kalcinaci pfi
teploté 500 °C na vzduchu. Tato teplota byla stanovena zamérné, aby se organické latky
zcela odstranily a anorganicka ¢ast nebyla ovlivnéna.

Pro energiové disperzni spektroskopii (EDS) byly vzorky ve formé praSku pomoci
spektralniho uhlikového terce adjustovany na hlinikovy stab a pokryty vrstvou uhliku na
naprasovacce Leica EM ACE600 (Specion s.r.0., Most, CR) o tloustce pokryvu 11,19 nm.
EDS analyzy byly méfeny vreZzimu vysokého vakua na skenovacim elektronovém
mikroskopu STEM Apreo S LoVac (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
v systétmu APEX EDAX s EDS detektorem Octane Elite SDD (EDAX, Ametek, Berwyn,
Pensylvanie, USA). Bylo proméfeno pét nahodné zvolenych poli ve zvétSeni 1 000krat
(plocha 97 767 pm?), celkova proméiend plocha na jednom vzorku byla 488 835 um?. Pfi
analyze bylo pouzito urychlovaci napéti 15 keV a nastavena korekce na pokryv uhlikem
11,2 nm.
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2.2.9 Biologické hodnoceni hydrogelt in vitro

Botnani

Stupeii zbotnani hydrogelli byl stanoven ponofenim piedem zvazenych (m;) lyofilizovanych
vzorkl do 10 ml fosfatového pufru (PBS, phosphate buffered saline). Vzorky byly ulozeny
do inkubétoru pti 37 °C, 5 % CO» a postupné vazeny az bylo dosazeno neménné hmotnosti
(my). Pro stanoveni byly pouzity 3 vzorky od kazdého typu a rovnovazny stupen zbotnani
(Sw) byl stanoven podle vztahu:

Swl%] = [@] x 100 (3)

m; ... pocatecni hmotnost lyofilizovaného vzorku
my ... konecnd neménnd hmotnost vzorku

Vyslednd hodnota byla stanovena jako primérné hodnota ze tff métenych vzorkd.
Studium degradace
Hodnoceni biodegradability bylo provedeno ponofenim skafoldii do roztoku simulované

télni tekutiny (SBF, simulated body fluid) pti teploté 37 °C, 5 % COx po dobu 25 dni. Roztok
SBF byl pfipraven podle Kukubo et al. (tabulka 10) [Kokubo and Takadama, 2006].

Tabulka 10 — SlozKky roztoku SBF a jejich mnoZzstvi

pro piipravu 500 ml
Poradi Chemicka latka MnozZstvi
1 NaCl 4,018 g
2 NaHCOs3 0,178 g
3 KCl 0,114 ¢g
4 K:HPO4 3H>0 0,116 g
5 MgCl 6H20 0,159 g
6 IM HC1 19,5 ml
7 CaClz 0,146 g
8 NazS04 0,036 g
9 Tris 3,059 ¢
10 IM HC1 1,84 ml

Kazdy lyofilizovany vzorek byl zvaZen (ma.) a ponofen do zkumavky obsahujici 10 ml SBF.
Zkumavky byly uzavieny vickem, utésnény parafilmem a ponechany v inkubatoru pii
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teplot¢ 37 °C, 5 % CO2 po dobu 25 dnil. Pote byly skafoldy suSeny v laboratorni susarn¢ pfi
teploté 50 °C po dobu 4 dnil a zvazeny (myp). Ubytek hmotnosti byl stanoven podle vztahu:

ubytek hmotnosti [%] = [@] X 100 (4)

my ... pocdtecni hmotnost lyofilizovaného vzorku
my ... konecna hmotnost vzorku po inkubaci a vysuseni

Od kazdého typu skafoldu byly degradaci podrobeny vzdy tii vzorky a vysledny ubytek
hmotnosti byl stanoven jako jejich primérna hodnota.

Hemolyticky test

Hemolyticky test [Pal and Pal, 2006] se provadi pro ovéfeni hemokompatibility vzorkd.
Cerstva lidska krev (8 ml ve zkumavce s citritem sodnym) byla zfedéna 10 ml
fyziologického roztoku (0,9 % NaCl). Do kazdé zkumavky s 10 ml fyziologického roztoku
ptedehiatého na 37 °C po dobu 30 minut byl pfidan jeden vzorek (As), 0,2 ml ziedéné krve
a vSe bylo zahtivano v inkubatoru na 37 °C s 5 % CO; po dobu 60 minut. Jako negativni
kontrola (Anc) byl pouzit roztok 0,2 ml zfedéné krve v 10 ml fyziologického roztoku a jako
pozitivni kontrola (Apc) roztok 0,2 ml zfedéné krve v 10 ml destilované vody. Po inkubaci
byly vzorky centrifugovany 5 minut pfi 3 000 ot/min. Hemokompatibilita byla stanovena
fotometricky (UV/VIS spektrofotometr Optizen POP Nano Bio, Mecasys Co., Soul, Jizni
Korea) pii vinové délce 545 nm jako procento hemolyzy:

(As — Anc)

(APC—ANC)] x 100 (5

hemolyza [%] = [

As ... absorbance vzorku
ANc ... absorbance negativni kontroly
Apc ... absorbance pozitivni kontroly

Od kazdého typu skafoldu byly hemolytickému testu podrobeny vzdy tfi vzorky a vysledné
procento hemolyzy bylo stanoveno jako jejich primérnd hodnota.

2.2.10 Stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogelii

Pomoci dynamické mechanické analyzy (DMA, DMTA) lze méfit fyzikalné-mechanické
vlastnosti materialii za dynamickych podminek a sledovat tak jejich mechanické vlastnosti
v zavislosti na dobé namahani, frekvenci, amplitudé napéti a mife deformace. Pfistroj
aplikuje na material cyklické napéti a méfi deformacni odezvu materidlu nebo naopak.
Z amplitud a fazového posunu oscilujiciho napéti a deformace jsou stanoveny zakladni
charakteristiky materidlu jako modul komplexni (G*), dynamicky (G"), ztratovy (G") a
ztratovy Cinitel (ztratovy thel; tg ) [Macosko, 1994].
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Kompresni vlastnosti

Kompresni vlastnosti hydrogeli byly méfeny dynamickym mechanickym analyzatorem
DMA Q800 (TA Instruments, New Castle, USA). Vzorky byly kruhového prifezu
o pruméru 15 mm a tloust'ce cca 5 mm. Test byl proveden pii konstantni teploté 37 °C. Pied
vlastnim testovanim byly vzorky temperovany na teplotu 37 °C po dobu 15 min. Nasledné
testovani bylo provedeno ve dvou rezimech zatézovani, pii konstantni rychlosti 6 mm min!
a 0,6 mm min’!, respektive 100 ums?! a 10 pms?'. Nasledné byla uvsech vzorki
zaznamenana zavislost napéti na deformaci.

Viskoelastické vlastnosti

Charakterizace viskoelastickych vlastnosti hydrogeli byla provedena na modularnim
kompaktnim reometru MCR 92 Anton Paar (Anton Paar GmbH, Graz, Rakousko), geometrie
deska—deska s kiizovym Srafovanim. Elasticky (G') a ztratovy modul (G") testovanych
vzorkd byly méfeny pii teplot¢ 37 °C v rezimu dynamického oscilaéniho namahani a
deformace s frekvenci 1 Hz.

2.2.11 Testy bunécné viability

Pouzité bunécné kultury

MG-63

Bunécna linie podobna lidskych osteoblastim MG-63 (ECACC 86051601, Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA) byla kultivovana v souladu s protokolem poskytnutym dodavatelem
v Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM, Biosera Europe, Nuaille, Francie)
doplnéném 10 % (v/v) fetalnim hovézim sérem (FBS, fetal bovine serum), (Biosera Europe,
Nuaille, Francie), 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu (oba PAA Laboratories
GmbH, Rakousko) a 2,5mM stabilnim glutaminem (Diagnovum GmbH, Ebsdorfergrund,
Némecko), pii teploté 37 °C a 5 % COz ve zvlhéeném inkubatoru. Kultivacni médium bylo
vyméinovano podle potieby.

BM-hMSC

Lidské mezenchymalni kmenové buniky ziskané z kostni diené¢ (BM-hMSC; bone marrow
human mesenchymal stem cells) (SCC034) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) byly
kultivovany v souladu s protokolem poskytnutym dodavatelem v DMEM doplnéném 10 %
(v/v) FBS, 100 U/ml penicilinu a 100 mg/ml streptomycinu, 2,5mM stabilnim glutaminem
pii 37 °C a 5 % CO» ve zvlhcené atmosféfe. Kultivaéni médium bylo vyménovano podle
potieby.

Testy bunééné adheze a proliferace

Pted vlastnim pouZzitim byly hydrogely sterilizovany ponofenim do 70 % ethanolu po dobu
3 hodin. Po sterilizaci byly promyty PBS a ponechany v kultivatnim médiu ve zvlh¢ené
atmosféie pii teploté 37 °C a 5 % CO2 (pfiblizn€ 12 h) pro podpoieni adsorpce proteinli
[Vrana et al., 2008]. Vzorky ve 24-jamkovych desti¢kach byly osazeny jednak buikami MG-
63 a jednak buiikami BM-hMSC. Suspenze bunék MG-63 o objemu 1 ml obsahovala 4 x 10°
bungk, které byly na skafold nasazeny pomoci injekcni sttikacky s jehlou o primeéru 0,6 mm.
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Buriky BM-hMSC byly nasazovany v mnozstvi 5 x 10* bunék ve 100 pl bazalniho média
z divodu pomalejsiho ristu a vétsi velikosti.

Pocatecni adheze byla stanovena 24 hodin po vysevu pomoci kitu CCK-8 (Sigma Aldrich,
Darmstadt, Némecko) v souladu s metodikou pro pocitani bun¢k podle pokynii vyrobce.
Test CCK-8 je zaloZen na pieméné svétle fialové barvy vysoce vodorozpustné tetrazoliové
soli WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-
tetrazolium, monosodna sul) na oranzovou vodorozpustnou sl formazanového barviva,
které lze kvantifikovat spektrofotometricky. Mnozstvi formazanového barviva vzniklého
aktivitou dehydrogenaz v buiikach je pfimo tmérné poctu zivych bunek.

