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Abstrakt

Tato prace se zabyva interakci bun¢k s modifikovanymi i nové vytvarenymi materialy pro
inzenyrstvi cévni a kostni tkané a cilenou dodavku 1é€iv do implantatt.

V prvni ¢asti prace jsme modifikovali povrch polyetylénovych félii plasmatem Ar a
nasledn¢ je roubovali bioaktivnimi molekulami (glycin, polyetylén glykol, albumin) a
nanocasticemi C ¢i Au. Tyto modifikace vhodnym zplisobem upravily fyzikalni a chemické
vlastnosti materiélu, a podpotily tak adhezi a rist cévnich hladkych svalovych bunék (HSB) i
jejich fenotypickou maturaci smérem ke kontraktilnimu fenotypu.

V druhé casti prace jsme se zabyvali vyvojem nového perivaskularniho systému pro
cilenou dodavku antiprolifera¢niho 1é¢iva Sirolimu do autolognich Zilnich $tépd, uzivanych ke
konstrukci aortokoronarniho bypassu. Systém se sklada se z polyesterové sitky, ktera zajist'uje
mechanickou stabilitu systému i Zzilni stény, dale z kopolymeru kyseliny L-mlécéné a e-
kaprolaktonu, ktery je nosi¢em antiproliferativniho 1€¢iva, a ze samotné antiproliferacni latky
Sirolimus. Nov¢ vyvinuty systém snizil proliferaci HSB v pokusech in vitro i in vivo na modelu
kralika doméciho.

V casti posledni, vénované inzenyrstvi kostni tkané, jsme metodou elektrostatického
zvlaknovani vytvofili nanovlakenné membrany z kopolymeru L-laktidu a glykolidu (PLGA).
Neékteré membrany byly obohaceny nanodiamanty. Oba typy membran podpofily inicidlni
adhezi i nasledny rust lidskych kostnich bunék MG 63 v kulturach. Nanovlakenné membrany
s nanodiamanty vykazaly lepSi mechanické vlastnosti, pfi¢emz na nich nebyly zaznamenany
vyznamné projevy cytotoxického poskozeni ¢i imunitni aktivace bun¢k. Tento novy material se

tedy jevi jako slibny pro vyuZiti v oblasti inzenyrstvi kostni tkané.

Kli¢ova slova: syntetické polymery, povrchové modifikace, cévni hladké svalové buiky,
kostni bunky, cilena dodavka lé¢iv, Sirolimus, nanovladkna, nanodiamanty, elektrostaticke

zvlaknovani, tkanové inzenyrstvi



Abstract

This study is focused on the interaction of cells with surface-modified existing or newly
created materials designed for vascular and bone tissue engineering, and also for controlled
drug delivery into implants.

In the first part of the study, the surface of polyethylene foils was irradiated with Ar
plasma and then grafted with various bioactive molecules (glycine, polyethylene glycol,
albumin) or with colloidal carbon or gold nanoparticles. These modifications adjusted the
physical and chemical properties of the material for the adhesion, growth and also phenotypic
maturation of vascular smooth muscle cells (VSMC) towards the contractile phenotype.

In the second part of the study, we developed a novel perivascular system for controlled
drug delivery into autologous vein grafts, currently used for constructing aortocoronary
bypasses. The system comprised a polyester mesh, which ensures the mechanical stability of
the system and of the venous wall, and a copolymer of L-lactide and e—caprolactone (Purasorb),
which serves as a carrier of the antiproliferative drug Sirolimus. This system inhibited the
proliferation of VSMC in vitro and also in vivo in a rabbit model.

Finally, we created composite nanofibrous membranes containing a copolymer of L-
lactide and glycolide (PLGA) and diamond nanoparticles (ND) by an electrospinning
technique. These membranes supported the attachment, spreading and subsequent proliferation
of human osteoblast-like MG-63 cells in vitro. The PLGA-ND membranes showed higher
mechanical resistance without considerable cytotoxic injury or inflammatory activation of the

cells.

Key words: Synthetic polymers, surface modification, vascular smooth muscle cells, bone
cells, controlled drug delivery, Sirolimus, nanofibers, nanodiamonds, electrospinning, tissue

engineering
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1. Uvod

1.1. Poskozeni cévni stény a potieba jeji ndhrady

Kardiovaskularni onemocnéni, jako je ateroskler6za a hypertenze, jsou Casto spojena
s ireverzibilnim poskozenim cév a ztratou jejich funkce. Tato onemocnéni jsou v nasi
spolecnosti pomérné rozsifena a patii mezi dilezité rizikové faktory vyznamné ovliviujici
délku a kvalitu zivota. Hladké svalové bunky (HSB) hraji dalezitou roli v mechanismu tvorby
aterosklerotického platu a ztlusténi cévni stény pii hypertenzi. Tyto poruchy jsou iniciovany
mechanickym poskozenim endotelové vystelky cevy, zejména nefyziologicky vysokym
krevnim tlakem v cévé a biochemickym poskozenim této vystelky. Toto poskozeni je velmi
Castym disledkem nespravného zivotniho stylu a civilizacniho stressu (napf. se jednd o
zvySenou hladinu cholesterolu ¢i glukdzy v krvi, koufeni apod.). Propustnost endotelové
vystelky cévy se zvySuje a do nitra cévni stény se dostdvaji molekuly, které se zde za
fyziologickych okolnosti nevyskytuji, jako jsou ristové faktory, predev§im ristovy faktor
krevnich desti¢ek (Platelet-derived growth factor, PDGF), chemotakticky a mitogenni pro
HSB. Molekuly podobné PDGF mohou byt za patologickych okolnosti autokrinné
produkovény i v samotnych HSB (pro piehled viz Bagikova — Refabkova 1990). Do cévy
mohou pronikat i dalsi proteiny pfitomné v krvi, jako je albumin, fibronektin a vitronektin, a
kvalitativné ménit sloZeni extracelularni matrix (ECM) cévy. Krom¢ toho reaguje endotel na
poSkozeni i svou imunitni aktivaci, kterd se projevuje syntézou imunoglobulinovych a
selektinovych adheznich molekul, jako je intercelularni adhezni molekula-1 (ICAM-1),
vaskularni adhezni molekula-1 (VCAM-1) ¢i endotelialni-leukocytarni adhezni molekula-1
(ELAM-1) a jejich pritomnosti na bunééném povrchu. Tyto molekuly pak slouzi jako receptory
pro bunky imunitniho systému, jako jsou leukocyty, lymfocyty, monocyty, makrofagy a
v neposledni fadé i mastocyty. Uloha posledné zminéného bunééného typu v patologii cévni
stény byla Casto podcenovana, ackoli v patologicky zménéné cévni stén¢ muize byt az kazda
pata burnka mastocytem (Rohatgi et al. 2009). Bunky zanétlivé reakce pronikaji do cévni stény,
kde svymi pusobky, jako jsou naptiiklad metaloprotedzy, narusuji ECM a uvoliuji tak HSB
Z migracni a rastové inhibice, kterd se ve zdravé cévé uskuteCituje praveé prostrednictvim této
matriX. Bunky imunitniho systému navic produkuji ¢etné cytokiny, napiiklad interleukiny ¢i
faktory nadorové nekrozy (tumor necrosis factors, TNF), které podobné jako PDGF stimuluji
HSB ke zméné fenotypu z kontraktilniho na synteticky, ¢ili k tzv. fenotypické modulaci (Orr et

al. 2009). Tato modulace je charakterizovana zejmena Ubytkem specifickych isoforem
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kontraktilnich proteinti, jako je alfa-aktin a SM1 a SM2 myosin, a naproti tomu ptibyvanim -
isoformy aktinu a rovnéZ bunéénych organel zucastnénych v proteosyntéze, jako je
endoplasmatické retikulum, ribosomy ¢i Golgiho komplex (Fager et al. 1989). Fenotypicky
modulované HSB jsou pak ochotné k hyperplastickému 1 hypertrofickému riistu, migraci do
tunica intima, a vyznamné se tak podileji na remodelaci cévni stény, jejim ztluSténi a tvorbé
aterosklerotickeho pléatu.

Ateroskleroticky plat je kromé HSB slozen také z cholesterolu pohlceného makrofégy i
samotnymi HSB, trombocytl,, vazivové tkané, a ptfipadn¢ muze 1 kalcifikovat, nebot HSB
mohou produkovat glykoproteiny vazajici vapnik, jako napiiklad osteopontin (Orr et al. 2009)
a osteokalcin (Liu et al. 2011). Prasvit cévy je zuzen az Gpln€ uzavien, a zasobovani tkani a
organll okysli¢enou krvi je tak vyrazné omezeno. V pokrocilém stadiu se jedna o ireverzibilni
jev. Aterosklerdza je ve vyS$im veku pfi¢inou vétsiny ptipadt infarktu a mozkové mrtvice, tedy
piihod s ¢asto smrtelnymi nasledky (Slevin et al. 2009). Lécba atherosklerozy probiha vétsinou
pomoci specifickych nizkotuénych diet, ptfiklonem ke zdravému Zivotnimu stylu a lécbou
medikamenty, napf. statiny.

V nékterych ptipadech vSak nezbyva nic jiného, nez nevratné poskozenou cévu nahradit a
to nahradou autologni nebo nahradou umélou.

Proto se ve své disertacni praci zabyvam piedevs§im testovanim materialti potencionalné
vyuzitelnych pro konstrukci umélych cévnich nahrad. Materidly jsou testovany pomoci cévnich
HSB, tedy piesnéji sledovanim interakcemi mezi materidlem a buiikou v podminkéch bunééné
kultury. Na umélych materialech je sledovana adheze, rist a vybrané markery fenotypické
maturace tohoto typu bunck.

Cévni ndhrada je v ptedstavach moderniho tkdnového inzenyrstvi charakterizovana jako
néhrada tzv. bioarteficialni, tj. sestavajici z um¢lého nosice a bunék. Um¢ly nosi¢ by mél byt
konstruovan v podob¢ trojrozmérné porézni ¢i vlaknité sité, ktera byva v mezinarodni literatuie
nazyvana jako ,scaffolds”, nebot’ skutecné¢ pfipomind urcité ,leSeni” pro uchyceni bunck.
Vnitiek ,leSeni je urCen pro osidleni HSB, o nichz se predpokladd, ze podobné jako
v podminkach in situ budou formovat n¢kolikavrstevnou kontraktilni strukturu, a rovnéz je
urcen pro vrustani vyzivujicich kapilar (tzv. vasa vasorum) a nervovych vlaken. Vnitini povrch
bioarteficialni ndhrady pak bude osidlen buiikkami endotelovymi, které¢ budou vytvaiet
souvislou, fenotypicky vyzralou a tudiZ polopropustnou, neimunogenni a netrombogenni vrstvu
(pro piehled viz Bagakova et al. 2004, Badakova et Svor¢ik 2008, Chlupag et al. 2009, Patizek
etal. 2011).
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Dulezitou vlastnosti umé¢lého nosi¢e bun¢k v moderni bioarteficialni cévni nahradé je
fakt, ze tento nosi¢ neni pouze pasivné tolerovan buinikami (jako tomu bylo v ptipadé materialu
cévnich i dalSich tkanovych ndhradach minulych generaci), ale Ze napodobuje funkce pfirozené
ECM. Znamena to, Ze umély material reguluje rozsah a silu adheze bunék, jejich rastovou
aktivitu, diferenciaci a maturaci bunék do urcitého fenotypu i dalsi bunécné funkce. Za vhodné
byvé povazovano ,leSeni“ z resorbovatelnych materiald, obvykle syntetickych polymerd, které
je postupné nahrazovano buiikami a jejich pfirozenou ECM, takZe vlastné slouzi ne jako trvala
cévni ndhrada, ale jako docCasnd podplrna struktura stimulujici regeneraci poSkozené cévy.
V experimentech na zvifatech se vSak projevilo, ze degradovatelné syntetické¢ polymery maji
Casto nedostate¢né mechanické vlastnosti, které mohou vést k vytvoreni aneurysmatu cévy ¢i
k jeji ruptufe. K témto nedostatecnym mechanickym vlastnostem pfispiva i relativné rychla
degradace polymeru a pomald novotvorba tkdn¢ cévni stény. Resorbovatelné polymery cCasto
uzivané v tkanovém inZenyrstvi, jako jsou polylaktidy, polyglykolidy, polykarprolakton a jejich
kopolymery, degraduji obvykle v fadu tydnt az mésict, zatimco pro rekonstrukci lidské cévy,
zvlasté u starSich pacientu s dal$imi interkurentnimi chorobami, by se tato doba méla uvazovat
spiSe v fadu n€kolika let. Proto pii rekonstrukci cév dochazi i v modernich ptistupech k urcité
,renesanci stabilnich polymertii, nebo se uvazovalo i o konstrukci semidegradabilnich protéz
obsahujicich sloZku stabilni a slozku resorbovatelnou (Xue et Greisler 2003). V sou¢asné dobé
je vyvijena nova generace degradovatelnych polymerti, jako jsou degradovatelné varianty
polyuretanu (Sharifpoor et al. 2009) ¢i elastomery, které jsou pruzné a zaroven relativné pevné,
a tudiz se svymi mechanickymi vlastnostmi vice blizi vlastnostem cévni stény nez
degradovatelné polymery klasické (Soletti et al. 2010, Song et al. 2010).

Pokud jde o bunécnou slozku cévni nahrady, obvykle se uvazuje o osazeni materialu
diferencovanymi endotelovymi a hladkymi svalovymi bufikami, odebranymi obvykle
z podkoznich 7zil pacienta pied pldnovanou operaci. Builkky jsou posléze namnozeny
v podminkach in vitro a nasazeny na synteticky nosi¢. Po ur¢itém ,,dozrani“ konstruktu burika-
material in vitro, nejlépe v dynamickych kultiva¢nich systémech, 1ze pak konstrukt implantovat
do organismu pacienta. Po urcité dob¢ 1ze pak ocekavat, ze se umelé ,leSeni vstieba a pacient
vytvoii novou vlastni plnohodnotnou cévu (pro piehled viz Ba¢akova et Svor¢ik 2008, Pafizek
et al. 2011). Pti nedostatku diferencovanych endotelovych a hladkych svalovych bunék
pacienta se planuje i vyuziti bunék kmenovych, jako jsou napt. kmenové bunky pfitomné v
kostni dieni, krvi, tukové tkani ¢i satelitni buiiky kosterniho svalu (pro piehled viz Filova et al.

2009a, Chlupac¢ et al. 2009), které jsou vlivem slozeni kultivaéniho média, vhodnych
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dynamickych kultivacnich podminek a v neposledni tfadé¢ 1 vlastnostmi umélého nosice
diferencovany v Zadouci fenotyp.

Uvedené pfistupy, tfebaze nadé&jné pro budoucnost, zistdvaji vSak Vv soucasnych
podminkach stale jesté spiSe v oblasti teorie (tj. na Urovni experimenti in vitro ¢i na
laboratornich zvitatech). Za nejkvalitnéj$i ndhradu poskozenych cév je stale jest¢ povazovana
ceva autologni - klasickym piikladem je aortokoronarni bypass vytvoteny z podkoznich Zil
dolnich koncetin (v. saphena) ¢i z a. thoracica interna. Ten pfistup ma vsak své limity, jako je
dostupnost kvalitni cévy k vytvofeni nahrady. U zna¢né Casti zvlasté starSi populace jsou
Vv civilizované spolecnosti rozvinuty cévni choroby, zvlasté¢ vySe zminéna ateroskleroza. Navic
i u cév zdravych byva problémem dostupnost tkan¢ v dostatecném mnozstvi (Chlupac et al.
2009). Problém ¢ini i Spatnd adaptace zilni tkan€ na zvySené¢ mechanické naroky po implantaci
této tkané na arterialni pozici. Tato maladaptace se obvykle projevuje aktivaci migrace,
proliferace a syntetické aktivity HSB, tj. jevi, které spolu s poskozenim endotelové vrstvy a
formaci trombu vedou k restenoze autologni cévni nahrady. Existuji i moZnosti allogennich ¢i
dokonce i xenogennich nahrad z organismu zdravych darcu, ale pii tomto postupu narazime na
riziko imunitni rejekce implantatd a rovnéz riziko ptenosu infekce (Kakisis et al. 2005).

Pokud jde o cévni nahrady umélé, v soucasné dobé se klinicky vyuzivaji cévni protézy
Zbézn¢ dostupnych syntetickych polymert, konkrétné z polyetylén tereftalatu (PET) a
expandovan¢ho polytetrafluoroethylenu (ePTFE). Tyto nahrady maji pomérné vhodné
mechanické vlastnosti a jsou odolné vici piipadnému poSkozeni tlaky v cévnim tecisti. Jejich
perspektiva dlouhodobé trvanlivosti v téle pacienta vSak neni pfili§ dobra (Xue et Geisler
2003). Tyto protézy maji pomérné¢ dost negativnich fyzikalnich vlastnosti, zabranujicich
uspé$nému vhojeni. Pfedev§im jsou vysoce hydrofobni, coZ je hlavni faktor limitujici adhezi
bun¢k, tedy 1 ptipadnou rekonstrukci souvislé zralé endotelové vrstvy, ktera je povazovana za
nejkvalitnéjsi antitrombogenni povrch. Uvnitf ndhrad cév velkych praméri chybéni endotelové
vrstvy neni faktorem vyrazn€ omezujicim dlouhodobou prichodnost cévy, nebot rychlost
pratoku krve zamezuje adhezi trombocytli a dalSich bun¢k krve v cévni nahradé (pro ptehled
viz Bacakova et al. 2004, Chlupac et al. 2009). U cévnich nahrad men$ich praméru, tj. méné
nez 6 mm, je vSak prutok krve pomalejsi, a tak zde muze dojit k hromadéni trombocyti a
dalSich slozek krve vcetn¢ bun€k imunitniho systému pii sténdch cévni ndhrady, a tim k
naslednému zGzeni az uplnému uzavieni cévniho prasvitu. Pacient je také po zbytek Zivota
odkazan na antikoagula¢ni 1é¢bu, ktera uvedené jevy kauzalné nefesi, ale pouze oddaluje, a ma
1 jiné negativni UCinky na jeho organismus. U cév menSiho priméru se tedy obzvlasté projevuje

poticba konstrukce bioarteficialni cévni protézy svyzralou konfluentni  vrstvou
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netrombogenniho endotelu. Rekonstrukce takovéto vrstvy endotelu byla doneddvna stiedem
zajmu vSech inovaci polymernich cévnich protéz (Chlupa¢ et al. 2009), zatimco HSB byly
obvykle z konstrukce cévnich ndhrad vyluCovany pro riziko jejich nadmérné proliferace a
nasledné resten6zy cévni nahrady. Na druhé strané je nutno si uvédomit, ze HSB ptredstavuji
nejpocetnéjsi bunécny typ zastoupeny v cévni stén€, a kontraktilni vrstva téchto bunck je
pfirozenou soucasti této stény. Proto by tunica media obsahujici HSB mé¢la byt rekonstruovana
I v cévnich nahradach. Vlastnosti umélého materialu v téchto nahradach i kultivaéni prostiedi,
v némz jsou bunky na materialu péstovany, by mély nasmérovat HSB k jejich fenotypické
maturaci od fenotypu syntetického, obvyklého v systému konvenc¢nich bunéénych kultur,
smérem ke klidovému kontraktilnimu fenotypu (pro prehled viz Bacakova et al. 2004, 2011a,
Bacakova et Svor¢ik 2008, Chlupa¢ et al. 2009, Patizek et al. 2011). Proto jsem se ve své
disertacni praci soustfedil na interakci umélych materiald nejen s bunikami endotelovymi, ale

piredevsim HSB.

1.2. Poskozeni kosti a kloubtu a potieba jejich nahrady

Kromé nahrad poskozenych cév je dalsi neméné dulezitou oblasti moderniho tkanového
inzenyrstvi i nahrada poSkozené tkan¢ kosti a kloubt. K jejich ireversibilnimu poSkozeni
v civilizované spolecnosti vedou piedevSim degenerativni a zanétlivd onemocnéni, jako jsou
artritidy a artrézy, onemocnéni nadorova, a rovnéz urazy dopravni ¢i pracovni.

Stejné jako v ptipad¢ cév, je 1 u kosti moznost nahrazeni kostni tkdn¢ vlastnim Stépem,
pfipadné tkani pochazejici od jiného vhodného darce, nebo nahradou umélou.

Vlastni (tj. autologni) $§t€py maji oproti §tépim pochazejicim z osoby jiné (tj. allogenim)
nékolik nespornych vyhod. Jsou pIlné imunokompatibilni a osteokonduktivni, coz znamena, Ze
umoziuji formovani a néslednou regeneraci kosti. Kromé toho jsou také i osteinduktivni, tj.
indukuji vyzravani prekurzorti osteoblastli do vyzralych kostnich bun€k. Mezi jejich hlavni
nevyhody ovSem patii pifedev§im kvalita a mnoZstvi materidlu pouzitelného jako autologni
S$tép, nehled¢ na zdravotni moznosti daného samodarce.

Mezi hlavni vyhody S$tépil alogennich patii zejména jejich lepsi dostupnost, tim vSak
jejich vyhody prakticky konci. K jejich ziskani je vétSinou potieba invazivniho chirurgického
zakroku, mezi darcem piijemcem miZze dochazet k pfenosu chorob, a na zdkladé imunitni
nekompability neziidka dochazi i k odvrhnuti implantovaného $tépu organismem darce (pro
piehled viz Vagaska et al. 2010, Vandrovcova et al. 2011a). DalSi moznosti nahrady poSkozené

kostni tkang, jejiz vyznam a aktudlnost v soucasné dob¢ neustale stoupa, je pouziti ndhrady
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umélé. Pro zéatézové aplikace, tj. vystavené vysokému stupni mechanického naméhani
(typickym ptikladem jsou nahrady kycelniho a kolenniho kloubu nesouci hmotnost organismu
pacienta), nebyly dosud piekonany materidly kovové. Tyto materialy se pouzivaji zejména pro
konstrukci téch ¢asti kloubnich néhrad, které jsou ukotveny do kosti, napt. u protézy kycelniho
kloubu to je diik ukotveny do kosti stehenni a jamka ukotvena do kosti kycelni.

Star$i, ale dosud pouzivand generace kovovych materidll je zastoupena pifedevSim
nerezovou oceli (norma AISI 316L) ¢i slitinami kobaltu a chromu. Nevyhodou téchto materialt
je vsak obrovsky nepomér mezi jejich tuhosti a tuhosti tkané kostni. Modul pruznosti téchto
materiali pfevySuje 200 GPa, zatimco u kosti je to pouhych 10-40 GPa. V 50. letech bylo
dosazeno uréitého pokroku zavedenim slitiny Ti-6Al-4V, jejiz modul pruznosti je jiz jen 110
GPa (Geetha et al. 2009). Stale vsak tato relativné vysoka tuhost i mérna hmotnost (hustota)
kovovych materiali mize zptisobovat poskozeni a aseptickou nekrozu kosti v okoli implantéatu.
Navic jmenované kovové materidly mohou uvoliiovat cytotoxické, imunogenni i alergenni
ionty (pro ptehled viz Vagaska et al. 2010, Vandrovcova et al. 2011a). V soucasné dobé je
velka nadéje vkladana do tzv. beta-slitin titanu, tj. slitin titanu s niobem, tantalem ¢i zirkonem,
jejichz modul pruznosti se jiz vyrazné piiblizuje kosti (muze dosdhnout pouhych 60 GPa),
pfi¢emz jejich cytotoxicita ¢i prozanétlivé pusobeni jsou velmi nizké (Hanada et al. 2005,
Wang et al. 2008).

Pro konstrukci Kkloubnich nahrad se v soucasné pouzivaji i materidly keramické a
polymerni, a to pro konstrukci kloubnich hlavic a vnitini ¢asti kloubni jamky, pftiléhajici
k hlavici. Tyto materialy jsou vSak perspektivni i pro konstrukci nahrad kostni tkang.
Keramické materidly, zejména na bazi fosfati véapniku, jako je hydroxyapatit a
trikalciumfosfat, napodobuji svym chemickym sloZzenim i strukturou (naptiklad svou
nanokrystalickou podobou) anorganickou slozku ptirozené ECM kostni tkané. Polymerni
materialy naproti tomu napodobuji organickou slozku kostni ECM, a to podle své struktury
bud’ jeji vlaknitou nebo amorfni slozku. Napiiklad ve formé nanovlaken mohou polymerni
materidly napodobit kolagenni vlakna v kostni matrici. Nevyhodou keramickych materiala je
vsak jejich kiehkost, zatimco polymery jsou pro zatézové aplikace piiliS§ ohebné a mekkeé.
Nabizi se ale myslenka oba typy materiali zkombinovat, napiiklad vyztuzit polymerni
nanovldkna keramickymi nanoc¢asticemi. Tento material by pak slouzil jako bioaktivni
prostorovy porézni nosi¢ kostnich bunék, které by vrlstaly do nitra materidlu a Casem by
vytvorfily kompletni regenerovanou kostni tkan, pfi¢emz samotny scaffold by se postupem doby

zcela resorboval (pro piehled viz Vagaska et al. 2010, Vandrovcova et al. 2011a).
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1.3. Materiély pro konstrukci cévnich a kostnich nahrad

Kapitola je zaméfena na charakteristiku nejvice pouzivanych materiald.

