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Abstrakt

V klinické praxi je Casto nutné fesSit razné¢ druhy poSkozeni kostni tkdn€. Vyvojem biomateriala
pro kostni néhrady se zabyva interdisciplindrni obor regenerativni mediciny, kostni tkanové
inZzenyrstvi. V této praci jsme zkoumali vliv kompozitniho polymerniho materidlu s riiznou
koncentraci (od 0 do 25 objemovych % matrice) trikalciumfosfatu ve form¢ mikrocastic
nebo nanocactic na chovani lidskych kostnich bunék linie MG 63. Trikalciumfosfat je pfirozenou
soucCasti lidské kosti a v polymerni matrici méa bioaktivni vlastnosti. Hodnotili jsme adhezi,
proliferaci a diferenciaci bunék MG 63 na téchto materialech béhem sedmidenni kultivace in vitro.
Vychézeli jsme hlavné z poctu kostnich bunék MG 63 na kompozitech 1., 3. a 7. den kultivace
a imunofluorescencniho barveni proteinti beta-aktinu, vinkulinu a osteokalcinu. Koncentrace
osteokalcinu, markeru osteogenni diferenciace, byla méfena metodou enzymatické imunosorbentni
eseje. Inicidlni adheze MG 63 bun¢k na kompozitech nebyla ovlivnéna velikosti ¢astic
trikalciumfosfatu, avSak do urcitych mezi rostla se zvySujici se koncentraci trikalciumfostatu.
V nasledujicich dnech byla pozorovédna vyssi hustota bunék na povrSich s mikrocasticemi
ve srovndni s nanocasticemi trikalciumfosfatu. Rostouci koncentrace trikalciumfosfatu také
podporovala proliferaci MG 63 bunc¢k a depozici osteokalcinu. Dobfe vyvinuty beta-aktinovy
cytoskelet a teckovité fokalni adhezni plaky s obsahem vinkulinu byly nalezeny na vSech vzorcich
nezéavisle na koncentraci €i velikosti Castic trikalciumfosfatu. Jako optimalni materidly se jevily
kompozit s 20 % mikrocastic a kompozit s 15 % nanocastic trikalciumfosfatu. Vysledky nasich
experimentll naznacuji, ze kompozity s obsahem trikalciumfosfatu jsou slibnymi materialy pro kostni
tkanoveé inZenyrstvi a jejich potencidl by mél byt jesté dale zkouman.
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Abstract

In clinical practice, various types of bone tissue damage have to be treated. Bone tissue engineering,
an interdisciplinary branch of regenerative medicine, deals with the development of biomaterials
for bone replacements. In our study, we investigated the influence of polymer-based composites
of various concentrations [0 — 25 % (v/v)] of tricalcium phosphate in the form of nanoparticles
or microparticles on the behaviour of human bone MG 63 cells. Tricalcium phosphate is a natural
part of human bone; it is bioactive in the polymer-based matrix. We evaluated the adhesion,
proliferation and differentiation of MG 63 cells on the composites during seven-day cultivation
in vitro. The number of MG 63 cells was counted on day one, three, and seven after seeding;
in addition, immunofluorescence staining of beta-actin, vinculin and osteocalcin were performed.
The concentration of osteocalcin, a marker of osteogenic differentiation, was measured using
an enzyme-linked immunosorbent assay. The initial adhesion of MG 63 cells on composites with
tricalcium phosphate was not affected by particle size; however the adhesion increased to a certain
extent with increasing concentration of tricalcium phosphate. On days three and seven, we observed
higher cell densities on surfaces with micro-sized tricalcium phosphate compared to nano-sized
tricalcium phosphate. In addition, the increased concentration of tricalcium phosphate supported
proliferation of MG 63 cell and deposition of osteocalcin by them. A well-developed beta-actin
cytoskeleton and dot-like vinculin-containing focal adhesion plaques were found on all samples,
irrespective of the concentration and the type of tricalcium phosphate. Composites containing 20 %
of micro-sized or 15 % of nano-sized tricalcium phosphate appear to be optimal. Our results indicate
that composites with tricalcium phosphate are promising materials for bone tissue engineering,
and their potential should be investigated further.
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1. Uvod do problematiky

1.1. Regenerativni medicina

Ztrata nebo selhani funkce orgdnu i €asti tkané patii mezi Casté, z 1€katfského hlediska narocné
a obvykle i finanén¢ nakladné situace v zivoté ¢lovéka, vedouci mnohdy ke snizeni kvality jeho
Zivota a moZznosti uplatnéni v béZném Zivoté. Soucasnd medicina vyuZziva fadu piistupt, jak chybé&jici
¢i poskozenou tkan nahradit (Tfesohlava a Rypacek 2009). Dnes béznymi technikami regenerativni
mediciny jsou rekonstrukce tkané pomoci autolognich S$té€pi, jejichz darcem je sam pacient,
a alogenni tkanové nahrady, kdy darcem je jind osoba, tj. jiny jedinec t¢hoz druhu. Autologni bunky
vhodného fenotypu jsou odebrany pacientovi, péstovany v kultufe samotné nebo na vhodném
biomaterialu a po namnozeni jsou implantovany zpét témuz pacientovi. Naptiklad keratinocyty tak
mohou byt pouzity jako zdroj pro nahrady klize, chondrocyty pro chrupavku a osteoblasty pro kost.
Tyto bunky jsou v prostiedi organizmu schopny dale proliferovat, migrovat, diferencovat,
produkovat extracelularni matrix, a podilet se tak na regeneraci prislusné tkan¢ (Parikh 2002).

Xenogenni transplantity (darcem je jedinec jiného druhu, napf. prase), popf. transplantaty
alogenni nejsou piili§ vhodné kvili mozné pozitivni imunitni odpovédi organismu a naslednému
odvrzeni (tj. rejekci) ndhrady. Dalsi nevyhodou téchto transplantaci je riziko pfenosu infekénich
onemocnéni z darce na pacienta (Vagaska a kol. 2009). Nicméné i1 pouziti autolognich transplantatii
je Casto limitovano. NejvétSim uskalim této regeneracni techniky je omezené mnozstvi vhodnych
autolognich tkani pro dany typ rekonstrukce. Casto nelze poskozenou tkaii zcela nahradit §tépem
z jiné tkané pacienta, at’ uz vinou rozsahu poranéni, ¢i nedostatku vhodné zdravé tkdné, a je nutné
hledat feSeni, kterda by vedla co nejptirozengjsi cestou k funkcéni ndhradé€. Transplantovana tkan je
ziidkakdy schopna zcela nahradit funkci tkané piivodni a zaroven tato rekonstrukce ptinasi rizika
komplikaci, jako jsou napt. metabolické abnormality, infekce, zhoubné bujeni ¢i moznost lidského
pochybeni (napf. moznost zdmény autolognich buné€k). Navic je ziskdni autologni tkané spojeno
s dalsi zatézi pacienta ptidatnou operaci.

Dalsi moznym zdrojem bun¢k pro implantaci mohou byt kmenové buiiky. Ty jsou pluripotentni
vzhledem k vysokému stupni plasticity a schopnosti diferencovat do mnoha bunécnych typa
za specifickych experimentalnich podminek (Rektorova 2002).

Soucasné trendy v rekonstrukéni medicin€ se spiSe nez na totalni umélé ndhrady tkané zamétuji
na postupy vedouci k regeneraci tkané¢ nebo jeji ndhradé tkdni uméle pfipravenou, cestou
tzv. tkanového inzenyrstvi (Tresohlava a Rypacek 2009).

1.2. Tkariové inZenyrstvi

Tkanové inZenyrstvi je interdisciplindrni obor, ktery kombinuje inzenyrsky pfistup s poznatky
prirodnich véd za ucelem vyvoje biologické ndhrady, kterda by mohla obnovit, zajistit ¢i zlepSit
funkci poskozenych tkani ¢i organl.. Jako smér regenerativni mediciny se vyrazn€ rozvinulo
na poc¢atku 90. let v reakci na problémy a potieby klinické mediciny v oblasti ndhrad nemocnych
¢1 poskozenych tkéni.