Vzorky hydrogelii byly pfeneseny do nové 24-jamkové desticky a ke kazdému vzorku bylo
ptidano 550 pl premixu (10 % roztok CCK-8 v DMEM). Po inkubaci (60 minut, 37 °C, 5 %
CO») byly vzorky vyjmuty a mnozstvi vzniklého formazanu bylo stanoveno fotometricky
v 96-jamkové desticce pii 450 nm v mikrodestickovém readeru SYNERGY H1 (BioTek,
Winooski, VT, USA). Kazdy vzorek byl méfen ctytikrat (4 x 100 pl) a byly pouzity vzdy tfi
vzorky od kazdého typu hydrogelu. Pocet zivotaschopnych bun¢k byl stanoven na zaklad¢
pfedem vytvotené kalibra¢ni kiivky. Primarni adheze byla vypoctena podle vzorce:

adheze [%] = (Nlo) x 100 (8)

N ... pocet zivotaschopnych bunék po 24 hodinach po nasazeni
Ny ... pocet nasazovanych bunék

Bunécéna proliferace byla kvantifikovana jako pocet zivotaschopnych bun¢k pomoci CCK-8
na zékladé kalibra¢ni kfivky v Casovych intervalech 7, 14 a 21 dni po vysazeni (viz
obrazek 7).

day 7 days 14 days 21 days

/ CCK-8 CCK-8 CCK-8 CCK-8

Obriazek 7 - Schéma experimentu hodnoceni viability bunék na skafoldech

2.2.12 Osteogenni diferenciace

Pro diferenciaci byly bunky BM-hMSC vysazeny na hydrogel ve 24-jamkové desticce
sterilizovany v 70 % ethanolu, v mnozstvi 5 x 10* bunék ve 100 pl kultivaéniho média
DMEM doplnéného 10 % (v/v) FBS, 100 U/ml penicilinu, 100 mg/ml streptomycinu, a
2,5mM stabilnim glutaminem pii 37 °C a 5 % CO: ve zvlhéen¢ atmosfére. Po 24 hodinach
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kultivace bylo kultivacni médium vyménéno za médium diferenciacni, které bylo pfipraveno
ze zakladniho kultivaéniho média obohacenim o dexametazon, askorbat-2-fosfat,
B-glycerolfosfat, vitamin K3 (menadion) a vitamin D3 (cholekalciferol). Podrobné slozeni
uvadi tabulka 11.

Tabulka 11 - SloZeni diferencia¢niho média

Slozka v DMEM Koncentrace
FBS 10 % (v/v)
penicilin 100 U/ml
streptomycin 100 mg/ml
stabilni glutamin 2,5 mM
dexametazon 100 nM
askorbat-2-fosfat 50 pg/ml
-glycerolfosfat 10 mM
vitamin K3 10 nM
vitamin D3 10 nM

Bunky byly kultivovany v diferenciaénim médiu pfi teploté 37 °C a 5 % CO; ve zvlhéené
atmosfére. Diferenciatni médium bylo vyménovano dvakrat tydné a ptipravovano vzdy
cerstvé. Celkova doba diferenciace trvala 28 dni.

2.2.13 Stanoveni osteogenni diferenciace BM-hMSC

Stanoveni nerozpustnych anorganickych slozek v ECM, které obsahuji vapnik a fosfaty ve
formé HAp vytvofenych osteogenni kulturou, bylo provedeno na zakladé aktivity ALP,
barveni a exprese vybranych diferencia¢nich gend.

Stanoveni aktivity ALP metodou konstantniho ¢asu

Aktivita ALP v buitkdch pomoci tohoto testu byla métena v den 0, 7, 14, 21 a 28 od zahéjeni
diferenciace. Podle pokynti dodavatele (ACAM, Cambridge, Velka Britanie) byly bunky
lyzovany v 0,1 % pufru Triton-X100 (Carl ROTH GmbH, Karlsruhe, Némecko) smichany
s pracovnim roztokem obsahujicim fosfatdzovy substrat v alkalickém pufrovaném roztoku.
Vzorky byly inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 15 min a intenzita vzniklého barevného
produktu byla zmétena jako absorbance pti 420 nm proti vodé v mikrodestickovém readeru
SYNERGY HI1. Pred vlastnim méfenim byl zafazen michaci krok. Jako negativni kontrola
byla pouzita smés replikatd piisluSného vzorku (Aneec), kterd byla pfidana aZz po
napipetovani inhibitoru a substratu. VSechny inkubace byly provadény piimo v destickovém
readeru a vzorky byly méfeny v tripletu a vysledna hodnota byla uréena jako pramér.
Aktivita ALP byla stanovena podle vzorce:
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pkat

ALP 2] =10,263 x A4 (9)

AA =4y, — Apegc (10)

Avz ... absorbace prislusného vzorku
Anegc ... absorbance prislusné negativni kontroly

Barveni pomoci alizarinu

Prabéh diferenciace byl hodnocen barvenim véapenatych loZisek pomoci alizarinu (Alizarin
Red S, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) v 0., 7., 14., 21. a 28. dni diferenciace. Buiiky
na hydrogelu kultivované v diferenciaénim médiu byly promyty PBS a fixovany 2,5 %
glutaraldehydem v PBS po dobu 30 min pti 37 °C, 5 % COx. Po fixaci bun¢k byly hydrogely
opét promyty PBS a obarveny 1 % roztokem alizarinu tak, ze 50 ul bylo kédpnuto pfimo na
skafold a ponechdno po dobu 2,5 min pfi pokojové teploté. Poté byl barvici roztok odstranén
a vzorky byly né€kolikrat oplachnuty deionizovanou vodou a foceny makroskopicky.

Kvantifikace vapniku v osteogenni kulture pomoci alizarinu

Ke kvantifikaci vapniku v osteogenni kultuie byly pouzity skafoldy obarvené alizarinem po
0.,7.,14.,21. a28. dni diferenciace. Do kazd¢ jamky se skafoldem bylo napipetovano 0,5 ml
10 % cetylpyridinium chloridu v 10mM Na3zPOj4 - 12 H>O. Extrakce probihala pii pokojové
teploté po dobu 120 minut. Absorbance extrahovaného barviva byla méfena v 96-jamkové
desticce pti pokojové teploté a vinové délce 562 nm pomoci mikrodestickového readeru
SYNERGY H1. Kazdy vzorek byl méten v tripletu (3 x 100 pl), jako negativni kontrola byl
pouzit 10 % cetylpyridinium chloridu v 10mM Na3POs4 - 12 H>O a vysledna hodnota byla
stanovena jako primér tfech naméfenych hodnot.

Barveni von Kossa

Tradicni metoda k detekci minerdlni usazeniny v Zivo€iSnych tkanich se provadi
dvoukrokovou barvici metodou. Buiiky diferencované na hydrogelu 0, 7, 14, 21 a 28 dni po
promyti PBS byly fixovany 2,5 % glutaraldehydem v PBS po dobu 30 min pti 37 °C, 5 %
COas. Poté byly hydrogely opét promyty PBS a inkubovany s 2,5 % roztokem AgNO3 po
dobu 1 min pfi teploté 37 °C, 5 % COz. Po oplachnuti deionizovanou vodou byly vzorky
inkubovany po dobu 1 minuty pii pokojové teploté ve tme s 0,5 % roztokem hydrochinonu.
Po odstranéni roztoku hydrochinonu byl k buikdm na 1 minutu pfi pokojové teploté piidan
5 % roztok Na>S»0; a nakonec byly hydrogely jesté nckolikrat promyty deionizovanou
vodou. Skafoldy byly foceny makroskopicky.
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Stanoveni exprese vybranych diferencia¢nich genti pomoci RT-PCR

Pro kvantitativni odhad exprese vybranych diferenciacnich genl byla pouzita metoda
RT-PCR se sondami UPL (Universal Probe Library, Roche, Praha, Ceska republika).
Celkova RNA zbun¢k obsazenych ve skafoldech byla extrahovdna pomoci soupravy
FastRNAPro Green Kit (QBIOgene, Irvine, CA, USA). Reverzni transkripce (byla
provedena z 500 ng celkové RNA pomoci soupravy Superscript III Reverse Transcriptase
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) a ndhodnych hexamerti (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Pro vlastni RT-PCR byla pouzita souprava KiCqStart® Probe qPCR
ReadyMix™ (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Sekvence primerti a odpovidajici sondy
UPL byly vygenerovany pomoci softwaru ProbeFinder (Roche Applied Science, Mannheim,
Némecko) a syntetizovany spole¢nosti GeneriBiotech (Hradec Kralové, Ceska republika).
V tabulce 12 jsou uvedeny sekvence primert a sondy UPL pouzité v koncentraci doporucené
vyrobcem. Pro stanoveni byly pouzity vzdy 3 vzorky, z nichz kazdy byl méten v dubletu.
Hladiny transkript byly normalizovany vii¢i housekeepingovému genu GAPDH.

Tabulka 12 - Sekvence primeri a odpovidajici sondy UPL pro stanoveni
genové exprese osteodiferenciace

Forward a reverse primer, sekvence (5’-3") | Sondy UPL
(10 pM) (10 pM)

5" -GAGTCCACTGGCGTCTTCAC3’
GAPDH 5"-GTTCACACCCATGACGAACA-3’ probe #45

ALP 5 TCACTCTCCGAGATGGTGGT-3’ be #10
5. GTGCCCGTGGTCAATTCT-3 probe

5" TCACTGTCCTTTGGGAGTAGG-3’
RUNX2 5" TGTCCTCTCAGCTCAGCTACC-3” | Probe#74

5 - CAGACCACCGGTTGGAGA-3’
BMP-2 5"-CCACTCGTTTCTGGTAGTTCTTC-3” | Probe#3l

OCN 5-GGCGCTACCTGTATCAATGG-3’ be 41
5" TCAGCCAACTCGTCACAGTC-3" probe

OPN 5-TTTCGCAGACCTGACATCC-3" robe £#61
5'-GGCTGTCCCAATCAGAAGG-3’ P

Oznaceni genu

2.2.14 Ptiprava histologickych preparati

Piiprava histologickych preparatii byla provedena na Ustavu histologie a embryologie
Leékarské fakulty v Plzni (Univerzita Karlova). Po 21 dnech kultivace bunék ve skafoldech
byly vzorky fixovany a uloZeny v 10 % neutrdlnim pufrovaném formaldehydu. Byla
provedena standardni dehydratace v ethanolu, nasledné ponofenim do xylenu a nakonec
zality do roztaveného parafinu. Tkéanové bloky byly nafezany na tloustku 5 um (Microtom
Leica RM2255, Leica Biosystem, Wetzlar, Némecko) a obarveny roztoky hematoxylinu a
eosinu (H&E) (Biognost d.o.o., Zahieb, Chorvatsko) pro vizualizaci bunék [Zhao et al.,
2002]. Obarven¢ fezy byly pozorovany pomoci inverzniho optického mikroskopu
s digitalnim fotoaparatem (Olympus CKX41, Olympus, Tokio, Japonsko).
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2.2.15 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly vypocteny jako primérna hodnota tii vzorka a kazdy vzorek byl méfen
Ctyfikrat. Pro testovani normality distribuce bylo porovnani dat provedeno pomoci
Studentova t-testu a vysledky s p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné. Podle
konkrétni situace byl vyuzit jak neparametricky dvoustranny parovy test, tak neparametricky
Friedmaniv test.

