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1. UVOD

Moderni zpisob zivota a zaroveil postoj jednotlivel ke svému zdravi zptsobuje stale
Cast¢jsi vyskyt takzvanych civiliza¢nich chorob. Mezi nejcastéj$i onemocnéni patii predevsim
srdeCni a vaskularni choroby, rakovina, obezita, cukrovka II. typu, revmaticky zanét kloub,
samovolné potraty Ci piredcasné porody, deprese apod. Pficiny téchto chorob jsou rizné a
Casto se 1 vzajemn¢ kombinuji. Jde pfedev§im o piijem vysoce kalorickych potravin, zvySené
konzumace zivo€isnych produktii, snizeni fyzické aktivity, nadmérné konzumace alkoholu a
cigaret, a v neposledni fad¢ jde o psychicky stres. Lidé se vétSinou nejsou schopni rozumné
piizptisobit vydobytkim v tom nejlepSim slova smyslu, které nam civilizace pfinasi.
Potravinovy primysl produkuje tucné a slané pokrmy a pieslazené ndpoje. Rozvoj
automobilové dopravy piispél ke snizeni fyzické aktivity a zaroven pfispiva ke zranénim
zpusobenych pii dopravnich nehodach. Zivotni styl "moderniho" ¢lovéka pak miize
paradoxné snizovat kvalitu jeho zivota. Navzdory tomu vSemu se diky I€katské péci lidsky
zivot neustale prodluzuje. S tim souvisi i potfeba prodlouzit obdobi tzv. produktivniho Zivota.
Nyni pfichazi na scénu moderni medicina, kterd neustale vyviji nové léky, nové lécebné
postupy, a ty v sobé zahrnuji mimo jiné tkanové inzenyrstvi - pokrocily interdisciplinarni
veédni obor, ktery pomoci kombinace umélych a biologickych komponent vytvaii nahrady
tkani a orgdnl. Lidé by vSak neméli spoléhat pouze na medicinu samotnou. Neméli by
podceiiovat prevenci a sami by se méli zapojit do boje proti civilizacnim chorobam.

Abychom byli schopni navrhnout spravny material pro urcity typ postizeni, je potieba
se diikladné obeznamit s fyziologii a patofyziologii té konkrétni tkdn¢ ¢i organu. V této praci
se soustfedim predevSim na kostni nahrady a jejich modifikace, jejichZ cilem je podporovat
adhezi, rist a osteogenni diferenciaci bunck a vést k integraci mezi implantatem a kostni
tkani.

Kost se skladd z fady bun¢k mezenchymadlniho piivodu. Jsou to napi. osteoblasty,
osteoklasty, kmenové bunky a cévni builky. Osteoblasty se podileji na riistu kosti, zatimco
osteoklasty kost resorbuji. Tyto dva protichlidné procesy se nazyvaji kostni remodelace
(Barrett et al. 2010). Osteoblasty jsou velmi podobné fibroblastim, to znamena, ze exprimuji
vSechny geny, které jsou exprimovany i ve fibroblastech, az na dvé vyjimky, které jsou
specifické pouze pro osteoblasty: transkripcni faktor Cbfal a protein osteokalcin. Cbfal je
marker osteogeneze. Osteokalcin je nekolagenni protein vyskytujici se v kostni matrix v

nejvetSim zastoupeni. Tato molekula je také dilezitym markerem diferenciace osteoblasti.



Inhibuje kostni rust tim, ze inhibuje aktivitu transglutaminazy. Dale na sebe vaze vapnik
(Kaartinen et al. 1997, Ducy et al. 2000). K osteogenni diferenciaci muze béhem
embryonalniho vyvoje dojit dvéma odliSnymi cestami: intramembrandzni (desmogenni) ¢i
enchondrélni osifikace. K intramembrandzni osifikaci dochazi predev§im béhem formovani
plochych kosti lebky, oblicejové casti a veétsi casti klicni kosti. V' tomto piipadé
mezenchymalni progenitorové buiiky diferencuji pfimo v osteoblasty. Naproti tomu k
enchondrélni osifikaci dochdzi u dlouhych kosti, které jsou formovany z chrupavky. Po
vaskularizaci chrupavky za¢nou chondrocyty odumirat apoptézou a nasledné jsou nahrazeny
osteoblasty. Chrupavcity templat se preméni v kost (Barrett et al. 2010).

Ve zdravé kosti dochazi k velmi kiehké rovnovdze mezi syntetickou aktivitou
osteoblastil a resorp¢ni aktivitou osteoklastli. Pfi naruSeni této rovnovahy dochazi ke vzniku
fady chorob. Béhem starnuti (ale i u nékterych typii onemocnéni) je rovnovaha posunuta
smérem k Cinnosti osteoklastli, coz ma za nésledek ubytek kostni hmoty. Tento proces
ovliviiuje strukturu kosti a zpusobuje jejich kiehkost a nachylnost ke zlomeninam.
NejbéznéjSim onemocnénim tohoto typu je osteopordéza. U zen byva casto zplsobena
snizenou produkei estrogenu v obdobi menopausy (Rodan a Martin 2000). Pokles hladiny
estrogentl souvisi se zvySenou kostni resorpci zmnozenymi osteoklasty. To vede ke zvySené
produkci cytokint, které reguluji mnozeni osteoklastti kaskadou (signalni drahou) zahrnujici
nasledujici faktory: receptor aktivatoru pro jaderny faktor-kB (RANK) a jeho ligand
(RANKL), faktor nddorové nekrozy a (TNF-a), interleukin-1, interleukin-6, interleukin-11,
faktor stimulujici kolonie makrofagti (M-CSF) a prostaglandin E (Pacifici 1998).

Mezi nejcastéjSi kloubni onemocnéni patii degenerace kloubni chrupavky -
osteoartritida. RozliSujeme primarni osteoartritidu zplisobenou staiim ¢i pretézovanim kloubt
a sekundarni osteoartritidu, kterd vznikd v dusledku traumat. Jak primarni, tak sekundarni
osteoartritida se projevuji predevsim bolesti pii chiizi, coz je feSitelné podavanim tiSicich
prostiedki. Casem se viak miize samotny pohyb stat diky bolesti téméf nemoznym. Jedinym
zpusobem, jak zachovat pacientim mobilitu, je voperovat jim umély kloub (Sedldk a PiSa
2008). V roce 2005 se celosvétove investovalo do kostnich ndhrad okolo 23 miliard dolart. A

tato ¢astka se rok od roku zvysuje.

1.1 Tkéanové inZenyrstvi a umélé materialy
Tkéanové inzenyrstvi je definovano jako "interdisciplindrni obor, ktery vyuziva
principy technickych a biologickych védnich obort pro vyvoj biologické nahrady, ktera

obnovi, zachova nebo zlepsi funkci tkdné¢ ¢i celého organu" (Langer a Vacanti 1993). V
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tkanovém inzenyrstvi se pro ucely nahrad ¢i regenerace tkani mohou pouzivat bud’ Cisté
biologické stavebni kameny (zivé buiiky a molekuly extracelularni matrix), nebo je buiikami
osazen umély materidl, ktery by se mél chovat jako analog extracelularni matrix. V této
souvislosti se v tkanovém inzenyrstvi klade velky diraz na zkoumani interakci mezi
biomateridlem a buiitkami. Opakované bylo prokdzano, ze chovani bunck siln¢ zavisi na
fyzikédlnich a chemickych vlastnostech povrchu materiali (Linez-Bataillon et al. 2002,
Eisenbarth et al. 2002, Webster a Smith 2005).

Umélé materidly se pro ndhrady tkdni pouzivaji stovky let. Naptiklad Mayové
vytvotili umély zub z ulity jiz 600 let pied n. 1. V Evrop¢ byl nalezen v ostatcich datovanych
200 let pred n. . podobny zubni implantat, avSak kovovy. Biomateridly v dneSnim slova
smyslu se nepouzivaji déle nez 50 let. Pfed touto dobou se nebrala v potaz biokompatibilita,
nebyly néhrady systematicky zhotovovany (kromé bryli a jinych podobnych pomicek), a
ohledné vyuziti umelych materidli v mediciné neexistovaly pravni predpisy (Ratner et al.
2004).

Materialy, které se v soucasnosti pouzivaji v tkdniovém inzenyrstvi, lze rozdé€lit do
nckolika zdkladnich skupin: syntetické polymery, pfirodni polymery, keramika, kovy a
kompozity (kombinuji vlastnosti dvou ¢i vice materidlti riznych kategorii).

Kazda z vyse uvedenych skupin materiali miize byt pouzita i v kostnim tkanovém
inZenyrstvi. Syntetické polymery mohou byt napiiklad pouzity jednak jako samotnd umeéla
nahrada a jednak pro vyrobu nékterych néstrojii pouzivanych v ortopedii ¢i zubnim Iékatstvi.
Napf. poly(metyl-metakrylat) je hlavni soucasti kostniho cementu pii ortopedickych
operacich. Poly(dimetyl-siloxan), ktery je zékladni surovinou pro konstrukci srdec¢nich
chlopni, se pouziva i pro vyrobu protéz prstnich kloubi. Lékaiska vlakna vyrobend napi. z
polytetrafluoroetylenu (PTFE) maji své vyuziti jakoZto ndhrady vazi a Slach (napf. pfi
podpirné 1€cbé vykloubeného ramenniho kloubu, nebo u ptetrzenych vazii v kolenou). Poly-
(laktid-co-glykolid) (PLGA) je ve tkanovém inzenyrstvi Siroce pouzivan pii vyrobé
biodegradabilnich prostorovych nosicti buné€k, tzv. scaffold (Golfstein ef al. 1999, van Eijk
et al. 2008, Pamula et al. 2009). V téle je PLGA odbouravan v Krebsové cyklu (Houchim a
Topp 2008). Ptes vSechna tato fakta je pouziti polymert omezeno kvili ¢astym problémim,
jako je napt. sklon k rychlému opotiebovani, slabé propojeni s kostni tkani, znacna pruznost
¢1 nizka tvrdost. Vysoka tvrdost je naproti tomu charakteristicka pro keramické materialy.
Jejich nevyhodou je, Ze jsou kiehké. Materidly, jako napf. hydroxyapatit nebo trikalcium
fosfat, se vSak uspésné pouzivaji v kombinaci s polymery, obzvlasté ve formé bioaktivnich a

biodegradabilnich mikro- a nanocastic (vice viz Abramson et al. 2004, Vagaska et al. 2010).
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Biodegradabilni materialy jsou dulezité u docasné umisténych fixatorti podporujicich hojeni.
Tyto materidly maji velky potencial pravé v kostnim tkanovém inzenyrstvi za piedpokladu, ze
regenerovand a plné funkc¢ni kostni tkan postupné nahradi docasny biodegradabilni scaffold.

Piirodni polymery (ziskané z ZzivociSnych tkani ¢i pfipravené rekombinantnimi
technikami, napf. molekuly podobné elastinu, Bellingham et al. 2003) maji stejnou ¢i
podobnou molekulovou strukturu jako ptivodni pfirozené makromolekuly. Jsou télu vlastni, a
proto nejsou cytotoxické. Dale jsou buitkdm 1épe ptistupné, nebot’ ve svych molekulach
obsahuji specifické aminokyselinové sekvence, které predstavuji ligandy pro adhezni
receptory bunék, napi. RGD ¢i KRSR. Naproti tomu byvaji ¢asto imunogenni a mohou byt
u syntetickych molekul, coz muize ztizit technologickou manipulaci. Pro kostni tkanové
inZzenyrstvi je jednou z nejzajimavéjsi molekul kolagen. Kolagen je protein, ktery je dilezitou
slozkou extracelularni matrix nejriznéjsich tkani. Kolagen I se vyskytuje pievazné v kostni
tkani, Slachach a kazi. Velmi Casto se pouziva pro modifikaci povrchil jinych materialt tak,
aby co nejvice napodobovaly ptirozenou extracelularni matrix. Obsahuje totiZ vazebnd mista,
kterd umoziuji navdzani a osteogenni diferenciaci kostnich buné¢k, napt. aminokyselinovou
sekvenci DGEA (Culpepper et al. 2010). Podle fady publikaci kolagen zlepSuje adhezi bunék,
jejich rozprostieni a proliferaci (Geissler et al. 2000, Roehlecke et al. 2001, Douglas et al.
2007). Tento pozitivni efekt mize byt zesilen, pokud je kolagen kombinovan i1 s jinymi
molekulami extraceluldrni matrix - napf. glykosaminem chondroitin sulfaitem. Chondroitin
sulfat je schopny vazat n€které rustové faktory, jako napt. rstovy faktor fibroblasti, FGF
(Nandini a Sugaraha 2006, Asada et al. 2009), a po navazani na scaffold pokryty kolagenem
zvysuje proliferaci fibroblastl a chondrocytti (van Susante et al. 2001, Zhong et al. 2005).
Testovala se ddle kombinace kolagenu a chondroitinu na titanu in vitro 1 in vivo. Tyto
experimenty prokazaly lepsi piijeti titanovych implantatii, zlepSeni jejich stability v kosti a
ucinngjsi formovani noveé mineralizované kostni tkan¢€ okolo implantatu.

Posledni skupina materiala - kovy - je v dnesni dobé hlavnim materiadlem pouzivanym
v ortopedii (pro ptehled viz Abramson et al. 2004). Materialy nejcastéji pouzivané v ortopedii
jako implantaty jsou: nerezova ocel 316L, slitiny kobaltu a chromu, a titan a jeho slitiny. A
pravé titan je povazovan za nejvhodngj$i materidl pro kostni inzenyrstvi. Existuje pro to
nekolik divoda. Jsou to zejména jeho mechanické vlastnosti, chemickd stabilita a znama
biokompatibilita. Ve srovnani s ostatnimi slitinami maji materidly z titanu nizky modulus
elasticity (v rozmezi 110 a 55 GPa), ktery se blizi modulu elasticity pfirozené kostni tkané (30

GPa). Vysoky modulus elasticity, jaky maji ostatni slitiny (nerezova ocel dosahuje hodnot
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310 GPa, slitiny kobaltu a chromu 240 GPa), mtze vést k uvolnéni a poskozeni protézy nebo
fraktuie okolni kosti. Proto je diilezité, aby mél umély material modulus elasticity co nejvice
podobny kosti (Geetha et al. 2009). Po implantaci mize dojit 1 k odmitnuti implantatu v
disledku alergické reakce vyvolané kovovymi ionty uvolnénymi z materidlu (Long a Rack
1998). Titan je reaktivni kov a to znamend, ze na vzduchu, ve vodé nebo jiném elektrolytu
spontanné¢ oxiduje za vzniku tenké vrstvy oxidu. Tento oxid je ptfiblizn¢ 4 nm tlusty. Pfiznivy
zpusob rastu oxidové vrstvy ma za nasledek, ze se z povrchu neuvoliuji Zadné kovové ionty.
Oxid titanicity je rovnéz dobry izolator a navic dokédze véazat takové aniontové necistoty, jako
jsou chloridy, fluoridy nebo fosfaty. Vodivé materialy ¢asto podporuji redoxni procesy, které

nasledn¢ mohou vést k denaturaci makromolekul (Steinemann 1998).

1.2 Bunéc¢né modely a podminky kultivace pri studovani interakci mezi buiikkou a

materialem

Materialy navrzené pro implantaci do kosti jsou nejprve testovany in vitro a nasledné
in vivo na laboratornich zvitatech. In vitro testovani zpocatku pracuje s bunéénymi liniemi.
Tyto linie pfedstavuji homogenni, jasné definované a relativné dobfe dostupné a snadno
kultivovatelné bunétné populace, které umoziluji testovani mnoha typt vzorkli a pfitom
davaji reprodukovatelny vysledek. NejCastéji pouzivané zvifeci linie jsou osteoblasty potkana
UMR-106, mysi bunky kostni dfen¢ MBA-15 a mySi progenitorové bunky MC3T3-El.
Posledni zminované buniky maji fibroblastovy fenotyp se schopnosti ve vhodném prostiedi
diferencovat v osteoblasty (Kanazawa et al. 2007). Lidské bunécné linie odvozené z kosti jsou
linie osteoblastii CPC-2, TE-85, MG-63, SaOS-2, U-20S. Prestoze jsou tyto linie odvozené z
osteosarkomti, ponechavaji si schopnost diferenciace za pfitomnosti markerd, jako jsou napf.
aktivita alkalické fosfatazy nebo produkce osteokalcinu (Zhao et al. 2007, Rudnik et al. 2008,
Grausova et al. 2009a, Kalbacova et al. 2009).

Ziskan¢ priznivé vysledky jsou dale testovany na primokulturdch nebo nizce
pasazovanych zvifecich nebo lidskych kostnich bunikach. Mohou to byt bud’ jiz diferencované
osteoblasty (napf. osteoblasty z lebecnich kosti novorozenych potkanli; Webster et al.
2000a,b; de Oliveira a Nanci 2004, de Oliveira et al. 2007), lidské osteoblasty ziskané béhem
chirurgickych zasahti (Anselme a Bigerelle 2005) anebo nediferencované buiiky kostni diené
(napt. mezenchymalni kmenové buiikky, MSCs; Filova et al. 2009a; embryonalni kmenové
buniky; Bedi et al. 2009). Podobné¢ jako bunécné linie, i tyto primokultury a nizce pasaZzované
buiiky je mozno zakoupit od specializovanych firem (Webster a Ejiofor 2004), které timto

ulehcuji samotné testovani biomateridl.
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Testovani materidlu se muze provadét bud statickou kultivaci bun¢k nebo v
dynamickém kultivatnim systému. V obou piipadech jsou vzorky nejprve vlozeny do
kultiva¢nich nadob (obvykle misek ¢i komirek), které jsou dale naplnény suspenzi bunék v
kultivaénim médiu. Bunky jsou pak prvnich 24-48 hodin po nasazeni obvykle ponechany ve
statickych podminkéch, aby jim bylo umoznéno adherovat a rozprostfit se na materidlu, a pak
je bud pokracovano v kultivaci statické, nebo jsou bunky vystaveny dynamickym
pfi osazovani cévni protézy endotelovymi ¢i hladkymi svalovymi buiikami protéza zvolna
rotuje podél své dlouhé osy, upevnéna vodorovné ve valcovité nadobé se suspenzi bunck
(Fernandez et al. 2005). Pti osazeni prostorovych poréznich nosicii zase byva vyuzivana
odsttediva sila (Godbey et al. 2004).

Klasicky staticky systém je vhodny spiSe pro planarni vzorky (tzv. dvojrozmérné, 2D),
zatimco vzorky trojrozmérné (3D) obvykle vyzaduji kultivaci bunék v systémech
dynamickych. Avsak i dvojrozmérné vzorky lze vystavovat dynamickym podminkam, aby se
otestovalo, jak budou bunky odpovidat na daném materidlu rGznym typim mechanického
namahani, jako je napf. nestabilni namahani vyvolané tokem kultiva¢niho média (Scaglione et
al. 2008, Kokkinos et al. 2009, Tan et al. 2010), hydrostaticky tlak (Gardinier et al. 2009)
nebo deformace v tahu na elastickych materidlech (napt. na silikonové pryzi; Kaspar et al.
2000). Tyto mechanické stimulace osteoblastt a jinych osteogennich bunck (tj. bunky kostni
dienég, progenitorové MC3T3-El buiiky, lidské kostni butky MG 63) vedou k reorganizaci
fokalnich adeznich plak a cytoskeletu, zvySuje bunécnou stabilitu (resp. tuhost), coz vede ke
zvyseni osteogenni diferenciace. Ta se projevuje expresi hlavnich osteogennich transkripénich
faktorti Cbfal a Osterix, proteint extraceluldrni matrix (kolagen I, osteopontin, osteokalcin,
kostni sialoprotein) a zvySenou aktivitou alkalické fosfatazy.