Dosazeni takového cile prostfednictvim tkanového inzenyrstvi v sobé zahrnuje kombinaci zivych
bunck, v optimdlnim pfipadé autolognich (odebranych od postizené¢ho pacienta), které by zajistily
biologickou funkci, a podptirného materidlu, vétSinou ve formé trojrozmérné matrice, v anglosaské
literatute nazyvané jako ,,scaffold”. Ta osidlujicim bunkdm zajist'uje docasnou ¢i trvalou podporu
pro adhezi, migraci, rast a stimuly pro nasledné bunééné pochody, napt. pro diferenciaci kmenovych
bunck do bunék zral¢ tkané (Tiesohlava a Rypacek 2009). Nové tkan€ jsou tvoteny in vitro
(,,ve zkumavce®) a nasledné chirurgicky implantovany do organizmu pacienta. Mohou plné
nahrazovat ptivodni tkan nebo stimulovat potiebnou regeneraci poskozené tkané.



Pro ptipravu podptrnych struktur pro tkdniové inzenyrstvi se studuji materialy rtiznych vlastnosti,
zejména kovové slitiny, keramika, pfirodni a syntetické polymery (Tiesohlava a Rypacek 2009).
Pti vyvoji implantatl je snaha co nejvice napodobit ptivodni stavbu, chemické slozeni a mechanické
vlastnosti tkdn¢, v naSem ptipad¢ kosti. Proto se vyvijeji nejriznéj$i kompozity, ve kterych se spojuji
pozitivni vlastnosti jednotlivych slozek kompozitu.

1.3. Kost

Kost je jednou z nejtvrdsich tkani v lidském téle a po chrupavce je to nejodolnéjsi tkan schopna
odolavat mechanické zatézi. Kosti tvoii hlavni podil skeletu dospélého jedince, poskytuji oporu
mékkym tkanim, chrani zivotné diilezité organy v dutin€ lebec¢ni a hrudni a pfechovavaji ve své dieni
krvetvorny organ. Slouzi téZ jako zasobarna kalcia, fostati a jinych iontd, které mohou byt fizené
uvolnovany nebo skladovany tak, aby se neménilo iontové slozeni télnich tekutin. Krom¢ téchto
ukoll vytvareji kosti jesté systém pak, které ndsobi sily vznikajici svalovou kontrakci a méni je
v télesny pohyb.

Kost je specializovana pojivova tkan slozend ze zvapenatélé mezibunécné hmoty — kostni matrix
a tfi riznych typi kostnich bunék. Vnitini 1 vnéjsi povrch kosti je lemovan vrstvou tkané, nazyvané
endost, resp. periost, ktera obsahuje kostni (osteogenni) buiiky (Junqueira a kol. 1992).

1.3.1. Kostni burky

Kostni buiiky jsou tii riznych typa. Osteocyty sidli v malych komurkach (lakunéch), zalitych
v matrix; osteoblasty vytvareji organickou slozku mezibunécné hmoty a osteoklasty, obrovské
mnohojaderné elementy, vstiebavaji a piestavuji kostni tkan (Junqueira a kol. 1992).

1.3.1.1. Osteoblasty

Osteoblasty jsou odpovédné za syntézu organickych slozek kostni matrix (kolagenu I,
proteoglykanti a glykoproteintl) a na jejich pfitomnosti je zavislé 1 ukladani anorganickych soucasti
kosti. Nemineralizovana organicka kostni hmota se nazyva ossein. Postupné se do kosti ukladaji
mineraly, ¢imz dochdzi k zpeviiovani kosti, ale zaroven ke ztraté jeji pruznosti (Jelinek a Zichacek
2005). Osteoblasty se nalézaji vyhradné na povrchu kosti, sefazené tésn¢ vedle sebe na zpisob
jednovrstevného epitelu. Maji vybézky, jimiz navazuji kontakt s osteoblasty ve svém sousedstvi,
s vnitinim a vnéj§im povrchem kosti a s krevnimi cévami prochazejicimi matrix (Junqueira a kol.
1992).

1.3.1.2. Osteocyty

Jakmile je buiika zalita v novotvoiené matrix, zacneme osteoblast nazyvat osteocytem. Vznikaji
tak 1 lakuny (jamky) a kanalky, nebot’ matrix se vytvari kolem bunécnych tél i jejich vybézku.
Ve srovnani s osteoblasty maji osteocyty méné organel. Jejich aktivita pomahd udrzovat kostni
mezibunénou hmotu, proto je jejich zanik nasledovan resorpci (vstiebanim) matrix.

1.3.1.3. Osteoklasty

Osteoklasty jsou velké (i 100 pm) mnohojaderné (5-50 nebo i vice jader) bohaté vétvené
pohyblivé bunky. Vznikaji splyvanim krevnich monocyta a tvofi tak 1 soucast imunitniho systému.
Vylucuji enzymy (kyseld fosfatdza, kolagenédza), které atakuji kostni matrix a uvoliuji zvapenatélou
zakladni hmotu, ¢imz odbouravaji kostni tkan. Enzymaticky vyleptané prolakliny matrix, v nichz lezi
osteoklasty resorbujici kost, se nazyvaji Howshipovy lakuny.



1.3.2. Kostni matrix

Anorganické latky tvofi okolo 50% suché hmotnosti kosti. Prevladd vapnik (Ca) a fosfor (P),
avsak najdeme zde i hydrogenuhli¢itan (HCO5), citrat (kyselina citronova; CsHgO7), hotcik (Mg),
draslik (K) a sodik (Na). Vapnik a fosfor tvoii krystalky hydroxyapatitu (Ca;o(PO4)s(OH),). Dale je
ve vyznamném mnozstvi pfitomen amorfni (nekrystalicky) fosforeénan vapenaty (trikalciumfosfat;
Ca3(PO4)2).

Organickou hmotu tvoii kolagen I a amorfni zakladni hmota, kterd obsahuje glykosaminoglykany
spole¢né s proteiny. Kostni sialoprotein a osteokalcin velmi dobfe vazou kalcium a jsou tak
dilezitym faktorem kalcifikace (vapenaténi) kostni matrix. Ostatni tkan€ obsahujici kolagen I, které
nejsou za normdalnich okolnosti zvapenatélé, tyto glykoproteiny neobsahuji.

Spojeni hydroxyapatitu s kolagennimi fibrilami zajiStuje kosti charakteristickou tvrdost
a pruznost. Odvapnéna kost si uchova sviij tvar a ziska ohebnost srovnatelnou se Slachou. Pivodni
tvar zlstane zachovan i po odstranéni latek organického piivodu, avSak kost se stane kiehkou
a snadno se lame a tfisti (Junqueira a kol. 1992).

1.3.3. Periost a endost

Zevni 1 vnitini povrch kosti pokryva vrstva osteogennich bunék a vaziva, kterd se nazyva periost,
resp. endost. Periost se sestdva ze zevni vrstvy kolagennich vlaken a fibroblastl. Vnitini,
vicebunécna vrstva periostu je slozena z plochych elementli obdafenych schopnosti mitoticky se délit
a diferencovat v osteoblasty. Tyto osteoprogenitorové buiikky maji vyraznou tlohu pfi ristu a reparaci
(oprave) kosti. Endost vystyld vnitini povrch kostnich dutin a sklada se z jediné vrstvy oplostélych
osteoprogenitorovych bunék a nepatrného mnozstvi vaziva. Proto je endost ve srovnani s periostem
podstatn¢ tenci. Hlavni funkce periostu a endostu je vyziva kostni tkdné a neptetrzita dodavka
novych osteoblastli ur¢enych k obnové a riistu kosti (Junqueira a kol. 1992).

1.3.4. Stavba Kkosti

Existuji dva typy kostni tkané: primarni, nezrala ¢ili vlaknitd kost a sekundarni, zrala neboli
lamelozni kost. Primarni kost je prvnim typem kostni tkané, kterd se objevuje v embryondlnim
vyvoji 1 pfi hojeni zlomeniny a ostatnich reparacnich procesech. Je charakterizovana ndhodnym
rozlozenim jemnych kolagennich vldken — na rozdil od organizovaného uspofadani kolagenu v kosti
sekundarni. Primarni kost je do¢asna a u dospélych je nahrazena kosti sekundarni.