Statistické hodnoceni analyzy HAp bylo provedeno v programu JASP (JASP 0.14.1, JASP
Team, Amsterdam, Nizozemsko). Pro vyhodnoceni bylo pfedpokladdno normalni rozdéleni
dat (Q—Q graf), shoda rozptylli byla ovéfena pomoci Levenova testu. Nulové hypotézy
o shodé¢ stiednich hodnot byly testovany metodou ANOVA a post-hoc testy (Studentiv
t-test) a byly provedeny pomoci Tukeyho, Bonferroniho nebo Sidakovy korekce s pavodni
pravdépodobnosti vyskytu chyby typu I 0,05. Pro urCeni vécného vlivu rozdili
v primérnych hodnotach byl vypocten Cohentliv koeficient d se standardnim omezenim pro
jeho velikost a na jeho zéklad¢ byla stanovena smérodatna odchylka jako vazena smérodatna
odchylka obou vzork.
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3 Souhrn vysledkii a jejich diskuze

3.1 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 1

Stanoveni optimalnich podminek piipravy hydrogelu na bazi PVA/HA obohaceného HAp
Pro ptipravu hydrogelu byl zvolen fyzikalni typ sitovani za pomoci cyklii zmrazovani a

rozmrazovani. Hodnoty poérovitosti a hustoty pro zvolené pocty cykli sitovani byly
urcujicim parametrem pro stanoveni optimalniho poctu cykla sitovani (tabulka 13).

Tabulka 13 - Stanoveni hustoty a pérovitosti hydrogelu s riiznou koncentraci PVA
v zavislosti na poctu cykli fyzikalniho sitovani

15 % PVA 10 % PVA 5% PVA
Pogft cyk’lu 3 5 10 3 5 10 3 5 10
sitovani
Por[‘f,/v‘]tOSt 29,17 | 33,95 | 35,55 | 30,15 | 33,33 | 40,00 | 40,00 | 40,95 | 45,00
(1)
g“:ltr‘:?]‘ 1,289 | 0,926 | 0,899 | 0,648 | 0,577 | 0,734 | 0,299 | 0,278 | 0,285

vwr

poctem cykll fyzikalniho sitovani. Nejvyssi porovitosti bylo dosazeno u 5 % roztoku PVA
podrobeného 10 cyklim fyzikalniho sitovani. Zaroven u této koncentrace bylo dosazeno
nejnizsi hustoty bez rozdilu poctu sitovacich cykli.

Diskuze

Fyzikalni zptlisob sitovani, opakované mrazeni a rozmrazovani, pro ptipravu hydrogelu se
jevil jako velice vyhodny vzhledem k tomu, Ze se nepouZzivaji Zadna sitovaci ¢inidla a tim
byla zajisténa biomedicinska bezpecnost pfipraveného hydrogelu. Pro ptipravu skafoldl byl
Jednotlivé pory by pravdépodobné mély byt v t€sné blizkosti a tak by material mél umoznit
dostatecny vzajemny kontakt mezi buitkami, coZ je nezbytné pro jejich proliferaci. Déle je
potfeba, aby material mél ur€ité mechanické vlastnosti pro bezpec¢nou manipulaci.
S rostoucim poctem pii€nych vazeb se totiz hydrogel stava tuz§im [Hong et al., 2020].
V porovnani poctu cyklii sitovani nedochazi u 5 % roztoku PVA k vyznamné zméné hustoty
v zé&vislosti na poctu cykla sitovéani. Pro ptipravu hydrogelu byl pouzit 5 % roztok PVA a
bylo stanoveno pouziti 7 cykll sitovani i s ohledem na mechanické vlastnosti hydrogelu.
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3.2 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 2
Stanoveni nejvhodnéjsiho sloZeni hydrogelu na bazi PVA/HA obohaceného HAp

Pro pfipravu hydrogelu bylo na zakladé stanoveni hustoty a porovitosti pouzit 5 % roztok
PVA. Ten byl kombinovan v riiznych objemovych pomérech s 1 % roztokem HA a 5 %
suspenzi HAp. Celkem bylo pfipraveno 8 typti hydrogeli o rizném slozeni a byly podrobeny
sedmi cyklim fyzikalniho sitovani. Hydrogely byly porovnavany na zékladé in vitro
biologickych vlastnosti (botnavost, degradace, hemokompatibilita) (tabulka 14), adheze a
proliferace bunék MG-63 (obrazek 8).

Tabulka 14 - Vysledky stupné zbotnani, hodnoceni bioaktivity a hemokompatibility
u jednotlivych typi skafolda

Pomér Je(lnotllvych Stuptzn , Hodnoceni Hemolyza
Vzorek slozek zbotnani bioaktivity [%] [%]1
[PVA/HA/HAp] [Y%]

A 3:1:0 902,06 110,55 0,97 (+++)
HA1 3:1:1 917,23 102,50 0,39 (+++)
HA2 3:1:2 804,27 97,25 1,46 (+++)
HA3 3:1:3 770,82 113,30 1,55 (+++)

B 1:1:0 999,61 118,70 0,68 (+++)
HB1 1:1:1 1020,45 124,80 0,10 (+++)
HB2 1:1:2 797,92 122,70 0,58 (+++)
HB3 1:1:3 404,79 102,70 1,46 (+++)

Legenda: ! Hodnoty hemolyzy < 5 % znamenaji vysokou hemokompatibilitu materidlu
[+++] [Pal and Pal, 2006]

Z hodnoceni botnani jednotlivych typt hydrogeld vyplyva, ze jak HAp, tak i HA ovliviiovaly
stupen zbotnani. Stejné typy skafoldl (stejny pomér PVA/HA), ale s rozdilnym mnozstvim
HAp, vykazovaly pokles absorpce vody s rostoucim mnozstvim HAp. Vzorky obsahujici
niz$i podil HAp a stejné mnozstvi HA vykazovaly vyssi stupeil zbobtnani, jak je patrné
u vzorkli HB1 a HB2 (p = 0,0306), HB1 a HB3 (p < 0,001), HB2 a HB3 (p = 0,0107).
U hydrogeli fady A se vliv mnozstvi HAp na stupeinl zbotnani neprojevil signifikantné jako
u vzorki fady B, nebot’ podil hydrofilnich slozek je vyrazné€ vyssi neZ podil HAp.

Na zéklad¢ naméfenych vysledki 1ze konstatovat narist hmotnosti u vSech typt skafoldl po
25 dnech v roztoku SBF. U vzorkl obsahujicich vys$si mnozstvi HA vzhledem k PVA byl
pozorovan vys$i nariist hmotnosti, vzorky A a B (p = 0,0289). Vliv mnozstvi HAp ve
skafoldech se vyznamnym zpisobem neprojevil na zméné hmotnosti jednotlivych vzorkd.

Vsechny hodnoty hemolyzy skafoldii se pohybovaly mezi 0,1 % a 1,55 %. U vzorkt
s rozdilnym mnozstvim HAp byla pozorovana zvySujici se hemolyza s jeho zvySujicim se
mnozstvim. Vzorky obsahujici pomér PVA/HA 1:1 (0,10%, 1,46 %) ve srovnani se vzorky
neobsahujici zaddny HAp (0,97 %, 0,68 %) a u nichz bylo niz§i mnozstvi HAp vzhledem
k PVA, tzn. PVA/HAp (3:1, 3:2). (0,39 %, 1,46) vykazovaly niz§i hemokompatibilitu.
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Obrazek 8 - Grafické znazornéni viability bunék MG-63 na riznych typech
hydrogela

Legenda: (adheze - den 1, proliferace - den 7, 14 a 21), (a) vzorky A, HA1, HA2, HA3,
(b) vzorky B, HB1, HB2, HB3, Cchybové tsecky predstavuji + SD,

A: PVA/HA/HAp = 3:1:0; HA1: PVA/HA/HAp = 3:1:1; HA2: PVA/HA/HAp = 3:1:2;
HA3 =PVA/HA/HA = 3:1:3;

B: PVA/HA/HAp = 1:1:0; HB1: PVA/HA/HAp = 1:1:1; HB2: PVA/HA//HAP = 1:1:2;
HB3 =PVA/HA/HAp = 1:1:3.
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Béhem kultivace bun¢k se hodnota absorbance formazanu zvySovala (obrazek 8 a, b), coz
naznacovalo, ze buiniky na skafoldech proliferovaly. Primarni adheze métena 24 hodin po
nasazeni bunék (den 1) na PVA/HA/HAp hydrogelech se zvysila ve srovnani s primarni
adhezi na hydrogelu ptipraveného pouze z PVA v nasi pfedbézné studii. U vzorki s vySsim
mnozstvim HA vzhledem k PVA byla pozorovana vyssi primarni adheze a proliferace,
zejména po delsi dobé¢ kultivace (vzorky s pomérem PVA/HA = 1:1). Pfidani HAp zlepsilo
Sifeni bunék a jejich hustotu na povrchu skafoldu ve srovnani se vzorky, které zadny HAp
neobsahovaly; vzorky A a HA1 (p = 0,0326), A a HA2 (p < 0,001), A a HA3 (p <0,001)
(obrazek 8 a), Ba HB1 (p <0,001), Ba HB2 (p <0,001), Ba HB3 (p <0,001) (obrazek 8 b).
Cim vy$si byla koncentrace HAp vi¢i organické matrix, tim niz§i byla primarni adheze
bun¢k (vzorky HA1 a HB3).

Vizualni srovnani proliferace u jednotlivych vzorkii bylo hodnoceno prostiednictvim
histologicky obarvenych fezti, které¢ vykazuji rizné mnozstvi a uchyceni bun¢k (obrazek 9).
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(f) () (h)

Obrazek 9 - Vizualni srovnani kolonii bunék MG-63 obarvenych hematoxylinem a
eosinem na riznych typech hydrogeli

Legenda: (a) vzorek A, (b) vzorek B, (c) vzorek HA1, (d) vzorek HA2, (e) vzorek HA3, (f)
vzorek HB1, (g) vzorek HB2, (h) vzorek HB3,

A: PVA/HA/HAp = 3:1:0; HA1: PVA/HA/HAp = 3:1:1; HA2: PVA/HA/HAp = 3:1:2;
HA3 =PVA/HA/HAp = 3:1:3;

B: PVA/HA/HAp = 1:1:0; HB1: PVA/HA/HAp = 1:1:1; HB2: PVA/HA//HAp = 1:1:2;
HB3 =PVA/HA/HAp = 1:1:3.
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Diskuze

Stupent zbobtnani je jednim ze zadkladnich parametri pro pouziti skafoldi v tkanovém
inzenyrstvi. Je ovlivnén slozenim a hydrofilni povahou skafoldu. Absorpce vody souvisi
s velikosti pori a jejich vzajemnym propojenim [Haroun et al., 2009]. Vysledky potvrdily,
ze jak ptitomnost HAp, tak i HA ovlivnila chovani skafoldl pti botnani. Stejné typy skafoldd,
které se lisily v mnozstvi HAp vykazovaly pokles mnozstvi absorbované vody s rostoucim
mnoZstvim HAp. Cim vy$§i byla koncentrace HAp ve vzorku, tim byl pozorovan nizsi
stupen zbobtnani v disledku nizsi hydrofility. Toto zjisténi odpovida vysledkim, které uvadi
Kaur et al, kde byla hodnocena botnavost skafoldi obsahujicich pouze dvé slozky, PVA a
HAp, bez pritomnosti HA [Kaur et al., 2015]. Na druhou stranu HA hydrofilitu hydrogela
zvySovala, coz vedlo ke zvySeni absorpce vody. Nami namétfeny celkovy stupeii zbobtnani
hydrogeli v disledku ptidani hydrofilni slozky (HA) doséhl mnohem vyssich hodnot.