1.3.1. Polymery pro konstrukci klinicky uzivanych i experimentélnich cévnich ndhrad

Jak jiz bylo zminéno, v Klinické praxi se v soucasné dobé vyuzivaji pfedev§im cévni
nahrady na bazi polyetylén tereftalatu (PET) a polytetrafluorethylenu (PTFE). Nadé&nym
materialem blizkym Kklinickému vyuZiti je polyuretan, ktery byl v souvislosti s cévnim
systémem zatim aplikovan ve formé hemodialyza¢nich katétrii (pro piehled viz Chlupac et al.
2009). Polyetylén o nizké hustoté je vzhledem ke svym vhodnym mechanickym vlastnostem,
jako je pruznost a ohebnost, uzivan ke konstrukci intravaskularnich katétrii pro arteriografii a
angioplastiku (Caldwell et al. 2002). Niméné pro vlastni konstrukci cévnich protéz zlstava
stile v oblasti experimentalni, podobn¢ jako dal§i polymery biostabilni, jako je napf.
polypropylen (PP), ¢i polymery degradabilni, jako jsou polylaktidy, polyglykolidy,
polykaprolakton a jejich kopolymery.

Ve svych studiich jsem z tohoto vy¢tu polymert pracoval s PET, PTFE a PE, a proto se
Vv nésledujicim podrobnéj$im popisu vlastnosti polymert zaméfim jiz pouze na uvedené

materialy.

Polyetylén tereftalat (PET)

PET (O-C=0-CgHgs-0O-C=0-CH,-CHy-) byl prvné zaveden v Anglii v roce 1939. V roce
1950 byl na zaklad¢ piedchoziho vyvoje patentovan spole¢nosti DuPont pod obchodnim
nazvem Dacron. Je to termoplasticky polymer ze skupiny polyesteri, vznikly na zakladé¢
polykondenzace, pficemz katalyzatorem je v tomto ptipad¢ kyselina ftalova. Tento polymer je
vysoce hydrofobni (Svoréik et al. 2006a). Pro zaméry konstrukce cévnich nahrad se vyuziva
predevsim ve formé vlaken, kterd se dale zpracovavaji tkanim nebo pletenim do pozadovaného
tvaru napodobujiciho vlastni cévu (pro piehled viz Chlupac et al. 2009, Patizek et al. 2011).

Pii konstrukci obou typld protéz vSak naraZime na uskali propustnosti vyslednéeho
produktu, kterd je vyS$i pfi zpracovani pomoci pletaiskych technologii. Tento jev se da
odstranit pomoci impregnace nckterymi proteiny, jako je albumin, kolagen nebo Zelatina.
Protoze trvald pfitomnost proteinu, obvykle xenogenniho pivodu, neni zddouci, je mozné
naptiklad albumin pifedem upravit pomoci glutaraldehydu nebo formaldehydu za ucelem
postupné degradace proteinu v fadu tydni po implantaci (Marois et al. 1996). Tato modifikace

je v8ak zatizena rizikem retence a nasledného uvoliiovani cytotoxickych fixativ z materialu.
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Polytetrafluorethylen (PTFE)

PTFE (-CF,-CF;-) je znamy piedev§im pod obchodnimi jmény Teflon a Goretex. Teflon
je chranénou znackou firmy DuPont, ktera ho uvedla na trh v roce 1937, Goretex je patentem
firmy Gore zroku 1969. Je to termoplasticky fluorovany polymer s vysokym kyslikovym
¢islem, prakticky nehotlavy, teplotné velmi odolny.

Z klinického hlediska je PTFE material pomérné biostabilni s nizkou reaktivitou
vzhledem ke krevnim komponentam. Pro vyrobu cévnich protéz se uziva tzv. expandovany
PTFE (ePTFE), u n€hoz je specialni technologii vyroby, spoCivajici v tepelnych Upravéach,
natahovani a protlaCovani, navozena porézni struktura. Mechanické vlastnosti PTFE jsou pro
konstrukci cévnich protéz velmi dobré (Guidoin et al. 1993). Co se ty¢e vlastnosti fyzikalné-
chemickych, v nemodifikovaném stavu je podobné jako PET rovnéz vysoce hydrofobni, coz je
limitujici faktor pro piipadnou adhezi bun¢k pfi jeho predpoklddaném vyuziti jako nosice
bun¢k pro konstrukci bioarteficialni cévni protézy (pro pichled viz Heitz et al. 2003, Chlupac et
al. 2009, Parizek et al. 2011).

Polyetylén (PE)

Jako modelovy material se ¢asto vyuziva polyetylén, nebot’ je to material lehce dostupny,
levny a pomérné snadno opracovatelny metodami uzivanymi k modifikaci povrchd polymeru.
Je pevny, odolny vic¢i vodé, mrazu a vétSin€é chemikalii. Vyrabi se ve formé igelitu nebo
mikrotenu, ktery je pro naSe pouziti vhodné&jsi, a proto s nim v naSich pokusech pracujeme
predevsim, a také s nim mame nejvice zkuSenosti po praktické strance. Nejcastéji se pouzivaji
dvé formy PE, a sice PE s nizkou hustotou (low density PE, oznacovany jako LDPE, hustota
0,922 g/cm?) a PE s vysokou hustotou (high density PE, HDPE, hustota 0,951 g/cm®) (Svorcik
et al. 2006Db).

Co se tyce fyzikalné-chemickych vlastnosti, LDPE ma mirn¢ nizsi kontaktni thel vodni
kapky, ktery ¢ini 98°, zatimco HDPE mé hodnotu kontaktniho thlu 102°. Tento rozdil je tedy
pomérné maly — lze fici, Ze oba polymery jsou vysoce hydrofobni. Oba typy polymert se vSak
(Duchacek 2006, Malpass 2010). Tim by bylo mozno alesponn do jist¢é miry vysvétlit jev
pozorovany Vv nasSich studiich, a sice Ze v ¢istém nemodifikovaném stavu LDPE podporuje
adhezi a rist bunék ve vys$i mife nez HDPE. Oba typy PE jsou rovnéz riizné citlivé
k modifikacim a vykazuji i rizné povrchové fyzikalné-chemicke vlastnosti, jako je odolnost v

tahu, pruznost, krystali¢nost, drsnost (Pafizek et al. 2012a, zaslano).
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Jak bylo ovéfeno napt. Rutherfordovou spektroskopii zpétného rozptylu iontti (Rutherford
Backscattering Spectroscopy, RBS), povrch polyetylénu je z chemického a biologického
hlediska pomérn¢ inertni, bez pritomnosti kyslikovych radikalti a funkénich skupin s obsahem
kysliku, které by usnadnily vazbu proteintt ECM zprosttedkujicich adhezi bunék (Svoréik et al.
2006b). V souladu s timto zjisténim vyplynulo z nasich pokust, Ze nemodifikovany PE neni
optimélnim nosi¢em pro cévni HSB. Buiikky na ném sice do urcité miry adheruji a rostou, ale ve
vyznamné niz$ich poctech nez na polyetylénu modifikovaném, a plocha rozprostieni bunék, tj.
plocha bunky pfichazejici do kontaktu s materidlem, je také vyrazné mens$i (Pafizek et al.
2009).

Za ucelem vytvoreni bioaktivniho povrchu atraktivniho pro osidleni buiikami se pouziva
cela Skala fyzikalné-chemickych modifikaci, jako je ozafeni ultrafialovym svétlem, ionty ¢i
plasmatem, na které miize navazat roubovani raznych biomolekul ¢i i nanocastic na novée
vznikla vazebnd mista po ozafeni polymeru. Témito misty jsou volné radikély, vzniklé po
odstépeni atomti vodiku z uhlikovych fetézci, rozStépeni téchto fetézcli apod., jak bude

popsano dale v kapitole 1.3.3.

1.3.2. Polymery pro konstrukci klinicky uzivanych i experimentalnich kostnich nahrad

Jak jiz bylo zminéno, polymery maji pro konstrukci kostnich nahrad a implantati
nevyhody, spocivajici pfedevsim v jejich mechanickych vlastnostech, obvykle nedostate¢nych
pro zatézové aplikace. Pfesto se polymery Siroce pouzivaji pii rekonstrukci poskozenych kosti 1
kloubt, tfebaze Casto ve form¢ kompozitu s jinymi materialy, jako jsou materialy kovove,
keramické ¢i uhlikové, které maji za kol vylepsit jejich mechanickou odolnost i bioaktivitu.
V soucasné dobé jsou velmi populérni i tzv. kompozity polymer-polymer, tj. materialy
s polymerni matrici vyztuZzenou polymernimi vlakny. V kazdém piipadé jsou kompozitni
materidly pro inzenyrstvi kostni tkan¢ vhodné&jsi nez materialy jednoslozkové, nebot’ 1épe
vystihuji pfirozenou strukturu piirozené kostni tkéané, kterd je mnohaslozkovym kompozitem
zahrnujicim organické i anorganické, jakoz i vlaknité a amorfni soucasti (pro piehled viz
Vagaska et al. 2010, Vandrovcova et al. 2011a).

Pro konstrukci kostnich nahrad jsou vyuZivany polymery pfirodniho i syntetického
puvodu. Z ptirodnich polymert to je piedev§im kolagen, dilezitou soucast ptirozené ECM
kostni tkan€ s vazebnymi misty pro uchyceni kostnich bunék i se schopnosti mineralizace. Lze
ho vyuZzit ke konstrukci prostorovych ,,trojrozmérnych* nahrad i k modifikaci povrchi umélych
materialli, pficemz ho 1ze zkombinovat s dalS§imi slozkami ECM kostni tkané, jako jsou rizné

glykosaminoglykany, napi. chondroitin sulfat (Vandrovcova et al. 2011b).
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Ze syntetickych polymert se pro kostni tkdnové inZzenyrstvi vyuziva v zasadé obdobné
spektrum biostabilnich i degradovatelnych polymeri, jaké bylo popsano jiz v piipad€ cévnich
protéz. Mezi biostabilni polymery patii napt. PTFE, PET, HDPE, polyuretan, polyamidy,
siloxan. HDPE byl dokonce i Kklinicky pouzit pro rekonstrukci defektt lebe¢nich kosti (Mokal
et al. 2011). V experimentalni préci jsou vyvijeny kompozity HDPE s hydroxyapatitem (Zhang
et al. 2007) ¢i trikalciumfosfatem (Homaeigohar et al. 2006) pro kostni nahrady, kompozity
HDPE s grafitem pro nahrady kycelniho kloubu (Fouad a Elleithy 2011) a kompozity HDPE
s kyselinou hyaluronovou pro rekonstrukci osteochondralnich defekta (Oldinski et al. 2011).
Vyznamné postaveni Vv konstrukci kostnich nahrad rovnéz zaujima poly-ether-ether-keton
(PEEK) s relativné dobrymi mechanickymi vlastnostmi i pomémné vysokou atraktivitou pro
osidleni kostnimi bunkami (Sagomonyants et al. 2008), nebo polyvinyliden fluorid (PVVDF) pro
svou schopnost projevovat piezoelektricky efekt, stimulujici regeneraci kostni tkané (Reis et al.
2012).

Mezi degradabilni polymery patii jiz tradicni polylaktid (PLA), polyglykolid (PGA),
polykaprolakton (PCL) a jejich kopolymery, zejména poly- (laktid-co-glykolid) (PLGA). Tento
kopolymer je v porovnani se samotnym PLA mén¢ kiehky a ve srovnani s PGA pomaleji
degradovatelny, a tudiz trvanlivéj$i. Z tohoto hlediska je pomérné vhodny pro podporu
regenerace kostni tkané, ktera v organismu ¢lovéka mize trvat i nékolik mésict (Pamula et al.
2008, 2009; pro ptehled viz Vagaska et al. 2010).

Jako zajimavé a nadéjné pro inZzenyrstvi kostni tkané se jevi vyuziti PLGA a dalSich
degradovatelnych polymeri ve formé prostorovych nosi¢i konstruovanych z nanovlaken.
V této struktuie pak ,,scaffold napodobuje pfirozenou vlaknitou slozku ECM kostni tkang,
jakou je jiz vyse zminény kolagen. Na druhé strané maji polymerni nanovlakenné nosice
obvykle velmi nedostatecné mechanické vlastnosti pro konstrukci kostnich nahrad. Tyto
mechanické vlastnosti se mohou zlepSit po osidleni nosici osteoblasty produkujicimi
mineralizovanou kostni matrix. Lze je vSak vylepsit jesté pfed osidlenim kostnimi buiikami, a
to pfidanim anorganickych materialti ve form¢ nanocastic, protoze nanokrystalicka anorganicka
slozka se piirozen¢ vyskytuje v kostni tkani — konkrétné se jedna o hydroxyapatit, trikalcium
fosfat a dalsi fosfaty vapniku (pro ptehled viz Vagaska et al. 2010).

Nabizi se ovSem mySlenka nahradit pfirozené keramické nanocCastice 1 jinymi
nanostrukturovanymi materialy s jesté lepSimi mechanickymi vlastnostmi i bioaktivitou, kterd
by podpofila regeneraci kostni tkan€ na umélém nosici. V tomto sméru se jako vhodné jevily
uhlikové nanotrubi¢ky, které maji vynikajici mechanické vlastnosti (napf. pevnost v tahu u

jednosténnych nanotrubicek je cca 100 x vyssi nez u oceli) i dobrou elektrickou vodivost. Je
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znamo, ze elektrickd vodivost materialu podporuje adhezi, riist a osteogenni diferenciaci
kostnich bunék i bez aktivni stimulace konstruktu bunka-material elektrickym proudem. Navic
se nanotrubi¢ky daji vyuzit i pro cilenou dodavku ristovych a diferenciacnich faktort
podporujicich regeneraci kostni tkan€. Na druhé stran¢ vSak je nutno mit na paméti potencialni
cytotoxicitu, genotoxicitu, mutagenicitu a tumorigenicitu uhlikovych nanotrubicek (pro ptehled
viz Bacakova et al. 2008, 2011b).

Existuji ovSem i mechanicky odolné a bioaktivni uhlikové nanocastice, u nichz je riziko
cytotoxicity, genotoxicity i imunogenicity podstatné niz$i nez u uhlikovych nanotrubicek.
Takovymi nanoc¢asticemi jsou syntetické nanokrystalické diamanty. V ¢asti své prace vénované
inzenyrstvi kostni tkdné jsem se proto zaméfil na vyuziti pfidavku nanodiamanti do
nanovlaken. Navazal jsem tak na ptredchozi studie nasi skupiny i dalSich autort, v nichZ vrstvy
nanokrystalického diamantu deponované na povrchu materialli podporovaly rist osteoblastl 1
dalsich typd bun¢k (Grausova et al. 2009, 2011; Schrand et al. 2007, Kalbacova et al. 2009;
pro ptehled viz Bacakova et al. 2008, 2011b). Oc¢ekaval jsem, ze nanodiamanty nejen vyztuzi a
zpevni nanovldkenny polymerni nosi¢, ale podpofii i jeho osidleni osteoblasty. Tato podpora
bude mimo jiné spocivat i ve vytvoreni ptidatné nanostruktury nanovlakenného nosice, a to tak,
7e nanodiamanty budou alesponi misty vyénivat z povrchu nanovlaken. Nanostrukturované
materidly jsou totiZ povaZovany za obzvlasté vyhodné pro inZenyrstvi kostni tkané. Ze vSech
molekul podporujicich adhezi bun¢k adsorbuji pfednostné vitronektin, a to diky jeho relativné
malé, jednoduché a linearni molekule. Vitronektin obsahuje aminokyselinové sekvence Lys-
Arg-Ser-Arg (KRSR), které jsou piednostné rozpoznavany osteoblasty ve srovnani s dalSimi
bunécnymi typy vcetné fibroblastii. Tak mohou nanostrukturované materialy alesponi do jisté
miry i zabranit ptipadnému fibréznimu opouzdieni materidlu a podpofit tak jeho integraci do
okolni kostni tkan¢ (Webster et al. 2000, Price et al. 2004; pro pichled viz Bacakova et al.
2008, 2011a,b; Vandrovcova et al. 2011a).

Ur¢itou nevyhodou nanodiamantl oproti c¢asticim keramickym je jejich
nedegradovatelnost. AvSak podobné jako uhlikové nanotrubicky by mohly byt po degradaci
polymernich nanovlaken z organismu vylouceny glomerularni filtraci (pro piehled viz
Bacakova et al. 2008, Patizek et al. 2012b).

1.3.3. Metodika modifikaci polymeri
Cilem modifikaci polymerG pouzitych v naSich studiich je ménit jejich povrchové
fyzikalni a chemické vlastnosti, jako je polarita, smacivost, chemické slozeni (napf. obsah

kyslikovych a jinych chemickych funkénich skupin, obsah volnych radikal, obsah uhliku),
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povrchova drsnost a topografie, elektricky naboj a vodivost. Tyto fyzikalné-chemické vlastnosti
povrchu polymeru jsou kli¢ové pro adsorpci molekul ECM, ke které dochazi spontanné
Vv biologickych tekutinach, jako je kultiva¢ni médium ¢i krev.

Povrchové vlastnosti materidlu urcuji typ adsorbovanych molekul. Napiiklad hydrofilni
povrchy pifednostné adsorbuji molekuly podporujici adhezi bunck, jako je vitronektin,
fibronektin ¢i kolagen, zatimco povrchy hydrofobni adsorbuji ptednostné albumin, ktery je pro
buitkky neadhezivni. Povrchové vlastnosti materidlu dale ovliviiuji mnozstvi a geometrickou
konformaci adsorbovanych molekul. Naptiklad na hydrofobnich povrSich jsou proteiny
zprostiedkujici adhezi bun¢k adsorbovany spise v rigidni a denaturované podobé&, nevhodné
k vazb¢ bunék. Naproti tomu na povrchy smacivé jsou tyto proteiny adsorbovany ve flexibilni a
pfestavitelné podobé, kterd je blizkd fyziologické konformaci téchto molekul. Specificka
bioaktivni mista téchto molekul, ktera slouzi jako ligandy pro adhezni receptory bunck (napf.
oligopeptidy s obsahem aminokyselinové sekvence RGD), jsou pak snadno dosazitelna t€émito
receptory, coz umozni adhezi, migraci, rast, diferenciaci, zivotaschopnost a dalsi funkce bunék

(pro piehled viz Badakova et al. 2004, 2011a; Bagakova et Svoréik 2008, Paiizek et al. 2011).

Ozdreni polymeri UV svétlem

Jak jiz bylo pfipomenuto vyse, ke zmén¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti polymert za
ucelem zvySeni jejich bioaktivity lze vyhodné pouzit pomérné jednoduchou a snadno
dostupnou technologii ozafeni ultrafialovym (UV) svétlem. Pro naSe studie byly polymery
ozafovany na spolupracujicim pracovisti v Rakousku, a sice v Department of Applied Physics,
Institute of Experimental Physics, Johannes-Kepler-University, Linz (Prof. Johannes Heitz).
Bylo pouzito UV svétlo generované Xe, lampou Heraeus-Noblelight (Hanau, Némecko) o
vinové délce 172 nm, vinovém rozsahu 16 nm a intenzit¢ 20 mW/cm?. Doba ozafeni se
pohybovala v riznych ¢asovych intervalech v fadech minut (Heitz et al. 2003).

Modifikace polymeri UV svétlem ¢i i dalSimi zpiisoby ozéafeni za ucelem zvysSeni jeho
atraktivity pro bunky se nejcastéji provadi homogenné po celém povrchu polymeru. Je vSak
rovnéz mozno na povrchu polymeru vytvofit ozaiené mikrodomény rtiznych velikosti, tvart a
rozloZeni po povrchu polymeru, a to za ic¢elem navozeni regionalné selektivni adheze a ristu
bunék. K tomu se pouzivaji kovové (napf. niklové) kontaktni masky s otvory o velikosti
obvykle v fadu desitek az stovek mikrometrti a vzdalenostech obvykle ve stovkach mikrometrt
¢i v milimetrech, aby se piedeSlo pfipadnému ,,pfemosténi neozafenych usekid polymeru

bunkami (Mikulikova et al. 2005, Pafizek et al. 2006, pro pichled viz Ba¢akova et al. 2011a).

22



Jak jiz bylo zminéno, zamérem ozafeni polymeru je zménit vlastnosti ptivodné spiSe
bioinertniho povrchu polymeru tak, aby umoznil adhezi bunék. Diky ozafeni dochazi ke snizeni
hydrofobicity povrchu polymeru. Mechanismem této zmény je degradace polymernich fetézcii
polymeru, odStépeni nékterych atomt, zejména vodiku ¢i 1 fluoru v ptipadé¢ PTFE, a vznik
radikald. Tyto radikaly pak reaguji se vzduSnym kyslikem, coZ vede k vytvoteni chemickych
funk¢nich skupin obsahujicich kyslik na povrchu polymeru (Heitz et al. 2003). Kyslikové
skupiny pak zvysuji polaritu a smacivost polymeru, a pfiznivé tak ovliviiuji adsorpci molekul
ECM, které zprostfedkuji adhezi bunék. Tyto molekuly, mezi néz patii napt. vitronektin,
fibronektin, kolagen ¢i laminin, jsou pfitomny ve standardnim kultivaénim médiu doplnéném
krevnim sérem, v krvi samotné, v tkanovém moku, a rovnéz jsou syntetizovany a deponovany
na polymer samotnymi buiikami, které polymer osidluji (pro piehled viz Bacakova et al. 2004,
2011a; Ba¢akova et Svoréik 2008, Paiizek et al. 2011).

Zmeény v polymeru vzniklé nasledkem ozéatfeni mohou byt dale zintenzivnény ozafenim
polymeru v reaktivnich atmosférach, jako je NHjz ¢i acetylen. V naSich pokusech méla na
adhezi bunék ptiznivy vliv zvlasté atmosféra NHs. Pfi ozafeni OV svétlem v uvedené atmosféie
byly atomy fluoru nahrazeny vazbami C-H, C=0 a zejména C-NH,. Je znamo, Ze
aminoskupiny nejen vyrazné zvysuji smacivost materialu, ale navozuji i jeho kladny naboj,
ktery ma rovnéz ptiznivy vliv na adsorpci proteinii zprostiedkujicich adhezi bunék (Heitz et al.
2003, Mikulikova et al. 2005, Liu et al. 2007, pro piehled viz Bagikova et Svoréik 2008,
Bacakova et al. 2011a).

Ozdi'eni polymerii ionty

Na podobném principu jako modifikace polymerti ozafenim UV svétlem se zaklada i
modifikace polymert ozafenim ionty neboli metoda tzv. iontové implantace. Tato metoda byla
puvodné vyvinuta pro technické ucely, naptiklad pro zavedeni iontd kovl do materiali pro
elektroniku (Fink et al. 2004, Mackova et al. 2006). Touto metodou lze obohacovat rtizné
materidly rliznymi ionty i pro biologické tcely, naptiklad Ize takto zavést vapnik do materiald
pro kostni nadhrady (Davenas et al. 2003, Lewis et al. 1992). V naSich studiich jsme se
soustiedili na modifikaci polymerti ionty plynt, a to takovych, které lze povazovat za
biokompatibilni. Patii sem ionty kysliku, uhliku, halogenti, napt. fluor, ¢i ionty vzacnych
plynii, jako je argon (Bacakova et al. 2000a,b; Svoréik et al. 1993, pro prehled viz Batakova et
Svoréik 2008). Pii bombardovani polymeru uvedenymi ionty nejsou tyto ionty obvykle
zadrzovany ve struktuie polymeru (¢i jsou zachycovany pouze v nepatrné mife, kterd je

obvykle pod hranici detekce dostupnych méficich metod, jako napi. RBS; Bacakova et al.
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2001), ale dalezité je, ze v polymeru navodi zmény vedouci k jeho oxidaci a néslednému
zvySeni polarity a smacivosti. Podobné jako pfi ozafeni UV svétlem dochazi k degradaci
polymernich fetézcl, odstépeni riznych atomd, vzniku radikali a jejich reakci s kyslikem, a to
bud’ jiz pfimo v implanta¢ni komote, kde vakuum neni absolutni (zbytkovy tlak v implanta¢ni
komote se pohybuje okolo 10 Pa) anebo po expozici ozafeného materidlu v atmosfére
vzduchu. Na povrchu polymeru rovnéz vznikaji chemické funkéni skupiny s obsahem kysliku
(karbonylové, karboxylové, hydroxylové, éterové a esterové), které zvysuji polaritu a smacivost
povrchu a navozuji adsorpci molekul zprostiedkujicich adhezi bunc¢k v geometrickych
konformacich vyhodnych pro dosazitelnost specifickych tuseki téchto molekul adheznimi
receptory bunék (pro prehled viz Bacakova et al. 2004, 2011a; Bacakova et Svoréik 2008).