Jak jiz bylo naznaceno, pro inzenyrstvi kostni tkan¢ jsou buiiky na trojrozmérnych
polymernich, keramickych ¢i kompozitnich poréznich nebo vléknitych materidlech
kultivovany piedev§im v dynamickych systémech. Tato kultivace, predevsim je-li spojena s
dynamickym nasazovanim bunék, usnadiuje builkdm pronikdni do pord materidlu a
kolonizaci hlubsich vrstev scaffoldl, coz je t¢éméf nemozné pii statické kultivaci. Dynamicky
systém navic podporuje nasati tekutiny do scaffoldi, ¢imz buikdm zlepSuje dostupnost
kysliku a zivin, a zéroveii umoznuje snazsi odstraiovani odpadnich metabolickych produkta
(pro ptehled viz Pamula et al. 2008, 2009). Nejcastéjsi dynamické systémy jsou perfuzni
bioreaktory (Olivier et al. 2007), horizontélni ¢i vertikalni rotacni bioreaktory (Belfiore et al.

2009, Meretoja et al. 2009) a bioreaktory vyvijejici tlak (Mauney et al. 2004). Jeden
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bioreaktor v sobé muize kombinovat i n€kolik mechanickych stimulaci, napi. cyklicky
hydraulicky tlak a namahani vyvolané tokem kultivacniho média (Gardinier et al. 2009), tlak
vyvolany odstfedivou silou vrotaénim bioreaktoru kombinovany se stlacovanim
("centrifugal-force-induced fluid pressure in a rotating-cup bioreactor and compression
pressure"; Belfiore et al. 2009), nebo smykové namdhani bun€¢k na materidlu vyvolané
prutokem média, kombinované se stlacovanim ("perfusion-generated fluid shear stress and
compression stress"; Bolgen et al. 2008). Bunky kultivované v dynamickych podminkéach (3D
materidly stejné¢ jako plandrni vzorky) vykazuji v porovnani s podminkami statickymi
zvysenou proliferaci, zivotaschopnost a osteogenni diferenciaci (Mauney et al. 2004, Olivier
et al. 2007, Meretoja et al. 2009). Osteogenni diferenciaci podporuje i kultivaéni médium, do
kterého jsou pfidany napi. dexametason, kyselina askorbové, vitamin D3 a B-glycerolfosfat

(Mauney et al. 2004, Kokkinos et al. 2009).

1.3 Fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu materiali

U novych typl materiali je tfeba brat v uvahu, aby tyto materidly podporovaly
uchyceni, migraci, proliferaci, diferenciaci, dlouhodobou Zivotaschopnost a spravnou funkci
konkrétnich bunék. Adheze bunc¢k k materialu a jejich nasledujici osud je zprostiedkovan
molekulami extracelularni matrix, jako je vitronektin, fibronektin, kolagen, laminin a fibrin -
tedy molekulami, které se ucastni pfi procesu hojeni ran. Tyto molekuly se proto casto
pouzivaji pro vhodnou modifikaci povrchu biomaterialu (Brynda et al. 2005, Filova et al.
2009b). Tyto molekuly jsou obsazeny v biologickych roztocich (kultivaéni médium, krev,
intercelularni tekutina), spontdnné se adsorbuji na povrch materidli, a poté jsou jejich
specificka aktivni mista (napt. specifick¢é aminokyselinové sekvence RGD, KRSR, DGEA
apod.) rozpoznana bunéénymi receptory (pfedev§im integriny). Molekuly extracelularni
matrix se musi adsorbovat v dostate¢ném mnozstvi a zaujmout spravnou prostorovou
konformaci, aby byly pro bunécné receptory dostupné. Chovani téchto proteinti pii adsorpci je
vyznamné ovlivnéno fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi povrchu. Mezi nejvyznamné;si
vlastnosti patii: polarita, sméacivost, elektricky ndboj a vodivost, drsnost a topografie, tuhost ¢i
pruznost povrchu a dal§i (Engler er al. 2004, Bagakova et al. 2004, Batikova a Svoréik
2008). Uprava drsnosti a topografie tak, aby ménila odpovéd’ tkang, je jednim ze zékladnich
kritérii, které jsou rozhodujici pii interakci buitka-material a pro integraci materialu do okolni

tkané (Clark 1994, Ito 1999, He et al. 2008).
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1.4. Smacivost povrchu

Jak jiz bylo zminéno, jednim z dilezitych parametri adheze bunck je smacivost
povrchu. Sméacivost, neboli hydrofilie povrchu, ¢i naopak jeho hydrofobie, se obvykle mé&fi
pomoci kontaktniho thlu kapek polarnich kapalin (napf. voda) a kapalin nepolarnich (napft.
benzylalkohol) na povrchu materidlu. Hydrofilie ¢i hydrofobie povrchu materidlu totiz
vyplyva z jeho polarity — vyska polarni slozky povrchové energie materialu je ptimo umérna
jeho hydrofilii.

Velikost kontaktniho whlu vodni kapky je nepfimo umeérnd smacivosti daného
materidlu. Men$i kontaktni thel udava vyraznéjsi rozprostfeni tekutiny na povrchu, tzv.
hydrofilitu materidlu, zatimco vyssi kontaktni tthel odpovida stavu, kdy tekutina snizi sviij
kontakt s povrchem materidlu, ktery je tedy hydrofobni (obr. 1). Riizné modifikace povrchi
mohou ovlivnit jeho smacivost. Napf. oxygenace polymerd zvysi podil polarnich skupin a tim
1 smacivost, kterda umozni adsorpci molekul zprostfedkujicich adhezi bunék, jako je napf.

vitronektin, fibronektin, kolagen, laminin.

U : 8

A

Obr. 1. Vodni kapka na uhlikovych kompozitech s riznou povrchovou tpravou. A:
nemodifikovany kompozit bezprostiedné po vyrob¢ s hydrofobnim povrchem (kontaktni ihel
vodni kapky 103 + 4°). B: Kompozit modifikovany leSténim a pokrytim pyrolytickym
grafitem, coz mélo za nasledek zvySeni smacivosti povrchu (kontaktni thel vodni kapky 60 +
1°). Méfeno metodou reflexni goniometrie (pfistroj DSA 10 Mk2, Kruss, Germany)
(Bacékova et al. 2001, Stary et al. 2003a,b).

Buiiky obvykle nejpiiznivéji reaguji na sttedné hydrofilni povrch, ktery umozni adhezi
specifickych proteinii v dostatecném mnozstvi, vyhodném spektru a zejména vyhodné
geometrické konformaci, tj. blizké konformaci fyziologické. Na takto adsorbovanych
molekulach jsou vazebna mista (napf. specifické aminokyselinové sekvence) dobie pfistupna
adheznim receptorim bun¢k (obr. 2A). Navic jsou molekuly adsorbovanych proteint
flexibilni a snadno pfestavitelné buiikami, coz rovnéz podporuje regeneraci pfilehl¢ tkané a

integraci umélého materidlu do této tkané. Pokud je vSak material siln¢ hydrofilni (kontaktni
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uhel blizky 0°) a nebo je vysoka hydrofilie navic kombinovdna s mechanickou nestabilitou
povrchu materidlu (napt. pohyblivé fetézce polyetylén oxidu, uchycené na materidlu pouze
jednim koncem, Bacakova et al. 2007a), proteiny se k materidlu neadsorbuji bud’ viibec, nebo
jen velmi slab€. V prvnim piipadé builkky na materidl jiz primarné neadheruji (obr. 2C), ve
druhém pftipadé se po kratkém obdobi rustu pfedcasné odlouci, nebot’ slabé adsorbovana
vrstva proteinii neni schopna vazat k materidlu vyssi pocet bunék (Grausova et al. 2009a).
Naproti tomu na siln¢ hydrofobnich materidlech (kontaktni tthel kolem 100°) se proteiny sice
adsorbuji v dostatecném mnozstvi (dokonce i1 vyS§Sim nez na materidlech pfimétené
hydrofilnich), ale adsorbuji se v rigidni a denaturované forme, coz rovnéz brani adhezi bun¢k.
Specifické aminokyselinové sekvence, tj. ligandy pro adhezni receptory bunck v molekulach
adsorbovanych proteinli, jsou totiz vtomto ptfipadé¢ adheznim receptorim bunék Spatné
pristupné (obr. 2D). Navic hydrofobni povrchy adsorbuji pfednostné albumin, ktery
nepodporuje adhezi bunék, pred proteiny zprostfedkujicimi bunécnou adhezi, jako je napf.

vitronektin, fibronektin, vinkulin, laminin (pro ptehled viz Bacakova et al. 2011).
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Obr. 2.: Schéma interakce naadsorbovanych proteini s povrchem materidlu v
zéavislosti na jeho kontaktnim uhlu: mirny hydrofilni povrch (A), nanostrukturovany povrch
(B), siln¢ hydrofilni povrch (C), hydrofobni povrch (D). Obrazky A a B popisuji takové
vlastnosti materidlu, které jsou piihodné pro adsorpci spravného spektra proteinli a jejich

konformace pro adhezi kostnich bun€k (Bacakova et al. 2011).
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1.5 Drsnost povrchu

Stéle vice praci se zaobird modifikacemi povrchu materiala tak, aby se staly pro bunky
atraktivnéjsi a tim doSlo k optimalizaci integrace implantatu do okolni tkédné. Jednou z téchto
modifikaci je Gprava drsnosti a topografie povrchu materialu, tj. velikosti, tvaru a distribuce

nerovnosti.

1.5.1 Velikost nerovnosti

Nanostrukturovany povrch materidlu, ¢ili takovy povrch, ktery obsahuje nerovnosti
mensi nez 100 nm, odpovida nanoarchitektute ptirozené kostni tkané. Do tohoto rozmezi totiz
spadaji napt. rozméry nékterych molekul extracelularni matrix nebo jejich ¢asti (napf. rtizna
zvlnéni, vétveni), a zarovenn velikost extracelularnich c¢asti bunécnych receptort.
Extracelularni proteiny se na nanostrukturovany povrch adsorbuji ve vyhodné konformaci,
¢imz bunécnym receptorim zpiistupni specifické bioaktivni sekvence aminokyselin, jako jsou
napt. RGD nebo sekvenci specifickou pro navazani osteoblasti KRSR. Z tohoto hlediska lze
fici, Ze nanostruktura povrchu ma podobny ucinek jako smacivost materidlu (srov. obr. 2A a
2B), ktera rovnéz podporuje adsorpci molekul zprostfedkujicich adhezi bun¢k ve vyhodné
geometrické konformaci blizké konformaci fyziologické (pro piehled viz Bacdkova et al.
2004, Bagakova a Svoréik 2008). Nejlépe na nanostrukturovany povrch adsorbuje vitronektin,
coz je vysvétlovano jeho relativné malou a linedrni molekulou ve srovnani s vétSimi a
rozvétvenymi molekulami zprostfedkujicimi adhezi bun€k, napf. lamininu. Vitronektin je
pfednostné rozpoznavan osteoblasty ve srovndni s jinymi bunéénymi typy, zejména
fibroblasty (Webster et al. 2000a,b; Price et al. 2004). Z tohoto hlediska by nanostrukrura
povrchu kostniho implantatu mohla piedstavovat urCitou prevenci fibrézniho opouzdieni
implantatu. Preferencni adheze osteoblasti je zpiisobena pfitomnosti aminokyselinové
sekvence KRSR v molekule vitronektinu (v jeho doméné vazajici heparin), kterd je selektivné
vazana molekulami proteoglykanu heparan sulfatu na povrchu osteoblastii (Dee et al. 1998).

Rada studii se zabyvala porovnavanim vlivu mikro- a nanostrukturovanych povrchi
na chovani riznych typt bun€k (Lincks ef al. 1998, Bacdkova et al. 2001, Zhao et al. 2007,
Khang et al. 2008, Liu et al. 2008, Mendonga et al. 2008). VétSina téchto praci se priklani k
nazoru, Ze nerovnosti ve stupnici nanometrii jsou pro rist a proliferaci bun¢k vyhodnéjsi.
Tento nalez je mozné vysvétlit tim, Ze nerovnosti fadové v nanometrech ¢i desitkdch
nanometr ptiznivé ovliviiuji adsorpci molekul zprosttedkujicich adhezi bunck (viz vyse), a
tim zlepSuji pfichyceni a rozprostfeni osteoblastl, coz jsou nezbytné kroky pro jejich

nasledujici G¢innou proliferaci (Webster ef al. 2000a,b; Christenson et al. 2007, Khang et al.
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2008, Liu et al. 2008). Naproti tomu nerovnosti ve stupnici mikrometri mohou branit
radnému rozprostieni bunék, jejichz plocha adheze k materidlu ma za normdlnich okolnosti
rovnéz rozméry fadove v mikrometrech ¢i desitkdch mikrometrd. Bunky jsou nuceny vyhybat
se nerovnostem (napi. adherovat jen v prohlubnich mezi nerovnostmi) ¢i nerovnosti
premostovat, coz jednak omezuje kontakt jejich povrchu s materidlem, jednak vede i
k deformacim a napéti buné¢né membrany. Tyto faktory pak zpomaluji proliferaci bunck
(Bacékova et al. 2001, Stary et al. 2003a,b; pro piehled viz Vagaska et al. 2010, Grausova et
al. 2011, Bacakova et al. 2011). V souladu s timto tvrzenim Rosa a Beloti (2003) dokazali, ze
se adheze a proliferace bun¢k snizuji se zvySujici se drsnosti materidlu. V uvedené studii
autofi porovnavali vliv submikronové a mikronové drsnosti titanového substratu na rast

lidskych bunék kostni diené. Drsnost byla hodnocena pomoci parametru R, ktery je

. o W 4 . v ’ o e 1 i
definovan jako primérna odchylka profilu drsnosti od stfedni linie (R, :—Z| v
n g

), a

v citované studii tento parametr dosahoval 0.24 pm, 0.69 pm, 0.80 pm a 1.90 um. K
podobnému vysledku dospéli 1 Anselme a Bigerelle (2005), ktefi kultivovali lidské
osteoblasty na titanovych povrsich, jejichZz drsnost, méfend tentokrat parametrem S,
(definovan jako primérna amplituda drsnosti, tedy parametr podobny R,) se pohybovala mezi
0.53 pum a 2.52 pm. Avsak buniky na drsnéjSich vzorcich titanu (R, 0.80 um a 1.90 pm)
obsahovaly vyS§i mnozstvi celkového proteinu a vykazovaly vyssi aktivitu alkalické
fosfatdzy, tj. enzymu, ktery se ucastni osteogenni diferenciace (Rosa a Beloti 2003).
Mikrodrsnost tedy miize podporovat osteogenni diferenciaci bunék, ptestoze jejich pocatecni
adheze a proliferace neni idealni.

Podobné chovéni bunék bylo pozorovano na povrsSich s riiznou nanodrsnosti. Webster
et al. (1999) ve své studii uvadi, Ze primarni osteoblasty ziskané z lebe¢nich kosti potkana a
pestované na nanodrsném titanu (zrna o velikosti 20 nm az 56 nm) a hliniku (zrna o velikosti
20 nm az 67 nm) dosahovaly nejvysSich pocétd inicidln¢ adherovanych bunék na TiO, s
velikosti zrn 20 nm az 32 nm a Al,O3 se zrny 20 nm az 49 nm. Tyto pocty byly statisticky
vyznamné vys$i neZ hodnoty ziskané na samotném titanu a hliniku, které byly mnohem
drsnéjsi (velikost nerovnosti titanu byla 2120 nm a hliniku 177 nm). Pfiznivy ucinek
nanostrukturovaného povrchu Ize vysvétlit i tim, ze upravou povrchu doslo jednak ke zvétSeni
jeho plochy, kterou mohou builkky vyuzit pro adhezi, a jednak se zlepSila adsorpce a
konformace adsorbovanych proteind, které se Gcastni adheze bunck (Webster et al. 1999).

Ve studii, kterou jsme provedli na lidskych kostnich buiikach linie MG 63, jsme

porovnavali vliv skla a povrchu potazeného TiO, o rtiznych stupnich nanodrsnosti, a dospéli

19



v

jsme k vysledku, ze nejptiznivéjsi drsnosti byla hodnota R, = 40 nm (nase vysledky se tedy
blizily podobnému vystupu, jaky uvadi ve své praci Webster et al. 1999). Déle buiiky (na
povrchu R, = 40 nm) vykazovaly lepsi rozprostieni a vyznamné vys$i pocty 7. den po
nasazeni v porovnani s vysledky ziskanymi na TiO, o vy$si drsnosti (R, 100 nm a 170 nm;
Vandrovcova et al. 2010, Vandrovcova a Bac¢akova 2011). Stejnych vysledkd bylo dosazeno
na nanokrystalickych diamantovych filmech (nanocrystalline diamond films, NCD). Byly
testovany vzorky s efektivni hodnotou drsnosti (root mean square, RMS) 20 nm, 270 nm a
500 nm. Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno na povrchu s RMS 20 nm, kde m¢ly lidské kostni
buiiky linie SaOS-2 nejlepsi pocatecni adhezi (méfeno 1 hodinu po nasazeni), nejvyssi
metabolickou aktivitu (méfena aktivitou bunééné dehydrogenazy 48 hodin po nasazeni) a
nejlepsi osteogenni diferenciaci (méfena aktivitou alkalické fosfatdzy a mineralni depozice
bunék 11 dni po nasazeni). Tyto vyhodné ucinky nanodrsné Upravy se pfipisuji faktu, ze se
povrch podoba topografii skute¢ného kostniho povrchu (Kalbacova et al. 2009).

Ptiznivy GCinek nanodrsnosti byl rovnéz prokazdn porovnanim hladkého a
nanodrsného povrchu. Prestoze byla velikost bunécné kolonie (tj. celkova plocha obsazena
kazdou bunécnou kolonii) vy$$i na hladkém borosilikdtovém povrchu nez na povrchu
keramiky s nerovnostmi v nanometrickych rozmérech, syntéza alkalické fosfatdzy a depozice
minerald obsahujicich vapnik byla vyznamné vyS$S$i u osteoblasti na nanostrukturované
keramice po 21. a 28. dni kultivace (Webster et al. 2000b).

Rovnéz de Oliviera a Nanci (2004) porovnavali osteogenni diferenciaci kalvaridlnich
osteoblastil (ziskanych z neonatalnich potkanil) na nemodifikovaném titanu a TiAlV discich s
nerovnostmi v fadu nanometrd. Téchto nerovnosti bylo docileno chemickym leptanim v
roztoku H,SO4 a H,0,. Osteoblasty, které rostly na povrchu pokrytém nerovnostmi ve vysi 10
nm ve tvaru vceli plastve, secernovaly vice kostniho sialoproteinu a osteopontinu, tj.
typickych nekolagennich proteinti kostni matrix. Na oSetfenych povrsich byla u osteoblasti
rovnéz zaznamenana vyssi aktivita alkalické fosfatdzy a formovani mineralizovanych nodult
nez na povrsich neosetienych (de Oliveira et al. 2007).