Tvorbu krystalii podobnych apatitu na povrchu skafoldu bylo mozné reprodukovat in vivo
v roztoku SBF. Material 1ze povazovat za bioaktivni in vivo, pokud se na jeho povrchu v SBF
tvoti krystaly apatitu [Kokubo and Takadama, 2006]. V posledni dobé, byla standardizovana
metoda pro testovani skafoldl in vitro ponofenim do SBF, ackoli néktefi autofi s touto
metodou nesouhlasi. Diivodem je skutecnost, Ze existuji nékteré bioaktivni materialy, které
v SBF netvofii na svém povrchu krystaly apatitu a pfesto je mozné je povazovat za bioaktivni
[Zadpoor, 2014]. Tvorba téchto krystali v SBF by méla byt podpotena pravé piitomnosti
HA [Nikbakht et al., 2020]. Ptitomnost HA v dusledku zvySeni hydrofility méla ptimou
souvislost s nadristem hmotnosti a 1ze konstatovat, Ze hydrofilng;si povrch je bioaktivngjsi.
Vysledky ukazovaly pfimou zavislost riistu krystali na rostouci koncentraci HA.

Je dulezité studovat interakce materialii pouzivanych pro ptipravu skafoldii a krevnich
slozek pro posouzeni rizika srdZeni krve. Test byl zalozen na stanoveni mnozstvi
hemoglobinu uvolnéného z cervenych krvinek pti kontaktu se skafoldem [Pal and Pal, 2006].
Je tfeba zdlraznit, Ze se jednalo pouze o tzv. predbézny a orientacni test a je nutné provést
podrobnéjsi zkoumani biokompatibility. Jednotlivé slozky skafoldii jsou povazovany za
biokompatibilni, stejné jako cely skafold. Pii porovnani vzorkd s rozdilnym mnozstvim HAp,
bylo pozorovano mirné zvySeni hemolyzy u vzorkid s vy$§im mnoZstvim ptidaného HAp
vzhledem k obsahu PVA. Mirné zvySeni hemolyzy u téchto vzorkli lze povazovat za
zanedbatelné vzhledem ke krevni snaSenlivosti. To mize byt zplisobeno vétsi interakci mezi
iontovymi skupinami HAp a krvi. NaSe vysledky byly vsouladu s vysledky
hemokompatibility, které uvadi Kaur et al. a Pal [Kaur et al., 2015; Pal and Pal, 2006].

Adheze a proliferace bunék je dulezitym faktorem pro integraci skafoldu do biologického
prostiedi. Hodnoceni in vitro bylo provedeno pomoci lidskych bunék MG-63, které jsou
podobné osteoblastiim. Skafoldy ptipravené pouze z PVA vykazovaly nedostate¢nou adhezi
bunék, coz se projevilo hlavné béhem proliferace. Divodem je, Ze hydrofilni inertni polymer
PV A pisobi proti adhezi bun¢k [Su et al., 2019]. Bylo zjiSténo, Ze pfitomnost HAp zvySuje
primarni adhezi bun¢k a vyssi obsah HA zase jejich proliferaci [Oh et al., 2016]. Vysledky
ukdzaly, Ze doSlo ke zvySeni primarni adheze a proliferace bun¢k, zejména po delsi dobé
pravdépodobné diky svym pfirozenym biologickym funkcim [Oh et al., 2016]. Pfitomnost
HAp zlepsila Sifeni buné€k a jejich hustotu na povrchu skafoldu ve srovnani se vzorky, které
neobsahovaly zadny HAp. To miize byt pravdépodobné zpiisobeno vétsim povrchem. Cim
vys§i byla koncentrace HAp, tim lepsi proliferace byla pozorovana, ale dal§im zvySovanim
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ale vzorky s nejvyssim mnozstvim HAp vykazovaly pokles proliferace bunék. To odpovida
vysledkiim adheze a proliferace bunék na skafoldech ptipravenych z PVA a HAp, které
uvedli Kaur et al. ve svych vysledcich [Kaur et al., 2015]. Tyto vysledky ukazuji, Ze je
zapotiebi zvolit optimalni mnozstvi HAp. Ze tii testovanych pomért se jako nejvhodné;jsi
jevila smés s objemovym pomérem HA/HAp 1:2.
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3.3 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 3
Vliv rozdilnych zpisobi piipravy HAp na vlastnosti hydrogelu s nejvhodnéjsim sloZenim

Na zakladé vyse uvedenych vysledkt, byly pro dal§i zkoumani vybrany hydrogely, které
obsahovaly HA/HAp v poméru 1:2, tzn. hydrogely slozené ze tii slozek PVA/HA/HAp
v objemovém pomeéru 3:1:2 a 1:1:2. Tyto hydrogely byly porovnavany na zaklad¢ riizné
syntézy HAp. Vzorky oznacené UHA2, respektive UHB2, byly ziskdny fyzikalnim
pfimichanim pfedem piipraveného HAp do organické matrix pomoci ultrasonikace. Vzorky
obsahujici HAp do organické matrix zabudovaného pomoci in situ syntézy byly oznaceny
IHA2, respektive IHB2. Pro potvrzeni struktury, poméru Ca/P a krystalinity obou typtt HAp
v jednotlivych vzorcich byla pouzita analyza EDX a FTIR. U vSech vzorka byly dale
hodnoceny mechanické vlastnosti, in vitro biologické vlastnosti a stanovena viabilita bunék
MG-63.

Vliv pripravy HAp na mechanické vlastnosti hydrogelu

Stanoveni Youngova modulu pruznosti (E) z linedrni ¢asti pritbéhu napéti vs. deformace do
10 % prodlouZeni bylo provedeno pfi konstantni teploté¢ 37 °C, vysledky jsou uvedeny
v tabulce 15.

Tabulka 15 - Stanoveni Youngova modulu pruznosti hydrogeli s rizné

pripravenym HAp
Vzorek Objemovy pomér jednotlivych Youngiv modul
slozek vzorku [PVA/HA/HAp] pruznosti E [MPa]
UHA2 3:1:2 1,64-10
THA2 3:1:2 2,93-107
UHB2 1:1:2 1,29.10-3
IHB2 1:1:2 1,54-1073

Testovani kompresnich vlastnosti bylo provedeno ve dvou rezimech, a to pii konstantni
rychlosti zatézovani 6 000 pm-min"' a 600 um-min!, respektive 100 pm-s™ a 10 pm-s™.
Nasledné byla u vSech vzorkil zaznamenéana zavislost napéti na deformaci (obrazek 10 a
obrazek 11). Stanoveny Younglv modul pruznosti u vzorku hydrogelu s vy$§im obsahem
organické matrix a s HAp pfipravenym in situ (IHA2) vykazoval dvojnasobnou hodnotu
oproti ostatnim vzorkiim (UHA2, IHB2, UHB2).
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Obrazek 10 - Vliv zpiisobu pripravy HAp na kompresni vlastnosti hydrogeli pii
konstantni rychlosti zatéZovani 6 000 pm-min!, respektive 100 pm-s!
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Obrazek 11 — Vliv zpiisobu pripravy HAp na kompresni vlastnosti hydrogelu pii
konstantni rychlosti zatéZovani 600 pm-min!, respektive 10 pm-s!
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Viskoelastické vlastnosti hydrogelti s rizné¢ ptipravenym HAp byly stanoveny na zaklade
dynamického (G') a ztratového modulu (G") s pouzitim dynamického oscilacniho rezimu
deformace s frekvenci 1 Hz (obrazek 12). Vysledky ukézaly, ze hydrogel s vy$§im obsahem
organické matrix a s HAp piipravenym in situ (IHA2) doséhl trojndsobnych hodnot
dynamického modulu oproti ostatnim hydrogelim (UHA2, IHB2, UHB2).
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Obrazek 12 — Stanoveni viskoelastickych vlastnosti jednotlivych hydrogelii s rizné
pripravenym HAp

Analyza HAp

Ovéteni predem pripraveného HAp bylo provedeno pomoci FTIR). Piky charakteristické
pro HAp jsou pfi 1 000-1 050 cm™ a 560-600 cm™. Pik pfi 1 420 cm™' znadi pfitomnost
dusi¢nanil (obrazek 13 a obrazek 14).
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Obrazek 13 - FTIR predem pripraveného HAp

Legenda. modré barva — standardni HAp, Cervend barva — HAp pouzity pro pfipravu
skafolda.
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Obrazek 14 - FTIR spektra HAp v hydrogelech s rizné pripravenym HAp

Legenda: modra barva — vzorek UHA?2, ervend barva — vzorky IHA2 a IHB2, zelena
barva — vzorek UHB2.
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Krystalinita byla méfena v oblasti 1030 cm™ s vyuzitim plné §ifky poloviny maxima
(FWHM, full width in half of maximum), kde byly vidét rozdily v polositkdch vsech
studovanych HAp (obrazek 15). Cim vyssi je krystalinita materialu, tim niZ3i je hodnota
FWHM. U vzorkt s piedem ptipravenym HAp (vzorky UHA2, UHB2) byla naméiena
hodnota 55 cm™!, zatimco hodnoty pro apatit ptipraveny in situ (vzorky IHA2, IHB2) byla
naméiena hodnota 60 cm™'.
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Obrazek 15 - FWHM spektra HAp v hydrogelech s rizné pripravenym HAp

Legenda: modra barva — vzorek UHA?2, ervend barva — vzorky IHA2 a IHB2, zelena
barva — vzorek UHB2.

Prvkové slozeni izolovanych apatiti bylo stanoveno pomoci EDS a vysledky uvadi tabulka
16 a obrazek 16.
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Tabulka 16 - Prvkové sloZeni izolovanych apatitii v hydrogelech na zakladé EDS

analyzy
IHA2/HB2 UHA2 UHB2
Prvek Y, < Z < Z
[hm %] | Pramer | UMM pgg | PRUMOMA | b g | Prumema
odchylka odchylka odchylka
C 5,40 0,70 6,05 7,66 6,15 5,81
(0) 39,80 1,24 39,74 43,53 39,40 36,59
Na 1,83 0,22 0,03 0,01 0,01 0,01
P 17,87 0,15 16,87 16,80 17,26 17,57
Cl 2,03 0,54 0,01 0,09 0,03 0,01
K 0,02 0,02 0,45 0,41 0,75 0,76
Ca 33,06 1,59 36,85 31,12 36,40 38,36
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Obrazek 16 - Srovnani hydrogeli s pfedem pripravenym HAp (a-c) a hydrogelu
s HAp pripravenym in situ (d-f)

Legenda: makroskopicky obrazek skafoldd — stupnice 1 mm (a, d), snimky z ESM
kalcinovanych skafoldii — métitko 100 pm (b, e), spektrum prvkl — analyza EDS (c, ).

Hmotnostni pomér Ca/P ve stechiometrickém hydroxyapatitu je roven 2,15, coz odpovida
molarnimu poméru 1,67. Provedena EDS analyza ukazala, Ze pomér téchto dvou prvkl
v naSem pfedem ptipraveném HAp se blizi hodnoté pro stechiometricky HAp (2,15). O néco
niz$i hodnotu vykazoval pomér Ca/P (1,85) v HAp piipraveném in situ (tabulka 17). Se
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spolehlivosti vyssi nez 95 % muzeme potvrdit, Ze mezi sttednimi hodnotami poméru Ca/P
apatith UHB2 a IHA2/THB2, obdobn¢ IHA2/TH2B a UHA?2 je nejspis rozdil. Tento rozdil je
véené vyznamny (na zakladé Cohenova koeficientu d, tabulka 18).