Makroskopické pozorovani kosti na pricném fezu ukazuje, ze kost se skldda z celistvych tseka
bez mezer — odpovidajicich kompaktni kosti — a oblasti s velkym mnozstvim navzajem propojenych
dutinek — tvofenych kosti spongiézni (Obr. 1). Pii mikroskopickém pohledu vsak zjistime,
ze kompaktni kost 1 trabekuly oddé€lujici dutinky spongidézni kosti maji v zdsadé stejnou
histologickou strukturu.

Rozsitené konce dlouhych kosti, zvané epifyzy, jsou tvoieny spongidzni kosti krytou tenkou
vrstvou kosti kompaktni. Valcovita diafyza je témét Uplné slozena z kompaktni kosti, s malou
piimési spongidézy na vnitinim povrchu, hrani¢icim s dfefiovou dutinou. Kratké kosti maji obvykle
spongidzni jadro obklopené kompaktou. Ploché kosti lebe¢ni klenby jsou tvofeny dvéma lamelami
(destickami) kompakty, oddélenymi od sebe vrstvou spongidzni kostni tkan¢, zvané diploe.

Dutiny spongiozni kosti a prostor v dialyzach dlouhych kosti (dfefiova dutina) obsahuji kostni
dfen dvojiho druhu: cervenou kostni dren, ve které se tvoti krvinky; a Zlutou kostni dren, obsahujici
predevsim tukové buiiky (Junqueira a kol. 1992).
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Obr. 1. Stavba kosti (zdroj: http://homepage.mac.com/myers/misc/bonefiles/bonestruct.gif, upraveno).

1.3.5. Vybrané kostni proteiny

1.3.5.1. Kolagen

Kolagen je extracelularni glykoprotein, ktery je zakladni stavebni hmotou pojivovych tkani.
Vyznacuje se velkou pevnosti. Je to nejéastéjsi protein v tkanich savct, pricemz tvoii kolem 40%
vSech proteind lidského t&€la (Campbell a Reece 2008). V soucasnosti je zndmo nejméné
27 rozdilnych typt kolagenti; az 80-90% kolagenu v organizmu je tvofeno fibrilarnimi kolageny I, I,
nebo III. Kolagen I, ktery je pfitomny v kosti, je tvofen molekulami triple-helixu o §ifce 50-200 nm
(Lodish a kol. 2004 ) a délce az 300 nm. Tyto molekuly jiz mimo bunky asociuji do fibril a nasledné
do vlaken, ktera jsou dale navzajem spojena pevnymi kovalentnimi vazbami.

1.3.5.2. Osteokalcin

Osteocalcin je glykoprotein extraceluldarni matrix vylu¢ovany osteoblasty. Vaze vapnik a je
povaZzovan za ukazatel osteogenni diferenciace. Pro syntézu osteocalcinu je dulezity vitamin K;
pokud neni osteokalcin aktivovan vitaminem K, nemize dojit k ukladani vapniku v kostech.
Osteocalcin podporuje tvorbu bunék tvofici kostni tkan (osteoblasty) a soucasné zabraiiuje tvorbé
bungk, které zptsobuji ubytek kostni tkané (osteoklasty) (Vitaminy skupiny K, 2007).

1.3.5.3. Vinkulin

Vinkulin je bunécny protein asociovany s integrinovymi receptory, které zprostfedkuji adhezi
buniky na extraceluldrni matrix nebo umély materidl i interakci mezi buiikami navzajem. Vinkulin
pomahé spojovat aktinovy cytoskelet s integriny v plazmatické membrané. Jeho molekuly jsou
pfitomné spolu s integrinovymi receptory a dal$imi proteiny v tzv. fokalnich adheznich placich,
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rovnéz nazyvanych fokalni adheze, fokalni adhesni komplexy nebo fokalni kontakty (Lodish a kol.
2004). Fokalni adheze slouzi k pienosu signalti mezi bunikou a extracelularni matrix obéma smeéry.
Prenesené signdly aktivaci mnohych signalnich kaskad nasledné tidi chovéani bun€k, napt. preziti
bunék, jejich adhezi, proliferaci, migraci, diferenciaci apod.

1.3.5.4. Aktin

Aktin je globularni (makromolekuly zaujimaji tvar klubka — globule) strukturni protein, ktery
polymeruje v dlouhd vladkna zvand mikrofilamenta, tvofici soucast cytoskeletu buiiky. Je jednou
z nejhojnéjSich intracelularnich bilkovin eukaryotickych bunék, tvoii kolem 5 % celkovych
bunéénych proteini (Necas a kol. 2000). Aktin mé také vysoce konzervativni strukturu (aktin
izolovany z kvasinky a y-aktin ¢lovéka se shoduji ve vice nez 90% aminokyselin). V soucasnosti
jsou zndmé nasledujici izoformy aktinu: a-aktin 1, 2, 3, ptitomny v myofibrilach svalovych bunék;
p-aktin nachazejici se v cytoskeletu a bunécném jadre; je nejvice rozsSifenym aktinem ve vétSiné
bunck, ma strukturni funkci (vyztuz, zména tvaru bunky), rovnéz se ucastni pfi migraci bunky
a alespon do jist¢ miry ho lze povazovat za ukazatel vyzralosti bun¢k, napt. u endotelovych bunék
plati, Ze fenotypicky vyzrala builka ma dobfe vyvinuty beta-aktinovy cytoskelet (Podestd a kol.
1997); y-aktin 1 ptitomny napt. v stereociliich sluchovych bunék a y-aktin 2 v myofibrilach
svalovych bunék; ucastni se pohybu bunék a ovlivituje jejich strukturu a integritu (celistvost) (Aktin,
2009).

1.4. Vlastnosti materialu

Podptlirna matrice (scaffold) pro kultivaci tkdn€ musi spliiovat urcité kritéria, jako napt. snadnou
zpracovatelnost do pozadovaného tvaru a velikosti ¢i vhodné mechanické vlastnosti odpovidajici
aplikaci. Napftiklad v ptipad¢€ nadhrad cév material nesmi prasknout nebo se ,,odhojit* z mista, kde byl
prisit k zivé tkani, musi byt dlouhodobé¢ stabilni a odoldvat i vykyvim krevniho tlaku. Pro nékteré
aplikace je naopak zddouci jeho vstiebatelnost, v takovém piipadé hovotfime o biodegradovatelné
nahradé, kdy je tvorba tkdn¢ doprovazena degradaci (tj. odbouravanim, rozkladem) piivodni matrice,
az dojde k jejimu postupnému vylouceni z téla. V téchto ptipadech je samoziejmé dilezita i povaha
degradacnich produkt a jejich bezpecnost pro lidsky organismus (Ttesohlava a Rypacek 2009).
Rychlost degradace by také méla byt imérna rychlosti ristu nové tkané. Pro zajisténi pfichyceni
(adheze) bunck, migrace bun¢k do nitra materidlu i difize vyzivnych latek strukturou musi byt
matrice vysoce porézni s pfiméfenou velikosti porti.

U materidlu se také musi posuzovat jeho biokompabilita, tj. snaSenlivost materialu v lidském
organizmu. PfedevSim nesmi byt pro zivy organismus toxicky a nemél by vyvolavat ani jiné
nezadouci reakce (napf. alergické, zanétové, karcinogenni ¢i mutagenni).