Pokud jde o energii a davku iontl, povrch polymernich vzorkt v naSich studiich (obvykle
polyetylén, polystyrén ¢i polypropylen) byl bombardovan energiemi iontit od 15 do 150 keV a
davkami v rozmezi 10* do 10" iontii/cm?. V piipadé vyssich energii a davek iontt dochéazelo
k zajimavému jevu, a sice tzv. relativni karbonizaci polymeru. Znamena to, Ze u polymeru po
intenzivnim ozéafeni pfevazilo odstépovani neuhlikovych atomli nad navazovanim novych
atoma z okolni atmosféry k polymeru. Obsah neuhlikovych atomi v polymeru tak vyrazné
klesl a relativné pievazil obsah uhliku, i kdyZ absolutni mnozZstvi uhliku ve vzorku se
nezménilo. Mezi atomy uhliku se zacaly vyvaret fetézce konjugovanych dvojnych vazeb a
polymer se stal elektricky vodivym - jeho elektricky odpor byl schopen poklesnout az o 15
fadi. Nove¢ nastolena elektricka vodivost rovnéz vyznamné podpofila kolonizaci polymeru
bunkami (Bacakova et al. 1996, 2000a,b; Bacakova et al. 2001). I u jinych typt materiala je
znamo, ze jejich elektrickd vodivost zvySuje adhezi a rlst bunck, a to i bez aktivni stimulace
bunék elektrickym proudem (Jeong et al. 2008, Mihardja et al. 2008, Bettinger et al. 2009; pro
piehled viz Bacakova et al. 2011a,b).

Podobné jako v piipadé¢ ozafeni UV, 1 v pfipadé iontové implantace lze kromé
celoplo$ného ozareni pouzit i kontaktni kovové masky za Ucelem vytvotfeni mikrodomén
adhezivnich pro buiky (Paiizek et al. 2006, pro piehled viz Ba¢akova et Svoréik 2008,
Bacakova et al. 2011a).

Ozdreni polymeri plasmatem

Argon je vyuzivan nejen pro iontovou implantaci, ale i pro piibuznou technologii, a to
modifikaci polymera tzv. plasmatickym vybojem, ¢ili ozafenim plasmatem. V naSich studiich
jsme k tomuto ucelu pouzili piistroj Balzer SCD 050, kde jsme polymery ozafovali plasmatem

v riznych ¢asovych intervalech v fadu desitek az stovek sekund (obvykle 50 - 400 s). Princip
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modifikace polymeru plasmatem je obdobny jako v pfipad¢ ozafeni UV svétlem a ionty —
odsStépovani vodiku a dalSich atoml na polymernich fetézcich, rozs§tépeni samotnych fetézct a
vznik radikali. Povrch polymeru je po ozafeni natolik reaktivni, Ze i pfi kratké expozici v
atmosféfe vzduchu na ném vznikaji chemické funk¢ni skupiny s obsahem kysliku, a mezi
uhliky se vytvareji dvojné vazby. Na tato aktivni mista, pravé tak jako na mista s reaktivnimi
radikaly, se mohou navazat neboli ,,naroubovat* rizné biologicky aktivni molekuly, jako jsou
napfiklad aminokyseliny (glycin, arginin), proteiny (albumin, fibronektin), dalSi syntetické
polymery (polyetylén glykol) (Kasalkova et al. 2007, 2010), a dokonce i prvky, jako je
napiiklad uhlik &i zlato (Pafizek et al. 2009; Svor¢ik et al. 2009). Posledné jmenované prvky
lze na aktivovany polymer uchytit ve formé nanocastic z koloidni suspenze téchto ¢astic ve

vodé.

1.4. Mechanismus adheze buiika-material

Jak jiz bylo pfipomenuto v souvislosti s modifikacemi polymert, bunka se ke
navazané ligandy pro adhezni receptory bun¢k) vaze prostifednictvim proteint ECM, spontanné
adsorbovanych k povrchu materialu. Tyto proteiny se v podminkéch in vivo adsorbuji z télnich
tekutin, a v pripadé studii in vitro ze séra kultivacniho média. Rovnéz mohou byt syntetizovany
a na polymer deponovany pfimo buiikami. Buiiky se sice na povrchu materialu mohou uchytit i
bez adsorbovanych proteinli, a to slabymi chemickymi vazbami mezi molekulami bunécné
membrany a povrchem materidlu, ale tato vazba je nespecifickd, neni zprostfedkovana
adheznimi receptory a nepfenaSi tak adekvatni signdly do bunék, zarucujici jejich
zivotaschopnost, rust, diferenciaci a dalsi specifické funkce (pro piehled viz Bacakova et al.

2004, 2011a; Batakova a Svor¢ik 2008, Paiizek et al. 2011).

1.4.1. Proteiny zprostiedkujici adhezi buiika-material

Mezi proteiny ECM, které zprostfedkuji adhezi bunka-material a vyznamnym zptsobem
tak ovliviiuji jejich nasledné funkce, jako je jejich rozprostieni a tvar, migrace, proliferacni a
metabolickd aktivita, zivotaschopnost, diferenciace a fenotypickd maturace, patii kolagen,
elastin, fibronektin, vitronektin a laminin. VétSina z téchto proteini je i dilezitou soucasti ECM

cévni stény in vivo a hraji tudiz dileZitou roli v jeji rekonstrukci i regeneraci.
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Kolagen je nejrozsifenéjsim proteinem V tkanich savci, tvoii az 25-30% vSech proteint
v organismu savct. Molekuly vldknitého kolagenu jsou tvofeny tfemi kolem sebe ovinutymi
polypeptidovymi fetézci. Secernované molekuly kolagenu polymerizuji v extracelularni
kolagenov¢ fibrily o Sifce 10 az 300 nm. Fibrily jsou navzdjem spojeny kovalentnimi vazbami,
coz dodava celé siti velkou mechanickou pevnost. V soucasnosti je znamo nejméné 29
rozdilnych typt kolagenu. Nejrozsifenéjsi je typ I, ktery predstavuje 90% kolagenu v
organismech, je pfitomen v pokoZce, §lachach, kostech a zubech. Je i dilezitou soucasti ECM
cévni stény. Typ II se vyskytuje v chrupavkach. Typ Ill je kolagen embryonalniho vyvoje,
(pozdéji je nahrazen typem I), a jeho obsah stoupd v cévni sténé za patologickych okolnosti,
coz lze pricist dediferencovanému syntetickému fenotypu HSB, ktery se fadou znakii podoba
fenotypu embryonalnimu a fetdlnimu (pro piehled viz Bacakova et al. 2002). Typ IV se spolu

S lamininem vyskytuje v bazalni membrané bunc¢k. Na HSB se vaze prostfednictvim [3;

integrinovych adheznich molekul, pfedevs§im a1, azp1 a azPr (Glukhova a Koteliansky 1995).

Elastin je definovan jako nerozpustny skleroprotein, ktery je hlavni sloZkou pruznych
(elastickych) vldken ve tkdnich zivocichii (vlakna Slach, pradusSek, plic a cévnich stén).
Obsahuje vysoky podil glycinu, prolinu a alifatickych aminokyselin (alanin, valin, leucin a
isoleucin). Vyznacuje se také pomérné vysokym obsahem bazickych lysinovych zbytkt. Pokud
jde o cévni sténu, velké mnozstvi elastinu se vyskytuje ve velkych cévach pobliz srdce, jako je
hrudni aorta ¢i karotické tepny. HSB se knému vazou prostiednictvim neintegrinového
adhezniho receptoru rozpoznavajiciho aminokyselinovou sekvenci VAPG (Val-Ala-Pro-Gly)
v molekule elastinu (Gobin a West 2003). Jelikoz elastin udrzuje HSB v klidovém
diferencovaném kontraktilnim stavu (Karnik et al. 2003), uvaZzuje se o vyuZiti rekombinantnich
proteinii podobnych elastinu se sekvencemi VAPG pro konstrukci bioarteficidlnich cévnich

nahrad (Bandiera et al. 2005).

Fibronektin patii do rodiny dimernich glykoproteinii (molekulova hmotnost kolem 600
kDa). M4 vazebné mista i pro jiné molekuly ECM, a rovnéz pro fibronektinovy receptor bunék
(integrin asf;). Fibronektin miize spojovat vice molekul ECM do souvislé sité. Je rovnéz
dalezitou soucasti krevniho séra, kterym byvaji dopliiovana kultivacni média pro buiiky (pro
piehled viz Bacakova et Svoréik 2008). V bunéénych kulturach i v cévni sténé in situ jsou
ur¢ité typy fibronektinu spojeny s HSB v diferencovaném kontaktilnim stavu, jiné vSak
podporuji migraci a proliferaci HSB (Barnes et al. 1995, Roy et al. 2002, pro pichled viz
Parizek et al. 2011).
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Vitronektin je plazmaticky glykoprotein cirkulujici v krvi v koncentraci 200 — 400
mu/ml. Vitronektin je jeden z hlavnich glykoproteinii umoznujicich bunéénou adhezi. Je
hlavnim ligandem vitronektinovych receptorti bunék, jako ayfs, oupPs , P, ayPs . Mezi dalsi
funkce vitronektinu patfi vazba k heparinu, kolagenu. V buné¢nych kulturach navozuje

vitronektin migraci a proliferaci HSB a jejich synteticky fenotyp (Dufourcq et al. 2002).

Laminin je vysokomolekuldrni trimerni protein (850 kDa), je spolu s kolagenem IV a
proteoglykany soucasti bazalni membrany bun€k. V cévni sténé spolu se sulfatovanymi a
heparinu  podobnymi glykosaminoglykany a elastinem udrZzuje HSB v klidovém
diferencovaném kontraktilnim stavu (pro piehled viz Baéakova — Refabkova 1990). V této
souvislosti je nutno podotknout, Ze bunky se k ristové podlozce vazou i pomoci molekul ECM
na sacharidové bazi, jako jsou naptiklad proteoglykany. Ty jsou tvofeny polypeptidovym
fetézcem, na ktery jsou napojeny glykosaminoglykany (polysacharidy obsahujici glukosamin).
Polysacharidové fetézce jsou hydrofilni a poutaji velké mnozstvi vody - dé se fici, Ze tvoii gel
(Necas et al. 2000). Bunka vaze proteoglykany adheznimi receptory neintegrinové povahy, coz
jsou rovnéz molekuly na sacharidové bazi, které dosud ¢ekaji na své dikladné prozkoumani a

systemizaci (pro piehled viz Ba¢akova et al. 2004, Bagakova et Svoréik 2008).

1.4.2. Mechanismus vazby ECM-material a ECM-buiika

Vazba bun¢k na molekuly ECM pomoci adheznich receptorti, zejména vazba na
proteinové molekuly pomoci integrini, byla intenzivné zkoumana v celé fadé studii (pro
prehled viz Bagakova et al. 2004, 201 1a; Bacakova et Svoréik 2008). Ve srovnani s tim je stale
relativné malo znamo o vazbach mezi molekulami ECM, spontanné adsorbovanymi na povrch
umelého materidlu, a timto materidlem. Jedna se obvykle o slabé chemické vazby, jako jsou
vodikové mustky, van der Waalsovy sily, polarni a elektrostatické interakce. Se stoupajici
hydrofilii povrchu jsou proteinové molekuly na povrch materidlu vazany slabéji, cozZ umozituje
flexibilitu téchto molekul, jejich snadnou pfestavitelnost a snadnou dosazitelnost jejich
specifickych vazebnych mist adheznimi receptory bun¢k. Na druhé stran¢ extrémné hydrofilni
povrchy prakticky znemoznuji stabilni adsorpci proteinti, a tim i adhezi bun¢k. Proto je adheze
bunék nejvyssi na mirné hydrofilnich povrsich, jejichz kontaktni thel vodni kapky se pohybuje
obvykle mezi 50-80°. Siln¢ hydrofobni povrchy (kontaktni uhel vice nez 100°) adsorbuji
molekuly ECM obvykle v rigidni a denaturované podobé, coz ztézuje az znemozhuje vazby
adheznich receptorti bunék (pro piehled viz Bacakova et al. 2004, 2007a, 2011a; Bacakova et
Svor¢ik 2008). Na druhé strané vsak lze i na hydrofobni povrchy navazat molekuly ECM
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cilenym zplisobem kovalentn¢, a do jisté miry tak rekonstruovat fyziologickou ECM a podpoftit
adhezi bunék (Brynda et al. 2005, Filova et al. 2009b).

Bunky se nevdazou na celé makromolekuly proteind, ale jen na jejich urcité
aminokyselinové sekvence, které mohou byt typické pro urcity protein nebo preferujici vazbu
K ur¢itému bunéénému typu. Sekvence typické pro laminin jsou napi. YIGSR, IKVAYV, pro
fibronektin REDV, pro kolagen DGEA, sekvence typicka pro elastin je VAPG, pro vitronektin
a fibronektin to jsou sekvence RGD, KQAGDV (pro piehled viz Bacakova et al. 2004, 2011a;
Bacakova et Svoréik 2008).

Co se tyce sekvenci aminokyselin preferovanych ur€itym bunécnym typem, jsou napf.
sekvence RGD a DGEA bez vyraznych preferenci, sekvence KQAGDV a VAPG jsou pro
adhezi preferovany cévnimi HSB, REDV buiikami endotelu, sekvence KRSR jsou vazany
osteoblasty a sekvence YIGSR, IKVAV buiikami nervovymi (Bacakova et al. 2004, 2007a,
2011a; Ba¢akova et Svoréik 2008, Kubista 1998, Necas et al. 2000).

Buiiky se na uvedené sekvence adsorbovanych proteini vazou pomoci adheznich
receptord, které se nachazeji na bunééné membrané. Nejlépe prozkoumanym typem adheznich
receptorti jsou integriny. Jsou to dimerni proteiny s vazebnymi misty pro molekuly ECM,
exponovanymi na vnéjsi stran¢ bunécné membrany. Maji také vazebna mista pro proteiny na
vnitini ploSe bunééné membrany, asociované s aktinovym cytoskeletem. Mezi tyto proteiny
patfi napf. paxillin, talin a vinkulin. Tyto proteiny byvaji také nazyvény jako ,,proteiny
membranového cytoskeletu®, zatimco aktinovy cytoskelet je nazyvan cytoskeletem
cytoplasmatickym. Proteiny membréanového cytoskeletu byvaji rovnéZz nazyvany jako
strukturalni proteiny fokalnich adhezi, zatimco enzymaticka slozka fokalnich adhezi, jako je
napt. fokalni adhezni kindza, jsou oznaCovany jako proteiny signdlni. Toto déleni vSak
Z funk¢éniho hlediska neni takto striktni, nebot’ 1 tzv. strukturdlni proteiny mohou byt
fosforylovany a podileji se na ptenosu signalu z adhezniho substratu do buiiky (pro piehled viz
Bacakova et al. 2004, 201 1a, Bacakova et Svoréik 2008, Ochsenhirt et al. 2006, Vagaska et al.
2010). Koncepce membranového skeletu podstatnym zplsobem opravuje ¢i dopliuje
pfedstavy, Ze plazmatickda membrana je pouze tekuty biomolekularni film lipidi s mozaikou
membranovych proteinli. Membréanovy skelet omezuje fluiditu proteinti, determinuje funkcéni
odliSeni ¢asti membrany a polaritu buiiky, napi. u epitelidlnich bunék jejich apikalni a bazalni
cast. Transmembranovy charakter membranového skeletu (tj. draha od integrinovych receptort
aZ po aktinovy cytoskelet) umozniuje téz piimou interakci okolnich faktort s vnittkem burky a
naopak (Necas et al. 2000; pro ptehled viz Patizek et al. 2011).
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1.5. Metody studia interakce buiika — materiél

1.5.1. Podminky Kkultivace bunék in vitro

V naSich studiich se soustiedujeme pifedevS§im na sledovani interakce bunka-material
v podminkach in vitro. NaSemu zaméru nahrava obecna vlastnost bunék zavislych na ukotveni
(tzv. anchorage-dependent cells), mezi néz patii i cévni HSB a osteoblasty, adherovat
k podlozce. Jak jiz bylo pfipomenuto, tato podlozka musi mit vhodné fyzikalné-chemické
vlastnosti, a sice vhodné chemické slozeni, smacivost, elektricky naboj a vodivost, drsnost a
topografii. Nezanedbatelné jsou i mechanické vlastnosti adhezniho substratu — musi byt natolik
pevny, aby odolal trakénim silam produkovanym adheznim aparatem bunky pii uchycovani a
rozprostirani buniky, a umoznil tak zdarnou tvorbu fokalnich adhezi. Jak jiz bylo vysvétleno,
jsou to specifické domény na bunécné membrané, kde se integrinové a dalsi adhezni receptory
seskupuji a komunikuji s dal§imi strukturalnimi a signalnimi proteiny bunééné membrany i
cytoplasmy, jako je napf. paxillin, talin, vinkulin, fokalni adhezni kindza a aktinovy cytoskelet.
Tvorba, vyzravani a funkce fokalnich adhezi je nezbytna pro nasledujici Zivotaschopnost,
déleni, diferenciaci, fenotypickou maturaci i funkci bunék (pro ptehled viz Bacakova et al.
2004, 201 1a, Batakova et Svor¢ik 2008, Vagaska et al. 2010, Pafizek et al. 2011).

Testovani biomaterialt a tvorba konstruktu bunika-material obvykle za¢ina v konvenénim
statickém systému bunécné kultury. Buiiky na materidlech se péstuji ve specialnich plastovych
(obvykle polystyrénovych) lahvich, miskach ¢i kultivacnich destickach s jamkami. Vyzivu pro
kultury zajistuje kultivatni medium, které by mélo obsahovat esencialni aminokyseliny,
vitaminy, anorganické soli, glukézu, pyruvét a linolovou kyselinu. Pro standardni kultivaci
bunék se pouzivda médium doplnéné obvykle o 5-20% krevniho séra, obvykle fetalniho
bovinniho, které obsahuje rastové faktory a proteiny zprostfedkujici adhezi bunék (vitronektin,
fibronektin). Ve specidlnich ptipadech se da pouzit medium bezsérové, napt. doplnéné pouze
nezbytnymi riistovymi faktory, za tcelem zjisténi schopnosti buiiky vazat se na materidl bez
pomoci proteinii adsorbovanych ze séra. Pii pfipravé média je nutné dodrzet optimalni pH
(7,35), osmolalitu (290 mosm/kg). Atmosféra v inkubatoru pro kultivaci bunék musi kromé
vzduchu obsahovat i pomérné vysoké procento oxidu uhli¢itého — 5%. Toto procento je
obdobné koncentraci CO; v tkénich in vivo, a v podminkéch in vitro hraje dtlezitou roli pti
udrzovani pH kultivaéniho média. Ve vhodnych podminkach in vitro se pak buiiky mnozi,
metabolizuji a vycCerpavaji tak ziviny v kultivaénim médiu, kam navic produkuji kyselé
metabolity, a tak je kromé vymény média tfeba i po urCité dobé bunky pasdzovat, tj. ,,presadit*

do Cerstvého média a novych kultivacnich nadob. Buiiky se pfi pasdZovani obvykle uvoliuji
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enzymaticky pomoci trypsinu ¢i 1 jinych proteolytickych enzymi. Trypsin byva casto
kombinovan s kyselinou etylendiaminotetraoctovou (EDTA), ktera vyvazuje vapnik, nutny pro
funkci adheznich receptorti. Pro nékteré studie, napftiklad tykajici se extracelularnich koncti
integrinovych receptort ¢i produkce ECM, se buiiky od substratu uvoliiuji mechanicky, napf.
gumovou Skrabkou. Uvolnéné bunky je mozno zmrazit a skladovat v hlubokomrazicim boxu po
dobu 1 roku ¢&i v tekutém dusiku po dobu vice let (pro piehled viz Bacakova et Svoréik 2008,
Necas et al. 2000, Patizek et al. 2011).

Ve statickém systému se jedna o kompromis mezi pomérné nizkou urovni zasobovani
bunék kyslikem a Zzivinami, na druhou stranu nedochazi k odplavovani bunék z povrchu
materidlu a builkky maji dostatek ¢asu adherovat a rst na povrchu zkoumaného vzorku.

Pro pokrocila badani v sofistikovangjsich kultiva¢nich systémech, které 1épe nez systémy
staticke napodobuji podminky Vv organismu, a rovnéz pro konstrukci bioarteficialnich
tkanovych a organovych nédhrad metodami tkanového inzenyrstvi, je vSak vyhodnéjsi pouziti
dynamickych kultivacnich systémi. Pro konstrukci bioarteficialnich cévnich ¢i chlopennich
nahrad lze pouzit napf. systém perfuzni (napf. Provitro, Némecko) nebo rota¢ni (Cellon,
Lucembursko). V obou systémech dochazi k cirkulaci media v uzavieném systému. Buiiky zde
mohou byt vystaveny pisobeni laminarniho i tubularniho proudéni, pulsnimu naméhani i
zvySenému tlaku podobné jako v krevnim ob¢hu, tj. mechanické stimulaci. Tato stimulace
vyrazné podporuje fenotypickou maturaci bunék — napiiklad laminarni smykové proudéni
napomaha vyzravani endotelové vystelky, zatimco pulzni namahani provazené natahovanim a
smr$tovanim konstruktu buiika-material navozuje kontraktilni fenotyp u HSB. Dynamickeé
systémy navic umoznuji lepsi pristup Cerstvého kultivacniho média k buiikam, a to i skrze
testovany material, pokud je tento material konstruovan ve form¢ prostorovych poréznich ¢i
vlaknitych nosi¢ (pro piehled viz Bacakova et Svoréik 2008, Bacakova et al. 201 1a, Patizek et
al. 2011).

Uvedenych vyhod dynamickych bioreaktorti vyuzivame i pii kultivaci kostnich bunék,
zvlasté na prostorovych ,trojrozmérnych® poréznich nosi¢ich bun¢k na bazi polymerd,
keramiky ¢i jejich kompozit, kdy lepsi ptistup kysliku a zivin k buitkdm rostoucim uvnitt
téchto materiali i odstranovani zplodin bunéného metabolismu jsou nutné pro husté a
rovnomé&rné osidleni nitra nosi¢e bunkami (Pamula et al. 2008, 2009). Navic kostni bunky
kultivované v dynamickych podminkach vykazuji vyrazné zvysenou proliferaci, viabilitu a
osteogenni diferenciaci v porovnani se systémem statickym (Olivier et al. 2007, Meretoja et al.
2009; pro piehled viz Vagaska et al. 2010, Vandrovcova et al. 2011a).
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1.5.2. Parametry chovani bunék hodnocené na materialech in vitro

V pribéhu mnohaleté praxe pii studiu interakce bunka-materidl a konstrukce tkanovych
nahrad na podklad¢ umélého materidlu a bunék si nase laboratof vypracovala urcity standardni
postup testovani, které spolehlivé ukaze vhodnost urCitého materialu jako nosic¢e bunck,
vhodnost chovani bunék na tomto nosi¢i i celkovou kvalitu konstruktu burka-material.
Obvykle zaciname od jednoduchych a povSechnych ukazatelti chovani bunék a postupujeme

smérem k ukazatelim na molekularni Grovni. Sledujeme nasledujici projevy bunék:

Ukazatelé adheze bunék: pocet inicialné adherovanych bunék za 24 hodin po nasazeni,
velikost jejich adhezni plochy, tvorba, velikost a pocet fokalnich adheznich plakti, zastoupeni a
koncentrace jejich jednotlivych slozek (rizné typy integrinovych receptori a s nimi
asociovanych molekul, jako je paxillin, talin, vinkulin, a-aktinin, fokalni adhezni kinaza). Déle
sledujeme tvorbu, uspofadani a slozeni cytoskeletu, resistenci bun¢k k oddéleni od podlozky
proteolytickymi enzymy, proudem kultivacniho média pii dynamické kultivaci ¢i pii
dlouhodob¢ kultivaci. K ukazatelim adheze patfi i mnozstvi a spektrum proteini

zprostiedkujicich adhezi bunék ¢i proteinti neadhezivnich, adsorbovanych k materiélu.