Lze tedy souhrnné fici, Ze povrchova drsnost v desitkdch nanometri je kostnimi
buitkami upfednostiiovana. Buniky na ni I1épe adheruji, rostou, proliferuji, diferencuji a
fenotypicky vyzravaji v porovnani s chovanim bunék na hladkych povrsich ¢i naopak na

drsnych povrsich s nerovnostmi submikronovych nebo mikronovych rozmért.
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1.5.2 Tvar a distribuce nerovnosti

Pro spravnou interakci mezi builkou a materidlem nejsou diilezité pouze rozmeéry
nerovnosti povrchu, ale také tvar a distribuce téchto nerovnosti na povrchu. To dokazuje
napiiklad pokus, ve kterém byl povrch titanu modifikovan pomoci anodické oxidace tak, Ze
na ném vznikly utvary o rizném priméru (0.5 um a 2.0 um), s riznym parametrem R, (0.2
um a 0.4 um), avsak stejného porovitého tvaru. Bunky se na porovnavanych povrsich chovaly
velmi podobné. I jejich morfologické znaky, jako je naptiklad vytvaieni filopodii, se
shodovaly. Bunky vykazovaly podobny tvar a distribuci vinkulinu, ktery je obsaZen ve
fokalnich adheznich placich, a podobné prostorové usporadani aktinového cytoskeletu (Zhu et
al. 2004).

Pfi interakci buiika-material je dilezitd i hustota nerovnosti na povrchu materialu.
Rice et al. (2003) napiiklad nandseli latexové Castice vyrobené z latexu (polokruhového tvaru
o vySce 110 nm) na titanovou podlozku v hustoté pokryvu 3 %, 19 %, 30 % a 43 % povrchu
materidlu. Se zvySujici se koncentraci nanocéstic se snizovalo rozprostfeni i proliferace
kalvarialnich osteoblastli potkana. Na druhé stran¢ v buiikach kultivovanych na materialech o
vy$§i hustoté nanocastic doslo ke zvysené expresi osteokalcinu. K podobnému zévéru dospéli
1 Kunzler et al. (2007), kdyz na silikonové desticky pokryté polyethylen-iminem nandseli
nanocastice (prumér 73 nm) v hustoté v rozmezi od 0 % do 21 % pokryvu materialu. Potkani
kalvarialni osteoblasty na povrSich o vyS$i hustot¢ nanocCastic byly hiife rozprostiené,
pomaleji proliferovaly a nedostate¢n¢ formovaly aktinovy cytoskelet. Autofi tento vysledek
vysvétlili tak, Ze na materialech s hustsim pokryvem castic dochazelo k vyraznéjSimu ohybu
membrany, vétSimu napinani bunék a snizené ploSe kontaktu mezi buitkou a materidlem. Z
téchto vysledktl 1ze usuzovat, ze vyssi hustota povrchovych nerovnosti ma podobny efekt jako

zvyseni velikosti t€chto nerovnosti (viz vyse).

1.6 Chemické sloZeni povrchu materialu

Nekteré studie se zabyvaly mySlenkou, zda-1i maji na chovani bun¢k vétsi vliv drsnost
a topografie nebo chemismus povrchu. Webster et al. (1999) ve své préci uvedli, Ze vzrist
pocatecni adheze potkanich kalvaridlnich osteoblasti kultivovanych na nanodrsnych povrsich
z oxidu hliniku a oxidu titani¢itého byl nezavisly na chemickém slozeni materidlti. Tento
vzrast byl zavisly pouze na optimalni povrchové topografii v rozmérech nanometri. K
obdobnému zavéru dospéli ve své pozd&jsi praci Webster a Ejiofor (2004), kdyz testovali
lidské nizce pasédzované osteoblasty na kovech s povrchem v nanometrickych rozmérech (Ti,

Ti6Al4V a CoCrMo).
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Avsak tyto vysledky jsme v naSich pokusech s bunkami MG 63 kultivovanymi na
Ti0; filmech (ve form¢ anatasu) a na mikroskopickych sklech nepotvrdili. Buniky byly 1épe
rozprostfeny a lépe rostly na TiO, povrchu nez na skle o stejné drsnosti (Vandrovcova et al.
2010). Podobnych vysledkli bylo dosazeno i v pokusu, pfi kterém byly pokryty silikonové
substraty vrstvou TiO; ve formé anatasu, rutilu a v amorfni podobé. Test byl proveden
pomoci primokultur potkanich kalvarialnich osteoblasti (He ez al. 2008). Piestoze vSechny tfi
filmy TiO, mély stejnou drsnost a topografii, nejvétsi rozprostieni bunék (méfeno 8 hodin po
nasazeni) bylo na anatasu. NejvysSich poctl bun€k po 36 a 72 hodindch bylo dosazeno také
na anatasu. A navic, po 7. a 14. dnu od nasazeni builky na anatasu vykazovaly nejvyssi
aktivitu alkalické fosfatazy, coz je dilezity marker osteogenni diferenciace (He et al. 2008).
Stimula¢ni U¢inek anatasu na osidleni povrchu bunikami a jejich fenotypové vyzravani je
ptipisovan faktu, Ze je povrch anatasu mnohem hydrofilnéjsi (kontaktni uhel cca 60°), nez je
rutil nebo amorfni TiO, (kontaktni thel cca 90°, He et al. 2008). Toto vysvétleni bylo pozdéji
podpoieno praci kolektivu Sawase et al. (2008), ve které autofi popisuji, ze po dalsim zvyseni
smacivosti anatasu ozatrenim povrchu UV svétlem (pfed osazenim buiikami ¢i implantaci do
krali¢i tibie) se dale zvysilo rozprostfeni bun€k v testech in vitro, a rovnéz v pokusech in vivo
se zvysil priristek kostni tkané na povrchu materidlu. Lze tedy shrnout, Ze pozitivni u€inek
nanostrukturovaného povrchu na rst bunék mutze byt jeste¢ dale zvySen, pokud se zvysi
smacivost povrchu - tj. smacivost a nanostruktura materidlu projevuji synergické ucinky.
Dojde pak k naadsorbovani proteinil extracelularni matrix, které se i€astni adheze bunck, ve
vhodné prostorové konformaci, kdy specifické sekvence aminokyselin, které¢ slouzi jako
ligandy pro buné¢né receptory, jsou témto receptorim dobie dostupné (Bacakova et al. 2004,

2011, Bagakova a Svoréik 2008).

1.7 Nové tenké bioaktivni povrchové vrstvy

Fyzikalni a chemické vlastnosti povrchu materidlu 1ze modifikovat i nanaSenim jinych
materidlii (atomu, molekul, ¢astic). Molekuly mohou byt nanaseny v kontinualni vrstvé nebo
tak, aby méla vysledna vrstva urcitou strukturu, tj. vzor. Pro Upravu povrchu materidlu lze
pouzit fadu organickych i anorganickych sloucenin. Jsou to napiiklad celé molekuly
extracelularni matrix, oligopeptidy, které se ucastni adheze (ligandy pro adhezni receptory
bungk), fibrin, keramické vrstvy, nejCastéji zastoupené hydroxyapatitem ¢i trikalcium
fosfatem (pro piehled viz Bagikova et al. 2007a, Bacakova a Svoréik 2008, Filova et al.
2009b, Vagaska et al. 2010). NaSe pracovisté se posledni dobou intenzivné zabyva studiem

vlivu vrstev vyrobenych z uhlikovych nanoc¢éastic na adhezi, rist, Zzivotaschopnost,
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metabolickou aktivitu a osteogenni diferenciaci bunék. Jde ptedevsim o fullereny, nanotuby a
nanokrystalické diamanty. Pti pokusech se ndm potvrdilo, Ze z hlediska modifikace kostnich
nahrad jsou tyto materialy perspektivni (Bacdkova et al. 2007b, Grausova et al. 2008a,b,
2009a,b, Vandrovcova et al. 2008; pro piehled viz Bacdkova et al. 2008).

1.7.1 Fullereny

Fullereny jsou sférické molekuly tvofené atomy uhliku (napt. Ceo, C79). Tento allotrop
uhliku objevil Kroto et al. (1985). Tvar fullerenti se dé ptirovnat k dutému kulovitému ttvaru,
podobajicimu se klatrinovym vesikulam, jez vyuzivaji bunky pfi endocytoze, tj. transportu
latek do intracelularniho prostoru. To inspirovalo védce k myslence, ze by se fullereny daly
vyuzit pro cilenou dodavku 1é¢iv do bun€k nebo dokonce pro ptipravu umélych bunéénych
organel (pro piehled viz Bac¢dkova et al. 2008). Fullereny byly pojmenovany po slavném
architektovi Richardu Buckminsteru Fullerovi, protoze svou strukturou pfipominaji tvar tzv.
geodetickych kopuli, tj. avantgardnich staveb kulovitého tvaru, které Fuller projektoval.
Fullereny se vyskytuji v geologickém prostiedi, ve méstech (pfedevsim v exhalacich) i1 ve
vesmiru (Poreda a Becker, 2003). Lze je vyrobit pyrolyzou polycyklickych aromatickych
uhlovodiki (Crowley et al. 1996).

Fullereny maji Siroké spektrum jedine¢nych fyzikalnich a chemickych vlastnosti, napf.
schopnost odolat vysokym teplotdm a tlakiim, vysokou reaktivitu s dalsimi slouCeninami a
schopnost pojmout jiné¢ malé prvky, jako je napf. helium. V Cistém stavu jsou fullereny siln¢
hydrofobni a ve vod¢ nerozpustné. Na druh¢ strané, a to diky jejich vysoké reaktivité, je lze
modifikovat do pozadovanych vlastnosti. Mohou vytvaret komplexy s kovy, nukleovymi
kyselinami, syntetickymi polymery ¢i jinymi uhlikovymi nanocasticemi (napf. nanotubami).
Mohou do nich byt zavedeny rizné chemické funkéni skupiny, napt. skupiny hydroxylové,
aldehydové, karbonylové, karboxylové, esterové nebo aminové. To Casto zméni rozpustnost
fullerenti ve vod¢ a zvysi jejich vzajemnou interakci s biologickymi systémy (Lin a Wu 1999,
Fumelli et al. 2000, Podolskii ef al. 2002, Nakamura a Isobe 2003, Kawase et al. 2003, Zhou
et al. 2003, Yamawaki a Iwai 2003, Chen et al. 2004, Sayes et al. 2005, Dhawan et al. 2006,
Isakovic et al. 2006). Potencionalni vyuziti fullerenii v technickych odvétvich zahrnuje
vyrobu supravodicu, lubrikantt, optickych zatizeni, chemickych senzord, aditiv polymera a
polymerové elektroniky (napf. organické transistory, Organic Field Effect Transistors,
OFETS) (Wilson 2000, Kawase et al. 2003). Diky své vysoké reaktivit¢ mohou fullereny
slouzit jako katalyzatory. Predstavuji téz vhodné prostiedi pro uchovavani vodiku a uZzivaji se

jako prekurzory pii vyrob¢ diamantovych filmi (Qin et al. 1998).
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Od objevu fullerent se predpokladalo, ze by tyto allotropy uhliku mohly mit vyuziti v
ruznych biomedicinskych odvétvi. Avsak je tfeba pocitat s tim, Ze navzdory svému slibnému
potencidlnimu vyuziti mohou byt tyto molekuly cytotoxické. Naptiklad po ozareni viditelnym
¢i ultrafialovym svétlem fullereny $t€pi molekuly kysliku na vysoce reaktivni kyslikové
radikaly, které mohou poskodit bunécnou membranu, ovliviiovat aktivitu enzymt i ménit
strukturu samotné DNA. Tohoto uc¢inku Ize vyuzit pii cilené fotodynamické terapii nadorti ¢i
pfi 1écbé infekci zplisobenych viry a bakteriemi rezistentnimi k Sirokému spektru léka
(Yamakoshi et al. 2003, Tang et al. 2007). Na druhé strané¢ mohou fullereny pohlcovat volné
radikaly. Zalezi vSak na fadé mnohdy dosud neprobadanych faktor, ktery ucinek u fullerent
prevladne. Vychytavani volnych radikalti je mozné diky relativné velkému poctu dvojnych
vazeb, které mohou pfitahovat volné radikaly, a timto zplisobem potlacovat jejich Skodlivy
ucinek. Proto se uvazuje o jejich pouziti nejen v medicing, ale i v kosmetice, napt. pro vyrobu
opalovacich kréma (Nakamura a Isobe, 2003). Dalsi dilezitou vlastnosti fullerenti je jejich
schopnost emise fotoluminiscence. Lze je tedy pouzit pro pokrocilé zobrazovaci technologie
(Yamakoshi et al. 2003). DalSim potencionalnim vyuzitim fullereni v biomediciné je
konstrukce biosenzorti, napf. pro detekci anabolickych steroidii (Goyal et al. 2007; pro
prehled viz Bacdkova et al. 2008). Je zajimavé, ze fullereny Cgy dokonce podporuji
chondrogenesi, a to pravdépodobné diky stimula¢nimu pasobeni téchto molekul na syntézu
proteoglykanti (Tsuchiya et al. 1995). Nékteré derivaty fullerenit maji téz afinitu ke kostni
tkani. Napt. Gonzéles et al. (2002) zjistili, Ze nékteré derivaty fullerenii mohou ovlivnit
mineralizaci kostni tkané. Tito autofi zkoumali interakce mezi bisfosfonatovym derivatem
fullerenu Cs0o(OH) 16 AMBP (4. 4,4-bisfosfono-2-(polyhydroxyl-1,2-dihydro-1,2-
metanfulleren(60)-61-karboxamino)maselnou kyselinou) a hydroxyapatitem (HAp), ktery je
dilezitou anorganickou slozkou kostni tkan¢. Sloucenina Ceo(OH);sAMBP obsahovala silna
vazebnd mista pro HAp, coz se projevovalo vychytdvanim HAp z roztoku a jeho nizsi
dostupnosti pfi mineralizaci. Toto nové zjiSténi miize byt uziteCné v radiani 1éc¢be
onemocnéni kosti, a to tak, ze fullereny obsahujici radionuklid se mohou cilen¢ navéazat do
postizeného mista kosti, v diisledku ¢ehoz 1ze pouzit nizsi a pfesné¢ zamétenou davku zéafeni, a
tim pfedejit poskozeni zdravé tkané (Gonzales et al. 2002).

Interakce bungk s fullereny byla ve vétsin€ ptipadi studovana s pouzitim fullerenti ve
form¢ suspenzi, zejména v kultivacnim médiu. Dosud je tak mdlo zndmo o potencidlnim
vyuziti fullereni ve form¢ vrstev nanesenych na povrch materidlu, které by slouzily jako
substraty pro adhezi a rast bun€k. V naSich studiich jsme prokazali, ze fullereny je mozno

nanaSet na povrch materidlu ve form¢ kontinudlnich nanostrukturovanych vrstev o rtzné
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tloust’ce. Tloustka vrstvy se da fidit pomoci zmény depozi¢ni teploty a casu. Rovnéz lze
vytvaret rizné povrchové vzory pomoci kovovych masek, pies které se fullereny nanaseji
(obr. 3). Toho se vyuziva pii vyrobé materidlii, u kterych je potfeba, aby bunky selektivné
rostly pouze v nékterych oblastech materialu, ptfipadné aby rostly v urcitém uspotadani -
napf. v tkanovém inzenyrstvi, pfi tzv. technikach ,,microarrays* uzivanych v proteomickych
¢1 genomickych analyzach a pti konstrukci biosenzort (Grausova et al. 2008a, 2009b;
Vandrovcova et al. 2008). Molekuly fullerenti je mozné kombinovat 1 s dalSimi materialy,
predevsim s atomy Ti, Co nebo Ni, ¢i vyrabét dvouslozkové kompozity fulleren-kov, coz jsou
opét velmi slibné upravy pro pouziti v biomediciné (Vandrovcova et al. 2008, Vacik et al.

2010; pro ptehled viz Bacakova et al. 2008).

Obr. 3.: Lidské kostni buiikky MG 63 po 7 denni kultivaci na fullerennich
strukturovanych vrstvach s vySkou nerovnosti 128 +£ 8 nm (A), 238 =3 (B), 326 + 5nm (C) a
1043 £ 57 (D). Obarveno pomoci LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kitu. Mikrofotografie
byly potizeny mikroskopem Olympus IX 50, obj. 20 %, opatfenym DP 70 digitalni kamerou.
Meéfitko = 200 um (Bacakova et al. 2008, Grausova et al. 2009b).
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1.7.2 Uhlikové nanotuby

Uhlikové nanotuby jsou valcovité Utvary, které jsou vytvoieny z uhlikovych atomd.
Vyskytuji se ve dvou zdkladnich formach: jednovrstevné nanotuby (single-wall carbon
nanotubes, SWCNT; tvofené jednou valcovitou grafenovou vrstvou) a mnohovrstevné
nanotuby (multi-wall carbon nanotubes, MWCNT; obsahujici dvé nebo vice koncentricky
uspotadanych grafenovych vrstev) (Iijima 1991, Dresselhaus et al. 1996). Za urcitych
podminek mohou byt i uhlikové nanotuby cytotoxické. Stejné jako fullereny, i nanotuby
mohou $tépit kyslikové molekuly na volné radikaly, které mohou nasledné vyvolat oxidativni
stres, zanét, strukturdlni zmény proteini (predevsim enzymut a molekul extracelularni matrix)
a poskozovat buné¢nou membranu. Mohou dokonce narusit 1 strukturu DNA (Cui et al. 2005,
Davoren et al. 2007, Kisin et al. 2007, Zhang et al. 2007). Nékteré studie ovSem cytotoxicky
ucinek nanotub zpochybiiuji (Chen et al. 2006, Dumortier et al. 2006, Zhu et al. 2006, Yehia
et al. 2007). Tyto rozporuplné vysledky lze vysvétlit tim, ze v kazdé z vySe zminénych studii
byly pouzity nanotuby s odliSnymi vlastnostmi, jako je mnapt. velikost, Cdistota,
funkcionalizace, rozpustnost ve vod¢, tendence vytvaret aglomeraty (pro piehled viz
Bacakova et al. 2008). Rada studii se ve své praci zaméfila na vyuziti nanotub v tkafiovém
inzenyrstvi nervového ¢i vaskularniho systému, predevS§im jako soucasti scaffoldd, které
podporuji bunéénou kolonizaci a spravnou funkci bunék (Mattson et al. 2000, MacDonald et
al. 2005, Matsumoto et al. 2007). Pfes veskeré negativni ucinky jsou nanotuby povazovany za
slibny materidl pro tkanové inzenyrstvi. Tak napiiklad Abarrategi et al. (2008) testovali
MWCNT jako souc¢ést kompozitniho materidlu obsahujiciho chitosan a lidsky morfogeneticky
protein kosti (BMP-2). Zjistili, ze nanotuby mély osteoinduktivni efekt na mysi bunécnou linii
myoblasti C2C12. Byl také popsan pozitivni uinek nanotub v kombinaci s HAp na

rozprostieni a fenotypické zrani lidskych osteoblastii (Balani et al. 2007).

1.7.3 Nanokrystalicky diamant

Nanokrystalické diamanty se staly pfedmétem zajmu zejména proto, Ze maji vyborné
vlastnosti, jako je napf. nizky koeficient tfeni, chemickd stabilita a zejména vysoké
biokompatibilita (Elam 2004, Tjong a Chen 2004, Bacakova et al. 2007b, Amaral et al. 2008,
Grausova et al. 2008a,b; 2009a,b). Na rozdil od vyse zminénych forem uhlikovych molekul
nejsou nanodiamanty cytotoxické (Aspenberg et al. 1996, Schrand et al. 2007) ani
imunogenni (Tang et al. 1995, Nordsletten et al. 1996). Tyto vlastnosti umoziuji pouZzit
nanokrystalické diamanty nejen v elektronice ¢i optice, ale téZ v biologii a mediciné. Diky své

tvrdosti se nanodiamantové filmy osvédcCily jako pokryv hlavic a jamek umélych kloubnich
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nahrad (Papo et al. 2004). Tyto filmy podporuji i adhezi, rist a diferenciaci kostnich bun¢k
(Bajaj et al. 2007, Amaral et al. 2008). Z toho vyplyva, Ze lze tyto filmy nandSet na Casti
kloubnich protéz nebo zubnich implantati kvili jejich kvalitngj$§imu ukotveni do pftilehlé
kostni tkang. Lze je pfipravovat o rizné velikosti krystalll i o rtizné tloust'ce podle toho, pro

jaky ucel se budou pouzivat (tab. 1).