Biomaterialy mohou byt bioinertni nebo bioaktivni. Bioinertni materidly (také oznacované jako
biomateridly prvni generace) vytvaii jakysi neutralni prvek. Jsou navrhovany tak, aby odpovidaly
mechanickym vlastnostem nahrazované tkan¢ a aby nedovolovaly adsorpci proteini a bunécnou
adhezi (prilnavost), za icelem omezeni mozné negativni imunitni odpovédi (Vagaska a kol. 2009).
Bioninertni material v§ak nikdy neni neutralni dokonale a vzdy dochazi alespoi k urcitym interakcim
s organismem. Proto se vdneSni dob&é piechdzi spiSe kvyvoji bioaktivnich materiala
(tzv. biomaterialy druhé generace), které¢ by mély vyvolavat specifické zadouci bunécné reakce jako
napiiklad adhezi (pfilnavost bun¢k k materidlu), proliferaci (mnozeni) a diferenciaci (diferenciace
kmenovych buné€k, rozriznéni bunéénych typtl, buika ziskava vlastnosti daného bunécného typu)
bunék. Dochézi tak napt. k tvorbé nové kostni tkan¢, ktera pevné spojuje implantat s okolni ptivodni
tkani (Vagaska a kol. 2009).
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1.4.1. Vzajemné interakce mezi materialem a kostnimi bunikami

Biomaterial po implantaci do organismu pfichazi do styku s fyziologickymi tekutinami a na svij
povrch adsorbuje proteiny ze séra nebo kultivaéniho média, napt. fibronektin, ¢i vitronektin. Tato
vrstva proteini zprostfedkovava bunécnou adhezi a také komunikuje s buiikami prostiednictvim
jejich povrchovych receptort - integrinli. Stanovovanim urcitych proteint podilejicich se na adhezi
bunky pak 1ze posoudit bunéénou odpoveéd’ na biomaterial (Thomas a kol. 1997).

1.4.2. Fyzikalni a chemické vlastnosti povrchu materidlu ovliviiujici bunéénou
odpovéd’

Typ, mnozstvi a struktura adsorbovanych proteinii majicich silny vliv na bunétnou odpovéd
zavisi hlavné na vlastnostech povrchu materidlu. Mezi vyznamné chemické vlastnosti povrchu patii
predev§im smacivost a ploSny naboj, mezi fyzikédlni vlastnosti tuhost, drsnost a reliéf povrchu
(Vagaska a kol. 2009).

1.4.2.1. Chemické vlastnosti povrchu

Pti zjistovani vlivu chemickych vlastnosti povrchu na adhezi, diferenciaci osteoblastii
a mineralizaci matrix byly testovany 4 typy povrchl s riznymi chemickymi funkénimi skupinami:
nepolarni —CHj3, neutrdlné polarni —OH skupina, zaporné nabita —COOH a pozitivné nabitd —NH,
na nepolarnim hydrofobnim povrchu (—CH3), ktery siln¢ denaturoval adsorbované proteiny. Adheze
na povrsich s -COOH a NH; byla pfiblizné stejnd a pohybovala se mezi hodnotami —OH a —CHs.
Podobné¢ vyssi diferenciace osteoblastli a mineralizace matrix byla pozorovana na —NH, a —OH
povrsich, niz§i hodnoty v ptipadé —COOH a —CHj3 skupin (Keselowsky a kol. 2003). Dalsi studie
prokézaly, Ze bunky preferuji pozitivné nabité povrchy pred negativné nabitymi (Lee a kol. 1997).

Dalsi vyznamnou chemickou charakteristikou povrchu materialu je i smacivost. Jako optimalni
se pro bunécnou adhezi jevi mirn¢ hydrofilni povrchy (Webb a kol. 1998). Na extrémn¢ hydrofilnich
povrsich (napf. polyetylen glykol) je adsorpce proteinii zprostiedkovavajici bunécnou adhezi
nedostateCna a nestabilni, a tak tyto materidly nemohou zajistit adhezi bun¢k k povrchu a nésledné
rozprostfeni bunék na materidlu (Vagaskd a kol. 2009). Hydrofobni povrchy, jak jiz bylo feceno
vyse, zptsobuji silnou adsorpci proteint. Ty jsou vSak adsorbovany v nevhodné konformaci, ktera
snizuje dostupnost jejich specifickych vazebnych mist pro integrinové receptory bunék. Navic
dochazi k preferencni a silné adsorpci albuminu, ktery je po builkky neadhesivni (Arima a Iwata
2007).

1.4.2.2. Fyzikalni vlastnosti povrchu

Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje bunéCnou adhezi, je tuhost substratu. Pokud je povrch
materidlu piili§ mékky, napf. u polyakrylamidovych geld, neni schopny odolat trakénim sildm bunék
a adherované builkky se nemohou rozprostfit — maji okrouhly tvar, nevykazuji zadnou organizaci
cytoskeletu a fokalnich adhezi a nasledné podstupuji programovanou smrt - apoptéozu (Engler a kol.
2004). Nicméné materidly pro kostni tkanové inZzenyrstvi jsou konstruovany jako nosné, proto byvaji
dostatecné tuhé a tento faktor nehraje vyznamnou roli.

Také reliéf a drsnost maji vyznamny vliv na adsorpci proteint a nasledné chovani bunék. Podle
miry nepravidelnosti povrchu miizeme rozliSovat makrodrsnost (nerovnosti o rozmérech 100 um -
milimetry), mikrodrsnost (100 nm — 100 pm) a nanodrsnost (mén¢ nez 100 nm). Kazda z uvedenych
urovni drsnosti ma sviyj specificky vliv na buiky.

Makrodrsnost se jevi ptiznive, protoze zlepSuje upevnéni implantatu v tkani a obvykle nebyva
negativné vnimana builkami, napf. neomezuje jejich adhezi a rozprostfeni. Builky, nejcastéji
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o velikosti 10 - 100 um (mikrodrsnost), jsou pfirozen¢ citlivé k mikroreli¢fu prostredi (Stevens
a George 2005). Bylo zjiSténo, Ze osteoblasty rostouci na mikrodrsnych povrsich jsou stimulovany
smérem k diferenciaci, jak ukdzala jejich genova exprese a vyssi stupen mineralizace v porovnani
s bunécnym ristem na hladkych povrsich (Lossdorfer a kol. 2004, Schneider a kol. 2003). Na druhé
strané¢ byla pozorovana i snizena adheze a proliferace na tomto druhu povrchu (Lossdorfer a kol.
2004), pravdépodobné kvili faktu, ze velikost adhesni plochy buné€k je limitovana reliéfem povrchu
materialu.

Zatimco presny efekt mikrodrsnosti na bunééné chovani zlstava stale sporny, zna¢na pozornost
byla v poslednich letech vénovéna studiu nanostruktur (mensi nez 100 nm) povrchu. Bylo
objeveno, Ze nanostruktura materidlu ma ptiznivy vliv na chovéni osteoblastii, zahrnujici inicidlni
adhezi, naslednou proliferaci a diferenciaci. Piirozené prostfedi bunky, extraceluldrni matrix, je také
organizovana v nanorozmérech. Skladd se hlavné z kolagennich vlaken o tloustce 50 — 200 nm
a anorganickych hydroxyapatitovych nanokrystali o velikosti kolem 4 nm (Stevens a George 2005).
Proto se vyvoj novych, biologicky inspirovanych kompoziti soustiedil predevsim na konstruovéani
povrchii s nanodrsnosti.

AvSak ani mechanismus vlivu nanodrsnosti na bunétné chovani neni jeSté zcela objasnén.
U nanostrukturovanych povrchi byla zatim pozorovana vyssi adsorpce proteinil extracelularni
matrix, selektivni adsorpce urcitych typd proteinli ¢i zvySena bioaktivita adsorbovanych proteinil.
Nanoreliéf ma také pravdépodobné znacny vliv na geometrickou stavbu adsorbovanych proteini
a dostupnost specifickych bunécnych vazebnych domén pro bunécéné adhezni receptory (Webster
a kol. 2000). N¢které studie dokonce ukazuji, ze pro zvysenou adhezi osteoblastli hraje nanostruktura
vyznamnéj$i roli nez chemické vlastnosti povrchu (Price a kol. 2004). Nanostruktury také zvetSuji
plochu materidlu, ¢imz méni i rozlozeni funk¢nich skupin na povrchu. Vice odkryté funkéni skupiny
pak upravuji smacivost povrchli kompozitl stejného chemického zakladu (Vagaska a kol. 2009).