Ukazatelé rustu bunék: pocet bunck na materidlu v riznych casovych intervalech
(obvykle v pribéhu 1 ¢i vice tydnd kultivace na materialu), konstrukce rastovych kiivek a
vypocet doby zdvojnasobeni poc¢tu bunék v populaci. Obsah DNA ¢i testy metabolické aktivity
bun¢k v pfipadé, Ze nelze uvolnit builky z materidlu ¢i je pocitat na mikrofotografiich.
Inkorporace bromodeoxyuridinu do nové syntetizované DNA, stanoveni znackovaciho indexu a
rustové frakce bunck, méteni délky bunééného cyklu a jeho fazi. Obsah prolifera¢nich antigenti
PCNA a Ki-67. Prolifera¢ni aktivitu bunék hodnotime i na zakladé méteni elektrického odporu
v senzorickém pftistroji xCELLigence (Roche), kdy je velikost elektrického odporu piimo
umérnd pokryvu dna specialnich jamek se zlatymi elektrodami buiitkami. Tento zptsob
hodnoceni vyuZivame zejména pro vyluhy z materiald, testovani riznych latek pfidanych do
kultiva¢niho média, nebo pro molekularni vrstvy biomateriali, nanesené na dno kultivaénich

jamek pfistroje.

Ukazatelé metabolické aktivity bunék: aktivita mitochondridlnich enzyma bunck
sledovana pomoci testt (MTT, XTT, WST), které jsou zaloZzeny na konversi tetrazoliovych soli
na barevné formazany metabolicky aktivnimi buiikami. Tyto testy rovnéz nepfimo vypovidaji o
poctu bunék, a lze je uzit 1 v pfipad¢ materiald, na nichz nelze bunky piimo spocitat (porézni

prostorové nosice €i nosice, z nichz nelze buniky enzymaticky ¢i jinak oddélit).
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Ukazatelé Zivotaschopnosti bunék: propustnost bunécné membrany u poskozenych a
mrtvych bun€k pro barviva jako trypanovd modf, propidium jodid, Hoechst 33258, ethidium
homodimer-1, enzymaticka aktivita bun¢k (aktivita esteraz, sledovana komeréné dostupnymi
kity typu LIVE/DEAD, a aktivita mitochondridlnich enzymt sledovana testy MTT, XTT,
WST). Sledujeme i dlouhodobou Zzivotaschopnost bun¢k na materidlech po dobu né¢kolika
meésicu.

Ukazatelé diferenciace (fenotypické maturace) bunék:

U cévnich HSB sledujeme pfedevS§im piitomnost, uspofadani a koncentraci
kontaktilnich proteinti a-aktinu a SMla SM2 myosinti, a dale svalového tropomyosinu, T-
troponinu, h-caldesmonu, hl-calponinu, meta-vinkulinu, proteinu intermedialnich filament
desminu.

U bunék endotelovych sledujeme pfedevsim pfitomnost a koncentraci von Willebrandova

faktoru (tj. stabiliza¢niho faktoru pro koagula¢ni faktor VIII, skladovaného ve Weibel-Paladeho
téliscich bunck. Dal§imi sledovanymi molekulami je CD31 (PECAM-1), multifunkéni
molekula hrajici roli napf. v modulaci bunééné adheze zprostiedkované integriny,
v transendotelialni migraci bun€k, v angiogenese a v regulaci imunitni reakce, a CD34,
povrchovy antigen lidskych progenitorovych bunék krevni fady a bunck endotelovych. Za
marker urcité zralosti endotelovych bunék je povazovana i ptitomnost silnych svazka filament
B-aktinu i pevnd mezibunécnd adheze nutnd pro vytvofeni souvislé polopropustné vrtvy
endotelu. Vyznamnym ukazatelem kvality mezibunééné adheze je mnozstvi a uspotadani
vaskularniho endotelialniho kadherinu (VE-cadherin, oznaovany téz jako CD 144).

U osteoblastii sledujeme casné, stiednédobé a pozdni markery osteogenni diferenciace.
K ¢asnym ukazatelim patii produkce kolagenu I, ke stfednédobym koncentrace a aktivita
alkalické fosfatazy, tj. enzymu zacastnéného v mineralizaci kostni matrix, a osteopontinu,
glykoproteinu ECM vazajiciho vapnik. Pozdni markery osteogenni diferenciace zahrnuji
produkci osteokalcinu, glykoproteinu typického pro kostni tkail a vézajiciho vépnik, a
mineralizaci kostni matrix (tvorba fosfatd kalcia, které lze prokazat von Kossovou reakci,

barvenim alizarinem i fotometricky).

Ukazatelé potencialni imunitni aktivace: u bun¢k endotelovych a HSB sledujeme
pfitomnost a koncentraci imunoglobulinovych a selektinovych adheznich molekul, jako je
ICAM-1, VCAM-1 a ELAM-1, u osteoblasti obvykle jen ICAM-1. U vSech bunéénych typt

dale sledujeme produkci cytokinl,, zejména TNF-o a IL-1B. Zkoumdme i imunitni aktivaci
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makrofagli na umélych materidlech a porovnavame ji s aktivaci téchto bunék pod vlivem

raznych koncentraci bakterialniho lipopolysacharidu.

Ukazatelé poSkozeni DNA: fosfospecifickymi protilatkami detekujeme y-H2AX, tj.
histon H2AX fosforylovany na Ser139 (tato fosforylace je vyvolana zlomy dvousroubovice
DNA). Dale sledujeme ptitomnost proteinu vazajiciho p53 (53BP1), jehoz funkci je reparovat.
Fragmentaci DNA detekujeme i pomoci metody TUNEL (TdT-mediated dUTP-X nick end
labeling). Jako ukazatele apopt6zy pouzivame Annexin-V a aktivitu kaspazy-3.

Uvedené ukazatele sledujeme Sirokym spektrem metod, zahrnujici konvenéni optickou,
fluorescencni a  konfokalni mikroskopii, imunocytochemické techniky, jako je
imunofluorescen¢ni a imunoperoxiddzové barveni, enzymatickd imunosorbentni esej (ELISA),
prutokova cytometrie, techniky biochemickeé jako elektroforéza a blotting, PCR v realném case,

zafizenim na bazi senzoru (piistroj xCELLigence).

2. Hypotézy a cile prace

V prvnim oddilu mé disertaéni prace se zabyvam modelovym feSenim problému
konstrukce bioarteficialnich cévnich nahrad. Vychazime z hypotézy, Ze zména fyzikalné
chemickych vlastnosti povrchu polymert vlivem specifickych modifikaci bude mit pozitivni
vliv pro zvySeni jejich atraktivity pro osidleni nejen cévnimi endotelovymi burnikami, ale
zejména cévnimi hladkymi svalovymi bunikami. NaSim cilem je vytvofit takovy povrch cévni
nahrady, na kterém bude podpotfena adheze a nasledny rust cévnich bunék, a rovnéz porovnat
nékolik druhti polymert a jejich naslednych fyzikalné-chemickych modifikaci z hlediska
perspektivy jejich vyuziti pii tvorbé cévnich nahrad.

Cilem druhé ¢asti prace je vyvinuti periadventicialniho systému s fizenym uvolfiovanim
lé¢iva Sirolimu, obalujici aortokoronarni bypass vytvoreny z autologniho Zzilniho S§tépu. Jde
zejména o potvrzeni naSi hypotézy, Ze takovy systém zabrani nadmérné proliferaci cévnich
HSB, ktera by mohla zpisobit restenozu a selhani $tépu. Reakce HSB na tento systém je
studovana nejen v bunéénych kulturach, ale nasledné i ovéfena v pokusech in vivo na
laboratornich kralicich plemene Cinéila velka.

Cilem tieti Casti této préce je konstruovat polymerni nanovldkenny nosi¢ bunék
obohaceny nanokrystalickymi diamanty pro potencialni vyuZiti v inzenyrstvi kostni tkang.

Podle naSi hypotézy by vyztuZzeni nanodiamanty mélo zlepSit mechanické vlastnosti
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nanovldkenného nosice i adhezi, riist a zivotaschopnost lidskych kostnich bunék v kulturach na

tomto materidlu, a zaroven nevyvolat imunitni aktivaci téchto bun€k ani makrofag.

3. Material a metody

Diserta¢ni praci jsem napsal na zaklad¢ vysledkt publikovanych v 10 odbornych pracich
(v 8 primarnich a ve 2 piehlednych ¢lancich), které byly zvefejnény v mezinarodnich
impaktovanych ¢asopisech. U tii z téchto praci jsem prvnim autorem, v dalSich spoluautorem.
Navic jsem zaslal dalsi prvoautorsky clanek do impaktovaného Casopisu. Vysledky zvetejnéné
v této disertacni praci byly publikovany i ve 4 ¢lancich v odbornych neimpaktovanych
Casopisech.

Tato disertacni prace patii mezi prace mezioborové. Jednotlivé pokusy se skladaji
z piipravy vzorki umé¢lého materialu, hodnoceni jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti a
studia jejich interakce sbunkami a tkanémi v podminkach in vitro a in vivo. Na ziskani
vysledkd se kromé¢ mne a c¢lentt naSi laboratofe podileli i spolupracovnici z instituci
zaméfenych na obory materidlového inZenyrstvi, chemie a fyziky. Kapitola Materidl a metody

wewvr

v ptilozenych publikacich.

3.1. Modifikace polyetylénu a jeho fyzikalné-chemické vlastnosti

Modifikace polyetylénu byly provadény ve spolupréci s Prof. Ing. Vaclavem Svoréikem,
DrSc. a jeho kolegy (zejména Ing. Nikolou Kasalkovou-Slepi¢kovou, PhD) z Ustavu

inZenyrstvi pevnych latek (VSCHT, Fakulta chemické technologie).

Byl pouZit polyetylén o vysoké hustoté (HDPE, typ Microten M*S, hustota 0.951 g.cm™)
a polyetylén o nizké hustoté (LDPE, hustota 0.922 g.cm'S) ve formé folii o tloustce 40 pm
(vyrobce Granitol a.s., Moravsky Beroun). Vzorky o priméru 2 cm byly pfipraveny pomoci
raznice a nasledn¢ modifikovany ozafenim argonovym plasmatem v zafizeni Balzer SCD 050.
Doba ozafeni plasmatem c¢inila 0-400 sekund a sila vyboje plasmatu byla 1,7-2,0 W.
Neprodlené po skonc¢eni modifikace byly nékteré vzorky ponofeny do vodného roztoku glycinu
(Gly; Merck, Darmstadt, Némecko, kat. ¢. 104201), bovinniho sérového albuminu (BSA;
Sigma-Aldrich, Némecko, kat. ¢. A9418), polyetylén glykolu (PEG; Merck, Darmstadt,
Némecko, kat. ¢. 817018, m.h. 300 nebo 20 000). Déle byly nékteré vzorky modifikované

plazmatem nebo plasmatem a BSA ponofeny do suspense obsahujici koloidni nanocastice
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uhliku (C nebo BSA+C; Spezial Schwartz 4, Degussa AG, Némecko). VSechny latky slouzici k
nasledné modifikaci polymert po ozatfeni byly pouzity v koncentraci 2 hmotnostnich % a doba
ponofeni ¢inila 12 hodin pfi pokojové teploté. Tato technika modifikace materidlu se nazyva
»roubovani“ (,,grafting”). Roubované latky, které se nenavazaly na povrch vzorku aktivovany
ozafenim, byly posléze odmyty béhem 24 h po ponoieni do destilované vody (Kasalkova et al.
2007, 2010, Patizek et al. 2009).

Kromé vysSe zminénych latek byly pro modifikaci roubovanim pouzity i nanocastice zlata
(Au) v koloidnim roztoku. Tento roztok byl pfipraven citratovou redukci K(AuCly). Jak
ukazala transmisni elektronova mikroskopie (TEM), pruimérna velikost nanocastic Au ¢inila
pfiblizné 12 nm. Nenavazané &astice zlata byly opét oplachnuty v destilované vodé (Svoréik et
al. 2009).

Fyzikalné-chemicke vlastnosti modifikovaného polyetylénu byly hodnoceny pomoci
nasledujicich analytickych metod:

Chemické sloZeni povrchu, tj. pfitomnost riznych prvki, chemickych funkénich skupin a
nanocastic Au, bylo hodnoceno rentgenovou fotoelektronovou spektroskopii (X-Ray
Photoelectron spectroscopy, XPS) a Ruthefordovou spektroskopii zpétného rozptylu
(Rutherford Backscattering Spectroscopy, RBS).

Morfologie povrchu polymert byla zkoumana mikroskopii atomarnich sil (Atomic Force
Microscopy, AFM) na pfistroji VEECO CP II, kde byla hodnocena zejména drsnost povrchu,
tj. velikost nerovnosti popsana parametrem RMS (efektivni hodnota drsnosti) a jeho topografie,
tj. tvar a uspotradani nerovnosti.

Smacivost povrchu byla hodnocena kontaktnim thlem vodni kapky na materidlu pomoci
reflexniho goniometru (Surface Energy Evaluation System, Advex Instruments, Masarykova
Universita, Brno). Smacivost povrchu je nepifimo umérna velikosti kontaktniho thlu.

Modifikace a fyzikalné-chemicka charakterizace polyetylénovych nosici bunck je
podrobnéji popsana v ptilozenych publikacich Kasalkova et al. 2007, Kasalkova et al. 2010,
Patizek et al. 2009, Svor¢ik et al. 2009.

3.2. Piiprava polyesterové sit’ky pro uvoliiovani Sirolimu v pokusech in vitro
a Vv zivém krali¢im modelu

K pokusiim byly pouzity polyesterové sitky (CHS 50, PES Mesh) vyrobené pletaiskou
technologii v podniku VUP a.s., Brno) z piize o priméru 90 um (primér jednotlivych vlaken
17,5 pum).
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Sitky byly pouzity neimpregované nebo byly impregnovany kopolymerem poly (L-
laktidu a e-kaprolaktonu, pomér obou slozek 70:30, obchodni nazev kopolymeru Purasorb PLC
7015, PURAC Biomaterials) a 1é¢ivem Sirolimus (Rapamycin ze Streptomycet, Sigma-Aldrich,
Némecko, R0395). K impregnaci byly pouzity nasledné kombinace:

Sitka 1 = impregnovana roztokem cislo 1, tj. s rozpusténym Purasorbem a Sirolimem
(36,4 mg Purasorbu a 5,2 mg Sirolimu v 1 ml smési chlorbenzen-etanol; 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-etanol; 1,75 : 1 v/v) a naslednym
prekrytim roztokem ¢. 3 (36,4 mg Purasorbu v 1 ml smési chlorbenzen-etanol; 1,75 : 1 v/v).

Sitka Purasorb = polyesterova sitka impregnovana pouze Purasorbem (roztokem ¢&. 3),
slouzila jako referen¢ni material.

Uvedené modifikace polyesterovych sitdk byly provedeny na Ustavu makromolekularni
chemie AV CR, v.v.i. v ramci spoluprace se skupinou RNDr. Eduarda Bryndy, CSc.

K méfeni uvoliiovani Sirolimu byly sitky nastithany na vzorky o velikosti 0,5 nebo 1 cm?,
které byly vloZeny do nadob s5 ml fyziologického roztoku pufrovaného fosfaty (PBS) a
umistény na tfepacce pii teploté 37°C. Doba inkubace ¢inila 0 - 42 dni, intervaly odbéru byly
0,1,4,7,9,11, 14, 17, 21, 28, 35 a 42 dni, ptfi¢emz PBS bylo u vSech vzork denné¢ meénéno.
Pro kazdy ¢asovy interval a kazdou skupinu bylo pouzito 3 - 8 vzorkd.

Byla hodnocena stabilita Sirolimu v rOznych rozpoustédlech (PBS, metanol,
dichlormetan), o riznych koncentracich (12,5; 50 a 750 ng/ml), za riiznych teplot (37°C, 25°C,
-20°C a -75°C) a po ruznou dobu (od 5 minut do 3 mésict). Hodnoceni bylo provedeno pomoci
Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC).

Zbyl¢ koncentrace Sirolimu byly méfeny na vysusenych sitkach, které byly vlozeny do
dichlormetanu, ve kterém se polymer a Sirolimus rozpustily. Rozpoustédlo bylo posléze
odpateno. Latka zbyld po odpafeni byla rozpusténa v 1 ml metanolu, centrifugovana 5 min pfi
13 000 rpm, a pfitomnost Sirolimu v supernatantu byla neprodlené analyzovana pomoci
systému Acquity UHPLC vybaveného detektorem 2966 PDA.

Veskera méteni pomoci UHPLC byla provedena ve spoluprdci s Mikrobiologickym
tistavem AV CR, v.v.i. (RNDr. Jana Olsovska, PhD, Mgr. Zdenék Kamenik).

Popsana metodika je podrobnéji rozpracovana ve studii Filova et al. 2011.

Pti pokusech na Zivém krali¢im modelu byla pouzita polyesterova sitka obsahujici 36,4
mg Purasorbu a 5,2 mg Sirolimu v 1 ml smési chlorbenzen-etanol; 1,75 : 1 v/v, obsah Sirolimu

v sit'’ce ¢inil 0,14 mg / cm?.
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Chirurgicka ¢ast studie na zivém krali¢im modelu byla provedena ve spolupraci s
Institutem klinické a experimentalni mediciny (IKEM), Praha (MUDr. Ivo Skalsky, MUDr.
Ondrtej Szarszoi, PhD).

K pokusu byli pouZiti samci laboratorniho kralika plemene Cin¢ila velka (3,0 — 3,5 kg; n=
50). Pfed operaci byla provedena anestézie intramuskularni injekci ketamin hydrochloridu (30
mg/kg). Anestézie byla dale udrZzovana inhalaci isofluranu (2,5 - 3,0%). Proti moznému srazeni
krve byl nitroziln€ podan heparin (300 IU/Kg).

Zilni $té&p byl vytvofen z pravé vngjsi jugularni Zily a pouzit ve formé bypassu na pravé
spole¢né karotické arterii. Polyesterove sitky se Sirolimem a bez této latky byly omotéany okolo
zilniho $tépu a fixovany polypropylenovou niti. Zivot pokusnych zvifat byl ukonéen za 3 a 6
tydnti po implantaci. Stépy byly vyjmuty a vySetieny histologicky i histochemicky na
parafinovych a kryostatovych fezech. Byla sledovana tloustka intimy a médie, pifitomnost
proliferatniho antigenu PCNA v HSB, pfitomnost bun¢k zanétlivého infiltratu a ptipadna
kalcifikace tkané¢.

Uvedené metodiky jsou podrobné popsany v publikacich Skalsky et al. 2011, Skalsky et
al. 2012.

3.3. Piiprava nanovlakennych nosici a jejich fyzikalné-chemicke vlastnosti

Nanovlakenné nosice bunck jsem pfipravil v ramci své staze Erasmus na zahrani¢nim
pracovisti Department of Oral and Maxillofacial Surgery, University of Kiel, Kiel, Germany
pod vedenim dr. Timothy Douglase.

Nosice byly piipraveny z kopolymeru L-laktidu a glykolidu (PLGA, pomér obou slozek
85:15), ziskaného od firmy Purac Biomaterials, Frankfurt, Némecko. PLGA byl rozpustén ve
smési metylenchloridu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a dimetyl formamidu (Sigma). Pomér
rozpoustédel ¢inil 2:3 a vysledna koncentrace PLGA byla 2,3 hmotnostnich %.

Nanovldkenné membrany byly vyrobeny metodou elektrostatického zvlaknovani
(elektrospiningu) na piistroji Nanospider (Elmarco, Ceska Republika) za pouziti vertikalni
trnové elektrody pii napéti 24,6 kV, vzdalenosti mezi elektrodami 145 mm a sile elektrického
pole 1,79 kV/cm. Vlakna se formovala po dosaZeni daného napéti v elektrickém poli mezi
elektrodami a koncetrovala se na polypropylenové latce umisténé na horni elektrodé. Latka
slouzila jako podklad pro vyslednou nanovldkennou membranu o priméru cca 10 cm. Pro
optimalni pracovni tloustku membrany byly pouzity 4 ml roztoku, ktery byl v davce 50 pl

davkovan mikropipetou na elektrodu ve tvaru svislé kovové tycky.
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Dale byl vytvofen druhy typ nanomembran, kdy do roztoku PLGA v rozpoustédlech byly
pfidany nanodiamanty (NanoAmando, Japonsko) v koncentraci 0,7 hm.%. Suspenze
nanodiamantii byla intenzivné michdna a sonikovéana, aby se ptedeslo shlukovani nanocastic.
Po odpafeni rozpoustédel byla vysledna koncentrace nanodiamantt v kompozitnich
membranach kolem 23 hm.%.

Pokud jde o fyzikalné-chemické vlastnosti nanovlakennych nosicli, jest€é na pracovisti
v Kielu jsem charakterizoval pod vedenim dr. Douglase jejich morfologii pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM; XL30CP, mikroskop Phillips Electron Optics GmbH,
Némecko). Na mikrofotografiich ze SEM byla hodnocena tloustka nanovlédken, plosné velikost
mezer (tj. vstupt do poril) mezi nimi, pocet a velikost shlukii materidlu.

Dalsi charakterizace nanovlakennych membran byla provedena v ramci spoluprace s
Fyzikalnim tstavem AV CR, v.v.i. (Ing. Alexander Kromka, PhD). P¥itomnost a distribuce
nanodiamanti v PLGA nanovldknech zde byla hodnocena na snimcich pofizenych pomoci
transmisniho elektronového mikroskopu (TEM, Philips CM120). Smacivost nanovladkennych
membran byla méfena pomoci kontaktniho uhlu vodni kapky na reflexnim goniometru (Surface
Energy Evaluation System, Advex Instruments, Masarykova Universita, Brno, CR).

Molekularni struktura nanovlakennych membran byla hodnocena Fourierovou
infraervenou spektroskopii (FTIR) na Universit¢ v Ghentu, Belgie (Polymer Chemistry and
Biomaterials Group, Ghent University, Ghent; Dr. Timothy Douglas). Na tomto pracovisti byly
meéfeny 1 nékteré mechanické parametry membran, a sice jejich odolnost proti protrzeni (dr.
Ana dos Santos, dr. Timothy Douglas). K tomuto téelu byl pouzit analyzator struktury TA500
(Lloyd Instruments, Fareham, UK) a sonda Instron. Membréany byly upevnény v kruhovych
plastovych tchytech Cell Crowns (Scaffdex Oy, Tampere, Finsko, primér a vyska 10 mm).
Odolnost membran vici deformaci byla zkousena cylindrickou sondou o priméru 3 mm, ktera
tlacil do stfedu membany. Byla zaznamenana sila nutna k protrzeni membrany a maximalni
mozné deformace membrany pted jejim protrzenim.

DalSi mechanicky parametr membran, a sice pevnost v tahu, byla hodnocena na Stavebni
Fakulté¢ CVUT, Praha (Ing. Pavel Tesarek PhD, Ing. Pavla Ryparova). Pruhy membran o délce
40 mm a Sifce 21-25 mm) byly upevnény do pfistroje LabTes4.100 SP1 a vystaveny
konstantnimu tahu. Byla zaznamenana maximalni sila tahu, ktera vedla k pifetrzeni membran.

Uvedena metodika je podrobné popsana v praci Patizek et al. 2012b.
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3.4. Bunééné modely a kultiva¢ni podminky
VesSkeré biologické analyzy pouzité v této praci, vcetné kultivace bunék, byly

provedeny ve Fyziologickém ustavu Akademie véd CR.