Tab.1: Klasifikace krystalickych diamantt podle Institutu Fraunhofer
http://www.ist.fraunhofer.de/english/c-products/c-d/diacer.html

Designation Crystalline Diamond films
Thin film/ thin film thick film
thick film (free standing)
Doping,
additional Undoped doped undoped doped
elements
Crystal size on |1 to 500 nm, 0.5t0 10 ym, (5 um to)
growth side nano-crystalline micro-crystalline 0.1t 5 um 80 to 500 pm 80 to 500 um
Predomina-
ting C-C- sp3 sp3 sp3 sp3 sp3
bond type
nano-crystalline |micro- doped CVD diamond |CVD diamond |doped CVD diamond
Designation CVD diamond crystalline film
9 film CVD diamond
film

1.7.4 Diamantu podobny uhlik

Uhlik podobny diamantu (diamond-like carbon, DLC) mutze obsahovat bud’ pouze
samotn¢ atomy uhliku (a-C), nebo smés atomu uhlikl a vodika (a-C:H) (tab. 2). Nékdy se mu
tik4 téz amorfni uhlik (Dearnaley a Arps, 2005).

Existuje 7 odliSnych forem materiald z amorfniho uhliku, které se odliSuji mnozstvim
vodiku (DLC bez vodikovych atomt ¢i hydrogenovany DLC s riznym zastoupenim vodiku),
hybridizaci atomovych orbitaldi (sp’ nebo sp’) nebo pritomnosti dalich ptidanych atomi

(jinych nez uhlik) ptedevsim kovii (W, Ti) nebo nekovii (Si, O, N, F, B).

27




Tab. 2: Klasifikace DLC podle Institutu Fraunhofer:

http://www.ist.fraunhofer.de/english/c-products/c-d/diameco+.html

Designation Amorphous carbon films (diamond-like-carbon films / DLC)

Thin film/ i

thick film Thin film

Dopi hydrogen-free Hydrogenated

aditicral modified modified

elements with metal with metal with

non-metal

Predomina-

ting C-C- sp sp’ sp’ sp’orsp’  |sp’ sp’ sp

bond type
Hydrogen- [Tetra- Metal- Hydro- Tetrahedral |Metal- Modified
free hedral containing |genated hydro- containing hydro-
amorphous |hydrogen- |hydrogen- |amorphous |genated hydro- genated

Designation carbon free free carbon amorphous |genated amorphous
film amorphous |amorphous |[film carbon amorphous carbon

carbon carbon film carbon film
film film film
Recommended a-C ta-C a-C:Me a-C:H ta-C:H a-C:H:Me a-C:H:X
- (Me=W, Ti,..) [(X=Si,O,N,
abbreviation F.B,.)

DLC vykazuje né¢které specifické vlastnosti diamantu (napf. tvrdost, chemicka
odolnost, dobré tribologické charakteristiky). DLC navic nevyvolal zanétlivé odpovédi v
testech in vitro ani nezpisobil histopatologické zmény v testech in vivo (Schroeder et al.
2000, Bruinink ef al. 2005). DLC mize byt nandSen na ortopedické implantity, aby se
zabranilo uvoliovani kovovych iontd, podobné jako je ocekavano od vrstev
nanokrystalickych diamanti (Dearnaley 1993, Dowling et al. 1997). VétSina materiala
zalozenych na DLC, ptedevsim ty, které obsahuji pouze atomy uhliku ¢i uhliku a vodiku (tab.
2), jsou bioinertni, tj. nepodporuji bunécnou adhezi. Proto jsou vhodné na potahovani
nastrojii a implantatt, které jsou v kontaktu s krvi, jako jsou napt. chlopné nebo koronarni
stenty, aby nedochéazelo ke vzniku trombt (Grill 2003). Nicméné v nekterych piipadech je
nutné naopak adhezi bun¢k podpofit (napf. pro lepsi integraci kostni ndhrady do okolni kostni
tkan¢). V téchto piipadech Ize také vyuzit DLC ¢i podobné materidly (napt. hydrokarbonové
plasmové polymery), avsak je potieba je modifikovat tak, aby se staly bioaktivni - naptiklad
inkorporaci atomu kovi, nej€astéji titanu (Bacakova et al. 2001, Grinevich et al. 2009).

Kompletni pfehledna tabulka o formach uhliku, klasifikovanych podle Fraunhoferova
institutu, je uvedena na internetové strance: www.ist.fraunhofer.de/english/c-

products/tab/complete.html
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1.8 Angiogenese béhem regenerace poskozenych kosti

Jak jiz bylo uvedeno vySe, kosti jako komplexni organy jsou sloZzeny nejen z
osteoblastil a osteoklastll, ale téZ z proteinii a anorganickych slozek extraceluldrni matrix a
dalsich bun¢k mezenchymalniho piivodu, jako jsou napt. kmenové buiiky a cévni bunky. Pfi
1écbé komplikovanych zlomenin je dualezité zajistit alespon zakladni pfisun krve do
postizeného mista. Tvorba otokli a hematoml mtize mit za nasledek nedostate¢né prokrveni,
coz hojeni jest¢ vice ztézuje. Bunkky mohou byt postizeny hypoxii diky nedostate¢nému
ptisunu kysliku, dale se mohou v postizené tkdni hromadit odpadni produkty metabolismu a v
neposledni fadé¢ mtize dojit k rozvoji infekce kvili neptitomnosti bilych krvinek pii pteruseni
krevniho obéhu v kosti. Z toho vyplyva, ze zdkladnim ptedpokladem pro spravné hojeni rany
je zajistit dostatecné prokrveni, které s sebou piindsi pfisun zivin nezbytnych pro obnovu
kosti (napf. rastové faktory, vitamin D, parathormon) a odvod nezadoucich produkti
metabolismu. V nékterych piipadech, kdy je vyrazné poniena i okolni mekka tkan, je
jedinym vhodnym zpiisobem 1é¢by tzv. metoda volného laloku, tj. mikrochirurgicky pienos
tkadn¢€ z nepostizeného mista do mista zranéni (Hankenson et al. 2011).

V dospélosti vznikaji nové cévy dvéma riznymi zplsoby: angiogenesi a
vaskulogenesi (Cassell et al. 2002). Pi angiogenesi se vytvareji nové cévy tim, Ze vyrustaji z
jiz existujicich cév. Vaskulogenese je proces, ve kterém se cévy formuji bud’ diferenciaci
lokalnich endotelovych progenitorovych bunék nebo cCastéji z cirkulujicich endotelovych
vaskulogenese ma své misto pfedevsim v embryondlnim vyvoji (Tepper et al. 2005).

Pro vznik novych cév je dulezité, aby byly bunky v kontaktu se signalnimi
molekulami - angiogennimi rastovymi faktory, pfedev§im s vaskularnim endotelovym
rustovym faktorem (VEGF - vascular endothelial growth factor; Cassell et al. 2002). VEGF
nejen podporuje riist a diferenciaci endotelovych bunék, ale stimuluje téz tvorbu tubularnich
utvarti a mobilizaci a vychytavani endotelovych progenitorovych bunék (Asahara et al. 1999,
Ferrara 1999).

V neposledni fadé je pro vznik novych cév dillezitd nejen pfitomnost signalnich
molekul, ale i1 pfitomnost urcitych typt bunck. Unger et al. (2010) ve své praci dokazali, ze
pokud byly materidly pted implantaci osazeny kombinaci endotelovych bunék (human dermal
microcapillary endothelial cells, HDMEC) a primokultur osteoblasti (primary human
osteoblast cells, HOS), tato kokultivace stimulovala bunky k samovolné tvorbé cév na

materidlu a zdrovenn podpofila rast a rychly vrist kapilar organismu do implantovaného
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materidlu. Pokud autofi voperovali scaffold osazeny pouze endotelovymi buiikami nebo
prosty scaffold bez bun¢k, vysledky nedosahovaly kvality ko-kultivace.

Tkéanové inzenyrstvi je jiz schopné napravit malé az stfedné velké kostni defekty,
avsak stale neni schopno dosdhnout regenerace rozsahlych defektl tkan€, predevsim pokud je
postizené misto zasazeno infekci (Vacanti et al. 2001). Jednou z moznosti, jak ptekonat tyto
problémy, je zkonstruovat velky tsek vaskularizované kostni tkan¢, kterd bude v organismu
dlouhodobé Zivotaschopna a bude se spravné integrovat do prilehlé tkané. Je prokazano, Ze
vhodnym zpiisobem pro konstrukci takovéto nahrady je vytvofit dlouhou kost v bioreaktoru in
vivo, jejiz vaskularizace je zajiSt€éna pomoci arteriovendzni smycky (arteriovenous loop
model). Po implantaci arteriovendzni smycky dochazi k vyrazné novotvorbé cév. Implantace
je indikovéna ve tfech ptipadech: mistni zdnét cév vznikly po chirurgickém zakroku, hypoxie
matrix a nebo pfi namahani Zilni stény v dasledku jeji arterializace. Z pohledu tkaiiového
inZzenyrstvi se kostni ndhrada pfipravi kombinaci bun¢k, pevného scaffoldu, ristovych faktort
a arteriovendzni smycky, vlozi se do organismu, kde se necha po kratkou dobu, aby doslo k

vaskularizaci v tzv. bioreaktoru in vivo (obr. 4; Ren et al. 2008).

Cells Porous scaffold Growth factors  Arteriovenous loop

Prefabrication
in vivo
biocreator

Vascularized bone

Obr. 4.: Zpusob piipravy axialné vaskularizované tkané pro konstrukci kosti za
pouziti bun€k, pevného porézniho scaffoldu, ristovych faktorti a arteriovenozni smycky v

bioreaktoru in vivo (Ren et al. 2008).
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1.9 Cévni poskozeni a cévni nahrady

Poskozeni nebo stendzy cév v disledku zranéni ¢i patologickych procesu, jako je
ateroskler6za a tromboza, se musi Casto feSit nahrazenim cévy autolognim transplantitem,
obvykle zilnim. Prichodnost autologniho transplantatu se po 4 letech pohybuje mezi 40 a
70% (Taylor et al. 1990, Conklin et al. 2002). Autologni nadhrady se uzivaji prevazné pro
nahrazeni cév s malym prusvitem (Kannan et al. 2005). Problémem je, Ze maji zily jinou

histologickou strukturu nez artérie (obr. 5).
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Obr. 5.: ZjednoduSené¢ schéma cév krevniho cévniho systému vcetné¢ porovnani

pti¢nych prifezh riznych typl cév (Paulsen 2004) .

Navic byva cCasto vrstva endotelovych bunék v cévni ndhradé¢ poSkozena béhem
operace. Nova vrstva endotelovych bunék se vytvoii az za nékolik tydni. Ve zdravé cévé maji
endotelové bunky tadu vlastnosti: reguluji trombozu, vazomotoricky tonus, proliferaci a
migraci hladkych svalovych bungk, pronikani lipidi do médie, adhezi, transmigraci a
transformaci leukocyti (Nugent a Edelman 2001). Poskozena intima autologniho
transplantatu pak vystavuje ptivodné vendzni hladké svalové bunky (HSB) pfimého pisobeni

HSB. Nasleduje pak agregace desticek a uvoliiovani riastovych faktorii a faktora
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podporujicich migraci bun¢k, jako jsou napft. rustovy faktor desticek (PDGF), interleukin-1
(IL-1), rastovy faktor fibroblasti-2 (FGF-2), vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF),
ristovy faktor podobny insulinu 1 (IGF-1) a vazoaktivnich amin@, napf. serotoninu a
tromboxanu A, (Topol a Serruys 1998, Liuzzo et al. 2005). V neposledni fad¢ je véna na
arterialni pozici vystavena daleko vyssimu tlaku krve a mechanickému naméhani, nez na jaké
je adaptovana. VSechny tyto faktory v kone¢ném dusledku stimuluji migraci HSB do intimy,
jejich nadmérnou proliferacni aktivitu a produkci extracelularni matrix, zejména kolagenu,
coz vede ke ztlusténi stény bypassu a stendze €i 1 uplnému uzavieni jeho prusvitu (Liuzzo et
al. 2005). Migraci, proliferaci a syntetické¢ aktivit¢ HSB pifedchdzi jejich fenotypicka
modulace z tzv. kontraktilniho do syntetického fenotypu, ktery je charakterizovan ubytkem
kontraktilnich filament, naristem mnoZstvi organel souvisejicich s proteosyntézou, jako je
napf. endoplasmatické retikulum, ribosomy ¢i Golgiho komplex, a jiz zminénou aktivaci
migrace a proliferace bunck. Naproti tomu diferencované HSB kontraktilniho fenotypu se
specializuji na kontraktilni funkci a prakticky nemiguji a neproliferuji (Newby a Zaltsman
2000). V aorté¢ zdravého dospelého potkana pouze 1 buiika z 10 000 HSB syntetizovala DNA
(Rorive et al. 1980).

Aby se predeslo remodelaci autologniho S§tépu, je nutné podpofit proces jeho
endotelizace a snizit proliferaci HSB. Nejjednodussi prevenci nadmérné proliferace HSB je
zcela vyloucit tyto builkky z cévnich nahrad, o coz se snazi vyrobci cévnich protéz ze
syntetickych polymerti pouzivanych v soucasné klinické praxi. Na protézach byvéa nanejvys
rekonstruovéana endotelova vrstva (Bordenave et al. 2005). Presto by mélo byt brano v potaz,
ze pritomnost HSB i dalSich bunécnych slozek cévni stény (napi. slozek tunica adventicia)
v cévnich nahradach je zcela ptirozena. Zaclenéni HSB do bioarteficialnich nahrad krevnich
cév a dosazeni jejich klidového diferencovaného kontraktilniho fenotypu je hlavnim tkolem
pokrocilého tkanového inZzenyrstvi cévni stény.

Dalsi z moznosti, jak omezit proliferaci HSB v autolognich i umélych cévnich
nahradach je cilend dodavka antiproliferativnich 1é¢iv do téchto nahrad, napf. pomoci stenti.
Stenty, které zaroven uvolnuji léky, byly jako prvni lokdlni antiproliferacni systémy
dodavajici 1éciva (tzv. drug-delivery systems) pouzity v intervencni kardiologii. Komeréné
dostupné stenty (napt. BX Velocity™, Cypher™, Cordis, Johnson & Johnson) a také nové
vyvijené stenty uvoliujici sirolimus ¢1 paclitaxel z polymerniho filmu skute¢né snizuji tvorbu
neointimy v cévach (Mehilli e al. 2008). V randomizované studii zahrnujici 238 pacientl a
19 lécebnych center se objem hyperplastické neointimy korondrnich arterii, vyjadieny

v procentech objemu stentu, po jednom roce 1é¢by snizil z pivodnich 20 - 30% na 1 - 3%
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(Morice et al. 2002). Pouziti stenti je vSak limitovano jejich relativné komplikovanym
zavadénim, nebezpecim jejich uvolnéni a pohybu uvnitt cévy, zvySenym mechanickym
namdhanim cévni stény 1 lokalnim poskozenim endotelu a bunék hladkého svalstva, coz mize
vést k reaktivaci ristu HSB a resten6ze cévy ¢i iniciovat trombdzu (Colombo a Iakovou
2004). Poskozena cévni ndhrada se pak znovu endotelizuje az po néckolika tydnech. I
polymerni filmy, ze kterych se 1é€¢ivo uvoliiuje, umisténé v luminarnim povrchu cévy, mohou
mit neblahé u€inky na endotelizaci cév. Proto se zd4 byt vhodnéjsi vyuzit systémy dodavky
1é¢iva mimo cévu - periadventicialni nebo perivaskularni filmy, gely ¢i pruzné manzety.

Materidl pro vyrobu externich stenti musi mit potfebné mechanické vlastnosti, které
umozni ovinuti kolem cévy. Dalsi z dilezitych vlastnosti je jeho pruznost, aby se mohl
ptizplisobovat kontrakéni a relaxacni funkci cévy. Pfitom vSak je vyhodné, kdyz je zevni
»obal“ cévni stény dostatecné pevny, aby zabranil nadmérné dilataci vendzniho Stépu, néhle
vystavenému zvySenému mechanickému namahani po zavedeni do tepenného fecisté. Tato
dilatace byla pozorovana v klinické praxi i vexperimentu, a je proto zadouci, aby
perivaskularni systém pro dodavku léCiv poskytoval cévé i urCitou mechanickou oporu
(Filova et al. 2011).

Material pro piipravu externich systémut pro dodavku lé¢iv do cévni stény je obvykle
polymerni. Obvykle jsou zvoleny polylaktidy, poly(e-kaprolakton) (PLC) ¢i jejich
kopolymery - oba jsou totiz biokompatibilni a schvalené organizaci FDA (Sprava potravin a
1é¢iv, Food and Drug Administration) k zavedeni do organismu. Béhem degradace polymeru,
ktery obsahuje 1é¢ivo, se toto 1é¢ivo postupné uvoliuje. Degradace je obvykle hydrolyticka,
tj. neucastni se ji bunky, a polymer je tedy spontdnné z téla pacienta odstranén. Kinetika
degradace polymeru a uvoliiovani 1éCiva by méla byt pfizplisobena dobé nezbytné pro
regeneraci vrstvy endotelovych bun¢k poskozenych béhem operace (nejméné vSak nékolik
tydnll). Z tohoto hlediska se zda byt nejvhodnéjsi polyethylenglykol-Cys-NO hydrogel, ktery
je naplnén S-nitrosothioly (prekurzory oxidu dusnatého). Pokud je hydrogel aplikovan
perivaskularné, miize uvoliovat NO az 50 dni, a tedy inhibovat proliferaci HSB a naopak

podporovat riist endotelovych bunék (Lipke a West 2005).
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2. CILE PRACE

Cilem prace bylo pripravit takové modifikace povrchu materialt, které by slouzily k
lepSimu zakotveni implantati do kostni tkané. Velmi slibnymi upravami je nanaSeni
uhlikatych vrstev na material, jehoz mechanické vlastnosti umoziuji inkorporaci do kosti.
Jak bylo zminéno v ivodu, mezi tyto vrstvy patii napiiklad uhlik podobny diamantu, vrstvy
nanokrystalického diamantu ¢i hydrokarbonové plasmové polymery. Mezi nejnovéjsi
potencialni pokryvy biomateriali, o nichz je relativné malo zndmo a jez by bylo zajimavé
otestovat, patii fullereny (Cgo). Lze testovat chovani bun€k bud’ na kontinualnich vrstvach, na
vrstvach s ur€itym vzorem, ¢i na vrstvach Cgy obohacenych o jiné prvky (napft. titan, ktery je
obecné uzivan pro ortopedické ucely a je znam tim, Ze podporuje rast bunck; viz dale
odstavce 2.1 a 2.2). Jinym typem vrstev jsou biodegradabilni vrstvy organickych polymert
(napt. PLGA), které se béhem regenerace rozkladaji na b&zné a netoxické produkty
metabolismu. | tento povrch 1ze modifikovat tak, aby byl buiikami 1épe pfijat, a to napt. tim,
ze se bude podobat pfirozené extraceluldrni matrix. Toho miize byt dosazeno tim, ze se vrstva
PLGA potahne kolagenem (coz je hlavni organicka slozka extraceluldrni matrix kostni tkang¢).
Povrch materiadlu je pak bunikami rozpoznan jako vhodny substrat pro adhezi, a jakmile
zacnou buiiky po nasazeni aktivné metabolizovat, je polymer postupné odstraiiovan a
nahrazovéan extracelularni matrici produkovanou buiikami. Tim lze piedchéazet potencidlni
imunitni rekci organismu na cizorody prvek (obvykle kov) a vytvoteni fibrozni kapsuly kolem
implantatu (2.3). Vzhledem k tomu, Ze se kostni tkan nesklada pouze z osteoblast, ale 1 z
dalsich bun¢k mezenchymalniho ptivodu (napt. kmenové buiiky kostni dfené a cévni bunky),
je nutné pii implantaci zohlednit i tyto slozky. Velmi dilezité je mimo jiné zajistit kolob¢h
zivin prostrednictvim vaskularizace kosti. Zajimavy zptisob, jak lze tento proces vylepsit, je
vytvofit umélou cévu, kterd bude navic uvolnovat latky regulujici adhezi a rtst bunék, ¢i
zabrani vzniku infekce (napf. ristové faktory ¢i naopak antiproliferativni latky, antibiotika
apod.) (2.4).