1.5. Materialy pro kostni nahrady

Kovy diky své pevnosti jsou vhodné piedev§im pro vyuziti v nosnych kostnich néhradéach.
Na druhé stran¢ kostni tkan miize pfed t€Zkou a tuhou kovovou ndhradou ustupovat a mize dochazet
k vymilani kosti a uvoliiovani ndhrady (Wang 2003). DalSim nebezpecim je koroze (nasledkem
pusobeni télnich tekutin) ¢i uvolfiovani kovovych iontd, které ve vysSich koncentracich maji
negativni vliv na okolni kostni tkaf (napf. snizuji tvorbu kostni tkan&) (Park a Kim 2003). Casto také
dochdzi k alergickym reakcim, napi. na nikl ¢i chrom. Dnes se vyuZzivaji predev§im kovové slitiny
obsahujici kobalt, chrom, molybden, nikl nebo titan. Vyhodou titanu oproti ostatnim zminénym
prvkim je jeho relativng nizka hustota (4530 kg/m’ p¥i 20°C) (Mikul¢ak a kol. 2008), a tedy i nizsi
hmotnost, a relativné vysoka biokompatibilita.

Keramické materialy jsou podobné jako kovy tvrdé, nepruzné, biologicky nedegradovatelné
amohou se znich uvolnovat ¢astice. Dalsi nevyhodou je i jejich kiehkost. Na druhé strané se
vyznacuji vysokou biokompatibilitou, nékteré latky jsou dokonce i siln¢ bioaktivni, a nedochazi
u nich ke korozi.

V prubéhu druhé svétové valky, kterd vyvolala zvySenou potfebu ndhrad tkéni, doslo k rozvoji
uplatnéni syntetickych polymert v regenerativni mediciné. Bylo pozorovano, Ze mnoho piloti
zranénych plastovymi ulomky z krytu pilotni kabiny (tehdy vyrdbéné z polymetylmetakrylatu,
PMMA) netrpi chronickou odmitavou reakci imunitniho systému vaci t€émto alomkiim. PMMA se
nasledné¢ zacal hojné vyuzivat napt. pro nadhrady ¢éasti poSkozenych lebecnich kosti nebo i ocnich
rohovek (Griffith 2000).

Dalsi vyhodou polymeri je také jejich snadna vyroba a moznost piipravy polymeru piimo
odpovidajicimu pozadované aplikaci. Lze tak ptipravit napi. polymery stabilni, neschopné resorpce,
ptes Castecné vstiebatelné az po plné degradovatelné. Polymerni materidly se také vyznacuji nizkou
hmotnosti. Jsou biokompatibilni a nedochazi u nich ke korozi ¢i alergickym reakcim. Nicméné jsou
ptili§ malo pevné, aby mohly samostatné nést vy$$i hmotnostni zatiZzeni (Vagaska a kol. 2009).
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1.5.1. Polymery

Polymer je velka molekula (makromolekula) slozend z mnoha opakujicich se strukturnich
jednotek (monomernich jednotek neboli mert, tj. molekul jednoho nebo vice druhii atomd nebo
skupin), spojenych charakteristickymi kovalentnimi chemickymi vazbami do dlouhych fetézci.
Retézce mohou byt pfimé, nerozvétvené (napi. polyetylen nebo polybutadien — umély kauduk),
nebo se mohou vétvit (napft. prirodni kaucuk ¢i synteticky polystyren). Polymerni latky vSak nemusi
vytvafet pouze linearni fetézce. Mezi jednotlivymi fetézci monomernich jednotek mohou vznikat
vzajemné chemické vazby, vytvarejici ploSnou, nebo i prostorovou strukturu molekul polymeri.
Pocet monomernich jednotek udava polymeraéni stupefi n, ktery miva hodnotu 10 az 10°. Slougeniny
s nizkym polymeracnim stupném nazyvame oligomery, s vys$§im polymerac¢nim stupném polymery
(Griffith 2000).

Polymery typicky vznikaji polymeraci, tj. chemickou reakci, pii které z jednoduchych molekul
(monomernich jednotek) vznikaji makromolekuly (polymery), nebo polykondenzaci, kde
pii spojovani merti dochazi jesté k uvolnéni vedlejsiho produktu, napi. vody. Mohou byt také
vyrobeny ze smési dvou a vice typli monomerii. Pak hovofime o kopolymerizaci a vzniklou latku
nazyvame kopolymer (napft. fenolformaldehyd) (Polymer, 2010).

Polymery biologického pluvodu nazyvame biopolymery nebo biomakromolekulirni latky
a patfi mezi né napft. fibrin, pfirodni kaucuk, jantar, hedvabi a z n¢ho vyrabény fibroin, chitosan,
celuléza, ale Ize sem také zaradit i proteiny (kolagen) a nukleové kyseliny. Mezi nejznadméjsi
syntetické polymery pouzivané¢ v medicine patii naptf. poly(etylen tereftalat) (PET),
poly(tetrafluoroetylen), poly(mlé¢na kyselina), poly(glykolova kyselina), poly(kaprolakton),
polyetylen ¢i silikon (Griffith 2000).

1.5.2. Kompozity

Kompozity jsou sloZzené materidly, ve kterych se spojuji pozitivni vlastnosti jeho slozek.
Mechanické vlastnosti kompozitniho materidlu nezavisi pouze na typu kombinovanych materiald,
ale také na jejich objemovém podilu a tvaru (hlavné ¢astice a vlakna) (Lakes 2003).

Ptirodni kost 1ze povazovat za kolagen-hydroxyapatitovy kompozit (Wang 2003). Mezibunécna
hmota kostni tkdn€ je vyplnéna predevsim kolagenovymi vlakny (organické slozka), poskytujicimi
pevnost a slouzici jako vyztuz, a anorganickymi krystalky hydroxyapatitu a jinych fosfati vapniku,
predevsim trikalciumfosfatu. Védci se inspirovali touto strukturou a pii tvorbé novych biomaterialt
pro kostni nahrady se zaméfili predevSim na kompozity skladajici se z polymerni matrice vyztuzené
vlakny a obsahujici bioaktivni castice (Wang 2003).

V dnesni dobé se vyvijeji a testuji také kompozity ve formé& prostorového trojrozmérného
scaffoldu (,,leseni*). Byvaji z biodegradovatelnych materialt, které jsou pozdéji nahrazeny vrustajici
kostni tkdni. Rust a dozravani bunck uvniti scaffoldu miize byt stimulovan dynamickou bunécnou
kultivaci v dynamickych prutokovych nebo rotacnich bioreaktorech. Tyto ve srovnani s klasickymi
statickymi bunéénymi kultivacnimi systémy zajistuji lepsi zdsobovani bunck kyslikem a zivinami,
rychlejsi odstraiiovani odpadnich produktii a poskytuji mechanickou stimulaci prospéSnou jejich
diferenciaci a fungovani (Janssen a kol. 2006). Podobny piiznivy efekt na formovani kostni tkané
muze byt také vyvolan uzitim elektromagnetickych bioreaktort (Fassina a kol. 2007).

1.5.2.1. Vlakna

Vlaknité slozky kompoziti navrhované pro kostni nahrady jsou nejcastéji z prirodnich nebo
syntetickych polymert, bioskla, uhliku nebo kombinaci téchto materiali. Mezi nejcastéji pouzivané
pfirodni polymery patfi kolagen, Zelatina, chitosan nebo fibroin, protein vytvéafeny bourcem
morusovym pii produkci hedvéabi. Syntetické polymery jsou zastoupeny Sirokou Skalou
degradovatelnych, jako napf. polykaprolakton, polylaktid, polyglykolid a jejich kopolymery,
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1 stabilnich polymert, napr. polyfosfazeny (skupina kovoorganickych polymera s vysokou
biokompatibilitou, vysokoteplotni stabilitou a nizkoteplotni flexibilitou) a alifatickych
¢i aromatickych polyamidt, predevsim aramidu. Testovani kompozitii s uhlikovou ¢i polymerni
matrici vyztuZzenou uhlikovymi vlakny ukdzalo jejich vyborné mechanické vlastnosti a vysokou
biokompatibilitu, ale také uvoliovani malych ¢astic a illomkt z téchto nahrad (Vagaska a kol. 2009).