V prvni ¢asti prace, a sice ve studiich tykajicich se hodnoceni modifikaci polyetylénu
z biologického hlediska, pouzivam hladké svalové bunky izolované explanta¢ni metodou z
tunica media hrudni aorty potkana kmene Wistar (Loukotova et al. 1998, Bac¢akova et al. 1997,
2002). Jejich hlavni vyhodou je, ze se jedna o primokultury ¢i kultury nizce pasazované (3.- 5.
pasaz), které si lépe nez bunky komeréné dostupnych linii zachovavaji vlastnosti
charakteristické pro svij fenotyp. Jsou tak i vice citlivé k fyzikalné-chemickym vlastnostem
podlozky, na které se péstuji, a diky tomu se na nich lépe projevuji ucinky v rozdilech mezi

jednotlivymi testovanymi materialy.

K pokustim v bunéénych kulturdch byly vzorky PE pouzity az po alesponn 20 dnech
»zrani“, tj. uskladnéni ve tmé a pii pokojové teploté, které mélo chemicky stabilizovat jejich
povrch. Vzorky PE o priméru 2 cm byly rozstiihany na Ctyfi €asti, sterilizovany 70% etanolem
po dobu jedné hodiny a posléze byly vlozeny do kultiva¢nich destic¢ek s 24 jamkami o priméru
1,5 cm (TPP, Trasadingen, Svycarsko). Proti vyplavani po pfidani média se suspenzi bunék

byly vzorky zatizeny krouzky z polyamidu.

Buniky byly v jednotlivych pokusech na material nasazeny obvykle v koncentracich 17
000 bungk/cm?® (30 000 bunék na jamku) a 1,5 ml média na jamku. Jako kultivacni médium
byla pouZita Dulbeccova modifikace Eaglova minimalniho esencialniho média (DMEM,
Sigma, USA, #D5648), obohacena o 10% fetalniho bovinniho séra (FBS, Sebak GmbH,
Aidenbach, Némecko) a gentamicin (40ug/ml, LEK, Ljubljana, Slovinsko). Sledované
parametry chovani bunék byly odecitany v priibéhu 1 tydne kultivace, obvykle v ¢asovych
intervalech 1, 2, 3, 5 a 7 dni po nasazeni. Pro kazdou experimentalni skupinu a kazdy casovy
interval byly pouzity tii az Ctyfi vzorky.

Pfi roubovani povrchu PE, aktivovaného ozafenim plasmatem, nanocasticemi Au byly
k hodnoceni uspésnosti modifikace pouzity i embryondlni mysi NIH fibroblasty linie 3T3
(darovan¢ RNDr. B. Dvorankovou, Anatomicky ustav 1. LF UK, Praha). Tyto buniky byly na
vzorky materialu nasazeny v hustotd 11 000 bungk/cm? (20 000 bunék/jamka, 1,5 ml média).
Jako kultiva¢ni médium bylo pouZito vyse zminéné médium DMEM s 10% FBS, 1% roztokem

vitamin (MEM) a antibiotiky (10 000 U/ml penicilin G, 10 mg/ml streptomycin sulfatu, 25
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ng/ml amfotericinu B). Sledované parametry byly odecitany v Casovych intervalech 1, 3 a 5 dni
po nasazeni.

HSB hrudni aorty potkana byly pouZzity i v pokusech in vitro v souvislosti s konstrukci
periadventicidlniho systému uvoliujiciho Sirolimus. Buiikky byly nasazeny v hustot¢ 9 000
bundk/cm® a kultivovany v médiu DMEM s 10% FBS a gentamicinem (40 pg/ml, LEK,
Ljubljana, Slovinsko). Buiiky byly pouzity v 5. - 10. pasazi. Byly nejprve nasazeny do Cistych
jamek polystyrénovych kultiva¢nich desti¢ek (TPP, Trasadingen, Svycarsko; primér jamky 1,5
cm). Po 24 hodinach byly k jednotlivym skupinam piidany vzorky. Sledované parametry byly
odecitany v casovych intervalech 0, 2, 7 a 14 dni po nasazeni. Pro kazdou experimentalni
skupinu a kazdy €asovy interval byly pouZity tfi vzorky.

Pro sledovani biokompatibility nanovlakennych nosi¢i z PLGA a nanodiamant jsme
pouZili lidské kostni buiikky podobné osteoblastim linie MG 63 (European Collection of Cell
Cultures, Salisbury, Velka Britanie). Ackoliv byla tato linie izolovana z osteosarkomu a
dlouhodob¢ kultivovana po fadu let, stale si zachovava dilezité znaky osteogenni diferenciace,
jako je naptiklad produkce osteocalcinu a aktivita alkalické fosfatazy (Finch et al. 2001, Sun et
al. 2009, Qu et al. 2011, Grausova et al. 2011).

Nanovlakenné nosi¢e byly uchyceny do plastovych drzakti Cell Crowns (Scaffdex Oy,
Tampere, Finsko) a sterilizovany pomoci gama zafeni podle ISO 11137. Pfed nasazenim bunék
byly oplachnuty DMEM po dobu 24 hodin a umistény do 24-jamkové kultivaéni desti¢ky (TPP,
Trasadingen, Svycarsko; pramér jamek 1,5 cm).

Nosice pak byly osazeny bunikami MG 63 v koncentraci 17 000 bundk/cm? (30 000 bunek
na jamku) a 1,5 ml média na jamku. Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito obvyklé médium
DMEM s 10% FBS a gentamycinem (40pug/ml). Sledované parametry chovani bunék byly
odecitany v Casovych intervalech 1, 3, 7 dni po nasazeni. Pro kazdou experimentalni skupinu a
kazdy casovy interval byly pouzity ¢tyfi vzorky.

Pro sledovani potencidlni imunogenicity nanovldkennych membran byla krom¢ bunék
MG 63 pouzita i linie mySich makrofagi RAW 264.7 (ATCC, USA.). Rovnéz tento typ bunék
byl nasazen v koncentraci 17 000 bungk/cm? (30 000 bun&k na jamku) na membrany uchycené
v Cell Crowns (Scaffdex, Finland), které byly umistény do 24-jamkovych kultivac¢nich desti¢ek
(TPP, Trasadingen, Svycarsko). Pro kultivaci bylo pouzito médium RPMI-1640 (Sigma, kat. ¢.
R8758) s 10% FBS a 40 pg/ml gentamycinu. VSechny tfi typy bun¢k (HSB, 3T3 fibroblasty i
MG 63) byly inkubovany v termostatu s nastavenymi podminkami relativni vlhkosti atmosféry
kolem 90% (aby se sniZilo odpafovani tekutiny z média a tim nedochédzelo ke zméné

koncentrace jeho slozek), a koncentraci CO, 5% v atmosféfe vzduchu, ktera je obdobna jako
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v extracelurarni tekutiné zivych organismii a dale se podili i na udrzovani pH kultivacniho
media. Teplota pfi kultivaci byla 37°C, coz odpovidé teplokrevnym organismim, ze kterych

dané bunky pivodné pochazeji.

3.5. Chovani bunék na zkoumanych materialech

Biokompatibilitu materidlii vytvofenych v této praci jsme hodnotili nékterymi
standardizovanymi testy vzeSlymi z piedchozi praxe, jejichz celkovy piehled je v Gvodu K této
praci.

Nejprve jsme se zaméfili na zakladni parametry hodnoceni interakce burnika-materiél,
které predstavuje pocet bunck a plocha jejich rozprostfeni na materidlu. K hodnoceni poctu
bun¢k byly pouzity dvé metody. Prvni spocivala v pocitani bun¢k na mikrofotografiich. Bunky
fixované 70% etanolem byly obarveny kombinaci fluorescenénch barviv Texas Red (Molecular
Probes, Invitrogen, kat. ¢. T6008), které¢ barvi proteiny bunétné membrany i cytoplasmy, a
Hoechst 33342 (Sigma, USA), které barvi bunééna jadra. Buiiky na plo$nych materialech byly
fotografovany ve fluorescenénim mikroskopu Olympus IX 51, vybaveném digitalni kamerou
DP 70. Pro bunky na nanovladkennych membranach, které mély do jisté miry prostorovy
charakter, byl pouzit mikroskop Nikon Eclipse Ti-E vybaveny Z-posunem a digitalni kamerou
Nikon DS-Qil. Toto zafizeni umoznilo 3D rekonstrukci sledovanych objektt a dekonvoluci
snimkd.

Pfi druhé metod¢ pocitani bun€k jsme bunky oddélili od podkladu pomoci kombinace
trypsinu-EDTA nebo pouze pomoci EDTA (v pfipadé makrofagt). Buiiky pak byly pocitany
pod mikroskopem v Biirkerové komirce (v pfipadé nizkych poctt bunék fadové v tisicich
bun¢k) nebo automaticky pfistrojem Vi-CELL Analyzer (Beckman Coulter, USA), a to pii
vySSich poctech nad limitem detekce pfistroje (fadove desitky a stovky tisic bungk). V naSich
pokusech jsme zjistili, ze vhodné Casové intervaly pro hodnoceni zmén poctu bun€k jsou 1, 3 a
7 dni po nasazeni, pfipadné 1, 2, 3, 5 a 7 dni. Delsi kultivace bun¢k nez 7 dni jiz obvykle
vyzaduje vyménu média, coZ ovlivni pribéh rastovych kiivek bunék.

Dale jsme se zaméfili na velikost plochy rozprostfeni bunék na materialu, tj. parametr,
ktery citlivé vypovida o povrchovych vlastnostech materidlu a jeho vhodnosti jako nosice
bunék pro danou aplikaci. Tuto plochu jsme sledovali v prvnich dvou dnech pokusu, kdy je
populac¢ni hustota bun€k obvykle jesté nizka, buiiky jsou spolu v minimalnim kontaktu, a

plocha rozprostfeni bunék je tak prakticky vyhradné zavisld na vlastnostech materidlu. Tato
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plocha byla métfena na mikrofotografiich bun¢k pomoci programu Atlas (Tescan Ltd., Brno,
CR).

Hodnoceni Zivotaschopnosti (viability) buné€k bylo provedeno v pokusech na sitkéch
uvolnujicich Sirolimus, a rovnéz na nanovlakennych membranach z PLGA a nanodiamantu,
aby se vyloucilo ptfipadné cytotoxické piisobeni téchto materidli. Vzorky s buitkami byly
oplachnuty v PBS a obarveny pomoci LIVE/DEAD viability/cytotoxicity kitu (Invitrogen,
Molecular Probes, USA). Principem testu je detekce aktivnich esterdz u Zivych bunék pomoci
calceinu AM (emituje zelenou fluorescenci) a detekce propustnosti bunééné membrany
mrtvych bunék pomoci ethidium homodimeru-1 (pronikd do mrtvych bunék, barvi jejich jadra
a emituje Cervenou fluorescenci). Obarvené buiiky byly poté fotografovany v mikroskopu
Olympus IX 51, vybavenym digitalni kamerou DP 70. Z pofizenych fotografii byl ode¢itan
pomér zivych a mrtvych bunék.

Adhezi bun¢k jsme dale hodnotili pomoci hlubSich molekularnich ukazatelli, jako je
koncentrace a distribuce integrinovych adheynich receptoru a s nimi asociovanych molekul, tj.
strukturalnich a signalnich proteini fokalnich adhezi. Zaméfili jsme se predev§im na sledovani
talinu, vinkulinu, paxillinu a alfa-aktininu (Patizek et al. 2009, 2012a,b).

U HSB jsme dale hodnotili markery fenotypické maturace smérem ke kontraktilnimu
fenotypu, a to koncentraci alfa-aktinu a isoforem myosinu SM1 a SM2 a jejich uspofadani do
svazkl filament.

Koncentrace uvedenych molekul vbunkach (na mg proteinu) byla hodnocena
enzymatickou imunosorbentni eseji (ELISA), a jejich uspofadani imunofluorescen¢nim
barvenim.

Tyto metody jsou detailné popsany v pfilozenych publikacich, zejména Kasalkova et al.
2007, Patizek et al. 2009, Svor¢ik et al. 2009, Kaséalkova et al. 2010, Filova et al. 2011, Patizek
et al. 2012b.

3.6. Statisticka analyza

Kvantitativni data byla obvykle vyjadiena jako primér + S.E.M. (stfedni chyba
priméru; Standars Error of Mean), fidceji jako primér + S.D. (Standardni ochylka; Standard
Deviation) a dale statisticky zpracovana programem SigmaStat (Jandel Corporation, USA).
Statistickd vyznamnost rozdili mezi experimentalnimi byla hodnocena testem Analysis of
Variance (ANOVa), a to Student-Newman-Keulsovou metodou nebo parovym t-testem. Za

statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota p < 0.05.

42



4. Vysledky

4.1. Cévni hladké svalové buriky v kulturach na modifikovaném polyetylénu

Kaséalkova N, Kolafova V, Batakova L, Patizek M, Svor¢ik V: Cell adhesion and proliferation
on modified PE. Mater Sci Forum 567-568, 269-272, 2007; IF = 0.399

Patizek M, Kasalkova N, Bac¢akova L, Slepicka P, Lisd V, Blazkova M, Svoréik V: Improved
adhesion, growth and maturation of vascular smooth muscle cells on polyethylene grafted
with bioactive molecules and carbon particles. Int J Mol Sci 10(10): 4352-4374, 2009; IF
=2.279

Kasalkova N, Makajova Z, Patizek M, Slepicka P, Kolafova K, Bacakova L, Hnatowicz V,
Svoréik V: Cell adhesion and proliferation on plasma-treated and poly(ethylene glycol)-
grafted polyethylene. J Adhes Sci Technol 24(4): 743-754, 2010; IF = 0.992

Svorgik V, Kasalkova N, Slepi¢ka P, Zaruba K, Kral V, Ba¢akova L, Paiizek M, Lisa V, Ruml
T, Gbelcové H, Rimpelova S, Mackova A: Cytocompatibility of Ar(+) plasma treated and
Au nanoparticle-grafted PE. Nucl Instr Meth Phys Res B 267(11): 1904-1910, 2009; IF
=1.842

V uvedenych studiich jsme se zabyvali problémem modifikaci polyetylénu a naslednych
moznostech jejich vyuZiti v oblasti tkafiového inzenyrstvi cévni stény. Samotny polyetylén je
relativné vysoce hydrofobni, coz je limitujici faktor pro rist bunc¢k. Tento stav se da zvratit
pomoci fyzikalnich modifikaci i naslednym upravenim aktivniho povrchu za pomoci roubovani

biologicky aktivnich molekul a nanocastic.

V prvni z praci (Kasalkova et al. 2007) jsme porovnavali vliv ozafeni argonovym

plasmatem na atraktivitu polyetylénu o vysoké hustot¢ (HDPE) a nizké hustoté (LDPE) pro
adhezi a rist HSB aorty potkana in vitro. Zjistili jsme, ze u obou polymert zvysilo ozareni
pocet inicidln€¢ adherovanych bunc¢k za 1 den po nasazeni i jejich nésledny riist v prib&hu
nasledujiciho tydne. Tento ucinek byl dale zvySen roubovanim glycinu na oba typy PE.

VysSich poctti bun€k a vyssi rovnomeérnosti jejich distribuce bylo dosazeno na LDPE nez na
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HDPE. Avsak rozdily v po¢tu bun¢€k na polymeru pted ozafenim a po ozafeni byly 1épe patrné
na HDPE, nebot’ LDPE jiz pfed modifikacemi umozioval adhezi relativné vysokého poctu
bun¢k. Navic HDPE po ozafeni i roubovani projevoval vyrazn€jsi zmény ve fyzikalné-
chemickych vlastnostech svého povrchu — vyraznéji zvySoval svou smacivost i drsnost fadové
Vv nanometrech. Proto byl pro dalsi studie vlivu ozafeni plasmatem a roubovanim
biomolekulami a nanocasticemi vybran HDPE. ZvySeni smacivosti polymeri po ozéfeni
plasmatem bylo rovnéz vyrazn&jsi spise u kratSich ¢ast ozatovani (50 S) nez u ¢ast delSich

(150 s a 400 s), proto byl v nasledujici studii HDPE ozafovan pouze po dobu 50 s.

Ve druhé z praci (Patizek et al. 2009) byl povrch HDPE aktivovan ozafenim plasmatem

Ar po dobu 50 s a nasledné roubovan molekulami glycinu (Gly), polyetylén glykolu (PEG,
molekulova hmotnost 20 000), bovinnim sérovym albuminem (BSA), koloidnimi ¢asticemi
uhliku (C) a jejich kombinaci s bovinnim sérovym albuminem (BSA+C). Pomoci a
Ruthefordovy spektroskopie (RBS), reflexni goniometrie a mikroskopie atomarnich sil (AFM)
se prokazalo, ze ozafeni vyrazné¢ zménilo chemické sloZeni i morfologii povrchu HDPE.
V polymeru stoupal obsah kysliku a klesal kontaktni Uhel vodni kapky na povrchu polymeru,
coz bylo zndmkou zvySeni smacivosti materialu. Tento jev byl dale umocnén roubovanim Gly a
PEG na polymer aktivovany ozafenim. VSeobecné lze fici, ze modifikované vzorky HDPE
podporily adhezi a rust HSB aorty potkana ve srovnani s nemodifikovanym polymerem (obr.
1). Pocet inicidln¢ adherovanych bunck za 1 den po nasazeni, plocha jejich rozprosteni 2. den
a jejich pocty 3. a 7. den po nasazeni byly relativné vysoké na HDPE roubovaném PEG. Jak
ukazalo imunofluorescen¢ni barveni talinu, 1 fokalni adhezni plaky byly dobfe vyvinuté u
bun¢k rostoucich na HDPE modifikovaném PEG. Tento vysledek odpovidal i vysledkim
méfenim provedenymi metodou ELISA — v buiikach rostoucich na povrsich modifikovanych
PEG byly nalezeny relativné vysoké koncentrace proteinti fokéalnich adhezi talinu, vinkulinu 1
paxillinu. Podobné se chovaly i buiiky rostouci na HDPE roubovaném Gly a BSA+C. Buiiky na
substratech s PEG a Gly dosahovaly i relativné vysokych koncentraci a-aktinu, markeru
fenotypické maturace HSB smérem ke kontraktilnimu fenotypu. Svazky filament obsahujicich
a-aktin a isoformy SM1 a SM2 myosinu byly v bunikach na v§ech modifikovanych vzorcich

silngjsi a pocetnéjsi nez na materidlu nemodifikovaném.
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Obr. 1. Cévni hladké svalové buiiky aorty potkana 5. den kultivace na Cistém polyetylénu o
vysoké hustoté (HDPE), polystyrénu pro tkanové kultury (PS), HDPE ozéafeném plasmatem
(Plasma) a nasledné roubovaném glycinem (Gly), polyetylén glykolem (PEG), bovinnim
sérovym albuminem (BSA), koloidnimi nanocasticemi uhliku (C) nebo BSA kombinovanym s
C (BSA+C). Bunky fixovany etanolem a obarveny kombinaci Hoechst 33342 (modra
fluorescence) a Texas Red C,-maleimid (Cervena fluorescence). Mikroskopem Olympus IX 51,
obj. 20x%, digitalni kamera DP 70. Mé&fitko = 100 um (Patizek et al. 2009).

Ve tieti publikaci (Kasalkova et al. 2010) jsme se zaméfili na vliv délky fetézce PEG

(vyjadiené jeho molekulovou hmotnosti), naroubovaného na povrch HDPE aktivovaného
ozéfenim argonovym plasmatem, na fyzikalné chemické vlastnosti tohoto polymeru a jeho
atraktivitu pro adhezi a rast HSB. Po ozafeni argonovym plasmatem byl HDPE roubovan PEG
0 molekulové hmotnosti 300 a 20 000. HDPE roubovany delSimi fetézci PEG (m.h. 20 000)
obsahoval vice kysliku a mél vy$si smacivost neZ polymer roubovany fetézci kratSimi (m.h.
300). I zmény v morfologii povrchu byly vyraznéjsi u HDPE roubovaného del$imi fetézci PEG.

Na povrchu tohoto materidlu se objevily rozveétvené hvézdicovité struktury, zatimco polymer
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roubovany fetézci krat§imi si podrzel svou ptivodni lamelarni strukturu. Oba typy PEG vyrazné
zvysily narast poctu bunék na HDPE za 3 dny a zejména za 7 dnd po nasazeni ve srovnani
s nemodifikovanym ¢i pouze ozafenym HDPE, pfi¢emz toto zvySeni bylo vyraznéjsi na HDPE
roubovaném delSimi fetézci PEG. Roubovani PEG nezvysilo pocet inicialné adherovanych
bunék ve srovnani S nemodifikovanym ¢i pouze ozaifenym polymerem, ba dokonce ho mélo

tendenci spiSe snizit. Toto snizeni v8ak bylo mén¢ napadné na HDPE s del$imi fetézci PEG.

Ve &tvrté publikaci (Svor¢ik et al. 2009) jsme se soustiedili na roubovani povrchu HDPE

nanocasticemi. HDPE byl aktivovan argonovym plasmatem a nasledné ponotfen do roztoku
obsahujiciho nanocastice zlata (Au) o pfiblizné velikosti 12 nm. Metodami XPS, RBS a
reflexni goniometrii bylo prokazano, ze doSlo ke zménam fyzikalné-chemickych vlastnosti
povrchu HDPE, zejména se zvysil obsah kysliku v jeho povrchové vrstvé a snizil se kontaktni
uhel vodni kapky na jeho povrchu (tj. zvysila se jeho smacivost). Rovnéz se zvysila drsnost
povrchu v fadu nanometrti oproti nemodifikovanému HDPE, tiebaze velikost nerovnosti byla
mensi nez u HDPE pouze ozareného plasmatem. Oproti pouze ozafenému polymeru se zmenil i
tvar nerovnosti na povrchu, a to z puvodnich pfevazné konickych S$picatych ttvart na Gtvary
zaoblené a vlaknité. Jak ukazalo hodnoceni morfologie povrchu pomoci AFM, nanocastice
zlata byly viceméné rovnomérné uchyceny na povrchu HDPE a nevytvarely vétsi aglomeraty.
Zlaté nanocastice se nevyskytovaly pouze na povrchu HDPE, ale byly zaznamenany az do
hloubky 100 nm pod povrchem modifikované¢ho vzorku, tfebaze se jejich koncentrace se s
hloubkou snizovala.

Pokus pokracoval osazenim vzorki HSB aorty potkana a myS$imi embryonalnimi
fibroblasty linie NIH 3T3. Modifikace nanocasticemi Au se ukazala jako uspésna z hlediska
kolonizace buitkami, nebot’ inicidlni adheze a nasledny nartst poc¢tu obou typti bun¢k na
substratech s Au byly vyznamné vys$i ve srovnani nejenom s nemodifikovanym HDPE, ale i
S pouze ozafenym polymerem. Tento rozdil byl vSak ndpadnéjsi u fibroblastti 3T3 nez u HSB.
Fibroblasty 3T3 adherovaly na modifikované materialy jednoznac¢né¢ 1épe nez na Cisty HDPE a
Vv prib¢hu pokusu byla jejich proliferace také vyrazné rychlejsi na materidlech modifikovanych,
zejména na materidlech roubovanych nanoc¢asticemi Au. Béhem kratké doby vytvoftily bunky
3T3 konfluetni vrstvy a pokus musel byt z davodu jejich vysoké populaéni hustoty predéasné
(jiz 3. den) ukoncen. Pfesto vSak mély fibroblasty 3T3 na modifikovanych materidlech typicky
vietenovity tvar bez pfitomnosti granularnich utvart uvnitf bunck, coz ukazovalo na jejich
dobry fyziologicky stav. Naproti tomu ¢isty HDPE se ukazal jako naprosto nevyhovujici

materidl pro adhezi a naslednou proliferaci bunék 3T3. Bunky meély kulovity tvar, slabé

46



adherovaly k podkladu a nejdéle po péti dnech kultivace doslo k jejich Uplnému odlouceni od
podlozky a vytvoreni jejich suspenze v kultivaénim médiu. Rovnéz piitomnost granularnich
utvart uvnitt bun¢k 3T3 na nemodifikovaném HDPE byla vysoka. HSB se ukézaly k Cistému
HDPE jako pomérné¢ tolerantni. Adherovaly v obdobném poctu jako na modifikované vzorky
HDPE, 1 kdyZ plocha jejich rozprostteni byla vyznamné mens$i nez na modifikovaném HDPE,
zejména roubovanim nanocastic Au. Ve srovnani s fibroblasty 3T3 byla dynamika jejich
proliferace relativné umirnéna a buiiky byly na povrsich modifikovanych i nemodifikovanych
vzorktll stabilni nejméné po 7 dnt kultivace, ptfi¢emz konfluentniho stddia doséhly nejdiive 5.
den kultivace (buniky na HDPE roubovaném nanocasticemi zlata). Ve srovnani s fibroblasty
3T3 byly HSB na podkladu rozprostieny i vétsi plochou a zaujimaly pfevazné polygonalni tvar

(Svor¢ik et al. 2009).