Tabulka 17 - Hmotnostni pomér Ca/P v hydrogelech s riizné pripravenym HAp

, IHA2/IHB2 UHA2 UHB2
Hmotnostni I PRI o o x
omér Promer | LUmEMa oo g | PTUMEMA | p g | Prumema
P odchylka odchylka odchylka
Ca/P 1,85 0,14 2,18 0,11 2,11 0,12

Tabulka 18 - Coheniiv koeficient d pro pomér Ca/P v hydrogelech s riizné

pripravenym HAp
Porovnani Coheniiv koeficient d | Coheniiv koeficient d (par)
UHB2 vs. IHA2/IHB2 1,955 2,060
UHB2 vs. UHA2 0,638 0,439
IHA2/IHB2 vs. UHA2 2,628 2,650

In vitro biologické hodnoceni hydrogelii
Pro biologické hodnoceni hydrogelt s pfedem ptipravenym HAp (vzorky UHA2, UHB2) a

s HAp pfipravenym in situ (vzorky I[HA2,
biodegradability, a hemolyticky test (tabulka 19).

IHB2) byly pouzity testy botnani,

Tabulka 19 - Biologické hodnoceni hydrogelii s riizné pripravenym HAp

Ob.J emovy p'omer - - Hodnoceni ,
Vzorek jednotlivych Stupen zbotnani bioaktivit Hemolyza
zore sloZek vzorku [%] (%] y [%]!
[PVA/HA/HAp] ?
. 18,1+1,2
UHA2 3:1:2 384 + 54 8,4+0,8 (+)
THA2 3:1:2 392 + 49 16,0+0,5 |21,1£1,0(+)
o 14,7+ 2,0
UHB2 1:1:2 211 +7 15,0+2,7 ()
. 3,804
IHB2 1:1:2 170 + 24 17,2+2,8 (++4)

Legenda: ! vysoce hemokompatibilni (< 5 % hemolyza, +++), hemokompatibilni (do 10 %
hemolyzy, ++), nehemokompatibilni (hemolyza >20 %, +) [Pal and Pal, 2006].
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Vzorky s objemovym pomérem jednotlivych slozek PVA/HA/HAp 3:1:2 (vzorky UHA2,
IHA2) doséhly vyznamné vyssSiho stupné zbotnani (p < 0,001) nez vzorky o slozeni
PVA/HA/HAp 1:1:2 (vzorky UHB2, IHB2). Zptsob piipravy HAp stupen zbotnani
neovlivnil. Hodnoceni bioaktivity ukézalo u vzorkli s pomérem slozek PVA/HA/HAp 3:1:2,
ze vzorek ptipraveny fyzikalnim vmichanim HAp (vzorek UHA2) vykazoval vyrazné nizsi
pokles hmotnosti (p <0,001) nez vzorek s HAp pfipravenym in situ (vzorek IHA2). Hodnoty
hemolyzy u vsech vzorkti ukazaly hodnoty do 10 %, respektive do 20 %, coz znamenalo, ze
vSechny vzorky byly hemokompatibilni. Vyznamné rozdilnd hemolyza byla zaznamenana
u vzorkt s pomérem PVA/HA 1:1 (p =0,0081) a také u vzorkt obsahujici in situ ptipraveny
HAp (p =0,0336).
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Stanoveni bunécné viability
Pro hodnoceni viability hydrogell byly pouzity buitky MG-63. Stanoveni zahrnovalo jednak

pocatecni adhezi (den 1, 24 h po vysazeni bun¢k) a jednak proliferaci (den 7, 14 a 21) na
zéklad¢ méfeni rostouci absorbance formazanu (obrazek 17).
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Obrazek 17 - Grafické znazornéni adheze a proliferace bunék MG-63 na hydrogelech
s ruzné pripravenym HAp

Legenda: (a) vzorky UHA2, IHA2, (b)vzorky UHB2, IHB2, chybové usecka piedstavuje
+SD, vzorky A: PVA/HA/HAp = 3:1:2, vzorky B: PVA/HA/HAp = 1:1:2,
U = ultrasonikovany, 1 = in situ ptipraveny HAp, hvézdicky (*, ***) oznacuji statisticky
vyznamné rozdily p < 0,05, respektive p < 0,001.
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Pti porovnani bunécné viability vzorkti A (PVA/HA/HAp = 3:1:2) byla u hydrogelu s in situ
pfipravenym HAp zaznamendna vyznamné vyssi po€atecni adheze (p = 0,0440), stejné jako
proliferace v nasledujicich dnech (p < 0,001). U vzorkii B (PVA/HA/HAp = 1:1:2) byl téz
pozorovan signifikantni rozdil v proliferaci, ktery se vSak projevil ve prospéch skafoldu
IHB2 az po delsi dobé¢ kultivace, 21. den (p < 0,001).

Po 21 dnech bunécné proliferace byly z jednotlivych testovanych hydrogelti pfipraveny
histologické tezy. Bylo zfejmé, Ze vice bunck bylo ve skafoldech s HAp syntetizovanym
in situ (vzorky IHA2, THB2), zatimco skafoldy s fyzikaln¢ ptfimichanym HAp pomoci
ultrasonikatoru (vzorky UHA2, UHB2) obsahovaly pouze solitérni buiiky (obrazek 18).

Obrazek 18 - Reprezentativni mikroskopické snimky histologickych fezii, na kterych
jsou vidét buiiky MG-63 rostouci 21 dni po nasazeni bunék na hydrogelech s rizné
pripravenym HAp

Legenda: (a) vzorek IHA2, (b) vzorek IHB2, (c) vzorek UHA2, (d) vzorek UHB2, Sipky
oznacuji shluky bun¢k u vzorkti IHA2, ITHB2, zatimco Sipky u vzorki UHA2 a UHB2
ukazuji na solitérni buiiky, méfitko je 50 um.
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Diskuze

Ke stanoveni mechanickych vlastnosti hydrogelt byly pouzity vzorky o priméru 12 mm a
vySce 6 mm. Zdiavodu stejnomérného rozlozeni teploty byly vzorky ptfed vlastnim
testovanim vystaveny teploté 37 °C po dobu 15 min. Porovnénim vysledkii mechanickych
vlastnosti lze fici, ze hydrogel s vy$§im obsahem organické matrix a s HAp pfipravenym
in situ dosahl dvojnasobnych hodnot a v ramci dynamického modulu dokonce trojnasobnych
hodnot, oproti ostatnim typtim hydrogelii. Lze tedy fici, Ze hydrogel IHA2, ktery obsahoval
pomér PVA/HA/HAp 3:1:2, dosahl tfikrat vyssi houzevnatosti. V ramci slozeni studovanych
hydrogelt dosazené vysledky ukézaly, Ze na jejich mechanické vlastnosti mé nejvétsi vliv
mnozstvi PVA a forma HAp. Hydrogel s vy$§im mnozstvim PVA a s HAp pfipravenym
in situ doséahl lepSich mechanickych vlastnosti oproti hydrogeliim obsahujici niz§i mnozstvi
PVA a fyzikaln¢ pfimichany HAp. Tento vysledek odpovida ptfedpokladim, ze vétsi
mnozstvi viskdzni slozky a lepsi distribuce ¢astic HAp zvySuje mechanické vlastnosti
hydrogela. Tento systém obsahuje 1 vétsi podil hydrofilni slozky, kterd zvySuje absorpci
vody a tim se také zvysuje pruznost sité [Rial et al., 2018]. Nicmén¢ vzhledem k tomu, ze se
jedné o hydrogely, jsou obecné tyto hodnoty nizsi v porovnani s jinymi typy skafoldd (napf.
keramika, pény atd.) [Oliveira et al., 2019] a ze statistického hlediska je tento rozdil
nevyznamny.

Pro analyzu HAp ve skafoldech pomoci FTIR byly materidly upraveny kalcinaci pfi teploté
500 °C na vzduchu. Tato teplota byla stanovena zamérné, aby se organické latky zcela
odstranily a anorganicka Gast nebyla ovlivnéna [Supova, 2020]. Ukazalo se, Ze nami
vyrobeny HAp odpovidal standardu vzhledem k maximalni dosazené absorbanci mezi 1 200
a 1000 cm’!. P¥idavny pik pfi 1420 cm’! charakterizoval pfitomnost dusi¢nanti, protoze
nebyla pii ptipravé HAp provedena jeho kalcinace. Spektra hydrogelit UHA2 a UHB2
vykazuji pasy pti 3 570 a 630 cm™', které jsou diikazem hydroxylace apatitu v aniontovém
kandlu. Pasy ve FTIR spektru typické pro valenéni a deformaéni médy aniontu PO4>" jsou
viditelné ve vsech spektrech. Pasy vrozmezi 1000-1 150 cm™ patii asymetrickému
valenénimu moédu. Péas v oblasti 960 cm™ patii symetrickym valenénim vibracim a pasy
v oblasti 560-600 cm™ jsou odrazem asymetrickych deformaénich vibraci. Na zakladé
porovnani FWHM spekter I1ze konstatovat, Ze krystalinita obou pfipravenych apatitii se nelisi.
Jak je patrné z vysledki, apatity obsahuji vapnik, fosfor a kyslik jako hlavni prvky a takeé
uhlik, ktery je soucasti uhli¢itanii. Sodik a chlor jsou ptfitomny v HAp skeletech hydrogelti
IHA2 a THB2 v koncentraci ptiblizn€ 2 hm % a draslik ve stopovém mnozstvi. Tyto prvky
pochézely z pfipravy HAp.

Jednim z dulezitych parametrii u HAp je hmotnostni pomé&r vapniku a fosforu. Hmotnostni
pomér Ca/P ve stechiometrickém hydroxyapatitu je roven 2,15, coz odpovidd molarnimu
pomeéru 1,67. Ze statistické analyzy vyplyva, Ze apatity ve vzorcich UHA2 a UHB?2 jsou, se
spolehlivosti 95 %, ve svych pomérech Ca/P shodné a jejich hodnoty (2,18 a 2,11) se blizi
hodnoté pro stechiometricky hydroxyapatit (2,15). Provedend EDS analyza tedy ukazala, Ze
pomér téchto dvou prvkii vnasem piedem piipraveném HAp se blizi hodnoté pro
stechiometricky HAp (2,15). O néco nizsi hodnotu vykazoval pomér Ca/P (1,85) v HAp
pfipraveném in situ, coz odpovida formé HAp s nedostatkem vapniku [Supova et al., 2018].
Pro stanoveni vécného tc¢inku rozdila stitednich hodnot poméru Ca/P byl vypocten Cohentiv
koeficient pro parové porovnani se standardnimi hranicemi pro jeho velikost (<0,2
zanedbatelny; 0,2-0,5 maly; 0,5-0,8 stfedni; > 0,8 velky efekt). Coheniiv koeficient je mira
vécné vyznamnosti a jedna se o dulezitési udaj nezli spolehlivost zamitnuti nulové hypotézy
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o rovnosti stfednich hodnot. Se spolehlivosti vyssi nez 95 % mulzeme potvrdit, Ze mezi
sttednimi hodnotami poméru Ca/P apatitd hydrogeld UHB2 a THA2/IHB2, obdobné
IHA2/HB2 a UHAZ2, je nejspis rozdil. Tento rozdil je vécné vyznamny (velky efekt na
zéklad¢ Cohenova koeficientu).