1.5.2.2. Matrix

Podobné¢ jako vldkna, také matrix umélé kostni ndhrady byva vyrobena z ptirodnich ¢i umélych
polymerti. Zkoumaji se napt. matrice obsahujici zelatinu, chitosan, alginat, polylaktidy, hydrogely,
materidly se siloxanovym zakladem, PET, polyamidy a mnoho dalSich (Vagaska a kol. 2009). Tyto
materidly casto jest¢ byvaji kombinovany s anorganickymi ¢asticemi, nebo jsou na né
navazany bioaktivni molekuly, jako napf. kostni morfogeneticky protein-2 (bone morphogenic
protein 2, BMP2) ¢i transformujici rastovy faktor beta-1 (transforming growth factor 1, TGFBI)
(Jung a kol. 2008, Lilli a kol. 2002).

1.5.2.3. Anorganické ¢astice

Nerozsitfengjsi ¢asticovou sloZzkou piirodné inspirovanych kompoziti je hydroxyapatit (HA).
Vyznacuje se vysokou biokompatibilitou a bioaktivitou. Je schopny vytvaret silné vazby s kostni
tkdni a podporovat formovani kosti. Kompozity sobsahem HA vykazuji stimula¢ni ucinky
na bunécnou proliferaci (Vagaska a kol. 2006). Bylo také zjisténo, Ze nanocastice HA jsou schopné
zlepsit mechanické vlastnosti kompozitu, napt. zvysit jeho pevnost (Wang a kol. 2002). Tento fakt
lze uplatnit pfedev§im u poréznich nosict (,,scaffoldi*), které kvili své nizké pevnosti dosud
nemohly byt vyuzivany jako implantaty do zatézovych oblasti. Dale byly pozorovany pozitivni
ucinky nano-HA na vzijemné plisobeni mezi bunikou a biomateridlem (Webster a kol. 2000),
napt. zvySovaly biokompatibilitu kompozitu (Kong a kol. 2005). Formovani kostni tkané také
pravdépodobné souvisi s moznosti kontaktu osteoblastli s nanoc¢asticemi HA. Polymerni scaffoldy
s odkrytymi c¢asticemi HA na svém povrchu totiz vykazovaly vys$si pocty bunck a vySsi stupeni
diferenciace a mineralizace nez builky rostouci na tradi¢nich scaffoldech, kde je vétSina HA c¢astic
kryta polymerni matrix (Kim a kol 2006). Nicméné nejen velikost HA Castic, ale také jejich skladba,
krystalicnost a tvar maji vliv na chovani bunék.

Dal$im velmi vyznamnym c¢lenem kalcium fosfatové skupiny, uzivané v kostnim tkanovém
inzenyrstvi, je trikalcium fostat (TCP). Byva Casto upiednostiiovan pied krystalky HA kvili své
vysoké mife (rychlosti) rozpustnosti, ktera podporuje tvorbu nové kostni tkdné€ v podminkach in vivo,
tj. po zavedeni do zivého organismu (Jensen a kol. 2007). Na druhé stran¢ vyssi rozpustnost TCP
muze byt také spojena s vyS$i mirou uvolilovani a vysSsi lokalni koncentraci vapenatych
a fosfatovych iontd, coz miiZze toxicky plsobit na okolni buniky (John a kol. 2003, Detsch a kol.
2008).

Kromé kalcium fosfati se zkoumaji také jiné anorganické slozky zvySujici bioaktivitu umélych
kostnich nahrad, jako napft. uhli¢itany (uhli¢itan vapenaty, aj.), fosfaty, kifemicitany, sirany (napf.
siran barnaty), oxidy (oxid hotfecnaty, sodny ¢i draselny) nebo molekuly obsahujici fluér nebo zirkon
(Vagaska a kol. 2009). Podobné jako vldkna a molekuly matrix v kompozitech, také anorganicka
Casticova slozka materidlu miize obsahovat navdzané rustové faktory ¢i jiné latky podporujici
regeneraci kostni tkdn¢ (Cui a kol. 2008, Ponader a kol. 2008).
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2. Cile prace

Cilem této prace je hodnoceni nedegradovatelnych kompozitnich materiald sloZzenych
z dimetylsiloxanové pryskyftice, aramidové sitky a bioaktivni slozky, pfedstavované nanocasticemi
nebo mikrocasticemi trikalciumfosfatu, v bunééné kultufe lidskych osteoblastli. Tento material
napodobuje svym slozenim strukturu kosti, jelikoz obsahuje amorfni slozku - dimetylsiloxanovou
pryskyfici, vlaknitou slozku - aramidovou tkaninu a bioaktivni ¢astice — trikalciumfosfat (TCP).

Nase hypotéza je, ze tyto materialy budou netoxické a budou podporovat adhezi, rist
a diferenciaci kostnich MG 63.

Cilem prace je:

2.1. Najit optimalni koncentrace mikro- a nanocastic TCP, které nejlépe podpofi adhezi, rist
a diferenciaci lidskych kostnich MG 63 bunék. Budou testovany koncentrace 0, 2, 5, 10, 15, 20
a 25 % mikro-TCP a nano-TCP v kompozitnim materialu.

2.2. Porovnat vliv velikosti ¢astic TCP, tj. mikro-TCP (50-150 pm) a nano-TCP (100 nm)
na chovani kostnich MG 63 bunék.

2.3. Na zéklad¢ vysledkl experimentalnich testd posoudit vhodnost pouziti danych kompozitnich
materidlii pro tkanové inzenyrstvi kostnich nahrad.
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3. Metodika

3.1. Vyroba kompozitit

Nejprve byla pfipravena homogenni lisovaci smés siloxanové pryskyfice se 2, 5, 10, 15, 20 a 25
objemovymi procenty nanoc¢astic (100 nm, NF) a mikroc¢astic (50-150 um, MF) trikalciumfosfatu.
Ke smési byla pfiddna aramidovd tkanina tak, aby vysledny kompozit obsahoval kolem 40
objemovych procent vyztuze. Lisovanim byly vytvoreny vysledné kompozity, které¢ pred piredanim
byly jesté ocistény a desinfikovany lihem.

Kompozity byly vyrobeny v Ustavu struktury a mechaniky hornin Akademie véd Ceské
republiky, Praha.

3.2. Priprava vzorkii

Vzorky jsme nafezali na velikost 1 cm x 1 cm. Nechali jsme je po dobu 30 min sterilizovat
v horké pare v autoklavu (121°C, 2-5 ks na kazdy Casovy interval) a uloZili do 24-jamkove kultivacni
desticky (TPP, Svycarsko, kat. ¢. 92024).

3.3. PouZity materidl k testiim in vitro

Ptipravené vzorky, lidské osteoblastim podobné buiiky linie MG 63 (izolované z osteosarkomu
ttinactiletého chlapce).

3.4. Nasazovani buneék

1) Oplachnout buiiky v kultivaéni lahvi roztokem PBS' (Sigma-Adrich)

2) Do lahvicky s buitkami pridat 3 ml trypsinu’/EDTA® (Sigma-Adrich) a promichat roztok
(mirné nakldnéni ze strany na stranu)

3) Inkubovat cca 3 min pii v inkubétoru (37°C, 5% CO,, nasycena vlhkost vzduchu), dokud se
bunky neodd¢li ze dna lahvicky

4) Pfidat asi 3 ml kultivaéniho media (DMEM®, Sigma-Adrich; kat. & D5648) + 10% FS’
(GIBCO, UK, kat. ¢. 10270-106)

5) Centrifugovat bunécnou suspenzi 5 min pii 1 000 otackach/min

PBS = phosphate-buffered saline, fosfatovy pufr — 1 tableta rozpusténa v 200 ml deionizované vody (nevodiva)

obsahuje 0,01M fosfatovy pufr; 0,0027 M chlorid draselny (KCI) a 0,137 M chlorid sodny (NaCl), pH 7,2 - 7,4; 25°C;

slouzi k udrzovani konstantniho pH

Trypsin — travici enzym dvanactniku; patii mezi hydrolazy, protedzy, vznika ve slinivce bfisni jako proenzym

trypsinogen, v dvanactniku je enzymaticky aktivovan enterokinazou a diive vzniklymi molekulami trypsinu (tzv.