4.2. Polymerni sit’ky Fizené uvoliiujici Sirolimus pro prevenci hyperplazie

cevnich HSB v bypassu z autologni zily

Filova E, Patizek M, OlSovska J, Kamenik Z, Brynda E, Riedel T, Vandrovcova M, Lisa V,
Machova L, Skalsky I, Szarszoi O, Suchy T, Ba¢akova L: Perivascular sirolimus-delivery
system. Int J Pharm 404(1-2): 94-101, 2011; IF = 3.607

Skalsky I, Filova E, Szérszoi O, Pafizek M, Lytvynets A, Maluskova J, Lodererova A, Brynda
E, Lisa V, Burdikova Z, Capek M, Pirk J, Bac¢dkova L: A periadventitial sirolimus-
releasing mesh decreased intimal hyperplasia in a rabbit model. Physiol Res 60(3): 585-
588, 2011; IF = 1.646

Skalsky I, Szarszoi O, Filova E, Pafizek M, Lytvynets A, Maluskova J, Lodererova A, Brynda
E, Lisa V, Burdikova Z, Capek M, Pirk J, Batakova L: A perivascular system releasing
sirolimus prevented intimal hyperplasia in a rabbit model in a medium-term study. Int J
Pharm 427(2): 311-319, 2012; IF = 3.607

Tyto prace se zabyvaji moznosti prevence hyperplazie cévnich HSB vlivem
antiproliferacniho 1é¢iva Sirolimus (Rapamycin izolovany ze Streptomycet).
V prvni praci (Filova et al. 2011) sledujeme vliv vy$e zminéného 1éku v podminkéach in

vitro na buné¢nych kulturach cévnich HSB izolovanych z aorty laboratniho potkana kmene
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Wistar, v praci druhé a tieti (Skalsky et al. 2011, 2012) se zabyvame pasobenim Sirolimu ve
zvifecim modelu (kralik) pfi implantaci autologniho zilniho bypassu z v. jugularis externa na a.
carotis communis (obr. 2).

Pozvolné uvolilovani 1é¢iva bylo vyieseno jeho zabudovanim do polyesterové sitky, ktera
ve form¢ periadventicidlniho obalu zajiStovala 1 mechanickou podporu zilniho bypassu. Sitka
byla impregnovana rozpusténym polymerem Purasorb (kopolymer kyseliny L-mlécné a e-
kaprolaktonu) a Sirolimem v chlorbenzen-etanolu.

Ve studii in vitro (Filova et al. 2011) jsme sledovali vliv siték s niZsi a vyssi koncentraci
1é¢iva (sitka 1, sitka 2), pticemz sitka 2 byla nasledné prekryta jesté jednou vrstvou Purasorbu.
Tretim typem vzorku, ktery poslouzil i jako kontrolni material, byla sitka impregnovana
samotnym Purasorbem bez Sirolimu. Jako dalSi referencni vzorek nam poslouZzilo dno
polystyrenovych kultiva¢nich misek.

Pfitomnost siték vyznamné neovlivnila viabilitu HSB in vitro. Procento Zivotaschopnych
bun¢k v populaci se pohybovalo mezi 86 — 98%. Avsak podle ptedpokladu doslo ke snizeni
proliferacni aktivity HSB plsobenim uvolfiovaného 1éciva. U sitky 1 dosSlo ke statisticky
vyznamnému snizeni po¢tu HSB v ¢asovych intervalech 2, 7 a 14 dni. V porovnani s potem
bunék rostoucich na kontrolnim polystyrenu se pocet bun¢k ve vySe zminénych intervalech
snizil o cca 22%, 29% a 25%. U sitky ¢. 2 doslo ve stejnych ¢asovych intervalech ke snizeni
poctl bunék dokonce o 68%, 76% a 60% (v porovnani s pocty bunék na kontrolnim
polystyrenu).

Pfi pokusu ve vySe zminéném zvifecim modelu polyesterova sitka obsahujici Purasorb
v kombinaci se Sirolimem (0.14 mg / cm?) slouZila i jako mechanickd podpora Zilniho
bypassu, ktery byl do sitky zabalen neprodlené po jeho naSiti (obr. 2). Za tfi tydny doslo ke
snizeni tlouStky intimy 0 47 + 10% v porovnani s intimou kontrolniho cévniho $tépu bez sit’ky.
I samotna polyesterova sitka bez ptitomnosti Sirolimu méla vliv na tloustku intimy - jejim
pusobenim doslo ke sniZeni tloustky intimy o 35 £ 9% (Skalsky et al. 2011). Vyrazné se snizila
i tloust’ka tunica intima i celého komplexu tunica intima-media, a tento ptiznivy stav se udrzel i

za 6 tydnti po implantaci (Skalsky et al. 2012).
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Obr. 2. Systém uvolnujici Sirolimus ptiloZzeny periadventicialné na autologni bypass vytvoreny
z v. iugularis ext. a nasity na a. carotis communis laboratorniho kralika. A: schéema chirurgické
techniky vytvofeni a implantace bypassu, B: autologni véna ptfed vytvorenim bypassu, C:
samotny vendzni bypass s vyraznou dilataci, D: vendzni bypass s periadventicialnim systémem

uvoliujicim 1é¢ivo a poskytujicim oporu cévni sténé (Skalsky et al. 2012)
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4.3. Rist kostnich MG 63 bunék na kompozitnich nanovlikennych
membranach z PLGA kombinovanych s nanodiamanty

Patizek M, Douglas TEL, Novotna K, Kromka A, Brady MA, Renzing A, Voss E, JaroSova M,
Palatinus L, Tesarek P, Ryparova P, Lisa V, dos Santos AM, Bacakova L: Nanofibrous
poly(lactide-co-glycolide) membranes loaded with diamond nanoparticles as promising
substrates for bone tissue engineering. Int J Nanomed 7: 1931-1951, 2012b; IF = 4.976

V této praci jsme odbocili z oblasti cévniho tkénového inzenyrstvi a vénovali se
inzenyrstvi tkan€¢ kostni. Na pfistroji Nanospider (Elmarco, Liberec) jsme metodou
elektrostatického zvlakinovani pfipravili nanovlakenné nosice kostnich bun¢k z kopolymeru
PLGA obohaceného nanokrystalickymi diamanty (cca 23 hm. % ve vysledné membrang).

Vladkna membran s nanodiamanty byla o néco tlustsi (pramér 270 + 9 nm) nez vlakna
membran z ¢isttho PLGA (218 £ 4 nm). Plocha vstupti do p6rti mezi vlakny byla mensi u
membrén s nanodiamanty (0.46 + 0.02 pm?) neZ u membrén z &istého PLGA (1.28 + 0.09
pm?). Membrany s nanodiamanty obsahovaly vice shluki materialu (33 361 + 6 182 shluki na
mm? ve srovnani s 8 340 + 1 495 shluky / mm? na membréanach z ¢istého PLGA), a tyto shluky
byly vé&tsi (plocha shluki na mikrofotografiich ¢inila 3.54 + 0.90 um? ve srovnéni s 2.13 + 0.75
um® na membréanach z &istého PLGA). Transmisni elektronova mikroskopie prokézala, Ze
shluky materidlu jsou tvofeny pievdzné nanodiamanty. V¢EtSi shluky nanodiamantt se
vyskytovaly 1 mimo vlakna PLGA (vzajemné propojovaly i nékolik vlaken), mensi shluky
vy¢nivaly z vldken. Nanodiamanty se vSak vyskytovaly i rovnomérné rozptylené uvnitt
nanovlaken (obr. 3).

Pii testech zkoumajicich mechanickou odolnost membran proti protrzeni byly lepsi
vysledky zaznamenany u PLGA membrany s nanodiamanty. U testl na pevnost v tahu nebyly
vSak mezi mebranami pozorovany zadne statisticky vyznamné rozdily.

V ramci vyzkumu potencialniho vyuZziti membran pro inzenyrstvi kostni tkan¢ jsme tyto
nosice osadili lidskymi kostnimi buiikami linie MG 63. Poc¢atecni adheze i nasledna proliferace
bunék probihala uspé$né a byla obdobna u obou typli membran, i kdyZ pocty bunck na
membranach a plocha jejich rozprostieni byly niz8i nez v kontrolnich polystyréenovych
jamkach. Nicméné rast bun€k na obou typech membran byl po celou dobu pokusu (1-7 dni)
kontinualni, mél vyrazné vzestupnou tendenci, a tak sedmy den po nasazeni byly membrany

rovnomérné a souvisle osidleny bunkami. Jejich tvar byl typicky pro MG 63 buiky, tj.
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polygonalni ¢i protahly, a obdobny jako u bunék rostoucich na kontrolnim polystyrenu (obr. 3).
Ackoliv plocha rozprostieni bun¢k a dynamika jejich rGstu na obou typech membran byly
prakticky shodné, bunky na membranach s nanodiamanty mély pocetnéjsi, vétsi a pravidelnéji
rozmisténé fokalni adhezni plaky obsahujici talin nez bunky na membranach z ¢ist¢ého PLGA,
ttebaze tyto plaky piece jen nebyly tak napadné vytvorené jako u bunck paralelné rostoucich na
kontrolnim polystyrenu.

Viabilita bungk, tj. procento zivotaschopnych bunék v populaci, posuzované komeréné
dostupnym testem LIVE/DEAD, ¢inilo 92 az 97% na obou typech membran. Tyto hodnoty
byly sice pon€kud niz$i nez u bun¢k na kontrolnim polystyrenu, nicméné stale jeste je lze
povazovat za vysoké a odrazejici fyziologicky ubytek bun€k v normaélnich bunéénych
populacich. Hodnoty zivotaschopnosti bunék byly rovnéz ponékud niz§i na membranach
s nanodiamanty nez na membranach ¢istych.

Jak ukazalo méfeni produkce TNF-o buitkami MG 63 i makrofagy RAW 264.7 do
kultivaéniho média, a rovnéz sledovani koncentrace molekul ICAM-1 v homogenatech
ziskanych z uvedenych buné€k, nevyvolavaly nami vytvofené nanovldkenné mebrany
snanodiamanty ~vyznamnou imunitni aktivaci bunék ve srovnani s kontrolnimi
polystyrénovymi miskami. Obsah uvedenych faktorG v kultivaénim médiu i bunécnych
homogenatech byl dokonce nizs8i nez v ptipadé¢ bun€k péstovanych na PLGA obohacenych

srovnatelnou koncentraci nanocastic hydroxyapatitu (~23 hm.%).
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Obr. 3. Morfologie nanovlakennych membran a lidskych kostnich bunék linie MG 63
v sedmidennich kulturach na téchto nosi¢ich. A, C: membrany z ¢ist¢tho PLGA; B, D, E:
membrany z PLGA s piimési nanokrystalickych diamantt; F-H: buiiky MG 63 na membranach
z ¢istétho PLGA (F), z PLGA s nanodiamanty (G) a na kontrolnim kultivaénim polystyrénu
(H). A, B: skenovaci elektronovy mikroskop; C-E: transmisni elektronovy mikroskop; F-G
opticky mikroskop Nikon Eclipse Ti-E, obj. 20x1.5, digitalni kamera Nikon DS-Qil MC,
software NIS-Elements AR, verse 3.10; sumarizace Z-fezii s dekonvoluci (Pafizek et al.
2012b).
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5. Diskuse

Tato prace se zabyva tfemi zdkladnimi useky problematiky biomateridld a tkanového
inzenyrstvi, a sice studiem interakce cévnich hladkych svalovych bunék s materialy vyvijenymi
pro potenciadlni konstrukci cévnich nahrad, cilenou dodavkou lé¢iv do autolognich cévnich
nadhrad za ucelem zabranit nadmérné proliferaci HSB a interakci kostnich bunck
s kompozitnimi nanovlakennymi a nanoc¢asticovymi nosici.

Pokud jde o cévni néhrady, vyrobit syntetickou polymerni cévni protézu je v soucasné
dobé pomérn¢ jednoduchy proces, ale vyrobit ji tak, aby byla biokompatibilni, bioaktivni a

umoznovala osidleni funkénimi bunkami typickymi pro fyziologickou cévni sténu, je kol jiz
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5.1. Cévni hladkeé svalové buiiky v kulturach na modifikovaném polyetylénu

V prvni Casti této prace, vénované problematice cévnich ndhrad, jsme se zaméfili
predevsim na Upravy povrchu modelového materidlu polyetylénu o vysoké hustot¢ (HDPE) a
nizké hustoté¢ (LDPE), a chovani HSB v kulturach na téchto nosicich.

Polyetylén v nemodifikované podobé neni piili§ vhodnym materialem pro adhezi a rast
bunék. Je totiz pomérné vysoce hydrofobni - hodnoty kontaktniho Uhlu vodni kapky na jeho
povrchu se pohybuji okolo 100 stupnii. Je znamo, adheze bunék k umélému materialu je
zprostiedkovéana specifickymi molekulami, které jsou spontanné adsorbovany k tomuto
materialu z télnich tekutin v podminkéach in vivo, a ze séra kultivaéniho média v podminkéach in
vitro. Jedna se v podstaté o molekuly docasné ¢i trvalé extracelularni matrix, jako je napf.
fibrinogen, fibrin, vitronektin, fibronektin, kolagen, laminin. Uvedené molekuly mohou byt
rovnéz syntetizovany a deponovany na material buiikami v blizkém kontaktu s materialem.
OvSem k vysoce hydrofobnim materialim se tyto molekuly adsorbuji v rigidni denaturované
podobg, a jejich specifickd vazebna mista, napt. peptidy S RGD sekvencemi, jsou tak méné
dostupnéa adheznim receptorum bunék (pro piehled viz Bacakova et al. 2004, 2011a; Bac¢akova
et Svor¢ik 2008, Paiizek et al. 2011). Polyetylén v nemodifikované podobé je tedy mozno
povazovat za materidl bioinertni, ktery je sice tolerovan bufikami, ale neni schopen v buiikach
navodit specifické biologické odpovédi a aktivné regulovat jejich chovani na svém povrchu.
Takové chovani je vSak mozno navodit fyzikalné-chemickymi Gpravami jeho povrchu.

Prvnim stupném Upravy materialu, ktery byl spole¢ny pro vSechny studie provedené na

polyetylénu, bylo ozéafeni plasmatem argonu. Ozaieni plasmatem, podobné jako ozéfeni ionty
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¢i UV svétlem, obecné zvySuje aktraktivitu povrchli polymernich material pro adhezi a
nasledny rtst bunck. Jak bylo jiz naznaCeno v ivodni Casti této prace, mechanismus této
pfiznivé zmény je nasledujici: vlivem ozafeni dochdzi k odstépovani vodiku (a v piipadé
polymert jinych nez polyetylén i dalSich atomi) na polymernich fetézcich, k rozstépeni
samotnych fetézctl, a tim ke vzniku radikalt. Radikaly reaguji s kyslikem z okolni atmosféry
(vCetné zbytkové atmosféry v ozafovaci komote, kde obvykle nebyva dosazeno absolutniho
vakua), a v povrchové modifikované vrstvé polymeru se vytvaieji chemické funcni skupiny
s obsahem kysliku. Jak 1ze prokazat pomoci metodami FTIR, RBS ¢i XPS, jedna se zejména o
skupiny peroxidove, esterove, éterové, hydroxylové, karbonylové, karboxylové a amidové
(Svorcik et al. 2006b, pro piehled viz Bacakova et Svoréik 2008, Patizek et al. 2009, 2011).
V celkovém vysledku maji funkéni skupiny s obsahem kysliku pozitivni vliv na smacivost
povrchu materialu (Rockova et al. 2004, Kotal et al. 2007), coz je jedna z vlastnosti materialu,
ktera rozhoduje o uspéchu adheze a nésledném riastu bunék v nasi predstavé biokompatibilni
cevni nahrady (Bacakova et al. 2001, Rockova et al. 2004). Skupiny obsahujici kyslik zvysuji
smacivost polymeru, a tato smacivost umoziuje absorpci molekul ECM ve vyhodné
geometrické konformaci, ve které jsou specifickd vazebnd mista (obvykle specifické
aminokyselinové sekvence), dobie pristupna adheznim receptorim buné¢k, z nichz byly zatim
nejdokonaleji popsany integriny. V této souvislosti je nutno podotknout, Ze smacivost materialu
musi byt pfimé&fena. Ptili§ vysoka smacivost povrchu materiélu, spojend navic s jeho mobilitou,
znemoziuje adsorpci proteint, ¢i alesponl jsou proteiny adsorbovany slabé a nestabilné. Bunky
potom bud’ viibec nejsou schopny k materialu adherovat, nebo jsou uchyceny slab¢, adheruji
malou plochou a jsou nachylné ke spontannimu odtrzeni od materialu (pro piehled viz
Bacakova et al. 2004, 2007a, 201 1a, Ba¢akova et Svoréik 2008).

Ozéteni plazmou se projevilo pfimo i na struktufe povrchu modifikovanych materiala,
kdy doslo ke zvySeni drsnosti povrchu materiali v fadu nanometr. Jak bylo prokazano
metodou AFM, tato nanodrsnost povrchu modifikovanych vzorkd byla v piimé pozitivni
spojitosti s pfitomnosti skupin obsahujicich kyslik a smacivosti povrchu. Lze fFici, ze
nanodrsnost navozuje (synergisticky se smacivosti) adsorpci proteint zprostiedkujicich adhezi
bunék ve vyhodné geometrické konformaci a zlepSuje tak adhezi bunék (Webster et al. 2000,
Price et al. 2004; pro ptehled viz Bacakova et al. 2011a). Nerovnosti na povrchu PE mély
obvykle podobu lamelarnich struktur, které vznikly v oblastech ptechodu mezi krystalickymi a
amorfnimi fazemi na povrchu polyetylénu (Svor¢ik et al. 2006b).

Radikaly vzniklé po rozstépeni polymernich fetézct vlivem ozéfeni reaguji i vzajemné

mezi sebou, coZz vede ke vzniku konjugovanych dvojnych vazeb v uhlikovych fetézcich
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polymeru. Povrchova vrstva polymeru se totiZz stava elektricky vodivou, coZz se projevuje
vyraznym poklesem jejiho elektrického odporu o n€kolik fadu (Bacakova et al. 1996, 2001, pro
prehled viz Bacdkova et Svoréik 2008, Bacakova et al. 2011a,b). I tato skute¢nost se mohla
podilet na zlepSené adhezi a rustu bunék na polyetylénu ozafeném plasmatem — bylo napf.
prokdzéano, ze elektroaktivni materialy zvySuji bunéfnou kolonizaci, a to 1 bez aktivni
elektrické stimulace komplexu buiika-material. Vysvétlenim je opé€t zlepSeni adsorpce proteinti
zprostiedkujicich adhezi bunck ¢i metabolickych parametrti bunék, jako je mitochondrialni
aktivita, proteosyntéza a zejména pienos signalu iontovymi kanaly (pro ptehled viz Bacakova
et al. 2011b).

Délka ozafeni polyetylénu v naSich pokusech ¢inila 50-400 sekund, pticemz pozitivni
zmény povrchu materidlu se nejvice projevily v krat§ich casovych casovych intervalech
ozafeni. Pfi delSim intervalu ozafeni jiz hrozil zvySeny vyskyt volnych radikala, jejichZ
pritomnost ma negativni vliv na kultivované bunky. Pii déletrvajici expozici je také zvySené
riziko druhotného odstépeni jiz vzniklych kyslikovych skupin, a polymer tak v disledku toho
opét snizi svou smacivost (Pafizek et al. 2009, Svor¢ik et al. 2009, Kasalkova et al. 2007,
2010).

Dals§im zajimavym vysledkem naSich studii bylo, Ze na modifikaci plasmatem vyraznéji
reagoval HDPE nez LDPE, coz se projevilo vyraznéjSim zvySenim jeho smadcivosti a
povrchové drsnosti fadoveé v nanometrech, a v disledku toho i vyrazngjsim zvysenim bunécné
kolonizace. Jinymi slovy, rozdily v po¢tu bunék na HDPE pied ozafenim a po ozateni byly Iépe
patrné nez na LDPE, nebot’ LDPE jiz ptfed modifikacemi umoziioval adhezi relativné vysokého
poétu bunék (Svorcik et al. 2006b , Kasalkova et al. 2007). Jednim z vysvétleni zvysené
citlivosti HDPE k ozafeni plasmatem by mohla byt rozdilna struktura obou typt polyetylénu.
Molekuly LDPE jsou rozvétvenéjsi nez molekuly HDPE, jsou mén¢ krystalické a jsou méné
ptiléhave usporadany, v dasledku ¢ehoZ jsou k sobé vazany niz§imi intermolekularnimi silami
a material vykazuje niz8i pevnost v tahu. Na druh¢ strané je vSak LDPE pruznéjsi a ma vyssi
schopnost navratnosti do pivodniho stavu po deformaci (Malpass 2010). Kvili vyssi citlivosti
k modifikaci plasmatem byl k navaznym modifikacim a studiim chovani buné€k proto nadale
pouzivan HDPE.

Dal$im stupném modifikace materialu, ktery navazoval na ozafeni plasmatem, bylo
roubovani biomolekul a nanocastic, konkrétné glycinu, polyetylén glykolu, albuminu,
koloidnich ¢astic uhliku samotnych ¢i v kombinaci s albuminem a nanocastic zlata (Pafizek et

al. 2009, Svor¢ik et al. 2009, Kaséalkova et al. 2007, 2010). Na uchyceni téchto latek na
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povrchu polymeru se podilely jednak radikaly, jednak i dalSi reaktivni mista materialu, jako
jsou kyslikové skupiny a dvojné vazby.

Roubovani HDPE molekulami Gly a PEG jest¢ vice snizilo kontaktni uhel a zvysilo
smacivost povrchu polymeru oproti povrchu ozéafeného pouze plasmou. Lze to vysvétlit
predevs§im dal§im zvySenim koncetrace Kysliku v povrchové vrstvé polymeru po roubovani
uvedenych molekul. Na druhé strané po roubovani molekulami BSA, ¢asticemi C a BSA+C
hodnota kontakniho Uhlu vzrostla (tj. smacivost klesla) oproti hodnotdm naméfenym na
vzorcich modifikovanych pouze plasmatem. OvSem tato smacivost zustavala stale vyS$i nez na
nemodifikovaném HDPE. Rovnéz modifikace nanocasticemi Au méla ptiznivy vliv na snizeni
hodnot kontaktniho uhlu (tj. zvySeni smacivosti) oproti materidlu nemodifikovanému. Navic
dodala materialu nerovnosti v fadu nanometrd pfiznivého (tj. zaobleného) tvaru pro kolonizaci
buiikami. Proto bylo mozno ocekévat, ze modifikace biomolekulami a nanoc¢asticemi jeste dale
zkvalitni povrch polymeru po ozafeni plasmatem pro kolonizaci bunikami.

Protoze vSechny modifikace biomolekulami, uhlikem i zlatem byly provadény ve vodném
prostiedi, a vzorky byly nésledné¢ vystaveny dalSimu vlivu tohoto prostfedi v bunécnych
kulturach, bylo nutné posoudit vliv vody na povrchovou vrstvu polyetylénu ozafeného
plasmatem. Jak jiz bylo feceno, povrchova vrstva polymeru podléhd po ozareni degradaci na
nizkomolekularni fragmenty — jinymi slovy, dochazi k tzv. ablaci povrchové vrstvy polymeru.
Ve vodném prostfedi pak dale dochézi k tzv. odleptani zminénych nizkomolekularnich
fragmentt. Kyslikové funéni skupiny pivodné umisténé na povrchu materialu jsou tak z velké
¢asti smyty. OvSem na povrch materidlu se dostava kyslik, pivodné deponovany pod povrchem
materidlu (maximalni koncentrace v hloubce 20 nm), a dochézi tak k vytvofeni novych
povrchové orientovanych polarnich skupin, generujicich smacivost polymeru. Pritomnost vody
méla vliv 1 na zmény v morfologii povrchu. Drsnost povrchu byla vlivem rozpusténi
nizkomolekularnich fragment ponékud sniZena, nicméné néasledné roubovani molekulami Gly,
PEG, BSA, BSA+C i Au drsnost povrchu opét navysilo (Pafizek et al. 2009, Svor¢ik et al.
2009).