2.1. Prvnim cilem této prace bylo otestovat vliv tenké vrstvy fullerenit Cgp na adhezi
kostnich bunék (human osteoblast-like MG 63 cells), jejich pocate¢ni rozprostieni, formovani
cytoskeletarniho proteinu aktinu, jejich rist a Zivotaschopnost. Jak jiz bylo pfipomenuto
v uvodu této prace, nanostrukturovany povrch podporuje selektivné adhezi a rist osteoblastl
pfed jinymi bunéénymi typy (vcetné fibroblastll), coz mize eliminovat vznik fibr6zniho
zapouzdieni a uvolnéni kostniho implantatu. Dalsi novou modifikaci je v této praci obohaceni

Ceo 0 kovové ionty. Z hlediska biokompatibility je zajimavy titan, ktery se béZné pouziva ke
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konstrukci kostnich a kloubnich nahrad. Navic pfitomnost kovu ve vrstvach fullerenti a
obecné dalSich uhlikovych allotropi muze tyto vrstvy zpevnit a zvysit jejich odolnost
k odlupovani od podlozky a k mechanickému naméhani. V této praci jsme se zaméfili na
porovnani vlivu jak vrstev samotnych fullerenti Ce, tak vrstev binarnich kompozitt Ceo/Ti,
které byly deponovany bud’ jako kontinualni vrstva nebo ptes kovovou mfizku, abychom
zjistili, zda miize vytvoreni vzoru navodit regionalné selektivni adhezi a rast bunék. Vzory
byly 1 déale ozafovany zlatymi ionty, coz vedlo ke zmén& Ce na jinou alotropickou
modifikaci, tj. amorfni uhlik (a-C). I tyto vzorky byly otestovany s kostnimi MG 63 bunikami
(Vandrovcova et al. 2008).

2.2. Cilem druhého pokusu bylo otestovat adhezi a riist kostnich bunék na vybranych
typech fullerenovych povrsich (kontinualnich vrstvach i vrstvach se vzorem) o rizné tloust'ce
nandSené vrstvy. Vrstvy se vzorem se vyznacovaly rliznou vyskou nerovnosti na svém
povrchu a byly uzity ke sledovani vlivu této vysky na distribuci bunék na povrchu materialu
(Grausova et al. 2009b).

2.3. PLGA se bézn¢ pouziva ke konstrukci scaffold v kostnim tkanovém inzenyrstvi.
Jeho vlastnosti lze vylepSit potahovanim proteiny extracelularni matrix, které umozni
navazani bun¢k pomoci integrinovych i neintegrinovych adheznich receptort. V této ¢asti
prace jsme se zaméfili na sledovani vlivu PLGA s vrstvou kolagenu, chondroitin sulfatu ¢i
jejich kombinaci na adhezi, riist a diferenciaci kostnich bun¢k (Vandrovcova ef al. 2011).

2.4. Sirolimus, znamy téz pod nazvem rapamycin, je antiproliferacni 1é¢ivo, které je
mozné vyuzit k tomu, aby se u implantovanych cév ptedchazelo hyperpldzii HSB a restendze.
Cilem této prace bylo vyvinout periadventicidlni systém s fizenym uvolfiovanim Iéciva
("drug-delivery system"), ktery by se skladal z polyesterové hedvabné sitky potazené
degradabilnim kopolymerem, jeZ by byl napustén postupné se uvolfujicim sirolimem.
Polyesterova mfizka doda konstruktu mechanickou stabilitu, usnadni a urychli ovinuti
systému kolem cévniho S§tépu a zamezi uvolnéni systému z periadventicialniho prostoru.
Testovali jsme uvoliiovani sirolimu do vodniho a bezvodého prosttedi a jeho antiproliferacni

vliv na hladké svalové buiiky izolované z aorty potkana (Filova et al. 2011).
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3. MATERIAL A METODY

Tato disertacni prace je mezioborovou praci, kterd zahrnuje ptipravu vzorki,
otestovani jejich fyzikaln¢ chemickych vlastnosti a samotné biologické testy in vitro. To
vysvétluje fakt, ze je prace zalozena na spolupraci mezi obory ptirodnich véd jako je chemie,
fyzika a biologie. Tuto disertacni praci pisi na zéklad¢ 4 publikaci, které vysly nebo vyjdou v
impaktovanych casopisech, jejichz jsem bud’ prvni autorkou ¢i spoluautorkou. Materidl a

metody zde popisuji pouze ve zkracené verzi. Podrobnéjsi popis je v pfipojenych publikacich.

3.1 Priprava a charakterizace fullerennich vrstev

Fullerenni vrstvy byly vyrobeny a charakterizovany ve spolupraci s Mgr. Jifim
Vacikem, CSc. a jeho kolegy z Ustavu jaderné fyziky (AV CR), s RNDr. Vladimirem
Vorli¢kem, CSc. z Fyzikalniho tistavu (AV CR), s Prof. Ing. Vaclavem Svoréikem, DrSc. a
jeho kolegy z Ustavu inzenyrstvi pevnych latek (VSCHT, Fakulta chemické technologie), a s
RNDr. Petrou Bilkovou, Ph.D. z Ustavu fyziky plazmatu (AV CR).

Fullereny Cg (v Ccistot¢ 99.5%, SES Research, USA) byly deponovany na
mikroskopicka kryci sklicka (Menzel Glaser, Némecko; prumér 12 mm) evaporaci Cey ve
vakuovém systému (Leybold, Némecko) za nasledujicich podminek: substrat o pokojové
teploté, Cgo depoziéni rychlost < 10 A/s, teplota evaporace Cgo v Knudsenové komirce cca
450°C, doba depozice do 50 minut. Tloustka vrstvy se ménila v zévislosti na dob¢ depozice.
Vzory na vrstvach byly vytvofeny pomoci kovové miizky s obdélnikovymi otvory o velikosti
cca 128 x 98 um (cca 12 500 pm?). Hybridni slou¢eniny Ceo/Ti byly vytvateny podobnym
zpusobem - spoludepozici Cgp a Ti v poméru 1:1 (tj. 1 molekula Cgo na 1 molekulu Ti). Cést
pripravenych vzorki byla ozafovana ionty zlata za vzniku a-C a Ti/a-C vrstev (ionty Au’ o
energii 1635 keV a toku proglych iontt 2 x 10" cm™). Ozéafeni bylo provedeno v urychlovagi
Tandetron 4130 MC. Dle simulace v programu SRIM mohly ionty zlata proniknout do vrstvy
fullerent az do hloubky 430 nm a do vrstvy kompoziti Ce/Ti do hloubky 30 nm. Lze tedy
predpokladat, ze vrchni vrstvy fullerenii se pfeménily na vrstvu amorfniho uhliku. Pod touto
vrstvou se mohou vyskytovat nemodifikované molekuly fullerend.

Ramanova spektra nandsenych filmt byla méfena na mikroskopu Ramascope 1000
(Renishaw, UK)), vybavenym Ar-ion laserem s excitacni vinovou délkou 514.5 nm. Ramanova
spektra vypovidaji o chemickém slozeni vrstev vCetné rozliSeni riiznych allotropt uhliku
v téchto vrstvach. Tloustka Cgo vrstvy byla méfena mikroskopem atomarnich sil (atomic force

microscopy, AFM, Digital Instruments CP II Veeco, USA). Déle byla pomoci AFM métena
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topografie povrchu a drsnost RMS (efektivni hodnota drsnosti, "root mean square roughness";
kvadraticky primér uzivany vSude tam, kde hodnoty dosahuji pozitivnich i negativnich
hodnot — tedy i v pfipad¢ nerovnosti na povrchu materidlu, které obvykle maji podobu
vystupki 1 prohlubni). Morfologie povrchu byla hodnocena i pomoci rastrovaciho
elektronového mikroskopu ("scanning electron microscopy", SEM) a konvenc¢niho optického
mikroskopu. Smacivost byla hodnocena méfenim kontaktniho thlu statickou metodou "sedici
vodni kapky" na rozhrani materidl-voda pomoci reflexniho goniometru (SEE System,
Masarykova Universita, Brno, CR).

Metodika je podrobnéji rozvedena ve studiich Vandrovcova et al. 2008, Grausova et

al. 2009.

3.2 Priprava a charakterizace PLGA filmu

PLGA scaffoldy byly pfipraveny ve spolupraci s Universitou v Kielu (Department of
Oral and Maxillofacial Surgery, Némecko) pod vedenim Dr. Timothy Douglase. Pro vyrobu
scaffoldti byl pouzit kopolymer L-laktidu a glykolidu v poméru 85:15 (PURAC Biochem BV,
4206 AC Gorinchem, Holandsko) a to technikou odlévani z roztoku ("solvent casting

technique") vyvinutou autory Pamula a Menaszek (2008). Podrobngjsi informace jsou

uvedeny ve studii Vandrovcova et al. 2011.

3.3 HPLC analyza chondroitin sulfatu

Chondroitin sulfat A, zndmy také jako chondroitin-4-sulfat (CS), byl analyzovan
pomoci HPLC (kapalinova chromatografie) metodou dle autortt Viola et al. 2006. Bylo
zjisténo, Ze hmotnostni procento kyseliny iduronové v CS bylo 34.9% a Ze disacharidy byly
sulfonovany ve 48.7% na pozici C4, ve 44.4% na pozici C2 a v 6.9% na pozici CS. Vice viz

Vandrovcova et al. 2011.

3.4 Priprava kolagennich vliaken bez a s chondroitin sulfitem a jejich nanaSeni

na PLGA scaffold

Ptiprava vlaken a jejich nanaSeni na PLGA scaffold byla zaloZzena na metodach dle
autor Bierbaum et al. 2006 a Douglas et al. 2007. Ttetina vzorkii PLGA byla ponofena do
roztoku kolagenu I. Druha tietina vzorkii PLGA byla ponofena do roztoku, ktery obsahoval
smés kolagenu I a chondroitin sulfatu. Posledni tfetina vzorkd PLGA zlstala nepotazena.
Vrstvy byly nasledné biochemicky a mikroskopicky analyzovany. Byla stanovena

koncentrace kolagenu I v roztoku a vysledné mnozstvi naadsorbované na PLGA pomoci
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metody barveni saturnovou cerveni. Stanoveni CS bylo provedeno zkouskou s dimetyl
methylenovou modii. Povrchova morfologie PLGA vrstev s nanesenym kolagenem a smési
kolagenu a CS byla pozorovana pomoci rastrovaciho elektronického mikroskopu s autoemisni
tryskou po naprasovanim zlatem ("Field Emission Scanning Electron Microscopy" (FE-SEM

v

6330). Podrobngjsi informace jsou viz ve studii Vandrovcova et al. 2011.

3.5 Piiprava polyesterové sit’ky pro uvoliiovani sirolimu a testovanych roztoki

Polyesterova sitka (CHS 50, PES Mesh) byla ziskana ve spolupraci s podnikem VUP
a.s., Brmo, CR. Purasorb PLC 7015, tedy kopolymer kyseliny L-mlééné a &-kaprolaktonu
(moléarni pomér 70/30), byl zakoupen od firmy PURAC Biomaterials, a sirolimus (Rapamycin
ze Streptomycet) od firmy Sigma-Aldrich, Némecko (katalogové ¢islo R0395). Polyesterova
sitka byla vyrobena z piize o priméru 90 pm, kterd se skldda z vlaken o priméru 17,5 pm.
Purasorb pii potahovani pronikl mezi vldkna v pfizi.

Cista polyesterova sitka byla pouZita bez impregnace, nebo byla nasledné
impregnovana. Ziskali jsme tak tyto vzorky: Sitka 1 = impregnovana roztokem €. 1 s
rozpu$ténym purasorbem a sirolimem (36.4 mg purasorbu a 5.2 mg sirolimu v 1 ml smési
chlorbenzen-ethanol; 1.75 : 1 v/v), sitka 2 = impregnovana roztokem ¢. 2 s rozpuSténym
purasorbem a sirolimem (36.4 mg purasorbu a 10.4 mg sirolimu v 1 ml smési chlorbenzen-
ethanol; 1.75 : 1 v/v) a naslednym pfekrytim roztokem ¢. 3 (36.4 mg purasorbu v 1 ml smési
chlorbenzen-ethanol; 1.75 : 1 v/v), a sit’ka purasorb = polyesterova sitka impregnovana
pouze purasorbem (roztokem ¢. 3).

Uvoliiovani sirolimu bylo mé&feno z pipravenych kouski sitky o velikosti 0.5 cm?
nebo 1 cm?, které byly inkubovany v 5 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfaty (PBS)
na cm’ sitky pii 37°C na tiepadce. PBS byl denné ménén, a vzorky byly odebirany po 0, 1, 4,
7,9, 11, 14, 17, 21, 28, 35 a 42 dnech inkubace. Pro kazdy casovy interval a kazdou skupinu
jsme pouzili 3 - 8 vzorki.

Byla hodnocena stabilita sirolimu v riznych rozpoustédlech (PBS, methanol,
dichlormethan), o riznych koncentracich (12,5; 50 a 750 ng/ml), za riznych teplot (37°C,
25°C, -20°C a -75°C) a po ruznou dobu (od 5 minut do 3 mésicti) pomoci Ultra High
Performance Liquid Chromatography (UHPLC).

Extrakce sirolimu byla provedena po vysuseni sit€k, kdy byl polymer se sirolimem
rozpustén v dichlormethanu, rozpoustédlo bylo nasledn¢ odpafeno do sucha. Sirolimus byl
rozpu$tén v 1 ml metanolu, centrifugovan 5 min pfi 13 000 rpm a supernatant byl ihned

analyzovan pomoci systému Acquity UHPLC vybaveného detektorem 2966 PDA.
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Podrobnéjsi informace jsou uvedeny v pfiloZzené publikace (Filova ef al. 2011).

3.6 Typy pouzitych bunék a kultiva¢ni podminky

Veskeré biologické analyzy, jako jsou méteni adheze, ristu a zivotaschopnosti bunék
a hodnoceni molekuldrnich markerd diferenciace pomoci imunofluorescenéniho barveni a
enzymov¢é imunoanalyzy (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA), véetné kultivace
bungk, byly provedeny ve Fyziologickém tistavu Akademie véd CR.

V testech sledujicich vliv materidli na rist a diferenciaci kostnich bun¢k byla pouzita
linie lidskych bun€¢k z osteosarkomu MG 63 (Human Osteoblast-Like MG 63 Cells, z
Evropské sbirky bunécnych kultur - European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK).
Bunky byly v jednotlivych pokusech na materidl nasazeny v koncentracich mezi 3000
bungk/cm® a 17000 bundk/cm® v adekvéatnim objemu média v zavislosti na velikosti
kultiva¢nich misek. Jako kultivatni médium bylo pouzito Dulbecco's modified Eagle's
Minimum Essential Medium (DMEM, Sigma USA, #D5648) obohacené o 10% fetalni
bovinni sérum (FBS, Sebak GmbH, Aidenbach, Némecko) a gentamicin (40pg/ml, LEK,
Ljubljana, Slovinsko). Sledované parametry byly odecitany v Casovych intervalech 1, 3, (5) a
7 dni po nasazeni. Pro kazdou experimentalni skupinu a kazdy ¢asovy interval byly pouzity tfi
vzorky.

V pokusech zaméienych na uvoliiovani sirolimu z cévnich nahrad byly pouzity hladké
svalové buiiky (HSB) ziskané explantaéni metodou z komplexu intima-media hrudni aorty
osmitydennich samct potkantt Wistar SPF a pouzity v 5.-10. pasazi. Buiiky byly nasazeny v
hustoté cca 9000 bun&k/cm” a kultivovany v Dulbecco's modified Eagle's Minimum Essential
Medium (DMEM, Sigma USA, #D5648) obohaceném o 10% fetalni sérum (FBS, Sebak
GmbH, Aidenbach, Némecko) a gentamicin (40ug/ml, LEK, Ljubljana, Slovinsko). Bunky
byly nejprve nasazeny do ¢istych polystyrénovych kultiva¢nich misek. Po 24 hodinach byly
k bunkam uchycenym v miskach ptidany vzorky. Sledované parametry byly odecitany v
casovych intervalech 0, 2, 7 a 14 dni po nasazeni. Pro kazdou experimentalni skupinu a kazdy
casovy interval byly pouzity tii vzorky.

Vsechny typy bun€k byly inkubovany v termostatu s relativni vlhkosti atmosféry
kolem 90% (aby se snizil odpar tekutiny z média, a tim nedochéazelo ke zmén¢ koncentrace
jeho slozek), obohacenou o 5% CO, (zvySend koncentrace oxidu uhli¢it¢ho se podili na
udrZzeni pH médii s bikarbonatovym pufrem, kromé toho vyssi koncentrace rozpusténého CO,

v médiu lépe odpovida poméram v extracelularni tekutin€) a teplotou 37°C (tedy pfi teploté
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blizké télesné teploté organismu). Vice viz prilozené publikace (Vandrovcova et al. 2008,

2011; Grausova et al. 2009b, Filova et al. 2011).

3.7 Pocet bunék, velikost plochy jejich rozprostieni, jejich Zivotaschopnost,

rustové krivky a doba zdvojeni poctu bunék

Prvni den po nasazeni bylo hodnoceno pocatecni mnozstvi bunék, uchycenych na
materidlu, a velikost plochy jejich rozprostfeni na zaklad¢ barveni kombinaci barviv Texas
Red C,-maleimide (barvivo, které konjuguje s proteiny bunééné membrany, a u fixovanych
bunék i s proteiny cytoplasmy) a Hoechst #33342 (barvivo, které se vaze na bunéénou DNA).
Bunky byly nejprve oplachnuty v PBS, poté fixovany 70% etanolem vychlazenym na -20°C
¢1 4% paraformaldehydem vychlazenym na 0-4°C a obarveny. Polty buné¢k pak byly
hodnoceny na mikrofotografiich potizenych epifluorescenénim mikroskopem (Axioplan2,
ZEISS, Némecko; objektiv 20) opatfenym digitalni kamerou (AxioCam MRcS, ZEISS,
Némecko). Na mikrofotografiich byl rovnéz hodnocen tvar bun¢k a byla méfena plocha
rozprostieni bundk pomoci softwaru Atlas (Tescan Ltd., Brno, CR).