autokatalyza), §tépi peptidické vazby na C-terminalni strané aminokyselin lysinu a argininu

EDTA = ethylenediaminetetraacetic acid; [CH,N(CH,CO,H),], — polyaminokarboxylova kyselina; chelata¢ni latka

vazici dvojmocné kationy (napf. vapnik), zvySujici Gcinek trypsinu vyvazanim vapniku, ktery se podili na adhezi

bunék k povrchu

* DMEM = Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium — obména EMEM (Eagle’s minimal Essentials medium) — bunéény
kultivacni roztok; obsahuje gluk6zu, aminokyseliny, vitaminy, soli a dalsi latky, jako napt. Zelezo a fenolovou cerven,
které ptedstavuje indikator pH — barvi se podle pH

> FS = FBS = Fetal bovine serum — &ast krevni plazmy zbyvajici po srazeni krve (pfeména krevniho proteinu fibinogenu
na fibrin), ziskava se z vyvijejicich se kravich zarodkl na jatkach, obsahuje mnoho rtstovych faktord a malo protilatek,
hlavni soucasti FBS je protein albumin
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6)
7)
8)
9)

Odsat supernatant’

K sedimentu ptidat 5 ml kultivacniho média (DMEM + 10% FS)

Spocitat populacni hustotu (densitu) bun¢k pomoci Biirkerovy komurky

Natedit roztok kultivaénim médiem se sérem tak, aby v 1 jamce bylo 15 tisic bun¢k/ 1,5 ml
DMEM + 10% FS

10) Ptidat do komirek se vzorky 1,5 ml natedéné suspenze
11) Vzorky s nasazenymi buiikami umistit do inkubatoru

3.5. Pocitani bunék v Biirkerové komiirce

1)
2)
3)

4)

5)

6)

Podobné jako v postupu pii nasazovani bunék trypsinem uvolnit buiiky a pfipravit suspenzi
bun¢k v DMEM médiu.

Do Biirkerovy komitrky ptidat dvé kapky bunécné suspenze a cely preparat pozorovat
pod mikroskopem (Olympus IX71, digitalni kamera DP71)

Jedna komtrka obsahuje 2 velké ¢tverce ohrani¢ené 3 Carami a kazdy velky ctverec se dale
déli na 9 mensich ¢tvercl, rovnéZz ohranic¢enych 3 carami)

Pfi niz8i hustoté bunck spocitat vSechny bunky ve velkém ctverci a vydélit toto ¢islo 9
(=> primérny pocet bunék v 1 malém Ctverci)

Pti vys$si hustoté bunck spocitat buiniky alesponn v 6 menSich ¢tvercich (napf. umisténych
po diagonale) a ud¢lat aritmeticky primér

Ziskané Cislo vynasobit 10000 a poté jesté pocCtem ml ziskané bunétné suspenze
(¢imz dostaneme celkovy pocet bun¢k)

Meéieni 2-3x zopakovat

3.6. Pocitani bunék ze zornych poli, ristové kiivky, doubling time

1)

2)

3)

4)

5)

Oteviit si 1 obrazek (zorné pole) s buitkkami vyfotografovany pomoci mikroskopu (objektiv
x10) nejlépe v prohlizeci fotografii (Adobe Photoshop)

Spocitat pocet bun€k uvnitt obrazku (celé buniky) + pocet bun¢k dotykajicich se 2 urcitych
hran (1 kratsi, 1 delsi)

U vétsitho mnozstvi bun€k (napf. 7. den po nasazeni) mozno stejnym zplsobem spocitat pocet
bunék pouze z Y4 obrazku a dany pocet vynasobit 4

Tento postup zopakovat u alespoit 10 zornych poli od stejného vzorku (méfeno z 10 — 17
zornych poli)

Zjistit koeficient ptepoctu z velikosti obrazku na obrazovce na skutecnou velikost (za pomoci
m¢étitka): 7,65 cm na obrazovce odpovida 200 um = 0,02 cm => 1 cm na obrazovce odpovida
2/765 cm (=0,002 614 cm) ve skute¢nosti

Zjistit skute¢nou plochu obrazku: velikost obrazku na obrazovce: 32,6 x 24,6 cm =
801,96 cm® => skute¢na velikost: 801,96 * (2/765)* = 0,005 481 cm?

Z naméfenych hodnot poétd bungk na cm’ byly zkonstruovany riistové kiivky a vypogitan
tzv. ,,doubling time*, tj. Cas potiebny k zdvojndsobeni poctu bunc¢k v populaci, a to mezi 1.
a 3. dnem a mezi 3. a 7. dnem podle rovnice:

_ log2-dt
logN —logN,

PD

dt = doba kultivace v hodindch; N = pocet bunék na konci hodnoceného ¢asového intervalu;
No = pocet bun¢k na pocatku hodnoceného ¢asového intervalu

® supernatant - ¢ird kapalina nad sedimentem
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3.7. Barveni bunék

1) Vyjmout roztok s buitkami z inkubétoru (v den, kdy chceme zjistit pocet bunck po urcité
dobé¢ od nasazeni)

2) Oplachnout bunky roztokem PBS

3) Pridat 70% ethanol o teploté -20°C a nechat ptisobit cca 5 min za ucelem tzv. fixace,
tj. zachovani specifickych bunéénych struktur v neménném stavu a prevence odlupovani
bunék z povrchu materialu

4) Oplachnout bunky roztokem PBS

5) Pridat barvici roztok fluorescencnich barviv Texas Red C;-maleimid (barvi membranu
a cytoplazmu bunék cerven¢) a Hoechst 33342 (jadra bunék barvi modfe), nebo barviv Alexa
Fluor 488 (barvi membranu a cytoplazmu bun¢k zelen¢) a propidium jodid (barvi jadra
cervené) ve spravné koncentraci (Texas Red C,-maleimid — 10 ng/ml; Hoechst 33342 —
5 pg/ml; Alexa Fluor 488 - 10 ug/ml; propidium jodid - 5 pg/ml) a nechame ptisobit 1 hod
pii pokojové teploté

6) Oplachnout buiiky roztokem PBS

7) Pozorovat bunky fluorescencnim mikroskopem

3.7.1. Redéni barvicich roztoki

Texas Red C, — maleimid’ (excitacni maximum 595 nm, emisni maximum 615 nm; Molecular
Probes, Invitrogen, kat. ¢. T6008):
1) 5mg Texas Red C, — maleimidu natedit ve 15 ml DMSO® — zasobni roztok (333 pg/ml,
skladovani pti -70°C)
2) 150 pl zésobniho roztoku natedit do 10 ml PBS (5 pg/ml, skladovani pii -20°C)
3) Pied barvenim 500x nafedit v PBS na koncentraci na 10 ng/ml

Hoechst 33342° (excitaéni maximum 346 nm, emisni maximum 460 nm, Sigma-Aldrich)
1) Ptipravit zasobni roztok Hoechst 33342 nafedéného v destilované vodé na koncentraci
1 mg/ml (skladovani pti -20°C)
2) Pted pouzitim rozmrazit a fedit 200x v roztoku Texas Red C, — maleimidu nebo v roztoku
PBS na koncentraci 5 pg/ml

Alexa Fluor 488" (excitacni maximum 495 nm, emisni maximum 519 nm, Molecular Probes,
Invitrogen, kat. ¢. A30005)
1) Pripravit zasobni roztok Alexa Fluor 488 natedéné¢ho v DMSO'? na koncentraci 10 mg/ml
(skladovani pii -80°C)
2) Pted pouzitim rozmrazit a fedit 1000x v PBS na koncentraci 10 pg/ml

Propidium jodid11 (excitatni maximum 530 nm, emisni maximum 620 nm PI, Sigma-Aldrich,
kat. ¢. P-4170)
1) Ptipravit zasobni roztok propidium jodidu nafedéného v destilované vodé na koncentraci
200 pg/ml (skladovani pii -20°C)
2) Pted barvenim 40x nafedit zasobni roztok propidium jodidu v PBS nebo v roztoku Alexa
Fluor 488 na koncentraci 5 pg/ml