Ve stupni zbotnani byly mezi jednotlivymi hydrogely zjistény vyznamné rozdily. Vzorky,
které obsahovaly vétsi podil organické matrix vic¢i anorganické slozce (vzorky IHA2 a
UHAZ2), vykazovaly vyssi absorbanci vody a to diky vyssimu podilu hydrofilnich slozek.
Zpisob pripravy stupeni zbotnani neovlivnil. Bioaktivita byla hodnocena na zédkladé zmény
hmotnosti vzorkl ponofenych do roztoku SBF. Biologicka rozlozitelnost se u jednotlivych
vzorkd vyznamné neliSila s vyjimkou vzorki, kde byl objemovy pomér PVA/HA 3:1
(vzorky IHA2 a UHA?2). Z vysledk hemolyzy vyplynulo, ze vSechny vzorky lze povazovat
za hemokompatibilni s vyjimkou skafoldu s pomérem PVA/HA 3:1 s HAp pfipravenym
in situ (vzorek IHA2). Je tfeba vSak zduraznit, Ze tento test je pouze piedbézny a bylo by
potieba provést podrobnéjsi a Sirsi testovani hemokompatibility.

Kli¢ovym faktorem pro integraci skafoldu do biologického prostfedi je vyhodnoceni
viability bunék. Je zndmo, Ze riizné zplsoby inkorporace HAp do organické matrix ovliviiuji
vlastnosti skafoldli. Pouzity polymer mulze nabizet ionizovatelné postranni skupiny pro
krystalizaci HAp a tim napodobit proces mechanismus vzniku biologickych kompoziti
[Kato et al., 1997]. Ptiprava HAp in situ probihala pti pH okolo 9, coz je o néco nizsi hodnota,
nez je optimalni pH pro syntézu samotného HAp pred pfidanim do skafoldu (pH 11). Pti
vyssim pH se sice na postrannich -OH skupinach tvofi ndboje snadnéji, ale presto dochazi
k pomalejsi absorpci Ca?" iontii, které po navazani tvofi centra pro tvorbu krystalt HAp.
Lokalni zvyseni koncentrace iontti Ca?" uvolnénim méné stabilni struktury miize zptisobovat
apoptdzu bun¢k [Chang et al., 2003]. V souladu s timto tvrzeni se ukdzalo, ze vzorky s in situ
ptipravenym HAp (vzorky IHA2 a IHB2) vykazovaly mnohem lepsi viabilitu bunék MG-63
oproti skafoldim s pfedem pfipravenym HAp (vzorky UHA2 a UHB2).
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3.4 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 4

Ovéieni adheze a proliferace BM—hMSC na hydrogelu s vyhodnéjsim zpitssobem pripravy
HAp

Na zakladé ptredeslych vysledkti se ukdzala jako vyhodnéjsi ptiprava HA in situ, ptimo
v organické matrix. Na hydrogelech obsahujicich jednotlivé slozky PVA/HA/HAp
v objemovém pomeéru 3:1:2 (vzorek [HA2) a 1:1:2 (vzorek IHB2) byla métena adheze (den
1, 24 hodin po nasazeni buné¢k) a proliferace (den 7, 14 a 21) bunék BM—hMSC pomoci
CCK-8. Vysledky ukazuje obrazek 19.

W IHA2
W IHB2

DEN 1 DEN 7 DEN 14 DEN 21

0,25

0,2

Absorbance
o
i
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o
i
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(93]

Obrazek 19 - Stanoveni adheze a proliferace BM-hMSC na hydrogelech s in situ
pripravenym HAp pomoci CCK-8

Primarni adheze stanovena 24 hodin po nasazeni bun€k se ukazala signifikantné lepsi
u hydrogelu THA2 (p < 0,0368). Avsak proliferace bun¢k byla vyrazné lepsi po delsi dobé
kultivace na hydrogelu IHB2, den 14 (p < 0,0165), resp. den 21 (p < 0,0055).
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Diskuze

V aplikacich BTE je stale Castéji pouzivana HA, ktera podporuje migraci i proliferaci buné¢k,
1 kdyz je jeji pouziti in vivo omezeno endogenni degradaci hyaluroniddzou, reaktivnim
kyslikem a aktivnim dusikem [Li et al., 2019]. V souladu s timto zjisténim se ukazalo, Ze
bylo dosazeno vyssi proliferace bunék BM-hMSC na hydrogelu s vy$§im mnozstvim HA
vzhledem k PVA po 14, respektive 21 dnech kultivace (vzorek IHB2). Na druhou stranu, tak
jak popisuje Kaur et al., vy$si mnozstvi HAp snizovalo primarni adhezi bunék (vzorek IHB2)
v disledku zvysujici se krystalinity a kontaktniho thlu [Kaur et al., 2015].
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3.5 Vysledky a jejich diskuze vztahujici se k cili 5

Ovéieni osteogenni diferenciace BM—hMSC na hydrogelu s vyhodnéjsim zpiisobem
pripravy HAp

Pro ovéteni osteodiferenciace byly pouzity hydrogely s in situ ptipravenym HAp, kde byly
jednotlivé slozky PVA/HA/HAp v objemovém poméru 3:1:2 (vzorek IHA2) a 1:1:2 (vzorek
IHB2).

Stanoveni aktivity ALP metodou konstantniho ¢asu

Hodnoty aktivity ALP u obou typil hydrogelt se v pritbéhu diferenciace bunék zvySovaly az
do 14. dne procesu (obrazek 20). Srovnanim s diferenciaci v den 0, resp. 7, se hodnoty
signifikantné zvysSovaly (p <0,001, respektive p <0,01), ale od 14. dne diferenciace se
aktivita ALP bun¢k na hydrogelovych skafoldech vyrazné nelisila.
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Obrazek 20 - Stanoveni aktivity ALP metodou konstantniho ¢asu pri
osteodiferenciaci BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp
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Barveni pomoci alizarinu
Z makroskopické vizualizace (tabulka 20) je vidét, Ze béhem 28 dnt diferenciace
dochazelo ke zvySovani intenzity zabarveni na obou typech hydrogeli.

Tabulka 20 — Vysledky barveni pomoci alizarinu v priubéhu osteodiferenciace
BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Den 0 Den 7 Den 21

Den 14 Den 28

IHA2

IHB2

Kvantifikace vapniku pomoci alizarinu

Vzorky obarvené alizarinem, byly pouzity pro kvantifikaci vapniku. Mnozstvi vapniku
v jednotlivych hydrogelech bylo stanoveno fotometricky na zakladé¢ absorbance
vyextrahovaného barviva v den 0, 7, 14, 21 a 28 osteogenni diferenciace (obrazek 21).
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0,2000 W IHA2

W IHB2
0,1500
0,1000
0,0500 '
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DEN O DEN 7 DEN 14 DEN 21 DEN 28

Absorbance, 562 nm

Obrazek 21 - Kvantifikace vapniku v osteogenni kultufe na zakladé absorbance
vyextrahovaného alizarinu z hydrogelu s in situ pripravenym HAp
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Porovnanim namétenych hodnot se ukédzalo, ze mnozstvi vapniku v buiikach na hydrogelu
IHB2 se zacalo oproti hydrogelu IHA2 signifikantné zvySovat az od 14. dne procesu, den
14 aden 21 (p <0,0162), den 14 a den 28 (p < 0,0012).

Barveni von Kossa

Vizuélni hodnoceni mineralizace bun¢k béhem osteodiferenciace na hydrogelech pomoci
dvoukrokového barveni ukazala mirné se zvySujici mnozstvi vépenatych latek, u vzorku
IHA?2 od zacatku procesu, u vzorku IHB2 az od 14. dne procesu diferenciace (tabulka 21).

Tabulka 21 — Vysledky barveni von Kossa v prubéhu osteodiferenciace BM-hMSC
na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Den 0 ‘ Den 7 Den 14 Den 21

THA2

IHB2

Stanoveni osteogenni diferenciace pomoci RT-PCR

Osteodiferenciace BM—hMSC byla provedena na hydrogelech s in situ ptipravenym HAp
(vzorky IHA2 a THB2) a monitorovana po dobu 28 dnii. Kvantitativni stanoveni péti
vybranych genli exprimovanych v prubéhu diferenciace bylo provedeno pomoci RT-PCR a
normalizovano na Uroven exprese kontrolniho houskeepingového genu GAPDH. Tento gen
je nejcastéji pouzivan pii porovnavani genové exprese [Barber et al., 2005]. Diferenciace
byla hodnocena na zdkladé exprese genit ALP, Runx2, BMP-2, OCN a OPN.

79



Stanoveni exprese genu ALP

Vysledky osteogenni diferenciace BM—hMSC na hydrogelech potvrdily nejvyssi expresi
ALP v den 14 od zacatku diferenciace u obou typli a po zbytek procesu exprese tohoto genu
klesala (obrazek 22 a, b). Ubun¢k na hydrogelu s mensim podilem HAp vzhledem
k organické matrix (vzorek IHA2) lze fici, ze hodnota maxima exprese tohoto genu byla
signifikantné vyssi (p < 0,001) nez u bunék na vzorku obsahujiciho vyssi podil HAp viici
organické matrix (vzorek IHB2).

ALP - [HA2
8,0

7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0

ALP vs GAPDH

1,0

0,0
0 7 14 21 28
den diferenciace

(2)

ALP - [HB2

0,0150
0,0130
0,0110
0,0090

0,0070

ALP vs GAPDH

0,0050
0,0030

0,0010

-0,0010 0 7 14 21 28
den diferenciace

(b)

Obrazek 22 - Stanoveni exprese genu ALP pomoci RT-PCR v priibéhu
osteodiferenciace BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Legenda: (a) modré barva - vzorek IHA2, (b) Cervena barva - vzorek IHB2.
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Stanoveni exprese genu Runx2

Vysledky stanoveni exprese genu Runx2 ukazaly maximalni hodnotu u bun¢€k na hydrogelu
IHA2 v den 14 osteogenni diferenciace a pak exprese tohoto genu klesala (obrazek 23 a).
U bunék na hydrogelu IHB2 se 14. den diferenciace hodnota exprese zvysila a maxima bylo
dosazeno az 21. den procesu (obrazek 23 b). Porovnanim maxim exprese genu Runx2 se
hodnota u buné¢k na hydrogelu IHB2 ukazala signifikantné vyssi nez u bunék na hydrogelu
IHA2 (p <0,001).