Hodnoceni zivotaschopnosti (viability) bunék bylo provedeno piedevsim 1. a 7. den
po nasazeni (tj. v po¢ateCnim a konecném intervalu pokusu, ale v nékterych ptipadech i v
dalsich intervalech). Prvni den po nasazeni byly vzorky s bunkami oplachnuty v PBS a
obarveny pomoci LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kitu (Invitrogen, Molecular Probes,
USA). Byly smiseny nasledujici slozky kitu: calcein AM (marker aktivity esterdzy u Zivych
bun¢k, emituje zelenou fluorescenci) a ethidium holodimer-1 (pronikd poskozenou bunécénou
membranou do mrtvych bunék, emituje Cervenou fluorescenci). Pocty zivych a mrtvych
bun¢k byly odecitany z mikrofotografii potizenych epifluorescenénim mikroskopem
(Axioplan2, ZEISS, Némecko; objektiv 20) opatienym digitalni kamerou (AxioCam MRcS,
ZEISS, Némecko). Sedmy den po nasazeni, kdy buiky rostly ve vice vrstvach, byly jejich
pocty a zivotaschopnost hodnoceny automaticky v analyzatoru Vi-CELL XR (Beckman
Coulter, USA), poté co byly oplachnuty v PBS a odd¢leny od vzorku pomoci roztoku trypsinu
a EDTA v PBS. V analyzatoru byly bunky automaticky obarveny trypanovou modii, ktera
pronika do mrtvych ¢i poskozenych bunék.

Pocty bun¢k 3. den po nasazeni byly odecteny z mikrofotografii potizenych
epifluorescencnim mikroskopem (Axioplan2, ZEISS, Némecko; objektiv 20) opatienym
digitalni kamerou (AxioCam MRcS5, ZEISS, Némecko) po imunofluorescencnim barveni

(vice viz dale v kapitole 3.8)
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Pocty bunek v jednotlivych ¢asovych intervalech (spocitanych bud’ z mikrofotografii
nebo pomoci analyzatoru Vi-CELL XR) byly vyjadfeny jako populaéni hustota bundk/cm’ a
slouZily k sestrojeni riistovych kiivek. Doba zdvojeni po¢tu bunék v populaci (Cell Population
Doubling Time, DT) byla spocitana jako
t—t,
log N, —logN,O

DT =log2

kde ty znaci pocatecni Casovy interval a t konecny casovy interval, Nty vyjadiuje
pocate¢ni mnozstvi bun¢k a Nt konecny pocet bunék v ptislusnych casovych intervalech.
Podrobnéjsi informace tykajici se hodnoceni poctu bunék jsou v pfilozenych

publikacich (Grausova et al. 2009b).

3.8 Imunofluorescen¢ni barveni molekularnich markera bunééné adheze a

osteogenni diferenciace

3.8.1. Zastupci markerii bunecné adheze

Integriny s fetézcem [; (Bi-integriny): jedna se skupinu adheznich receptori bun¢k,

ktera vaze kolagen (integriny o, 02p1, azp;), laminin (agf;), fibronektin (asB;) a vitronektin
(ayB1), tedy proteiny vyskytujici se v ptirozené kostni matrix (kolagen), proteiny bazalni
laminy (laminin) ¢i hlavni proteiny adsorbujici se k umélému materialu ze séra kultivaéniho
média (fibronektin, vitronektin). Adheze prostfednictvim [-integrinti rovnéz podporuje
osteogenni diferenciaci (Wang et al. 2006, Schwarz et al. 2007).

Talin: protein fokalnich adheznich plaki asociovany s integriny, je pfitomen v placich
zajist'ujicich adhezi bunka-matrix.

Vinkulin: dal$i protein fokalnich adheznich plakl asociovany s integriny, je pfitomen
v placich zajist'ujicich jak adhezi bunka-matrix, tak adhezi butika-buiika, stabilizuje fokalni
adhezni plaky, tj. je znamkou vyzralejSich plakti (Maheshwari et al. 2000).

B-aktin: dualezitd slozka aktinového cytoskeletu asociovana s fokalnimi adheznimi

plaky, hraje roli v uchyceni buné¢k a jejich rozprosteni na materialu.

3.8.2 Zastupci markerii osteogenni diferenciace
Osteopontin: casnéj$i marker osteogenni diferenciace, glykoprotein extracelularni
matrix, mize byt syntetizovan nejen osteoblasty, ale i jinymi bunécnymi typy, zejména za

patologickych okolnosti (endotelové a hladké svalové bunky pifi cévnich onemocnénich,
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zanétlivé a nadorové bunky). Hraje rovnéz roli v remodelaci kostni tkané (pro piehled viz
Grausova et al. 2011).

Osteokalcin: pozdni marker osteogenni diferenciace, glykoprotein extracelularni
matrix vazajici vapnik, typicky a specificky pro osteoblasty (pro ptehled viz Vagaska et al.

2010, (Grausova et al. 2011).

Pro imunofluorescenéni barveni byly buiky nejprve oplachnuty v PBS, fixovany
pomoci 70% etanolu vychlazeného na -20°C ¢i 4% paraformaldehydu vychlazeného v lednici.
Nespecificka potencidlni vazebna mista pro protilatky byla blokovana pomoci 1% albuminu z
hovéziho séra (BSA, Serva, kat. ¢. 11930, Némecko) rozpusténého v PBS. Do tohoto roztoku
byl pfidan 1 0.05% Triton X-100 (Serva, #37195), ktery permeabilizuje buné¢nou membranu.
Po 20 minutach byl roztok odstranén a vzorky byly ponofeny na dal§ich 20 minut do 1%
roztoku Tweenu (Merck, 822184, USA). Poté byly pies noc inkubovany pfti teploté 4°C s
myS$imi monoklondlnimi protilatkami proti lidskym antigeniim, tj. B;-integrinim, talinu, -
aktinu a vinkulinu, a s krali¢i polyklonalni protilatkou proti lidskému osteopontinu. Tyto
primarni protilatky byly rozpustény v PBS v koncentracich od 1:200 do 1:400. Druhy den
byly vzorky s bunikami oplachnuty v PBS a inkubovany 60 minut pfi pokojové teploté se
sekundarni protilatkou, tj. kozim IgG (H + L) konjugovanym s markerem Alexa Fluor“488 a
smérovanym proti myS$im antigentim (fedéno 1:400; Molecular Probes, kat. ¢. A11017) nebo
kozim IgG (H + L) konjugovanym s markerem Alexa Fluor®488 a smérovanym proti krali¢im
antigenim (fedéno 1:1000; Molecular Probes, kat. ¢. A11070). Po inkubaci byly vzorky s
bunikami 2% proplachnuty PBS a montovany na mikroskopické skla specidlnim gelem, ktery
uchovava fluorescenci (Gel/Mount, Biomeda Corporation, USA). Nasledné¢ byly vzorky
hodnoceny pomoci epifluorescenéniho mikroskopu (Axioplan2, ZEISS, Némecko; objektiv
20) opatfené¢ho digitalni kamerou (AxioCam MRcS5, ZEISS, Némecko) (Vandrovcova et al.
2008, Grausova et al. 2009b, Vandrovcova et al. 2011). Vybrané vzorky byly téz snimany
laserovym konfokalnim mikroskopem (Leica TCS SP2, Némecko) (Vandrovcova et al. 2008,
Vandrovcova et al 2011).

3.9 Enzymaticka imunosorbentni esej (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay,
ELISA)
Po tfidenni ¢i sedmidenni kultivaci byly méfeny koncentrace nésledujicich proteinti:

Bi-integriny, vinkulin, B-aktin a osteokalcin (Vandrovcova ef al. 2011).
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Buniky byly oddéleny od materidlti pomoci roztoku trypsinu a EDTA. Bunky byly
nasledné resuspendovany v PBS, centrifugovany a znovu resuspendovany v PBS (10%/ml) a
pfes noc zamrazeny v -70°C. Bunécny homogenat byl pfipraven pomoci ultrazvuku
(sonifikace trvala 40 vtefin, byl pouzit sonikdtor UP 100 H, Dr. Hielscher GmbH). Celkovy
obsah proteini byl zméfen modifikovanou Lowryho metodou (Lowry et al. 1951,
modifikovano napi. ve studiich Filova et al. 2009a,b; Grausova 2009a). Alikvotni mnozstvi
bunécného homogenatu (o koncentraci 100 pg proteinu v 50 pl vody) bylo adsorbovano na
96-jamkovou mikrodesticku pies noc ve 4°C. Druhy den byla mikrodesticka dvakrat promyta
PBS, nespecifickd vazebna mista byla blokovana 0.02% Zzelatinou rozpusténou v PBS (60
minut). Poté byly pfidany primarni protilatky, tj. mysi monoklonalni protilatky proti lidskym
Bi-integriniim, P-aktinu a vinkulinu, a krali¢i polyklonani protildtka proti lidskému
osteokalcinu. Ty byly fedény v PBS (fedéno 1:200 ¢i 1:400) a ptisobily 60 minut pti pokojové
teploté. Jako sekundarni protilatky byly pouzity kozi IgG proti mySimu antigenu (fedéno
1:1000) (Sigma, kat. ¢. A3682) nebo kozi IgG proti kralicimu antigenu (fedéno 1:5000)
(Sigma, kat. ¢. A9169). Ob¢ protilatky byly konjugovany s peroxidazou. Doba ptisobeni byla
45 minut pii pokojové teploté. Poté byly jamky dvakrat promyty roztokem PBS s 0.1%
Tritonem X-100 a nasledovala ortofenylendiaminovéa reakce (ortofenylendiamin 2.76 mM,
Sigma) s 0.05% H,O, v 0.1 M fosfatovém pufru (pH 6.0, inkubace ve tm¢). Reakce byla
zastavena po 10 - 30 minutdch napipetovanim 2 M H,SO4 do jamek mikrodesticky (50
ul/jamka). Absorbance byla métena pti vinovych délkach 490 nm a 690 nm na piistroji Versa
Max Microplate Reader (Molecular Devices Corporation, USA). Odectena hodnota
absorbance byla vyjadiena v procentech hodnoty ziskané¢ z kontrolni kultury bunék na

mikroskopickém krycim skle.

3.10 Statisticka analyza

Kvantitativni data jsou vyjadiena jako primér = S.E.M. (Standart Error of Mean).
Statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru SigmaStat (Jandel Corporation, USA).
Vziajemné porovnani mnoha skupin vzorkl bylo provedeno testem ANOVA, a to Student-
Newman-Keulsovou metodou. Za signifikantni byla povaZzovana hodnota p < 0.05. Vice viz
prilozené publikace (Vandrovcova et al. 2008, 2011; Grausova et al. 2009b, Filova et al.
2011).
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4. VYSLEDKY

4.1. Interakce kostnich bunék s fullereny

4.1.1. VANDROVCOVA M, VACIK J, SVORCIK V, SLEPICKA P, KASALKOVA
N, VORLICEK V, LAVRENTIEV V, VOSECEK V, GRAUSOVA L, LISA V,
BACAKOVA L: Fullerene Cg and hybrid Cg/Ti films as substrates for adhesion and
growth of bone cells. Physica Status Solidi A 205 (9): 2252-2261, 2008

4.1.2. GRAUSOVA L, VACIK J, VORLICEK V, SVORCIK V, SLEPICKA P,
BIKOVA P, VANDROVCOVA M. LISA V, BACAKOVA L: Fullerene C60 films of
continuous and micropatterned morphology as substrates for adhesion and growth of

bone cells. Diamond & Related Materials 18: 578-586, 2009

V obou vysSe zminénych publikacich jsme se zaméfili na hodnoceni adheze,
rozprostfeni, ristu a zivotaschopnosti linie lidskych kostnich bun€ék MG 63 v zavislosti na
konkrétnich modifikacich fullerennich filma. Fullereny lze nandSet na povrch materialu bud’
samotné nebo obohacené o dalsi prvky ¢i slouceniny, dale v kontinudlni vrstvé ¢i ve vrstveé s
urcitym vzorem, tj. vrstvy fullerenti ziskavaji ke své nanostrukture jest¢ mikrostrukturu,
pficemz mikro- a nanostruktura jsou hierarchicky organizovany. Dals§i modifikaci, kterd maze
mit vliv na chovani bunék, je i tloustka nanaSené¢ho filmu. V prvni z praci jsme porovnavali
vliv vrstev deponovanych pies kovovou miizku. Vrstvy byly pfipraveny z rtiznych forem
fullerenti: Cistého fullerenu Cgp, kompozitu Ceo/Ti a Cgp, ktery byl ozafovan zlatymi ionty za
vzniku amorfniho uhliku (a-C). Mikrostrukturované vrstvy byly formovéany jako vyvySeniny a
prohlubné. Zajimavym jevem bylo, Ze fullereny byly pfitomny i v prohlubnich — doslo totiz
k naneseni fullerenti i pod kovovou casti mfizky, tfebaze v daleko tenc¢i vrstveé. Potvrdila se
tak nase hypotéza, ze vytvoreni vzoru ovliviiuje distribuci bunék, a to tak, ze builkky maji
tendenci rast prednostné v prohlubnich mezi vyvysSeninami. Proto by se dala metoda nanéaseni
mikrostrukturovanych vrstev fullereni 1 jejich kompozit s kovy pouzit k fizeni adheze bunék
(obr. 6). Ve druhé praci jsme se zaméfili na otestovani chovani kostnich bun¢k na fullerennich
filmech nejen s ur€itym vzorem, ale i o rizné tloust’ce nanaSené vrstvy. Zjistili jsme, Ze
preferencni rist bun€k v prohlubnich mezi vyvySeninami se zvyraziluje se stoupajici
tloustkou vrstvy, tj. se stoupajici vySkou nerovnosti na povrchu vrstvy. Rovnéz se zvyraziuje

s prodluzujici se dobou kultivace. Sedmy den po nasazeni na vrstvy o vysce nerovnosti 1043
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+ 57 nm rostly jiz prakticky vSecky bunky selektivné v prohlubnich mezi vyvyseninami (obr.

7).

Obr. 6.: Lidské osteoblasty MG 63 po tifidenni kultivaci na kontinualni (A-C) a
mikrostrukturované¢  (D-F)  kompozitni  Cgo/T1  vrstvé. Bunky byly fixovany
paraformaldehydem a obarveny kombinaci barviv Hoechst 33342 (modra fluorescence) a
Texas Red (Cervena fluorescence) (B, C) nebo imunufluorescencné proti lidskému B-aktinu
(E, F). Snimky byly potizeny mikroskopem Olympus IX 50, obj. 20 X, opatienym digitalni
kamerou DP 70. A, D: obraz ze svételného mikroskopu, B, E: obraz potizeny fluorescencnim
mikroskopem, C, F: kombinace jak svételného, tak fluorescencniho mikroskopu. M¢étitko =

100 um. (Vandrovcova et al. 2008)
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Obr. 7.: Populacni hustota lidskych osteoblasti MG 63 1. den (A), 3. den (B) a 7. den
po nasazeni (C) na tenké nebo tlusté fullerenni (Full) Cgyp vrstvé mikrostrukturované
vyvysSeninami (Bulges) a prohlubnémi (Grooves). U tenkych vrstev dosahovaly vyvyseniny
326 £ 5 nm, a u vrstev tlustych 1043 = 57 nm. Primér £ S.E.M. z 9 méfeni. Statisticka
analyza: Studentiv t-test pro neparova data. Statisticka vyznamnost: ** p<0.01 a *** p<0.001

v porovnani s hodnotami na vyvyseninach (Grausova et al. 2009b).
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4.2. Vliv organickych sloZek extracelularni matrix naadsorbovanych na PLGA na

chovani kostnich bunék

4.2.1. VANDROVCOVA M, DOUGLAS T, HAUK D, GROSSNER-SCHREIBER B,
WILTFANG J, BACAKOVA L, WARNKE PH: Influence of collagen and chondroitin
sulfat (CS) coatings on poly-(lactide-co-glycolide) (PLGA) on MG 63 osteoblast-like
cells. Physiological Research 60 (5): x-xx, 2011 In Press

V této praci jsme sledovali chovani bun€k na PLGA materialech, které byly pokryty
bud’ pouze kolagenem I nebo kombinaci kolagenu I a chondroitin sulfatu (CS). Jako kontrolni
vzorky slouzily Cisté vzorky PLGA a cistd mikroskopicka skla. K hodnoceni jsme pouzili
pocty bun¢k v jednotlivych €asovych intervalech, jejich tvar a plochu jejich rozprostieni (obr.
8), dale mnozstvi a distribuci vybranych molekul proteint (fB;-integriny, vinkulin, B-aktin).
Prokazali jsme, ze nandSeni kombinace kolagenu I a CS na PLGA zleps$ilo proliferaci
kostnich MG 63 bunck. Déle jsme namétili vySsi koncentraci cytoskeletarniho proteinu 3-
aktinu, coz korespondovalo s lep§im rozprostienim bunc¢k na povrchu. Zaznamenali jsme
dobtfe vyvinuté fokalni adhezni plaky obsahujici vinkulin (obr. 9). Dokonce i mnozstvi
osteokalcinu, tj. vyznamného ukazatele osteogenni diferenciace, bylo vy$$i v porovnani

s buitkami na PLGA, kde byl adsorbovéan pouze kolagen 1.
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PLGA + Collagen | PLGA + Collagen | + CS

Obr. 8.: Typické mikrofotografie jednodennich kultur kostnich bunék obarvenych
barvivem Texas Red C,-maleimide na kontrolnim mikroskopickém krycim sklicku a na
filmech PLGA, PLGA potaZzeném kolagenem I, a PLGA s naadsorbovanymi kolagenem I a
chondroitin sulfaitem (Collagen I + CS). Bunky kultivované na PLGA filmech a na obou
potazenych filmech (zejména kombinaci kolagenu I a CS) vykazovaly vyssi rozprostfeni nez
na kontrolnich krycich sklech, a vytvarely pseudopodia. Mikroskop Axioplan2 s digitalni
kamerou AxioCam MRc5 (ZEISS, Némecko). M¢étitko = 100 pm (Vandroveova ef al. 2011).
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Obr. 9.: Imunofluorescencni barveni vinkulinu (zelend fluorescence) v lidskych
kostnich buiikdich MG 63 po tfidenni kultivaci na kontrolnim mikroskopickém sklicku (A) a
na filmech PLGA (B), PLGA potazeném kolagenem I (C) a PLGA s neadsorbovanym
kolagenem I a chondroitin sulfatem (D). Na vzorcich PLGA s kolagenem I a CS byly
zaznamenany pocetné¢jsi a vetsi fokalni adhezni plaky. Jadra bunck byla dobarvena barvivem
Hoechst 33342 (modré fluorescence). Konfokalni laserovy scannovaci mikroskop Carl ZEISS

Microimaging LSM 510, métitko 20 um (Vandrovcova et al. 2011).
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4.3. Perivaskularni systém s fizenym uvoliiovanim sirolimu

4.3.1. FILOVA E, PARIZEK M, OLSOVSKA J, KAMENIK Z, BRYNDA E,
REIDEL T, VANDROVCOVA M, LISA V, MACHOVA L, SKALSKY I, SZARSZOI O,
SUCHY T, BACAKOVA L: Perivascular sirolimus-delivery system. /nternational Journal
of Pharmaceutics 404: 94-101, 2011

Posledni piedkladand priace se zabyva sledovanim vlivu uvolilovaného
antiproliferacniho 1é¢iva na rist a zivotaschopnost hladkych svalovych buné¢k (HSB).
Material, ktery zajistoval mechanickou stabilitu systému uvolnujiciho 1é¢ivo, byl vyroben z
polyesterové sitky. Tato sitka byla nasledné impregnovéna roztoky o rizném poméru mezi
rozpusténym purasorbem (kopolymer kyseliny L-mlécné a e-kaprolaktonu) a sirolimem
(Rapamycin izolovany ze Streptomycet) v chlorbenzen-ethanolu (sitka 1). Vzorek s vyssi
koncentraci sirolimu byl nésledné ptekryt roztokem s rozpuSténym purasorbem (sitka 2).
Poslednim typem vzorku, ktery slouzil zaroven jako kontrolni material, byla polyesterova
sitka impregnovana samotnym rozpusténym purasorbem.