Dalsim dulezitym aspektem studii interakce bunék s modifikovanymi polymery bylo tzv.
vyzravani téchto vzorka. Tyto studie byly provadény na materidlech starSich 20 dnd, kdy doslo
K jejich stabilizaci, ¢ili kone¢nému ustaleni orientace kyslikovych skupin, biomolekul a
nanocastic v povrchové vrstve.

Jako srovnavaci material pro vzorky HDPE jsme pouZili polystyren (PS), ze kterého byly
vyrobeny kultiva¢ni misky. Jedna se v podstaté o idealni material pro kultivaci bunék, jehoz

kontaktni uhel se pohybuje v rozmezi cca 56° - 64°, tj. v rozmezi mirné, pfiméfené smacivosti
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(Corning 1994-2012, internetova citace). Ze ziskanych vysledki vyplynulo, ze modifikované
vzorky HDPE byly pro adhezi a rist bun¢k vyrazn¢ vhodnéjsi nez polymer nemodifikovany, a
et al. 2009). Na nemodifikovaném polyetylénu nebyla zjisténa zadna piitomnost kysliku ¢i
dvojnych vazeb, a pokusy o jeho modifikaci roubovanim vyse zminénych molekul a nanocastic
se ukdzaly jako nelspéSné. Jeho povrch tedy reagoval jako bioinertni, coz byl hlavni faktor
limitujici adhezi a rast bunék. V souladu s temito nalezy adherovaly buriky na nemodifikovany
HDPE vVvnizkém pocCtu azastavaly prevazné kulovité, tj. neschopné rozprostieni.
Nedostate¢nou adhezi k materialu kompenzovaly adhezi mezibuné¢nou, coz vedlo k vytvaieni
aglomerati bun¢k a nerovnomérnému osidleni povrchu polymeru, které bylo ostrivkovitého
charakteru.

Naproti tomu na vSech vzorcich modifikovanych ozafenim plasmatem a roubovanim
biologicky aktivnich latek adherovaly buniky rovnomérné po celém povrchu a byly dobie
rozprostiené, obvykle polygonalniho tvaru. M¢ly dobie vyvinuté fokalni adhezni plaky i a- a -
aktinovy cytoskelet. Jejich proliferace méla vzestupnou tendenci v case a vedla k vytvoreni
konfluentniho bunécného pokryvu vzorkl. Bunky rovnéz nevykazovaly znamky cytotoxického
poskozeni, jak bylo moZno usuzovat z procentualniho zastoupeni zivych bunék, uréeného pii
automatickém pocitani bunék ptistrojem Vi-CELL XR Analyser. PoCty Zivotaschopnych bun¢k
se pohybovaly mezi 73 - 97% a v prubéhu pokusu se zvySovaly. Je pravdépodobné, ze na
umrtnosti bunék se nejvice podilela trypsinizace a nasledna samotna procedura pocitani v
piistroji.

Vysoké pocty bun¢k a velikost adheznich ploch, pravé tak jako vyrazné vyvinuté fokalni
adhezni plaky, relativné vysoké koncentrace proteinti fokalnich adheznich plaka talinu,
vinkulinu a paxillinu, a rovnéz relativné vysoké koncentrace kontraktilnich proteint alfa-aktinu
a isoforem SMla SM2 myosinu, tj. markerti diferenciace HSB ke kontraktilnimu fenotypu,
byly pozorovany zejména na HDPE modifikovaném PEG nebo BSA. Tyto vysledky jsme
povazovali za zajimavé a necekané, nebot’ z jinych studii jsou PEG a BSA znamé jako
neadhezivni pro bunky a byly dokonce vyuzivany pro konstrukci povrchi zabranujicich
bunééné adhezi (Bacakova et al. 2007a). V piipad¢ PEG byla konstrukce antiadhezivnich
povrchll zalozena na jeho vysoké hydrofilii, a pokud byl fetézec PEG na povrchu podlozniho
materiadlu ukotven jednim ze svych konct, i na vysoké mobilité povrchu, zptisobené ,,vlanim*
fetézcli ve vodném prostiedi, napf. kultivaéniho média. Vysoka hydrofilie povrchu spojena
s jeho mobilitou je vyraznou pifekdzkou pro adsorbci proteini zprostfedkujicich adhezi bunék.

Avsak je nutno mit na paméti, Zze antiadhezivni vlastnosti PEG jsou zavislé na jeho koncentraci

57



na povrchu polymeru a také na délce jeho fetézct (uréené molekulovou hmotnosti fetézct).
V nasi predchozi studii, ktera sledovala riist HSB na kopolymeru poly(DL-laktidu) a PEG, byl
néjveétsi prekazkou pro uspéSnou adhezi a nasledny rist bunék PEG v koncentraci 33-45
vysSi koncentrace (tj. 5 az 18 hm. % a 70 hm. %) a délky fetézci PEG (m.h. 5 000 a 38 000
umoziovaly adhezi, tvorbu fokalnich adheznich plakd obsahujicich vinkulin a nasledny rast
bunék (Filova et al. 2004, Bacakova et al. 2007a).

Jaké je vysvétleni téchto pozoruhodnych jevi? Kratké fetézce o nizkych koncentracich, tj.
o relativné dlouhych vzajemnych vzdalenostech, zifejmé nepokryvaji dostatecné povrch
materiadlu, nezajiStuji tak jeho vysokou dostate¢nou hydrofilii a zejména mobilitu, a umoziiuji
tak adsorpci proteint zprosttedkujicich adhezi bun€k v prostorach mezi fetézci. Dlouhé fetézce
s hustou distribuci se vzajemné propletou, ztrati mobilitu a rovnéz tak umozni adsorpci protein
zprostiedkujicich adhezi bunék. Propleteni fetézci mohlo nastat i ve studii Pafizka et al.
(2009), nebot’ PEG uzity v této studii byl relativné dlouhy (m.h. 20 000). Navic byly dlouhé
fetézce PEG na polymer aktivovany zafenim ziejmé¢ ukotveny v mnoha bodech, coz dale
snizovalo jejich mobilitu.

Abychom hloub¢ji analyzovali tuto problematiku, porovnali jsme adhezi a rust HSB na
HDPE roubovaném PEG s velmi kratkymi fetézci (m.h. 300) a fetézci dlouhymi (m.h. 20 000)
(Kasalkova et al. 2010). Na povrchu s kratkymi fetézci byl pocet inicialné adherovanych bunék
1 jejich dal$i nartst vyrazné nizsi nez na povrchu s dlouhymi fetézci. Lze ptredpokladat, ze
kratsi fetézce PEG mély vétsi pravdépodobnost byt na povrchu HDPE aktivovaného ozéatfenim
ukotveny pouze v 1 bodg, tj. jednim ze svych konci, a tim mély vétsi moznost mobility v
tekutém prostiedi kultivacniho média, pfi¢emz jejich koncentrace na povrchu polymeru mohla
byt vzhledem k vysokému poctu vazebnych mist vzniklych ozafenim relativné vysoka. Naproti
tomu dlouhé fetézce PEG byly pravdépodobné ukotveny ve vice bodech, coz jejich mobilitu
vyrazné snizovalo. Pro ukotveni PEG s dlouhymi fetézci ve vice bodech mluvi i tvorba
rozvétvenych hvézdicovitych formaci PEG na povrchu HDPE, ktera vSak muze byt zpisobena i
procesem krystalizace PEG (Kubova et al. 2007, Kasalkova et al. 2010). Nicméné, na HDPE
roubovaném kratkymi fetézci PEG podobné ttvary nebyly pozorovany a HDPE si podrZel svou
puvodni lamelarni strukturu. HDPE s kratkymi fetézci PEG byl méné hydrofilni nez HDPE
roubovany dlouhymi fetézci PEG, a to zfejmé kvuli niz§imu obsahu kysliku. Jelikoz se vSak
kontaktni thel vodni kapky u obou material pohyboval v rozmezi pfiméfené hydrofilie (cca
55°-70°), tato okolnost nehrala ziejm¢e vyraznéjsi roli v rozdilech v bunééné kolonizaci obou

povrchu.
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BSA je protein, ktery neobsahuje vhodné aminokyselinové sekvence pro vazbu adheznich
receptori bunék. Avsak tento protein napomahd adsorpci proteini zprostiedkujicich adhezi
bungék, jako je vitronektin a fibronektin, v geometrickych konformacich vhodnych pro navdzani
adheznich receptor bun¢k. Tento jev by mohl vysvétlit zvySenou adhezi a rist HSB na HDPE
roubovaném BSA 1 jejich diferenciaci smérem ke kontraktilnimu fenotypu. Toto ptfiznivé
chovani HSB bylo déle zlepSeno roubovanim povrchi s BSA koloidnimi ¢éasticemi uhliku.
Tento nalez je v souladu s vysledky naSich pfedchozich studii i studii jinych autort, kdy
obohaceni substratu uhlikem riznymi technikami, napf. po jeho ozafeni ionty (Pignataro et al.
1997, Bacakova et al. 1996, 2000a,b) potazeni vrstvou amorfniho uhliku (Kubova et al. 2007)
nebo depozici uhlikovych nanocastic, jako jsou fullereny, nanotuby ¢i nanodiamanty
(Bacakova et al. 2007b) mélo pozitivni vliv na adhezi a nasledny rtst bunék v kulturdch na
téchto materidlech.

Roubovani glycinu na povrch HDPE ozéafené¢ho plasmatem mélo rovnéZz pozitivni ucinek
na adhezi, rist a fenotypickou maturaci HSB. Tato aminokyselina je sice soucasti sekvence
RGD, ligandu pro integrinové adhezni receptory bunék, ale sama o sob&é se pfimo na tyto
receptory nevaze. Pritomnost kyslikovych skupin a aminoskupin vSak zvySuje polaritu i kladny
elektricky naboj adhezniho substratu bunék, coz pusobi piiznivé na adsorpci proteint
zprostiedkujicich adhezi bunék, zejména na jejich zadouci geometrickou konformaci (Heitz et
al. 2003, Mikulikova et al. 2005; pro ptehled viz Bac¢akova et al. 2011a).

Rovnéz roubovani nanocasticemi Au mélo podobné pozitivni vliv na rast bunék jako
roubovani biomolekulami a koloidnimi c¢asticemi uhliku v piedchozich studiich. Tento
vysledek 1ze opét vysvétlit snizenim kontaktniho uhlu a zvySenim smacivosti povrchu vzorku.
Navic roubovani nanoc¢ésticemi Au zaoblilo plivodné relativné ostry a Spicaty tvar nerovnosti
na HDPE pouze ozafeném plazmatem, coz dale podpofilo adhezi i naslednou proliferacni
aktivitu bun¢k. Zajimavym nalezem byla zvySena citlivost fibroblasti linie 3T3 k uvedenym
modifikacim ve srovnani s cévnimi HSB, ktera se projevila vyraznéj$im zlepSenim adheze a
rastu bun¢k 3T3 na modifikovaném HDPE. Bylo by totiz moZzno ocekavat opacny vysledek, a
to z toho divodu, Ze bunky linii, dlouhodob¢ adaptované na podminky bunécné kultury, reaguji
obvykle méné¢ citlivé na zmény kultivacniho prostiedi, véetné zmén adhezniho substratu, nez
bunky v primokulturach ¢i subkulturach, za jaké lze povazovat HSB, které jsme v naSich
pokusech pfimo izolovali z aorty potkana. Na druhé strané se v naSich pokusech jevila
schopnost adheze fibroblastii 3T3 jako napadné niz$i ve srovnani s HSB, a to i na substratech
pro adhezi vhodnych, jako jsou modifikované polymery a polystyrenové misky upravené pro

tkanové kultury. Builky 3T3 adheruji vyrazné mensi plochou a jsou nachylnéjsi ke
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vlastnostem adhezniho substratu nez HSB. HSB primarné¢ adheruji vétsi plochou i1 pevnéji, a
proto jsou ziejmé schopny snést i méné vhodné substraty. Diky své relativné pevné adhezi a
vétsimu rozprostieni pak ziejmé proliferuji i pomaleji. Je totiz zndmo, ze rast bun¢k dosahuje
nejvysSich hodnot pfi stiedni pevnosti jejich adheze. Pokud je tato pevnost vysoka, tj. bunky
adheruji velkou plochou a pocetnymi dobie vytvofenymi fokalnimi adheznimi plaky, maji
tendenci snizit svou proliferacni aktivitu a nastartovat diferenciacni program (pro ptehled viz

Bacakova et al. 2004, 201 1a; Bagakova et Svoréik 2008).

o7 7

5.2. Polymerni sit’ky Fizené uvoliiujici Sirolimus pro prevenci hyperplazie

Ve

cevnich HSB v bypassu z autologni zily

Druha ¢ast této prace byla vénovana cilenému pusobeni 1é¢iva na HSB autolognich
cévnich nahrad, a to v podminkéach in vitro (Filova et al. 2011) a in vivo ve zvifecim modelu
(Skalsky et al. 2011, 2012). Jednalo se o vyvoj perivaskularniho systému s fizenym
uvoliiovanim antiproliferani latky Sirolimus. Nasim cilem bylo sniZeni rizika pfipadnych
restendz transplantovanych autolognich cévnich §tépi (napiiklad pro vytvofeni
aortokoronarniho bypassu) za pomoci uvolilovani lIéCiva ze specidlni polymerni sitky umisténé
periadventicidlné. Vychazeli jsme z ptredpokladu, ze lokélni uvoliiovani 1é¢iv ptimo do cévni
stény ma pozitivni vliv na prevenci restendz a nezpiisobuje jiné, nezddouci reakce organismu,
Casté pii celkovém podani 1éCiv (Pires et al. 2005). Lé¢ivo pusobi piimo v konkrétnim
postizeném miste, U¢inna latka neni vystavena riziku degradace pfi cesté organismem do mista
uréeni (Golomb et al. 1996), a tudiz muze byt podana i v daleko niZsi davce. Pro lokalni podani
léciv do cévni stény byly uz dfive vyuzivany intravaskularni stenty. Z vysledkl studii
zabyvajicich se dlouhodobym sledovanim U¢inkt antiproliferativnich 1é¢iv podavanych formou
téchto stentti (napt. Paclitaxel, Sirolimus nebo Tacrolimus) jsou zndmy nezddouci reakce
vyplyvajici z mechanického i biochemického poskozeni cévni stény stentem umisténym
intraluminalné. Jednalo se zejména o poskozeni endotelu, zvySenou agregaéni aktivitu krevnich
desti¢ek a z toho plynouci riziko nésledné trombozy, vyvolani apoptézy cévnich HSB, a na
druhé¢ stran¢ i nedostatecné snizeni neointimalni hyperplasie poté, co bylo 1éCivo kompletné ze
stentu uvolnéno (Suzuki et al. 2001). Kromé& toho je zvyseno riziko zanétu cévni stény jako
dasledek reakce na ptitomnost polymerni slozky stentu (ktera slouzi jako nosi¢ 1é¢iva), coz ma
rovnéz negativni vliv na hojeni endotelu a zvySuje riziko nasledné trombdzy. Samotné

antiproliferacni 1é¢ivo se navic v prvni fad¢ dostava k endotelu, a mize zpomalovat jeho
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regeneraci. Teprve po piekonani endotelialni bariéry se az druhotné dostava na své hlavni misto
urceni, tj. k HSB, jejichZ neZ&douci proliferaci ma zamezovat.

Naproti tomu z perivaskularniho stentu pronika antiproliferativni 1é¢ivo nejprve k vrstvé
HSB, a lze ptedpokladat, ze k endotelu se dostane jiz v zanedbatelnych koncentracich. Uz i
samotna koncentrace Sirolimu dostatecné k potlaceni proliferace HSB je relativné nizka (IC 50
= 5 ng/ml; Owen et al. 2010), takze ani relativné dlouhodobé uvolinovani Sirolimu (4-6 tydnt),
potfebné k udrzeni HSB v neproliferativnim stavu, by nemélo branit hojeni endotelové vrtvy
Stépu po jejim ptipadném poskozeni béhem implantace $tépu a jeho nasledné dilataci. V nasi
studii provedené v podminkach in vivo na kralicich byly vendzni $tépy, implantované na
arterialni pozici a opatfené periadventicidlnim systémem uvoliiujicim Sirolimus, nejpozdéji za
6 tydnt po implantaci plné endotelizovany (Skalsky et al. 2011, 2012).

Navic perivaskularni stent z vhodné zvoleného materialu plni obdobnou funkci jako
vnéjsi elastickd membrana cévni stény, a slouzi tak jako vyznamna mechanicka opora cévniho
transplantatu, zejména Zilniho, ktery je na arterialni pozici vystaven pisobeni vyssiho krevniho
tlaku a vy$Simu mechanickému namahani. Pfedchazi tak nadmémému roztazeni Stépu po
implantaci, ktera maze aktivovat migraci a proliferaci HSB, a tim rozvoj intimélni hyperplasie
(Dobrin et al. 1989, Mehta et al. 1998).

V naSich studiich jsme pouZili stabilni polyesterovou sit’ku, ktera ma lepsi pfedpoklady
pro mechanickou podporu Zilniho §tépu nez materidly biodegradabilni, které mohou ménit své
vlastnosti a prestat tak plnit funkci mechanické podpory i1 v dobé potiebné ke zhojeni Stépu.
Tento material byl zvolen na zakladé¢ vysledkt piedchozich publikovanych studii diky své
pfijatelné propustnosti, flexibilité, biokompatibilité, pfi¢emz jeho pfitomnost nevyvoldvala
zanétlivé reakce (Hinrichs et al. 1994, Mehta et al. 1998).

Sitky byly pokryty biodegradabilnim kopolymerem L-laktidu a e-kaprolaktonu (j.
Purasorbem) s obsahem Sirolimu. Proces uvoliiovani latky z degradabilni matrice obvykle
probiha ve ttech fazich: nejprve dojde k poc¢ate¢nimu prudkému uvolnéni latky, nasleduje jeji
pozvolna diflze a nakonec probéhne fizena degradace nosice latky (Venkatraman et Boey
2007). Kinetika uvolnovani 1éciva je zavisla na fyzikélnich a chemickych vlastnostech 1éciva,
volbé polymeru nebo kopolymeru a jejich uspotadani do vrstev s 1éCivem nebo bez léCiva
(Finkelstein et al. 2003).

Po dvou a ctyfech tydnech inkubace sit¢k v PBS jsme pozorovali pouze malé erozni
zmény na povrchu. Sirolimus se tedy uvoliioval z polymerni matrice difuizi a nikoli degradaci
polymeru. Ze sitky I se Sirolimus zcela uvolnil po 6 tydnech, kdezto ze sitky II po 4 tydnech.

Ze sitky I se béhem prvniho tydne uvolnila podstatna ¢ast 1é¢iva, zatimco uvolfiovani Sirolimu
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ze sitky II bylo rovnomérnéjsi (tj. bez pocateéniho prudkého uvolnéni). Tyto rozdily v rychlosti
uvolnovani Sirolimu byly zptsobeny odliSnym zplisobem potahovéni siték. Zatimco sitka I
byla potazena homogenni vrstvou Purasorbu v kombinaci se Sirolimem, sit’ka II obsahovala
nejprve vrstvu Purasorbu s dvojnésobnou koncentraci Sirolimu, nez tomu bylo u sitky I, a
nasledn¢ byla tato zakladni vrstva prekryta jesté¢ jednou vrstvou tvorenou Cistym Purasorbem.
Tato svrchni vrstva omezila pocatecni prudké uvolnéni Sirolimu, ktery tak postupné difundoval
skrze ¢isty kopolymer (Filové et al. 2011).

Z ptedchozich studii je znamo, ze Casovy interval potfebny k uplnému uvolnéni 1é¢iva
z polymerniho nosice se muze pohybovat v rozmezi 15 aZz 90 dni (Venkatraman et Boey 2007,
Hausleiter et al. 2005). Pires et al. (2005) uvadi, ze z perivaskularni poly(e-kaprolaktonove)
(PCL) manzety se veSkery Paclitaxel nebo Rapamycin uvolnil po tfech tydnech. Oproti tomu
filmy vyrobené z PLGA, smiSeného s metoxypolyetylen glykolem (MePEG) a pouZité jako
perivaskularni obal s obsahem Paclitaxelu, uvolnily tuto antiproliferacni latku po tfech tydnech
pouze z 5 - 10% (Jackson et al. 2004).

Ve studiich provedenych v podminéch in vitro nami vyvinuté sitky vyznamné neovlivnily
Zivotaschopnost HSB kultivovanych v jejich pfitomnosti, jak bylo zjisténo testem viability
pomoci kitu LIVE/DEAD. Podle piedpokladu vSak doslo ke snizeni prolifera¢ni aktivity HSB
diky uvoliiovanému 1é¢ivu. Toto snizeni bylo vyraznéjsi u sitky €. 2. Plisobenim uvoliiovaného
Sirolimu sice tedy doslo ke snizeni po¢tu HSB kultuie ve srovnani s kontrolni kulturou bez
Sirolimu, ale fyziologické funkce téchto bunék ziistaly zachovany, tudiz lze predpokladat, Ze i
Vv cévni sténé in vivo budou tyto klidove neproliferujici HSB zastavat svou kontraktilni funkci.

V pokusu konaném v podminkach in vivo v zivém krali¢im modelu jsme testovali
synergické pusobeni sitky z PES a Sirolimu na remodelaci stény zilniho stépu. Jak jiz bylo
zminéno vyse, krom¢ piimé dodavky antiproliferativniho 1é¢iva miize perivaskularni systém
branit proliferaci HSB jest¢ mechanickou podporou zilni stény (Mehta et al. 1998). V naSi
studii se synergické pisobeni potvrdilo, nebot’ nejen sit’ka obsahujici Sirolimus, ale i ¢ista sitka
vyznamn¢ snizila tloustku intimy v porovnani S kontrolnimu §tépy v inervalu 3 a 6 tydni po
implantaci. Zajimavé bylo, ze mezi t€mito intervaly se vSak jiz tloustka intimy neménila. Tento
nalez je vsouladu s pozorovanim, Ze maximalni prolifera¢ni aktivity HSB i endotelu je
dosazeno béhem prvnich dvou dnti po implantaci Zilniho $tépu. Ve standardnich podminkach se
tato proliferacni aktivita vraci k fyziologickym hodnotam, tj. prakticky ustava, po 12 tydnech
(Zwolak et al. 1987, Kalra et Miller 2000). Je tedy pravdépodobné, ze masivni uvolnéni

Sirolimu prvni tyden pokusu mélo diraznéjsi protektivni ucinek proti intimélni hyperplasii nez
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stabilni a kontinualni uvolnovani této latky v nizsi koncentraci po zbytek pokusu, které méa pak

spise jiz jen udrzovaci u¢inek (Skalsky et al. 2011, 2012).

5.3. Rust kostnich MG 63 bunék na kompozitnich nanovlikennych

membranach z PLGA kombinovanych s nanodiamanty

V tieti ¢asti své prace jsem se vénoval moznostem vyuZiti nanovlakennych mebran pro
inZzenyrstvi kostni tkang.

Vychézeli jsme z ptepokladu, Ze struktura membrén sloZenych z vldken wvzniklych
metodou elektrostatického zvlaknovani (tj. elektrospinningu) PLGA bude podobna struktuie
ECM kostni tkané, predevsim tedy bude napodobovat kolagenni vlakna obsazena v této matrici.
Dalsi slozkou nanovldkennych siti byly nanocastice diamantu, které mély napodobovat
anorganickou slozku ECM kostni tkané, jako jsou predevsim fosfaty vapniku (hydroxyapatit,
trikalciumfosfat). Zkonstruovali jsme tedy nanovlakenné membrany z ¢ist¢ého PLGA a z PLGA
v kombinaci s nanodiamanty (cca 23 hm.%).

Vyroba nanovlaken je zavisla na mnoha faktorech. Jedna se o typ pouZzitého polymeru,
jeho koncentrace, typ a vzajemny pomér rozpoustédel a cas jejich odpafeni. Zajimavych
zkuSenosti jsme dosahli pfi nastavovani optimalni koncentrace polymeru. Zatimco pii
koncentraci 2,3 hm. % PLGA v rozpoustédle (metylenchlorid a dimetylformamid v poméru
2:3) jsme vytvareli dlouha jemna nanovlékna, jiz jen maly pokles koncentrace na 2,0 hm. %
zpusobil tvorbu shlukti polymeru o velikosti nékolika pm, které byly spojeny kratkymi tenkymi
vlakny.