Runx2 - IHA2

0,00030
0,00025
0,00020
0,00015

0,00010

Runx2 vs GAPDH

0,00005

0,00000

0 7 14 21 28
-0,00005
den diferenciace

(@)
Runx2 - IHB2
3,0
2,5
2,0

1,5

Runx2 vs GAPDH

1,0
0,5

0,0
0 7 14 21 28
den diferenciace

(b)

Obrazek 23 - Stanoveni exprese genu Runx2 pomoci RT-PCR v prubéhu
osteodiferenciace BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Legenda: (a) modré barva - vzorek IHA2, (b) Cervena barva - vzorek IHB2.
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Stanoveni exprese genu BMP-2

U bunék na hydrogelu IHA2 bylo zaznamenano zvySovani exprese genu BMP-2 od 21. dne,
zatimco u bun¢k na hydrogelu oznaceném IHB2 az od 28. dne osteogenni diferenciace
(obrazek 24 a, b). U posledné¢ jmenovaného skafoldu byla 28. den hodnota exprese genu u
bunék signifikantné niz$i nez u bunék na hydrogelu IHA2 (p < 0,001).

BMP-2 - IHA2

1600,0
1400,0
1200,0
1000,0
800,0
600,0
400,0

BMP2 vs GAPDH

200,0

0,0 @ @

200,0 0 7 14 21 28

den diferenciace
(a)
BMP-2 - IHB2
4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

BMP2 vs GAPDH

1,0
0,5
0,0
0 7 14 21 28

-0,5
den diferenciace

(b)

Obrazek 24 - Stanoveni exprese genu BMP-2 pomoci RT-PCR v pribéhu
osteodiferenciace BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Legenda: (a) modré barva - vzorek IHA2, (b) Cervena barva - vzorek IHB2.
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Stanoveni exprese genu OCN

U bunék na obou typech hydrogelt se exprese genu OCN zacala zvySovat po 14. dnu
osteodiferenciace a v den 28 bylo dosazeno maximalni hodnoty (obrazek 25 a, b). U bunék
na hydrogelu IHA2 byla hodnota maxima exprese tohoto genu signifikantné vyssi oproti
hodnoté u bun¢k na hydrogelu IHB2 (p < 0,001).

OCN - IHA2
300,0
250,0
200,0
150,0

100,0

OCN vs GAPDH

50,0

0,0 o— —0—

o
~

14 21 28
-50,0
den diferenciace

(a)

OCN - IHB2

0,6
0,5
0,4

0,3

OCN vs GAPDH

0,2
0,1

0 7 14 21 28

den diferenciace
(b)

Obrazek 25 - Stanoveni exprese genu OCN pomoci RT-PCR v priibéhu
osteodiferenciace BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Legenda: (a) modra barva - vzorek IHA2, (b) cervena barva - vzorek IHB2.
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Stanoveni exprese genu OPN

U bunék na obou typech hydrogelt shodné doslo ke zvyseni exprese genu OPN az v den 28
diferencia¢niho procesu (obrazek 26 a, b), ale u bun€k na vzorku IHA2 bylo dosazeno
signifikantn¢ vyssi hodnoty nez u bun€k na vzorku IHB2 (p < 0,001).

OPN - IHA2
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7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0
0,0
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0 7 14 21 28
den diferenciace

(a)
OPN - 1HB2
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2,00
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1,50
1,25
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0,50
0,25

0,00 @ @ ®
0 7 14 21 28

OPN vs GAPDH

den diferenciace
(b)

Obrazek 26 - Stanoveni exprese genu OPN pomoci RT-PCR v priibéhu
osteodiferenciace BM-hMSC na hydrogelech s in situ pripravenym HAp

Legenda: (a) modra barva - vzorek IHA2, (b) cervena barva - vzorek IHB2.
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Diskuze

Osteogenni diferenciace bunék probihala v diferenciacnim médiu, které oproti bézné
pouzivanému kultivatnimu médiu bylo suplementovano nckterymi dal§imi faktory a
vitaminy (dexametazon, askorbat-2-fosfat, B-glycerolfosfat, vitamin K3 a vitamin D3) na
zakladé¢ poznatkl z literatury [Umrath et al., 2022; Gabbay et al., 2010; Chaves Neto et al.,
2011; Brauer et al., 2016].

Dexametazon se bézné pouziva ke stimulaci osteogenni diferenciace MSC in vitro. Je vSak
paradoxni, ze glukokortikoidy, jako je pravé dexametazon, vedou u pacientii podstupujicich
1é¢bu glukokortikoidy k ubytku kostni hmoty a ke zvySenému riziku zlomenin, coz mize
vést ke glukokortikoidy indukované osteoporoze. Bylo prokézano, ze osteogenni
diferenciace progenitorovych bunék izolovanych z periostalni tkan¢ Celisti neni zavisla na
dexametazonu, pokud je médium doplnéno lidskym destickovym lyzatem namisto FBS. To
umozinuje, aby se podminky in vitro mnohem vice pfiblizily pfirozené situaci in vivo. Déle
byla provedena studie ukazujici, Ze nepfitomnost dexametazonu pii diferenciaci bunék
periostu Celisti nesnizila schopnost mineralizace, ale naopak mirné zlepsila osteogenni
diferenciaci bun¢k. Na druhou stranu se ukazalo, ze suplementace dexametazonem siln¢
méni genovou expresi, ECM a bunéénou komunikaci bunék celistniho periostu. Ke
zkouméni zmén v parakrinni sekreci zptisobenych dexametazonem byl pouzit sekretom
periostalnich bunék, které byly dfive oSetfeny osteogennim médiem s dexametazonem a bez
néj. V pfitomnosti dexametazonu doslo ke zméné sekrece nékolika cytokint buitkami a byla
siln¢ indukovana diferenciace osteoklastii mononukledrnich bun¢k periferni krve [Umrath et
al., 2022].

Askorbat-2-fosfat hraje nékolik roli ve vyvoji kosti. Jako faktor se ucastni nékolika
transkripcnich a enzymatickych reakci, které reguluji casnou diferenciaci osteoblastt, stejné
jako navazujici biosyntézu matrixovych molekul, zejména kolagenu. V provedené studii se
dale ukézala dalsi dilezitd role askorbatu a to pfi potlacovani aktivity osteoklasti [Gabbay
et al., 2010].

Pfitomnost B-glycerolfosfatu podporuje mineralizaci kostni tkané tim, Ze zvySuje dostupnost
fosfatovych ionti. Vlivem B-glycerolfosfatu dochazi ke stimulaci prokolagenhydroxylace,
zpracovani a sestavovani fibril, po nichZ nasleduje dramatickd indukce specifickych gent
spojenych s osteoblastofenotypem, véetné ALP, OPN a OCN [Chaves Neto et al., 2011].

Pro zvyseni exprese OCN je vhodné diferenciaéni médium rozsifit o vitamin D3 a vitamin
K3. Tyto vitaminy se vSak nepodileji na uklddani fosfore¢nanu vapenatého ani na regulaci
aktivity ALP [Brauer et al., 2016].

Vizualni porovnani vzorkl obarvenych alizarinem stejné jako kvantifikace vyextrahovaného
barviva potvrdila lepsi diferenciaci BM-hMSC na hydrogelu s vy$§im obsahem HA
vzhledem k PVA (vzorek IHB2). Toto zjisténi bylo v souladu s vysledky, které publikovali
Cui et al. [Cui et al., 2021].

Vizuélni hodnoceni vzorkli barvenych metodou von Kossa ukézalo lepsi osteodiferenciaci

BM-hMSC na hydrogelu s niz§im obsahem HAp vzhledem k organické matrix (vzorek
[HA2), oproti vysledkiim, které uvadi Jahan et al. [Jahan et al., 2020]. Je tfeba ovSem vzit

85



v potaz Spatnou specifi¢nost této metody, nebot’ pozitivni zbarveni miize predstavovat napft.
1 dystrofickou mineralizaci nezndmého ptivodu [Schneider, 2021].

Casny marker osteodiferenciace ALP obecnd dosahuje svého maxima okolo 14. dne
diferenciace a dale u zralych osteoblastt klesa [Shao et al., 2017]. To bylo potvrzeno pomoci
PCR ai stanovenim aktivity tohoto enzymu pii diferenciaci bunék na obou typech hydrogelt.
Z vysledki, které uvadi Hu et al., je zfejmé, Zze pfitomnost HAp i HA soucasné zvysuji
diferenciaci osteoblastil, coz ukazuje pozitivni vliv na tvorbu nové kosti [Hu et al., 2017].

Exprese genu Runx2 se béhem procesu diferenciace v osteoblasty méni, ale obecné se jedna
o marker raného stadia diferenciace, ktery svého maxima dosahuje okolo 14. dne procesu
[Shao et al., 2017]. To se potvrdilo u bunék na hydrogelu THA2, zatimco u bunék na
hydrogelu IHB2 do$lo pravdépodobné ke zpozdéni diferenciace a maxima exprese bylo
dosazeno az 21. den procesu. Maximalni hodnota exprese Runx2 byla vyssi u bun¢k na
hydrogelu s vy$$im obsahem HA (vzorek IHB2), stejn€ jak uvedli ve své studii diferenciace
Cui et al. [Cui et al., 2021].

BMP-2, ¢len skupiny TGF-B, je jednim z diileZitych riistovych faktorli nejen osteogenni, ale
také chondrogenni diferenciaci. Tento marker indukuje osteogenesi prostiednictvim exprese
Runx2 a Sox9 [Zhou et al., 2016]. BMP-2 je také spojovan s osteopordzou, osteoartrézou a
patologickymi kalcifikacemi cév a srde¢nich chlopni [Rogers et al., 2015]. Gen pro tento
faktor vykazuje rostouci uroven exprese v pritbéhu procesu diferenciace [Edgar et al., 2007].
U bunék na hydrogelu oznaceném IHA2 doslo k narGistu exprese BMP-2 dfive oproti
buitkdm na hydrogelu oznaceném IHB2 a maximalni dosazena hodnota byla signifikantné
vyssi. OvSem je mozné, ze z divodu zpozdéné diferenciace bunék na hydrogelu THB2
nebylo ani po 28 dnech jesté dosazeno maximalni hodnoty. Nebot’, jak ve svych vysledcich
uvedli Bernardo et al., vys$si obsah HAp zvysil u bun€k expresi BMP-2 [Bernardo et al.,
2022].

Jeden z markerli pozdni faze diferenciace, OCN, hraje roli v syntéze a mineralizaci
extracelularni matrix. Béhem procesu by se hodnota exprese OCN méla zvySovat a maxima
by méla dosdhnout mezi 14. a 28. dnem osteodiferenciace [Schmitz et al., 2020]. Tento
vysledek se potvrdil u buné¢k na obou typech hydrogeli. Hodnota exprese genu OCN se
zaCala zvySovat 21. den osteodiferenciace a maxima bylo dosaZeno 28. den procesu.
U bunék na hydrogelu s vy$§im obsahem organické matrix (vzorek IHA2) bylo v tento den
dosaZeno signifikantn¢ vyssi hodnoty exprese.