Zivotaschopnost hladkych svalovych bunék se v pribéhu pokusu pohybovala u viech
typl vzorkdl mezi 86,1 — 98,4%. Sirolimus, ktery se uvolioval ze sitky 1, vyznamné snizil
pocet hladkych svalovych bunék v ¢asovych intervalech 2, 7 a 14 dni. V porovnani s poctem
bunck kultivovanych na dné polystyrénové kultivacni misky se snizil pocet bunék 2. den po
nasazeni 0 21,8%, 7. den o0 28,7% a 14. den o 24,8% (obr. 10). Sirolimus uvoliiovany ze sitky
2 snizil ve stejnych ¢asovych intervalech pocéty bun¢k o 67,6%, 76,1% a 60,1% v porovnani s

pocty bunék na polystyrénové kultivacni misce (obr. 11).
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Obr. 10.: Pocet a zivotaschopnost (procentudlni udaje nad sloupci) hladkych
svalovych bun¢k na Cisté kultivac¢ni polystyrénové misce (PS), na PS s polyesterovou sitkou
(PES Mesh), na PS s PES Mesh impregnovanou purasorbem (Purasorb Mesh) nebo na PS s
PES Mesh impregnovanou sirolimem (Mesh I) v ¢asovych intervalech 0, 2, 7 a 14 dni po
pridani sitky ke kulturdm. Statistickd vyznamnost: p<0.05 v porovnani se vzorky ve stejném
dasovém intervalu. Cisla vzorkd se statisticky vyznamné odlisnym podtem bundk jsou
vyznaceny nad sloupci (vyraz ,,vs. a ¢islo vzorku) (Filova et al. 2011).
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Obr. 11.: Pocet a Zivotaschopnost (procentudlni Udaje nad sloupci) hladkych
svalovych bun¢k na Cisté kultivacni polystyrénové misce (PS), na PS s polyesterovou sitkou
(PES Mesh), na PS s PES Mesh impregnovanou purasorbem (Purasorb Mesh) nebo na PS s
PES Mesh impregnovanou sirolimem (Mesh II) v ¢asovych intervalech 0, 2, 7 a 14 dni po
ptidani sitky ke kulturam. Statisticka vyznamnost: p<0.05 v porovnani se vzorky ve stejném
Gasovém intervalu. Cisla vzorkl se statisticky vyznamné odlisnym podtem bunék jsou
vyznaceny nad sloupci (vyraz ,,vs. a ¢islo vzorku) (Filova et al. 2011).
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S. DISKUSE

Z nasich studii zaméfenych na sledovani vlivu fullerenii na rst bun€k lze usuzovat, ze
fullereny Cgp jsou vhodnym substratem pro adhezi, riist a diferenciaci lidskych kostnich bun¢k
MG 63, a to v porovnani s kontrolnimi materialy jako jsou dna polystyrénovych kultiva¢nich
misek ¢1 mikroskopické kryci sklicka (Vandrovcova et al. 2008, Grausova et al. 2009b). Na
kontinudlnich vrstvach fullerent bylo dosaZeno srovnatelnych parametri chovani bunék, jako
je pocet, dynamika rastu, zivotaschopnost a morfologie bunék, jako na standardnich
kultiva¢nich materidlech. V naSich pokusech se tedy potencidlni cytotoxicita fullerent
neprokazala. Moznym vysvétlenim je stabilita fullerenovych vrstev, z nichz se fullerenové
molekuly vyznamné neuvoliiovaly a nepronikaly do bun&k. Uvoliiovani rliznych molekul a
nanocastic a jejich prinik do bunck byva obvykle podminkou cytotoxického uc€inku
sledovanim pozitivniho ucinku fullerennich vrstev (deponovanych na polystyrénové
kultivacni misky odpafovanim methanolu z koloidni suspenze Cgo-methanol) na adhezi,
proliferaci a formovani aktinového cytoskeletu né€kolika linii epitelovych bunék (Levi et al.
2006). NanaSeni molekul fullereni na polyuretanovy povrch také zvysSilo pocet
naadherovanych krevnich desti¢ek a podpofilo jejich aktivitu (Lin and Wu 1999).

V nas$i prvni praci jsme porovnavali vliv riznych chemickych modifikaci fullerenti a
jejich rozdilné distribuce na povrchu mikroskopického kryciho sklicka na adhezi a rtst bunék
(Vandrovcova et al. 2008). Prvni den po nasazeni byl pocet adherovanych bun¢k podobny
jako na kontrolnich materidlech (dno polystyrénové kultivaéni misky a mikroskopické kryci
skli¢ko), a v nékterych ptipadech byl pocet dokonce vyssi. Tento pozitivni ucinek vrstev Cep,
Ti a kombinace Ceo/Ti muze byt vysvétlen tim, Ze byl povrch nanostrukturovany
(Vandrovcova et al. 2008). Nanostruktura povrchl se podobou pfiblizuje nanoarchitektuie
bunééné membrany, a zdroven i prirozeného substratu, k némuz buiky adheruji, tj.
nanoarchitekruie molekul extracelularni matrix (Webster ef al. 2000a, Price et al. 2004, Woo
et al. 2003, Tan and Saltzman 2004, Wei and Ma 2005). Molekuly, které se podileji na adhezi
bunék (napft. vitronektin, fibronektin, kolagen a laminin) a které se ptidavaji do kultivacnich
médii (napf. ve formé¢ sérového doplnku) ¢i si je bunky syntetizuji samy, se na
nanostrukturovanych povrsich spontann¢é adsorbuji ve vhodném mnozstvi, spektru a zejména
ve vyhodné prostorové konformaci blizici se konformaci fyziologické. Za vyhodnou
prostorovou konformaci se povazuje takovd konformace, kterd zpfistupni bunéénym

receptorim specifické aminokyselinové sekvence (napt. RGD), které funguji jako ligandy pro
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adhezni receptory bun¢k (Webster et al. 2000a, Price et al. 2004, Woo et al. 2003, pro piehled
viz Bagdakova et al. 2004, 2008, Bacakova a Svor¢ik 2008). Na nami testovanych povrsich
mély bunky 1. den po nasazeni polygonalni tvar, byly dobie rozprostfené a mély dobie
vyvinuty B-aktinovy cytoskelet, coz Ize povazovat za znak funkénich vazeb mezi adheznimi
receptory bunék a molekulami extraceluldrni matrix adsorbovanymi na vrstvach Cep, Ti a
kombinace Cgo/Ti. Nejvyssi pocCty bunék 1. den po nasazeni byly zaznamenany na
kontinualnim povrchu Cg/Ti a na vrstvé Cep 0zafené zlatymi ionty. Toto zjiSténi je mozné
vysvétlit tim, Ze se v uvedenych vrstvach vlivem oxidace povrchi zvySilo mnozstvi kysliku
(Vandrovcova et al. 2008). Je znamo, ze fullereny vystavené svétlu podléhaji fotooxidaci, a
stejné tak 1 titanové nanocastice, které byly deponovany spolecné s fullereny. Oxidace mohla
byt 1 privodnim jevem ozafovani fullerennich vrstev ionty zlata. Opakované bylo prokéazano,
ze chemické funkéni skupiny obsahujici kyslik podporuji adsorpci molekul extracelularni
matrix, které zprostiedkovavaji adhezi bun¢k (Bacakova et al. 2001, Mikulikova et al. 2005).
Hlavnim mechanismem tohoto ptsobeni kyslikovych skupin je zvySovani polarity a hydrofilie
povrchu. Dochazi pak k synergickému pusobeni kyslikovych skupin a nanostruktury povrchu,
jehoz vysledkem je zlepSeni kolonizace povrchu materialu buiikami.

Pocty bun¢k prvni i tfeti den po nasazeni vykazovaly vyssi po€ty na kontinudlnich
vrstvach nez na mikrostrukturovanych vrstvach, tj. vrstvach deponovanych pies kovovou
masku. Tteti den po nasazeni byly pocty na mikrostrukturovaném Cgo filmu statisticky
vyznamné niZz8i nez na polystyrénové kultivaéni misce. To bylo pravdépodobné zplisobeno
tim, Ze bunky prednostné osidlovaly prohlubné (brazdy) pied vyvySeninami (vzniklymi
nahromadénim fullerentt v mistech, kde k podloznimu substratu pfiléhala oka kovové
miizky), a mély tedy méné prostoru k adhezi a rstu. Preferencni riist riznych typt bunék v
povrchy riiznych polymernich a kovovych materialt, véetné mikrostrukturovanych fullerenti
Ceo 0 tloustce kolem 1 um (Grausova et al. 2008a). Na filmech, které obsahuji C¢p mutize byt
nizka atraktivita vyvySenin pro bunécnou kolonizaci zplisobena kombinaci nasledujicich
faktori: ptili§ strmé stoupani vyvySenin, tendence kulovych molekul fullerenti difundovat z
vyvySeniny a zabranovat tak stabilni adhezi bunck, nebo relativné vysoka hydrofobicita
nefunkcionalizovanych fullerenti. Na mikrostrukturovanych vrstvach Ti nebyla tato tendence
prili§ markantni. Tuto skute¢nost je mozno vysvétlit nizsi hydrofobicitou povrchu a stabilngjsi
strukturou vyvysSeniny tvofené pouze Ti. Ddle jsme dosli k zajimavému zjiSténi, Zze na
mikrostrukturovanych povrsich, které byly ozéafeny zlatymi ionty, byl preferencni rist v

prohlubnich  zaznamendn pouze 1. den po nasazeni, zatimco 3. den jiz byly bunky
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distribuovany na povrchu homogenné. Ziejmé je to zptisobeno pieménou Cg po ozéafeni na
amorfni uhlik, ktery jiz z vyvysSenin nedifundoval, a navic obsahoval kyslik, ¢imz se stal
relativné hydrofilnim (Vacik et al. 2001, Vandrovcova et al. 2008).

Na vSech nami testovanych vzorcich Cgy, Cg/Ti a Ti byly bunky vysoce
zivotaschopné. Prvni den po nasazeni bylo rozmezi Zzivotaschopnosti (méfeno pomoci
LIVE/DEAD kitu, jez je zaloZen na hodnoceni esterazové aktivity a permeability bunécéné
membrany) od 95 + 9% do 99 + 14% a bliZila se Zivotaschopnosti bun€k na kontrolnich
vzorcich (na polystyrénové kultivaéni misce byla zivotaschopnost 99 + 12% a na
mikroskopickém podloznim skle 95 + 10%). Sedmy den po nasazeni byla Zivotaschopnost
hodnocena pomoci barviva trypanové modii, kterd pronikd pifes bunéfnou membranu
poskozenych a mrtvych bunék, a tyto buiiky jsou pak zbarveny modfe. Zivotaschopnost
bun¢k byla v porovndni s 1. dnem niz$i, coz mohlo byt zplsobeno rozdilnou metodou
testovani Zivotaschopnosti bun¢k 7. den. Zatimco 1. den byla Zivotaschopnost sledovana
pfimo u bunék uchycenych k materidlu, pro analyzu provedenou 7. den bylo nutno buiky
odd¢lit od materidlu pouzitim roztoku trypsinu a EDTA, coz mohlo poskodit bunécnou
membranu.
povrchu filmu Ceo/Ti a nejvyssi na mikrostrukturovaném Ti, na kterém byl dokonce vys$si nez
na kontinualni vrstvé Ti. Naproti tomu na vzorcich pokrytych mikrostrukturovanymi vrstvami
Ceo a Ceo/Ti1 byly poCty bunck vzdy niz8i neZ na kontinudlnich vrstvach, a to diky preferencni
kolonizaci brazd pted vyvysSeninami (Vandrovcova et al. 2008).

V druhé praci jsme testovali adhezi a rust kostnich bun¢k na vybranych typech
fullerenovych povrsich (kontinudlnich vrstvach i vrstvach se vzorem) o rtzné tloustce
nanaSené vrstvy (Grausova et al. 2009b). Také zde jsme potvrdili pozitivni vliv fullerenii na
chovani bunék. Imunofluorescenéni barveni MG 63 bunék odhalilo shluky proteinti ve formé
fokalnich adheznich plakt. Na téch se podilely napt. B;-integriny (integralni receptory pro
kolagen, laminin, fibronektin a vitronektin) a talin (protein asociovany s P;-integriny uvnitf
bunky). Vznik fokélnich adheznich plakii byl doprovazen formaci B-aktinového cytoskeletu a
syntézou osteopontinu (maker osteogenni diferenciace kostnich bunék). Vyse vyjmenované
jevy lze povazovat za znak aktivni interakce mezi buitkou a substratem, ktery mél za nasledek
pienos signalu do buiiky a ovlivnil expresi osteogennich genti. Kromé toho bylo prokdzéano,
7e Pi-integriny podporuji osteogenni diferenciaci, kterd se projevuje vySSim mnozZstvim
produkovaného osteokalcinu a osteopontinu, zvySené aktivity alkalické fosfatazy a lepsi

utilizaci 1,25-dihydroxyvitaminu D3 (Wang et al. 2006). Podobn¢ jini autofi zjistili, ze ve
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vod¢ rozpustny derivat fullerenu (Cs-fullero-fris-methanodikarbxylovd kyselina) rovnéz
podporoval formovani fokalnich adheznich plakli a aktinového cytoskeletu v lidskych
buiikdch epidermalniho karcinomu. Diky svému antioxida¢nimu G¢inku umoznil zminény
derivat fullerenu rist téchto bunek dokonce i po ozateni UV svétlem (Straface et al. 1999).
Schopnost fullereni a jejich derivati pohlcovat volné radikdly zabranila apoptdze
keratinocytli po ozateni UV svétlem B (Fumelli et al. 2000), minimalizovala oxidativni
poskozeni transplantati tenkého stieva (Lai et al. 2000), ¢i snizila degeneraci a smrt neuront
a predesla mozkové ischémii (Lai ef al. 2000, Huang et al. 2001).

V nasich pokusech byl prvni den po nasazeni pocet bunék na kontinudlnich vrstvach
(tenkych 1 tlustych, tj. o tloustce 505 + 43 nm a 1090 £ 8§ nm) velmi podobny a blizil se
hodnotdm poctu bunck na kontrolnich vzorcich (dno polystyrénové kultivatni misky a
mikroskopické kryci sklo). Na tenkych mikrostrukturovanych povrsich (vyska nerovnosti 326
+ 5 nm) byla popula¢ni hustota bun€k v priiméru nizsi nez na kontrolnich vzorcich, ale
rozdily nebyly statisticky vyznamné. V casovém intervalu od 1. dne do 5. dne byla doba
zdvojeni poc¢tu bunék na kontinudlnich povrsich Cgy a povrSich kontrolnich podobna. Nejvétsi
rozdil byl zaznamenan na tlustSich mikrostrukturovanych vrstvach (vyska nerovnosti 1043 +
57 nm), kde byla doba zdvojeni statisticky vyznamné delsi a populac¢ni densita bun¢k na konci
pokusu byla vyznamné niz§i nez na tenkych mikrostrukturovanych vrstvach (obr. 5).
Pomalejsi rtst na tlustSich mikrostrukturovanych vrstvach byl pravdépodobné zptisoben
pfitomnosti relativné¢ velkych vyvySenin a prohlubni. Builkky pak rostly pfedev§im v
prohlubnich, kde mély k dispozici mens$i plochu pro kolonizaci. Na tenkych
mikrostrukturovanych vrstvach rostly bunky homogenné¢ po celém povrchu vzorkl. V
nekterych pracich je uvedeno, ze bunky mohou osidlovat 1 vyvySeniny. Autofi méli
ptfipraveny vzorky s dokonce mnohem vétsim velikostnim rozdilem mezi vyvySeninami a
prohlubnémi nez v nasi préaci (az desitky um v porovnéani s naSim 1 um), jenze povrchy byly
stabilni a pevné (jednalo se o povrchy kovové, keramické ¢i syntetické polymerni). Jak jiz
bylo zminéno vySe u prvni prace o fullerenech (Vandrovcova et al. 2008), i v piipadé prace
druhé mohlo hrat roli synergické piisobeni hydrofobicity, mechanickych vlastnosti fullerent a
dale moznosti difuze fullerenti z povrchu vyvysenin (Guo et al. 2007). Lze si predstavit, ze
fullereny, které se podobaji fotbalovému mici, se ,,kutaleji* doli z vyvysenin, ¢i se alespoil
Lprotaceji, a tim builkam nezajisti stabilni mechanickou podporu, kterd je pro adhezi
kostnich bun¢k nezbytnd. Obvykle jsou totiz kostni buiiky schopné uchytit se na

vyvySeninach i pteklenout prohlubné, naptiklad pory scaffoldi pouzivanych v kostnim
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tkanovém inzenyrstvi o priméru od 40 az témét ke 100 um (Karageorgiou a Kaplan 2005,
Pamula et al. 2008).

Z toho plyne, ze mikrostrukturované fullerenni filmy je mozné pouzit jako Sablonu pro
regionalné selektivni adhezi a rast bunék. Osteogenni buriky rostouci na urcitych vymezenych
mistech um¢lého materialu pak navic vykazuji vyssi aktivitu fosforylace riznych druhii kinaz
a transkripcnich faktort, pienosu signalt do bunky a jeji diferenciaci (Papenburg et al. 2007,
Charest et al. 2004, Kenar et al. 2006, Hamilton a Brunette 2007). Tenké mikrostrukturované
vrstvy fullerent, které pevné Inou k podloZzce a neodlupuji se, by bylo mozno pouzit k
bioaktivnimu nanaSeni na kostni ndhrady, aby se zlepsila jejich integrace do okolni kostni
tkang.

V dalsi praci jsme se zaméfili na sledovani vlivu potahovani PLGA scaffoldu
molekulami extracelularni matrix za UCelem podpory adheze a rlstu kostnich bunék
(Vandrovcova et al. 2011).

Poly-(laktid-co-glykolid) (PLGA) je kopolymer polylaktidu a polyglykolidu. Je
schvalen Spravou potravin a 1é¢iv (Food and Drug Administration, FDA). Z tcla je
odstraiiovan Krebsovym cyklem, proto se pouzivd k vyrobé chirurgickych materiala, napft.
materiala Sicich (Houchim a Topp 2008). Lze jej vyuzit téz pro vyrobu scaffoldi ke
konstrukci umélych ndhrad poskozenych tkani (Goldstein et al. 1999, van Eijk et al. 2008,
Pamula et al. 2009). Pfedpokladem pro spravnou adhezi kostnich bunék je, ze se povrch
materidlu bude co nejvice podobat jejich pfirozenému prostiedi. Mimo jiné je to nutnost
adsorpce organickych slozek bézné se vyskytujicich v kostni matrix. Mezi n¢ patii protein
kolagen I a glykosaminoglykan chondroitin sulfat (CS).