O priméru vladken rozhoduje povrchové napéti polymeru, elektrostatické sily v procesu
elektrospinningu (jedna se hlavné o napéti a vzdalenost mezi elektrodami, které musi byt
Vv pfiméfeném poméru, Huang et al. 2001, Bish et al. 2011) i vysledna viskozita roztoku.
Zasadni je i charakter samotné metody elektrospiningu. Zatimco v naSi studii dochazelo
k formovani nanovlaken Cist¢ pomoci elektrostatickych sil v ptistroji Nanospider (Elmarco,
Liberec, Ceska Republika), v pievazné vét§ing ostatnich praci (napi. Behler et al. 2009).
Systémy na bazi zasobni stiikacky, kdy je tvorba nanovldken v elektrickém poli podpotfena
kontinualnim pumpovanim roztoku polymeru (napf. rychlosti 0,015 cm/min), a samotna vlakna
se formuji ve vytrysku z jehly.

V pitipadé¢ kompozitnich polymernich nanovldken s nanocasticemi je nutno vénovat
velkou pozornost pfipravé suspenze nanocastic v roztoku polymeru, zejména jejimu fadnému

promichani spojenému se sonikaci ultrazvukem, coz omezuje shlukovani nanocastic. I ptes
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intenzivni michani na magnetické michacce a sonikaci vytvarely vSak nanodiamanty v naSich
nanovlakennych sitich shluky, tfebaze v fadé nanovldken byly i homogenné dispergovany
vV polymerni matrici. Shluky vyc¢nivaly na povrch vldken, formovaly se i mezi vldkny a
v n¢kterych piipadech byly pomérné velké vzhledem k priméru vldkna. Naproti tomu autoii
Behler et al. (2009), ktefi jako prvni vytvofili nanovldkna polymeru v kombinaci
s nanodiamanty metodou elektrostatického zvlakiiovani, sice rovnéz zaznamenali piitomnost
shlukd nanodiamantd, ale jejich primér vSak neptesahoval primér vlaken. Pouzili vSak jiné
polymery, zejména polyamid nebo polyakrylonitril. Koncentrace nanodiamanti v jejich
nanovlaknech ¢inila az 80% hm. %, zatimco v nasi studii to bylo pouze 23 hm.%, pticemz za
optimalni koncentraci nanodiamanti pro tvorbu kompozitnich nanovlaken na bazi polyamidu je
povazovana 40 hm.%. Nanovldkna s nanodiamanty ve studii Behlera et al. (2009) byla
vyvinuta pro technické ucely, napt. pro ptipravu ochrannych obali proti UV zafeni. Z dostupné
literatury vyplyva, Ze v nasi studii (Patizek et al. 2012b) byla nanovlakna s nanodiamanty
poprvé na svété vyvinuta pro potencialni biomedicinské aplikace.

Co se tyce vlastniho ristu lidskych kostnich bun€k MG 63, zjistili jsme, Ze pocty inicidlné
adherovanych bunék, plocha jejich rozprostieni a dynamika nésledné proliferace bunék byly
prakticky shodné u obou typt nanovlakennych membran. JelikozZ tato studie je prvni praci, ve
které byl sledovan rist bunék na nanovladkenném nosici vytvofeném kombinaci polymeru a
nanodiamantii, nemame zaddnou moZznost srovnani naSich nalezl s vysledky jinych autort.
Ptidavek nanocastic jiného typu do polymerniho nanovlakenného nosice vsak obvykle podpofil
rust bunék na daném materidlu. Jako ptiklad muaze poslouzit kompozitni nosi¢ vytvoieny
Z nanovldken polylaktidu (PLA) a mnohosténnych uhlikovych nanotrubicek (MWNT), na
kterém byl rust lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék kostni diené vyznamné vyssi nez
na Cistych nanovlaknech z PLA. Kompozitni vldkna z PLA a MWNT sice méla mensi pramer,
ale rovnéz velikost prostor (port) mezi vlakny byla mensi nez u vlédken z ¢istého PLA. Buiky
rostouci na kompozitnich nanovlaknech z PLA a MWNT tak pfemostovaly pouze mensi
mezery a vsupovaly do castéjSich kontaktd s materidlem, a proto k nému adherovaly
pocetnéjsimi fokalnimi adhezemi (McCullen et al. 2007). Podobna situace nastala i v nasi
studii na kompozitnich nanovldkennych membranach z PLGA a nanodiamantt. Prostory mezi
vldkny kompozitnich membran byly mensi, a builkky na téchto membranach mély pocetnéjsi,
napadnéjsi a rovnomeérnéji rozmisténé fokalni adhezni plaky nez bunky na cistych PLGA
membranach.

Rovnéz je pravdépodobné, ze vyskyt 1épe vyvinutych fokalni adheznich plakli u bunék na

kompozitnich  nanovldkennych membranach s nanodiamanty byl umoznén lepSimi
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mechanickymi vlastnostmi téchto membran v porovnani s membranami z ¢isttho PLGA.
Mechanicky odoln¢jsi materidly jsou méné deformovény trakénimi silami, které produkuje
aktinovy cytoskelet, a diky tomu mohou lépe stimulovat uchyceni bunky k materidlu a
naslednou tvorbu fokalnich adheznich plaka (Engler et al. 2004). Testy mechanické odolnosti
ukazaly, Ze kompozitni membrany s nanodiamanty jsou odoInéjsi vici protrZzeni nez membrany
ze samotného PLGA. Nanovldkna v kompozitnich mebrdnach byla zfejmé posilena jednak
zabudovanim nanodiamantti pfimo do vlékna, jednak prostfednictvim shluk materidlu, které
byly v kontaktu soucasné s vice vlakny a tak mohly zvysit soudrznost membrany. Podobné
piidavek nanodiamantt zvysil i odolnost a tvrdost matrice z polyvynil alkoholu (PVA) (Prasad
et al. 2009) ¢i polylaktidu (Zhao et al. 2010, Zhang et al. 2011; pro ptehled viz Patizek et al.
2012a).

Fokalni adhezni plaky u bunék na kompozitnich nanovlakennych membranach vsak piece
jen nebyly tak velké a pocetné jako u buné€k rostoucich na kontrolnim polystyrenu. Mohutné
plaky ve tvaru pruhd, typické pro bunky péstované na klasickych ,,dvojrozmérnych*
dimenziondlnich substratech (polystyren, sklo) ve statickych kultiva¢nich podminkach, jsou
vSak nékterymi autory povazovany spise za ,,artefakt bunéénych kultur”. Fokalni adhezni plaky
tohoto typu nebyvaji obvykle pozorovany u bunék v podminkach in vivo nebo u bunék
rostoucich na trojrozmérné strukturovanych materialech a v kulturdch v dynamickych
systémech. Ztohoto Uhlu pohledu se pomémné jemné fokalni adhezni plaky u bunék na
nanovlakennych substratech jevi jako vice fyziologické a blizici se pfirozené podobé fokalnich
adheznich plaka v podminkach in situ.

Velikost adheznich ploch bunék, rychlost jejich proliferace a hustota populaci bunék
rostoucich na obou typech nanovldkennych membran byly vyznamné niz$i nez hodnoty zjisténé
u buné€k rostoucich na dné kontrolnich polystyrenovych misek. Tento vysledek byl ponékud
piekvapivy, nebot’ nanovldkenné substraty jsou tradicné¢ povazovany takika za optimalni pro
kolonizaci buitkami, a to diky své architektufe podobajici se ptirozené ECM. Ovsem prostory
mezi nanovlakny v ptirozené ECM obvykle byvaji vyplnény amorfni slozkou ECM (v ptipadé
kostni tkan¢€ i anorganickou slozkou krystalickou), a bufiky v tomto systému, ktery je navic
plné trojrozmérny, vstupuji prakticky celou svou membranou do kontaktu s ECM. V naSem
systému byl kvili pfitomnosti mezer mezi vldkny i1 kvili relativné tenkému primeéru vldken
(fadove desitky a stovky nanometrl) kontakt bun¢k s materialem, ktery je nutny pro Uspé&$nou
kolonizaci materialu bunkami, omezen. Podobné ve studii zaméfené na rust fibroblastt linie
NIH 3T3 na tkanin¢ z PLGA byly plochy rozprostteni bun€k na této tkanin€ o priméru vlaken

140 a 740 nm vyznamné mensi nez na kontinualnim filmu PLGA. Hodnoty naméfené na tomto
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filmu byly srovnatelné pouze s hodnotami zjisténymi na vlaknech o praméru 3600 nm (Kumbar
et al. 2008; pro piehled viz Patizek et al. 2012a).

Mirn¢ znepokojivym vysledkem bylo, Ze zivotaschopnost bunék rostoucich na obou
typech nanovldkennych membran byla ponckud niz$i nez na kontrolnim polystyrenu.
Vysvétleni tohoto jevu by mohlo byt podobné jako u nizsi schopnosti adheze a rastu bunék na
téchto membranach, a sice mensi kontakt bunika-materidl. U bunék zavislych na ukotveni (tzv.
anchorage-dependent cells) je stupen adheze k podloZce rozhodujici pro jejich dalSi
zivotaschopnost, rist a funkci (pro ptehled viz Bacakova et al. 2004, 2011a). AvSak je nutno
mit na paméti 1 pouziti pomérné toxickych rozpoustédel PLGA pfti piipravé nanovldkennych
siti, kterd mohla byt zadrZzena v materidku a v podminkach buné¢né kultury z néj uvoliovana.
Podobné nelze vyloucit ani ur€ity negativni vliv nanodiamantti, ackoliv jsou tyto nanocastice
vSeobecné uznavany za prakticky netoxické, neimunogenni a nemutagenni (Mitura et al. 2006,
Schrand et al. 2007, Amaral et al. 2008; pro pichled viz Bac¢akova et al. 2008). Je vSak znamo,
ze nanodiamanty casto obsahuji nezddouci pfimési, jako je grafit ¢i dokonce iridium (pro
prehled viz Grausova et al. 2011, Pafizek et al. 2012a). Navic nanodiamanty mohly byt i
uvolnény z nanovlakenného nosi¢e a mohly proniknout do bunék. Nedavno bylo popsano
poskozeni DNA u mySich embryonalnich kmenovych bunék nanodiamanty v suspenzi
Vv kultiva¢nim médiu, ackoliv toto poskozeni bylo méné zavazné nez v piipadé MWNT (Xing et
al. 2011). Poskozeni bun€k nanodiamanty bylo vysvétlovano jednak produkci kyslikovych
radikali nanodiamanty, ale 1 adsorpci relativné velkého mnoZstvi sodnych iontd na
nanodiamanty a jejich dodavkou do bun¢k (Zhu et al. 2012). Na druhé strané bylo poSkozeni
bunék nanodiamanty pozorovano v médiu bez séra, zatimco médium se sérem, ve kterém byly
provedeny i naSe studie, m¢lo proti tomuto poskozeni protektivni u¢inek (Zhu et al. 2012).

Nicméné procento zivotaschopnych bunék bylo i pfes popsana rizika na obou typech
nanovldkennych membran pomérné vysoke, a sice 92 az 97%. Tyto hodnoty stale jeSté odrazeji
fyziologicky ubytek bunék v normalnich bunéénych populacich. Napiiklad pfi studiu
pohlavnich rozdili v adhezi a ristu HSB z aorty samcli a samic potkana bylo zjiSténo, ze
ubytek bunék, zptusobeny spontannim odluc¢ovanim bunék od polystyrénovych misek a jejich
naslednou smrti, se pohybuje piiblizné mezi 3 az 22% (Bacakova et al. 1997).

Dilezitym poznatkem této studie bylo, Ze nanovlakenné nosic¢e nezpuspobuji vyznamnou
prozanétlivou aktivaci bunc¢k. Koncentrace faktoru TNF-o, méfena v kultivanim médiu
lidskych kostnich bun¢k MG 63 rostoucich na kompozitnich nosic¢ich s nanodiamanty, byla sice
vys$i nez u bunék na nosicich z ¢istého PLGA, je vSak nutno si uvédomit, Ze v obou piipadech

byla koncentrace velmi nizka a zcela na hranici detekce kitem pro méfeni lidského TNF-a
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(Human TNF-o Quantikine ELISA kit; R & D Systems, Minneapolis, MN, USA). Dokonce i
po intenzivni stimulaci bunék MG 63 bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS) zdstala
koncentrace faktoru TNF-o v médiu pod hranici detekce, coz ukazuje na velmi nizkou citlivost
bun¢k MG 63 k imunitni aktivaci. Proto jsme ke studiu imunitni aktivace pouZili linii mysich
makrofagi RAW 264.7, ktera byla ke stimulaci LPS i umélym materidlem jiz citlivéjsi.
Koncentrace faktoru TNF-a v kultivacnim médiu buné¢k RAW 264.7 rostoucich na nosicich
s nanodiamanty (~26 pg/100 000 bunék, coz odpovida ~237 pg/ml média) byla obdobna jako v
médiu bunck rostoucich na nosicich z ¢ist¢ého PLGA, a byla dokonce nizsi nez v médiu bunck
kultivovanych na nosi¢ich z PLGA obohacenych nanocésticemi hydroxyapatitu (HAp) ve
srovnatelné koncentraci jako u nanodiamantt (~23 hm.%). Koncentrace TNF-a produkované
makrofagy RAW 264.7 na nami testovanych materidlech lze vSak celkové povazovat za
pomérné nizké a souhlasit s tvrzenim autorti Dimitrievska et al. (2008), Zze HAp je material s
nizkym zanétlivym potencidlem. Pro srovnani lze uvést, ze po stimulaci bunék RAW 264.7
¢asticemi hydrogelu (0,03-3 obj.% v kultivatnim médiu) byla koncentrace faktoru TNF-a
kolem 1000 pg/ml, a po stimulaci 0,1 um/ml LPS po dobu 24 hodin se zvysSila dokonce na vice
nez 15 000 pg/ml (Yim et al. 2009).

Koncentrace ICAM-1 v homogenatu piipraven¢ho z bunék MG 63 nebo RAW 264.7
rostoucich na nanovladkennych membranach s nanodiamanty ¢i HAp byla podobna jako u bun¢k
na membrandch z Cist¢tho PLGA a kontrolnim polystyrenu. Srovnatelnych vysledkli jsme
dosahli i v naSich pfedchozich studiich, kde jsme sledovali chovani bunék MG 63 v kulturach
na vrstvach nanokrystalického diamantu ¢istého i dopovaného borem (Grausova et al. 2009,
2011).

Na zakladé vySe zminénych vysledkd jsme tedy dosli k zévéru, Ze riziko cytotoxického
poSkozeni 1 imunitni aktivace bun¢k rostoucich na nanovldkennych nosi¢ich z PLGA
obohaceného nanodiamanty je nizké, a tyto nosice lze povazovat za perpektivni pro inZzenyrstvi

kostni tkané.
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6. Zavér a dalsi vyhledy

Cévni hladké svalové buniky hraji vyznamnou roli ve stavbé a fyziologickych funkcich
cévni stény. Proto jsou i nezbytnym bunéénym typem pii testovani novych biomaterialii pro
potencidlni cévni ndhrady a pro moderni tkdnové inzenyrstvi cévni stény. Jejich schopnost
adheze, proliferace a fenotypické maturace citlivé reaguje na fyzikalni a chemické vlastnosti
kultivacniho substratu, a proto jsou tyto bunky vhodnym modelem pro vytvofeni vhodného
biomateridlu, vyuzitelného nésledn¢ i v klinické praxi. Vedle bun¢k endotelovych by se i
hladké svalové bunky mély stat dilezitou a nepostradatelnou soucasti plnohodnotnych
bioarteficialnich cévnich nahrad. Vytvotfeni téchto ndhrad pifedstavuje komplexni problém,
k jehoZz feSeni prispéje i pochopeni mechanismu vztahu bunika — umély material, jehoz
problematika byla detailné rozebrana ve studiich vénovanych rastu hladkych svalovych bunék

na modifikovaném polyetylénu.

Cévni nahrady nové generace nelze jiz chapat pouze jako umélé, rigidni a bioinertni
»trubice®, které jsou viceméné pasivné tolerovany organismem, ale jejich zakladem by mél byt
biomimeticky umély material, aktivné ovliviiujici adhezi, rist a fenotypické vyzravani cévnich
bunék, a nasledné i podporujici dokonalé dlouhodobé vhojeni ndhrady do organismu pacienta.
Za timto ucelem je nutné zkoumat fyzikaln¢ chemické, ale 1 biologické modifikace materialt
uzivanych ke konstrukci cévnich protéz, o coZz jsme se pokusili v prvni ¢asti mé disertacni
prace, kdy jsme provadéli modifikaci provrchu modelového materialu polyetylénu plasmatem
argonu a nasledné roubovali bioaktivni molekuly (Gly, PEG, BSA) a nanocastice C a Au.
Z vysledkt jasné vyplyva, ze tyto modifikace byly z hlediska adheze, nasledného ristu i
fenotypické maturace HSB Uspésné a daji se v budoucnu vyuzit 1 u materiala, ze kterych se
Vv soucasné dob¢ vyrabi klinicky uZivané cévni protézy. Potvrdili jsme tedy hypotézu, Ze zména
fyzikaln¢ chemickych vlastnosti povrchu polymerd vlivem specifickych modifikaci méa
pozitivni vliv pro zvyseni jejich atraktivity pro osidleni cévnimi hladkymi svalovymi bunkami.

Tato problematika vSak vyZaduje dalSi soustavné badani v této oblasti.

V druhé ¢asti této prace jsme se zabyvali vyvojem perivaskularniho systému pro cilenou
dodavku antiprolifera¢niho 1é¢iva Sirolimu. Nami vytvofeny perivaskularni systém je urcen K
ovinuti kolem zilniho §t€pu pro implantaci do arteridlni pozice, jako je napt. aortokoronarni
bypass. Systém se sklada z polyesterové sitky, ktera zajist'uje jeho mechanickou stabilitu, dale
z kopolymeru kyseliny L-mlééné a e-kaprolaktonu a z antiproliferacni latky Sirolimus.

Vytvofili jsme dva typy sité€k s odliSnou koncentraci Sirolimu. V obou ptipadech sitky snizily v
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kulture in vitro proliferaci hladkych svalovych bunék. Tyto pozitivni vysledky byly dale
ovéfeny i v nasledujicich pokusech in vivo na zvifecim modelu (kralik), kde vyznamné omezily
proliferaci HSB v implantovaném venosnim stentu, coZ potvrdilo naSi prvotni hypotézu.
Uvedeny perivaskuldrni systém s fizenym uvoliiovanim Sirolimu je velmi perspektivni v

prevenci vzniku intimalni hyperpldzie a nasledné sten6zy Stépu.

V posledni studii jsme sledovali biokompatibilitu metodou elektrospiningu zkonstruované
kompozitni nanovlakenné membrany z PLGA a nanodiamanti. V tomto piipadé¢ nedoslo
k uplnému potvrzeni nasi pocateéni hypotézy, nebot’ inicialni adheze i nasledny rast lidskych
kostnich bun¢k linie MG 63 byly na obou typech membran podobné a nevykazovaly statisticky
vyznamné rozdily. OvSem kompozitni mebrany s nanodiamanty mély dle naseho ptedpokladu
lepSi mechanické vlastnosti, coz se pfiznivé projevilo i na morfologii bunék MG 63. Oba typy
membran nevykazovaly vyznamné znamky cytotoxicity a imunogenicity. Na zakladé téchto

vysledkit mizeme fici, Ze se jedna o slibny material s vyuzitim v inZenyrstvi kostni tkang.

7. Souhrn

Tato prace se zabyva interakci bunék s modifikovanymi i nové vytvafenymi materialy pro
inZenyrstvi cévni a kostni tkané a cilenou dodévku 1é¢iv do implantatt.

V prvni ¢asti prace jsme ozafili povrch polyetylénovych folii plasmatem Ar a nasledné je
roubovali bioaktivnimi molekulami (glycin, polyetylén glykol, albumin) a nanocasticemi C ¢i
Au. Tyto modifikace vhodnym zptisobem upravily fyzikalni a chemické vlastnosti materialu a
podpotily adhezi a rist cévnich hladkych svalovych bun¢k (HSB) 1 jejich fenotypickou
maturaci smérem ke kontraktilnimu fenotypu. Tyto modifikace lze v budoucnu vyuZzit i u
materialii, ze kterych se v soucasné dob¢ vyrabéji cévni protézy, a to za tcelem zvyseni jejich
biokompatibility.

V druhé casti prace jsme se zabyvali vyvojem nového perivaskularniho systému pro
cilenou dodavku antiprolifera¢niho 1é¢iva Sirolimu, a jeho testovanim in vitro a in vivo. Tento
perivaskularni systém je urCen k ovinuti kolem Zilniho $tépu, implantovaného do arterialni
pozice, jako je tomu napi. u aortokoronarniho bypassu. Skldd4 z polyesterové sitky, kterd
zajistuje mechanickou stabilitu systému i zilni stény, dale z kopolymeru kyseliny L-mlécné a e-
kaprolaktonu, ktery je nosicem antiproliferativniho 1é¢iva, a ze samotné antiprolifera¢ni latky
Sirolimus. Vytvorili jsme dva typy sit€¢k s odliSnou koncentraci Sirolimu. V obou ptipadech

vzorky snizily v kultufe proliferaci HSB. Tyto pozitivni vysledky byly dale ovéfeny i
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v nésledujicich pokusech in vivo na kralicich, kdy sitky vyznamné omezily proliferaci HSB
V implantovaném venosnim bypassu. Na§ nové vyvinuty perivaskuldrni systém s fizenym
uvoliovanim je velmi perspektivni v prevenci vzniku intimalni hyperplazie a nasledné stendzy
Stépu.

V Casti posledni, vénované inzenyrstvi kostni tkdn€, jsme metodou elektrostatického
zvlaknovani vytvofili nanovlakenné membrany z kopolymeru L-laktidu a glykolidu (PLGA).
Nékteré membrany byly obohacené nanodiamanty. Oba typy membran podpofily inicialni
adhezi i nasledny rust lidskych kostnich bunék MG 63 v kulturdch. Kompozitni nanovlakenné
membrany s nanodiamanty vykazaly lepSi mechanické vlastnosti a nebyly na nich
zaznamenany vyznamné projevy cytotoxického poSkozeni ¢i imunitni aktivace bun¢k. Tento

novy materiél se tedy jevi jako slibny pro vyuZiti v oblasti inzenyrstvi kostni tkang.

Summary

This work deals with the interaction of cells with surface-modified existing or newly
created materials developed for vascular and bone tissue engineering, and also for controlled
drug delivery into implants.

In the first part of this work, we modified the surface of the polyethylene foil by Ar
plasma, and then we grafted them with bioactive molecules (glycine, polyethylene glycol,
albumin) and with C or Au nanoparticles. These modifications improved the chemical and
physical characteristics of the material for the adhesion and growth of vascular smooth muscle
cells (VSMC), and also for their phenotypic maturation towards the contractile fenotype. In
future, these modifications can be also used for material currently used for fabrication of
vascular prostheses in order to increase their biocompatibility.

The aim of the second part of this work was to develop a perivascular Sirolimus-delivery
system that would release the antiproliferative drug Sirolimus under the conditions in vitro and
in vivo. This perivascular system is designed to be wrapped around a venous graft, implanted to
the arterial position, such as in the case of the aortocoronary bypass. The system comprises a
polyester mesh, which ensures the mechanical stability of the system and of the venous wall,
and of a copolymer of L-lactide and e—caprolactone (Purasorb), serving as a carrier for the
antiproliferative drug Sirolimus. We prepared two types of meshes with different
concentrations of Sirolimus. Both types of meshes inhibited the proliferation of rat vascular

smooth muscle cells during 14-day culture period and preserved excellent cell viability. These
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positive results were confirmed in experiments in vivo performed on rabbits, where the meshes
inhibited the proliferation of VSMC in an implanted venous bypass. The newly developed
Sirolimus-releasing perivascular meshes are promising devices for preventing the intimal
hyperplasia and autologous graft restenosis.

In the last part of this work, focused on bone tissue engineering, we prepared composite
nanofibrous membranes containing a copolymer of L-lactide and glycolide (PLGA) and
diamond nanoparticles (ND) by an electrospinning technique. Both types of membranes
enabled the attachment, spreading and subsequent proliferation of human osteoblast-like MG-
63 cells in vitro. The PLGA-ND membranes showed a higher mechanical resistance than pure
PLGA meshes and did not show considerable symptoms of cytotoxic injury or inflammatory
activation of the cells. Thus, this novel material has an interesting potential for its application in

bone tissue engineering.
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