Protein OPN, stejné jako OCN, je markrem pokroc¢ilého stadia diferenciace. Ke zvyseni jeho
exprese dochdzi taktéz mezi 14. a 28. dnem osteodiferenciace [Schmitz et al., 2020].
U bun¢k na obou typech hydrogelti doslo shodné ke zvyseni exprese genu OPN mezi 21. a
28. dnem diferenciace. Stejn¢ jako u exprese genu OCN, i zde bylo u bunék na hydrogelu
s vy$§im mnoZstvim organické matrix (vzorek IHA2) dosazeno signifikantné vyssi hodnoty
exprese 28. den procesu.

V kostni mediciné jsou HAp nebo jiné fosfore¢nany vapniku Siroce pouzivany, nebot’ jsou
znamé tim, Ze podporuji biomineralizaci a zvySenou tvorbu kosti. Pfi implantaci podporuji
narlst apatitové vrstvy, coz vede k vazb¢ na kost a tim je zajiSténa lepsi fixace skafoldu
k hostitelské tkani [Nooeaid et al., 2012].
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4 Zavéry
4.1 Zavéry vztahujici se k cili 1

Stanoveni optimdlnich podminek piipravy hydrogelu na bazi PVA/HA obohaceného
HAp

Porosita, porovitost a vzajemnd propojenost pord hraji vyznamnou roli pii viabilité,
proliferaci a migraci bun¢k. Vzajemné propojeni pora je dilezité pro existenci bunék ve
skafoldu, protoze umoziuje buiikam jejich vzajemny kontakt, proristani a difuzi zivin. Na
druhou stranu s rostouci porovitosti klesa tuhost skafoldu, ktera je diilezita pro adhezi bun¢k.
Jak porovitost, tak mechanické vlastnosti jsou ovlivnény stupném zesitovani. Rizenim
stupn¢ zesitovani je mozné vyladit vlastnosti materialu a vhodné je optimalizovat.
U ptipravenych hydrogelti bylo provedeno fyzikalni zesitovani bez pouziti chemickych
sitovacich ¢inidel. Vzorky byly podrobeny opakované zmrazovani a rozmrazovani, ¢imz
doslo ke krystalizaci fetézce PVA. Na zédklad¢ stanoveni hustoty a poérovitosti byly
porovnany hydrogely s koncentraci roztoku PVA 5, 10 a 15 %, které podstoupily 3, 5,
respektive 10 cyklli zmrazovani a rozmrazovani Nejvetsi hodnoty porovitosti bylo dosazeno
u hydrogelu s 5 % koncentraci roztoku PVA. V porovnani poctu cykla sitovani u vSech tfi
koncentraci nedochazelo mezi cykly 5 a 10 k vyznamné zméné hustoty, proto bylo pro
ptipravu hydrogell stanoveno pouziti 7 cykli sitovani.
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4.2 Zavéry vztahujici se k cili 2
Stanoveni nejvhodnéjsiho sloZeni hydrogelu na bazi PVA/HA obohaceného HAp

Vzorky obsahujici vyssi podil HA a stejné mnozstvi HAp vykazovaly vyssi stupen zbotnani.
Na druhou stranu, ¢im vyssi byla koncentrace HAp ve vzorku, tim nizsi byl stupenl zbotnani
v disledku snizeni hydrofility. Pfitomnost HA v disledku zvySeni hydrofility méla ptfimou
souvislost s nartistem hmotnosti hydrogeli po 25 dnech v roztoku SBF a Ize konstatovat, ze
hydrofilngjsi povrch je bioaktivngj$i. Ovlivnéni bioaktivity vlivem mnozstvi HAp ve
skafoldech nebylo pozorovéano. Piedbézny a orientacni test hemolyzy vykazoval vysokou
hemokompatibilitu u vSech typti hydrogelii, nebot’ i jejich jednotlivé slozky jsou vysoce
biokompatibilni. Vzorky pfipravené pouze z PVA vykazovaly nedostateCnou primarni
adhezi bun€k a 1 jejich samotnou proliferaci. U hydrogelt s vy$§im mnozstvim HA byla
pozorovana vyS$si primdrni adheze a proliferace bun€k, zejména po del§i dobé kultivace.
Tento vysledek ukazuje, ze HA umoznovala bunkam silnéjsi pfilnuti, pravdépodobné diky
svym pfirozenym biologickym funkcim. Pfitomnost HAp ukazala vliv na proliferaci bunék
ajejich hustotu na povrchu hydrogelu ve srovnani se vzorky, které zddny HAp neobsahovaly.
Zvysujici se koncentrace HAp snizovala primarni adhezi bunék jako dusledek zvysujici se
krystalinity a kontaktniho thlu. S rostoucim mnoZstvim HAp se sice proliferace zvySovala,
ale jen do urcité miry. Tyto vysledky ukazuji, ze je zapotiebi zvolit optimalni mnozstvi
anorganicke slozky. Ze tfi testovanych pomérdt HA a HAp se jako optimalni ukdzalo pouZiti
objemového poméru 1:2.
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4.3 Zavéry vztahujici se k cili 3
Vliv rozdilnych zpisobu piipravy HAp na vlastnosti hydrogelu s nejvhodnéjsim sloZenim

Na zaklad¢ porovnani stupné botnani se u hydrogel neukazal vliv zpisobu ptipravy HAp,
ale pouze vliv vys§tho mnozstvi hydrofilni slozky, kterd stupenn zbotndni zvysila.
Biodegradabilita se mezi jednotlivymi typy skafoldii vyznamné neliSila. Pouze hydrogely
s predem piipravenym HAp a jeho vySSim mnozstvim vykazovaly vyrazngj$i tbytek
hmotnosti. VSechny typy skafoldi bez rozdilu poméru slozek a zpusobu pfipravy
vykazovaly dobrou hemokompatibilitu.

Ptiprava hydrogeli pouhym pfimichanim pfedem piipraveného HAp do organické matrix
znemoznila nejen kontrolu morfologie skafoldu, ale i chemické interakce HAp a organické
faze. Ukézalo se, Ze je vyhodné syntetizovat HAp piimo v organické matrix, protoze dochazi
nejen klepsi distribuci castic HAp, ale 1 ke zlepSeni mechanickych vlastnosti a
biokompatibility hydrogel s in situ ptipravenym HAp. U in situ ptipraveného HAp byla
zjiSténa snizend hodnota Ca/P (1,85) oproti poméru téchto prvkl odpovidajici stechiometrii.
Statistickd analyza poméru Ca/P v ptipravenych apatitech ukdzala, ze pfedem piipraveny
HAp se blizi hodnoté pro stechiometricky HAp (2,15), zatimco HAp ptipraveny in situ
odpovida kalcium — deficitni formé (1,85).

Vzorky s in situ ptipravenym HAp vykazovaly mnohem lepsi podminky pro viabilitu bun¢k.
Vyznamné vyssi se ukdzala, jak pocatecni adheze, tak i1 proliferace v nésledujicich dnech.
Ptiprava HAp in situ probihala pfi pH okolo 9, coz je o néco nizsi hodnota, nez je pH
optimalni pro syntézu samotného HAp pted pfidanim do skafoldu. Pfi vy$$im pH se sice na
postrannich -OH skupinach tvofi néboje radikalng, ale ptesto dochazi k pomalejsi absorpci
Ca®" iontli, které po navazani tvoii centra pro tvorbu krystald HAp. Lokalni zvySeni
koncentrace iontli Ca®" uvolnénych v disledku rozpusténi méné stabilni struktury mize
zpusobovat apoptdzu bunék.
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4.4 Zavéry vztahujici se k cili 4

Ovéreni adheze a proliferace BM—-hMSC na hydrogelu s vyhodnéjsim zpiisobem piipravy
HAp

Klicovym faktorem pro integraci skafoldu do biologického systému je vyhodnoceni
pocatecni adheze a proliferace bunék. Vyrazné vyssi pocatecni adheze BM-hMSC (den 1 po
nasazeni bunck) bylo dosazeno uvzorku obsahujicitho vys$si podil organické matrix
vzhledem k obsahu HAp (vzorek IHA?2). Vysledky proliferace bun¢k (den 7, 14 a 21 po
nasazeni buné¢k) potvrdily vhodnéjsi podminky na hydrogelu s vys§im obsahem HAp viici
organické matrix (vzorek IHB2). Vyssi mnozstvi HAp viici PVA umoziuje lepsi a silnéjsi
ptichyceni bunék a jejich naslednou proliferaci. Na druhou stranu se potvrdilo, ze s vys$im
obsahem organické matrix viabilita bunc¢k klesd. Kultivatni médium DMEM,
pravdépodobné, pronikalo do struktury organické matrix a ta se stala viskoznéj$i, coz
negativné ovlivnilo proliferaci bunék.
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4.5 Zavéry vztahujici se k cili 5

Ovéreni osteogenni diferenciace BM—hMSC na hydrogelu s vyhodnéjSim zpiisobem
pripravy HAp

Diferenciace bunék BM-hMSC na hydrogelovych skafoldech na béazi PVA/HA
obohacenych o HAp piipraveny in situ byla hodnocena na zakladé barveni, stanoveni
aktivity ALP a exprese 5 genti (ALP, Runx2, BMP-2, OCN, OPN). S vyjimkou exprese genu
Runx2 se ukazalo, ze béhem diferenciace bun¢k na hydrogelu IHA2 bylo dosazeno
signifikantné vyss$ich hodnot exprese vSech ostatnich stanovovanych gent. Exprese genu
Runx2 byla vyrazné vyssi u bunék na hydrogelu IHB2, u kterého se na zaklad¢ stanoveni
ostatnich genti jevil proces diferenciace opozdény oproti vzorku IHA2. Obecné lze fici, Ze na
jednotlivych skafoldech bylo mnozstvi bun€k spiSe nizsi.
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4.6 Zavéry pro praxi a vyhled do budoucna

V soucasné dob¢ hraji vyznamnou roli v tkanovém inzenyrstvi hydrogely. Je velice zadouci
hydrogely aplikovat injek¢éné pfimo do mista defektu, aby co nejcitliveji reagovaly na vnéjsi
podminky prostiedi. Budouci vyzkum bude zaméien na ptipravu injektovatelného hydrogelu
na bazi PVA a HA obohacené¢ho o in situ ptipraveny HAp s moznosti gelovaténi pfi teploté
lidského organismu. Bude se tieba zaméfit, aby sit'ovani probihalo spontanné béhem miseni
slozek.

Pti inkorporace hydrogelu do organismu hraje vyznamnou roli imunitni systém, respektive
makrofagy. Ty jsou jednou z mnoha bun¢k podilejici se na ¢asné fazi zanétlivé reakce
organismu, kterd je dale urcujici pro regeneracni reakci. Cely tento kaskadovity proces vede
k osteogenezi mezenchymalnich buné¢k, které jsou pak zédkladem nové kosti. Kromé toho,
makrofagy podle stavu své polarizace uvolnuji faktory (napt. osteopontin nebo onkostatin
M), které tidi regeneraci kosti. Pouziti biomateridlti méni roli makrofagi, a proto je cilem,
aby materidly regulovaly imunitni odpovéd’ tak, aby byla stimulovana regenerace kosti.
Proto je dal§im cilem se zaméfit na vzajemné pisobeni piipraveného hydrogelu, monocyti a
osteodiferenciace mezenchymalnich bunék.
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