V nékterych pracich je uvedeno, Ze povrchovd uprava polymernich povrcha
kolagenem zvysila rozprostieni bunék (He et al. 2005, Ma et al. 2005, Keresztes et al. 2006).
V nasi studii se to nepotvrdilo. Rozprostieni bun¢k nebylo vyznamné vyssi nez na Cistém
PLGA. Pozorovali jsme vSak na bunkach tvorbu charakteristickych pseudopodii, a to na
PLGA pokrytych jak kolagenem, tak smési kolagenu a CS. Pseudopodia jsou povazovana za
indikator dobré bunécné adheze, protoze zlepSuji prichyceni bun€k k substratu a zajist'uji
intenzivnéjsi interakce mezi buitkou a substratem (Zhu et al. 2004). Kromé toho byl na
povrchu pokrytém smési kolagen/CS pozorovan vyssi vyskyt dobie rozprostienych
polygonalnich bun¢k, zatimco na PLGA s kolagenem vykazovaly buiiky tvar spiSe protahly.
Tento fakt lze vysvétlit tim, ze na povrchu PLGA se vytvofila vldkna kolagenu a CS, ktera
byla v porovnadnim s cCistymi kolagenovymi vldkny tenc¢i, krat$i a orientovana ndhodné

(Douglas et al. 2007). Je tedy mozné, ze urcité rozdily v morfologii povrchu materidlu se
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odrazeji na morfologii bunék. Napfiiklad dlouha a relativné tlusta vlakna kolagenu, kterd se
Casto formuji paralelné, mohou ovlivnit tvar buné€k, jez je pak protahly a kopiruje prib¢h
téchto vladken. To potvrzuje 1 studie, kterd se zabyvala kultivaci MG 63 bun¢k na paralelné
uspotfadanych nanovlaknech kyseliny L-polymlééné (PLLA, poly(L-lactic acid)). Buiikky na
téchto vldknech rostly v souladu se smérem vldken, zatimco na povrchu s ndhodné
orientovanymi vlakny mély bunky polygondlni tvar bez zifejmé pravidelné orientace (Wang et
al. 2011). Podobné 1 v praci hodnotici adhezi a rast kostnich bunck MG 63 a cévnich
hladkych svalovych buné¢k na kompozitech suhlikovou matrici vyztuzenych uhlikovymi
vlakny (CFRC, carbon fibre-reinforced carbon composites) mély buiiky protahly tvar, ktery
svou dlouhou osou smétoval podél uhlikovych vlaken (Bacakova et al. 2001). K zajimavému
zavéru dosel Born se svymi spolupracovniky (2009), ktefi nasli korelaci mezi tvarem buiiky a
osteogenni diferenciaci u lidskych kostnich progenitorovych bunck. Builky, které rostly v
médiu s proliferaénimi riistovymi faktory, mély vietenovity tvar, zatimco bunky kultivované
v médiu navozujicim osteogenni diferenciaci zaujimaly polygonalni tvar (Born et al. 2009). Z
téchto zjisténi tedy plyne, Ze pfi hodnoceni inicidlni adheze bunck by mél byt bran zietel
nejen na velikost, ale 1 na tvar plochy jejich rozprostieni.

Nicméné, kompozitni vrstva kolagen/CS podpofila i1 proliferaci bunék MG 63, jak
vyplyva ze statisticky vyznamného zvySeni poctu bun€k 3. a 7. den kultivace v porovnani s
ostatnimi materidly. Glykosaminoglykany jsou Casto pouzivany jako slozky scaffoldi v
tkanovém inzenyrstvi, protoze maji pozitivni vliv na proliferaci osteoblastli (Benoit a Anseth
2005, Ekaputra et al. 2008). V n¢kterych pracich byly CS pouZzivany k potahovani scaffoldu i
pro jiné typy bunck, napft. fibroblasty a chondrocyty (Zhong et al. 2005, van Susante et al.
2001). Pozitivni t¢inek chondroitin sulfatu na rast bunck lze vysvétlit tim, ze je schopen vazat
rustové faktory (Asada ef al. 2009).

Imunofluorescencni barveni prokdzalo, ze nejnapadnéji vyvinuté fokalni adhezni
plaky, obsahujici vinkulin, byly na vzorcich PLGA potazenych kombinaci kolagen/CS (obr.
9). Tento nalez byl podpofen i dalSimi studiemi. Napt. pfitomnost CS na titanu potazeném
kolagenem také zlepSila tvorbu fokalnich adheznich plakl (Bierbaum et al. 2006, Douglas et
al. 2007). Tento jev miiZze byt zplisoben navdzanim vépenatych iontd, které jsou pro vznik
fokalnich adheznich plakli nezbytné (napf. zprostiedkuji adhezni funkci integrintl), na
povrchu CS. Enzymovad imunoanalyza (ELISA) vSak odhalila, ze nejvyssi koncentrace
vinkulinu se vyskytovala v burnikach, které rostly na ¢istém PLGA vzorku. Tuto disproporci je
mozné vysvétlit tim, ze konvenéni ELISA pouzitd v na$i studii méfi celkové mnoZzstvi

testované molekuly v bunice. Neméii tedy pouze slozku podilejici se na formovani fokalnich
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adheznich plak ¢i cytoskeletarnich vldken, ale i tu ¢ast, kterd se vyskytuje volné v
cytoplasmé Ci v organelach, jako je napt. Golgiho komplex. Tento fakt Ize ovéfit 1 na zaklade
obrazku z konfokalniho mikroskopu, kde na snimku s ¢istym PLGA je patrné, Ze se zelené
obarveny vinkulin vyskytuje homogenné v celém objemu buiiky (obr. 9). Podobné mizeme
vysvétlit 1 rozdilné vysledky mezi imunofluorescenénim barvenim B-integrinti a stanovenim
jeho koncentrace metodou ELISA. Zatimco ve fokalnich adheznich placich je piitomen
aktivovany Pi-integrin (tedy fosforylovany), ELISA zméfi i volny neaktivovany B-integrin v
cytoplasmé. Specifické teckovité utvary PB-integrind (tj. fokalni adhezni plaky s obsahem ;-
integrinl) na mikrofotografiich jsou nejlépe zachyceny na vzorcich PLGA pokrytych smési
kolagen/CS, zatimco nejvyssi koncentrace celkovych B;-integrint byla na ¢istém PLGA. Aby
bylo mozno metodou ELISA zm¢éfit selektivné koncentraci adheznich a s nimi asociovanych
molekul vazanych ve fokdlnich adheznich placich, bylo by nutno pouzit protilatky proti
fosforylovanym antigentim, které vSak v fad€ ptipadli nejsou na trhu zatim dostupné. Starsi
studie rovnéz pouzivaly pomérné pracnou a méné spolehlivou metodu extrakce nevazanych
molekul detergenty, napf. tritonem (Ezzell et al. 1997, Sawada a Sheetz 2002).

Jak jiz bylo zminéno vySe, chondroitin sulfat dokéze vazat vapenaté ionty (Bierbaum
et al. 2006, Douglas et al. 2007), které jsou nezbytné pro fenotypickou maturaci kostnich
bunék (pfedev§im pro mineralizaci kostni matrix). Proto po ptidani CS ke kolagenu se
vyznamné zvySila koncentrace osteokalcinu (glykoproteinu kostni extracelularni matrix, ktery
vaze vapenaté ionty). Podobny ucinek mélo 1 potahovani polykaprolaktonového
(polycaprolactone, PCL) scaffoldu smési kolagenu a CS na osteogenni diferenciaci lidskych
mezenchymalnich kmenovych bun¢k (hMSCs - human Mesenchymal Stem Cells). Bunky
diferencovaly, pfestoze do média nebyly pfidany doplilkky potfebné pro osteogenni
diferenciaci (Rentsch et al. 2010). Mechanismus, kterym CS fidi osteogenni diferenciaci,
muze byt takovy, ze CS ovliviiuje afinitu faktorti podilejicich se na diferenciaci, jako jsou
napf. fibroblastovy ristovy faktor-2 (FGF-2) a nebo morfogeneticky protein kosti (BMP-4)
(Ling et al. 2006, Miyazaki et al. 2008, Stadlinger et al. 2007).

V praci zabyvajici se cévnimi ndhradami jsme pfipravili systém s fizenym
uvolnovanim antiproliferacni latky sirolimus (Filova et al. 2011). Pfedpoklada se, Ze lokalni
uvolnovani 1é¢iv hraje zasadni roli v prevenci restendzy cévni ndhrady, aniz by zpusobilo
nezadouci reakce (Pires et al. 2005). Piedchézi tak 1 degradaci 1é¢iva pred tim, nez se dostane
na misto urceni, a zajisti absorpci v konkrétni tkdni (Golomb et al. 1996). AvsSak dlouhodobé
pozorovani antiproliferatnich G¢inkl intravaskularnich stentd uvolfujicich 1éc¢iva (napf.

paclitaxel, sirolimus nebo tacrolimus) odhalilo fadu nezddoucich reakci zplsobenych
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mechanickym a biochemickym poskozenim cévni stény stentem. Mezi tyto reakce patfi
castecné poskozeni endotelu, zvySena agregace krevnich desticek a trombdza, depozice
reziduélniho fibrinu, vyvolani apoptézy HSB a nedostate¢né snizeni neointimalni hyperplazie
poté, co bylo IéCivo kompletné ze stentu uvolnéno (Suzuki ef al. 2001). Dalsi zdvaznou
komplikaci je vznik zanétu cévni stény a mistni hypersenzitivni reakce na stent pokryty
polymerem. PLLA o vysoké molekulové hmotnosti (320 000 Da), ktery byl pouzit na
potahovani tantalového stentu, zptsobil mensi zanétlivou reakci v porovnani s PLLA o nizsi
molekulové hmotnosti (80 000 Da) (Lincoff et al. 1997). Pfitomnost stentu uvnitf cévy rovnéz
casto vede ke zhorSeni hojiciho procesu endotelu doprovazené rizikem pozdéjsiho rozvoje
trombozy.

Pokud pouzijeme perivaskuldrni stent, zabranime mechanickému poskozeni
endotelové vrstvy. Pouziti perivaskuldrniho systému s fizenym uvolfiovanim antiproliferacni
latky maze sniZzit riziko vzniku trombozy jednak tim, ze antiprolifera¢ni latka neni v pfimém
kontaktu s endotelem, a také proto, ze jeji uvoliovani je docasné (obvykle nékolik tydnit).
Tato doba inhibice riistu hladkych svalovych buné€k je ptiblizn€ stejné jako doba potiebna pro
reendotelializaci $tépu. Pokud jsou ale nosice 1éku konstruované ve formé gelu, mohou se
uvolnit a vzdalit se z poZadovaného terapeutického mista, podobn¢ jako intravaskularni stenty
(Owen et al. 2010).

Vyvinuli jsme perivaskularni systém fizené¢ho uvoliiovani 1é¢iva, ktery je zaloZzen na
relativné mechanicky stabilni polyesterové sitce, a predpoklada se, Ze se pevné ovine kolem
cévniho Stépu. Mechanickd podpora poskytnutd sitkou miize zabranit roztazeni zilniho
autologniho §té€pu po implantaci do arteridlni ¢asti krevniho fecisté, a také muze inhibovat
proliferaci HSB (Mehta et al. 1998).

Polyesterové sitky v nasi studii byly pokryty odbouratelnym kopolymerem L-laktidu a
e-kaprolaktonu (tj. purasorbem), ktery obsahoval sirolimus. Uvoltiovani z degradabilni
matrice obvykle probihd ve tfech fazich: faze pocate¢ni prudkého uvolnéni, nasledovana
difazni fazi, a proces je ukoncen fazi fizené¢ degradace (Venkatraman a Boey 2007). Kinetika
uvolnovani 1é¢iva zavisi na fyzikalnich a chemickych vlastnostech 1é€iva, volbé polymeru
nebo kopolymeru a jejich uspotadani do vrstev s lécivem nebo bez ného (Finkelstein et al.
2003).

Kopolymer pouzity v nasi studii m¢l relativné vysokou molekulovou hmotnost (M =
117 250 g/mol). Po dvou a ¢tyfech tydnech inkubace v PBS jsme pozorovali pouze malé
erozni zmény na jeho povrchu. Z toho vyplyva, ze se sirolimus uvoliioval z polymerni matrice

difuzi a nikoli degradaci polymeru. Ze sitky I se sirolimus Upln¢ uvolnil po 6 tydnech a z
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sitky II po 4 tydnech. Ze sitky I se béhem prvniho tydne uvolnila podstatna ¢ast 1éCiva,
zatimco uvolilovani sirolimu ze sitky II bylo vice homogenni (bez pocate¢niho prudkého
uvolnéni). Rozdilnd kinetika uvoliiovdni sirolimu byla zpisobena odliSnym zptsobem
potahovani sitek. Sitka I byla potazena homogenni vrstvou purasorbu se sirolimem. Sitka II
obsahovala nejprve vrstvu purasorbu s dvojnasobnou koncentraci sirolimu, nez tomu bylo u
sitky I a nasledné byla vrstva piekryta jesté jednou vrstvou tvofenou pouze kopolymerem.
Vrchni vrstva zabrédnila pocatecnimu prudkému uvolnéni sirolimu diky postupné difuzi skrz
¢isty kopolymer.

V dalsich studiich, které se zabyvali tplnym odstranénim Ié¢iva, se maximalni doba
vyskytu pohybovala u nékterych 15 dni, u jinych 28 dni, nebo dokonce 90 dni (Venkatraman
a Boey 2007, Hausleiter et al. 2005, Pires et al. 2005). Z perivaskularni poly(e-
kaprolaktonové¢) (PCL) manzety se veSkery paclitaxel nebo rapamycin uvolnil po tiech
tydnech (Pires et al. 2005). Filmy vyrobené z PLGA smiSené s methoxypolyethylen glykolem
(MePEG) pouzit¢ jako perivaskularni obal s obsahem paclitaxelu, uvolnily tuto
antiproliferacni latku po ttech tydnech pouze z 5 - 10% (Jackson et al. 2004).

Obé& nami vyvinuté sitky snizily po 14 dnech proliferaci hladkych svalovych bun¢k v
kultute. Siln€jsi ucinek méla sit’ka II. Rast hladkych svalovych bunék byl inhibovan, aniz by
dochazelo ke smrti bunék (zjisténo pomoci testu zivotaschopnosti LIVE/DEAD kitem), coz
l1ze povazovat za ptiznivy ucinek, ktery sice zpocatku snizi poCet bunék, ale neposkodi je a

zachova jejich fyziologickou funkei, pfedevsim jejich kontraktilitu.
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6. ZAVER

Veskeré materialy, které jsme vyvijeli pro inzenyrstvi kostni tkané, umoziovaly
kostnim buiikdm adhezi a rlst, neovliviiovaly negativné jejich Zivotaschopnost a podporovaly
jejich diferenciaci. Stejné tak latka uvoliovand ze siték, jejimz cilem bylo inhibovat rist
hladkych svalovych bun€k po implantaci cévniho stentu, snizila proliferaci bunék, aniz by je
poskodila, ¢imz zachovala jejich zivotaschopnost.

V této préci jsme pfipravili a hodnotili vliv povrchovy uprav materiadli na chovéni
kostnich bunék. Tyto Upravy v sobé zahrnovaly: zménu v chemismu (vrstvy cistych
fullerenti, kompozity fullerenti a titanu, ¢i fullereny pfeménéné v amorfni uhlik), v topografii
vrstev (fullerenni vrstvy v tenké ¢i tlusté vrstveé, v kontinudlni ¢i mikrostrukturované podobé
a po expozici vrstev iontim zlata) ¢i ve funkcionalizaci povrchu organickymi slozkami
extracelularni matrix (adsorpce kolagenu a chondroitinu sulfatu na PLGA). Posledni ¢asti této
prace bylo sledovani vlivu postupného uvoliiovani antiproliferacniho 1é¢iva (Sirolimus) na
rist a zivotaschopnost cévnich hladkych svalovych bunék pro potencionalni vyuziti pfi
vyrobé umélych cévnich nahrad.

Zjistili jsme, ze Cist¢é 1 modifikované fullerenni vrstvy podporovaly adhezi,
rozprostieni, rist i Zivotaschopnost lidskych osteoblasti MG 63. Mikrostrukturované vrstvy
Ceo a Cgo/Ti, které na povrchu obsahovaly vyvyseniny a prohlubné, umoznovaly selektivni
rust bunék pravé v prohlubnich. Po ozéafeni mikrostrukturovanych vrstev zlatymi ionty byla
tato selektivita potlacena, coz bylo pravdépodobné zplisobeno pireménou fullerenli na
hydrofiln€j$§i amorfni uhlik. Takto vytvofené mikrostrukturované vzorky by mohly byt
uspesné pouzity v tkanovém inzenyrstvi pro zajisténi selektivniho ristu bunék v konkrétnich
mistech implantatu.

Déle jsme dosli k zavéru, Zze kromé chemické modifikace je dulezitd i tloustka
nanaSené fullerenni vrstvy. Rist bun¢k na silngjSich mikrostrukturovanych vrstvach (4.
vrstvach s vy$§imi nerovnostmi) se projevoval vyssi selektivitou. Buiikky se vyskytovaly z
mnohem VEtSi Casti v prohlubnich, nez tomu bylo u tenCich vrstev (tj. vrstev s nizSimi
nerovnostmi). Na tenkych mikrostrukturovanych vrstvach rostly buiiky homogenné po celém
povrchu vzorkl.. Predpokladdme, Ze tenké vrstvy jsou na podloznim materidlu pevné
uchycené a tato mechanicka stabilita umoziuje kostnim bunikam pieklenout topografické
nerovnosti, a proto by je bylo mozno pouzit (podobné¢ jako vrstvy kontinualni) k bioaktivnimu
nanéseni na kostni nahrady, aby se zlepsila jejich integrace do okolni kostni tkang.

V pfipad¢ pouziti PLGA v kostnim tkaiovém inzenyrstvi jsme zjistili, Zze po

naadsobovani kombinace dvou organickych slozek extracelularni matrix (kolagenu I a
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chondroitin sulfatu) se také zlepsila proliferace kostnich bun¢k MG 63. Bunky na takto
oSetfeném povrchu vytvarely pseudopodia, obsahovaly vyssi koncentraci cytoskeletarniho
proteinu B-aktinu, markeru bunééné adheze a rozprostieni, a vytvarely zfetelngji vyvinuté
fokalni adhezni plaky, jak ukéazalo imunofluorescencni barveni vinkulinu. V bunkdch na
vzorcich s kolagenem a CS byla koncentrace osteokalcinu statisticky vyznamné vyss$i v
porovnani se vzorky se samotnym kolagenem. Z toho plyne, ze i chondroitin sulfat 1ze vyuzit
nejen v tkanovém inzenyrstvi pro vyvoj chrupavek, ale mize pozitivné ovlivnit i chovani
kostnich bunék.

Posledni prace se zabyvala vyvojem perivaskularniho systému cilené dodavky
antiproliferacniho 1éCiva sirolimu. Nami vytvotfeny perivaskularni systém je urceny k ovinuti
kolem Zilniho $tépu a implantaci do arteridlni pozice. Stent se skladd z polyesterové sitky,
ktera zajisStuje mechanickou stabilitu systému, kopolymeru kyseliny L-mlécné a ¢€-
kaprolaktonu a z antiproliferacni latky sirolimus. Vytvorili jsme dva typy siték s odliSnou
koncentraci sirolimu. V obou pfipadech vzorky snizily v kultufe proliferaci hladkych
svalovych bunék. Uvedeny perivaskuldrni systém s fizenym uvolfiovanim sirolimu je velmi

perspektivni pro prevenci proti vzniku intimalni hyperplazie a restendze §tépu.
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