7 Texas Red C, — maleimide = sulforhodamine 101 acid chloride — &ervené fluorescenéni barvivo reagujici s thiolovymi
skupinami v pfitomnosti aminoskupin (pfi neutralnim pH)

8 DMSO = Dimethyl sulfoxide, dimethylsulfoxid; C,HsOS

’ Hoechst #33342 — modré fluorescenéni barvivo pro barveni DNA, chromozomii a jader, interkaluje (vmezefuje se)
do DNA v oblasti A-T (adenin-thymin)

19 Alexa Fluor 488 - azurové zelené fluorescenéni barvivo pro barveni bunék, vaze se na aminoskupiny na jejich povrchu

"' Propidium Jodid (PI) — Cervené (pii vybuzeni laserovym paprskem o 488nm) fluorescenéni barvivo pouzivané
k dobarvovani jader mrtvych bun€k (neprochazi membranou zivych bunék)
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3.7.2. Imunofluorescencni barveni bunék — proteiny B-aktin, vinkulin a osteokalcin

1) Vyjmout vzorky s buiitkami z inkubatoru

2) Oplachnout bunky roztokem PBS

3) Fixovat 70% methanolem o teploté¢ -20°C a nechat inkubovat cca 5 min pii pokojové teploté

4) Opléchnout buniky roztokem PBS

5) P¥idat 1% albumin'? + 0,1% Triton X-100"* a nechat inkubovat 30 min pii pokojové teploté

6) Odsat roztok

7) Pidat 1% Tween 20'* a nechat pusobit 20 min pii pokojové teploté

8) Oplachnout buiiky roztokem PBS

9) Pfidat primarni protilatku: monoklondlni anti-beta-aktin, mysi asciticka tekutina, klon AC-15,
(Sigma-Aldrich, kat. ¢. A-5441, fedéno 1:400), monoklonalni anti-vinkulin, my$i asciticka
tekutina, klon hVIN-1 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. V 9131, fedéno 1:400) a polyklonalni kralici
anti- osteokalcin (1-49) (lidsky) IgG (Peninsula Laboratories Inc., fedéno 1:200), ulozit
pres noc do chladnicky

10) 2x oplachnout buniky roztokem PBS s pfidavkem 0,05% Tweenu 20

11) Pridat sekundarni protilatku: v pfipadé monoklonalnich mysich protilatek byl pouzit (F(ab™)2
fragment protilatky IgG proti mySimu antigenu, ktera byla vytvofena v organismu kozy
a byla konjugovana s Alexa Fluor*488, tj. ,,Alexa Fluor®488-conjugated goat anti-mouse IgG
(H+L)“. V ptipadé¢, ze jako primarni protilatka byla pouzita polyklonalni protilatka kralici,
sekundarni protildtkou byl (F(ab')2 fragment protilatky IgG proti krali¢imu antigenu,
ktera byla vytvofena v organismu kozy a byla konjugovana s Alexa Fluor*488, neboli ,,Alexa
Fluor®488-conjugated (F(ab")2 fragment of goat anti-rabbit IgG (H+L)“. Ob¢ protilatky byly
ziskany od Molecular Probes, kat. ¢. A11017 nebo A11070 po tadé, a fedény 1:400. Vzorky
byly uloZeny ve tmé a inkubovany 1 hod pfti pokojové teploté

12) 2x oplachnout buriky roztokem PBS a ponechat je ponoiené v PBS

13) Provést kontrolu barveni — misto primarni protilatky pouZzijeme roztok PBS

14) Pozorovat fluorescencnim mikroskopem

3.8. Priprava lyzdtu

1) vyjmout misky s kompozity z inkubétoru (cca 37°C)

2) odsat médium (kultivacni roztok)

3) oplachnout PBS

4) ptresunout vzorky do ¢isté kultiva¢ni misky

5) ptidat 10 ml trypsinu, pfiklopit misku a ulozit zpét do inkubatoru — na cca 10 min
trypsin — zajisti oddéleni bun¢k od kompozitu

6) vyjmout misky z inkubatoru — promichat uvolnéné buiiky s trypsinem (pipetou)

7) premistit do centrifugac¢ni zkumavky umisténé v ledu, pfidat 1 ml média: DMEM + 10% FS,
které vyvazuje trypsin a zaroven rusi naboj — bunky se 1épe usazuji na dné zkumavky

8) vznikly roztok ptepipetovat do centrifugaéni zkumavky

9) pfidat trypsin-inhibitor v poméru 1:1 k trypsinu

12 Albumin - jeden z proteinii krevni plazmy, vyskytujici se i v dalich t&lnich tekutinach, jako je tkatiovy a mozkomisni
mok. K jeho syntéze dochazi v jatrech. V téle ma mnoho funkci. Je dilezity hlavné pii transportu riznych latek krvi
(napf. mastné kyseliny, bilirubin — odpadni produkt pfi odstranovani starych erytrocyti, mineraly, 1éky ¢i hormony)
a pomaha udrzet stalé vnitini prostfedi organismu (staly osmoticky tlak lidské krevni plazmy).

" Triton X-100 (C,4H,,0(C,H;0),) — neionogenni &inidlo s hydrofilni polyethylenoxidovou (= polyethylenglykolovou)
skupinou a uhlovodikovou lipofilni nebo hydrofobni skupinou, které permeabilizuje (zvySuje propustnost) bunéénych
membran.

' Tween 20 - komeréni oznaceni pro chemickou latku, ktera je schvalena v EU jako aditivum s charakterem emulgatoru,
disperzniho ¢inidla ¢i stabilizatoru. V biologické praxi se vyuziva ke snizovani nespecifickych vazeb protilatek.
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10) odebrat vzorek bunécné suspenze z roztoku a spocitat celkovy pocet bunék pod mikroskopem
v Biirkerové komtirce

11) bunécnou suspenzi centrifugovat pii 4°C 5 min pii 1 000 otackach/min

12) odsat supernatant

13)k usazenym bunkam ptidat destilovanou vodu na tkanové kultury tak, aby vysledna
koncentrace byla 2 miliony bun¢k/ml

14) promichat buiiky s vodou pipetou — homogenizace roztoku, buiiky ve vodé¢ popraskaji

15) ptipravenou suspenzi piepipetovat do pfedem oznafenych ependorfek po 0,7 ml a utésnit
parafilmem

16) umistit pfes noc do hlubokomraziciho boxu (-80°C) — dal$i poskozovani bunék

3.9. Homogenizace

1) vyjmout vzorky z mraziciho boxu a nechat roztat

2) umistit je do ledu a postupné¢ homogenizovat ultrazvukem (UP100H, Hielscher Ultrasonics
GmbH, Deutschland) 40 s pti amplitudé 70%

3) ulozit do hlubokomraziciho boxu (-80°C)

3.10. Méieni koncentrace proteinii kolorimetrickou Lowryho metodou

Podstatou této metody je reakce komplexace Cu®" iontd s peptidovymi vazbami v zésaditém
prostiedi a redukce fosfomolybdatu obsazené¢ho v Folin-Ciocalteu reagentu skrze konjugované bocni
fetézce aminokyselin tyrosinu a tryptofanu. Vznikajici modfe zbarveny komplex je
spektrofotometricky detekovan (500-750 nm) (Lowry a kol. 1951).

Ptiprava roztoku:

albumin — ze zasobniho roztoku albuminu (10 mg/ml) vytvofit riizné koncentrace — fedéni albuminu
v H,O vpomérech 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64 (tj. 40; 20; 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 ug
albuminu na jamku)

Roztok A - NaOH (0,8M) : CTC : SDS (5%) : H,O=1:1:2:4

Roztok B — Folin roztok : H,O=1:3

H>0 = destilovana voda

IM NaOH = 1 molarni hydroxid sodny; tj. molarni koncentrace cnaon = 1 mol/l, pfipravi se tak, ze se
v 1 1 rozpoustédla rozpusti mnozstvi latky o hmotnosti rovnajici se jeji molekulové hmotnosti.

CTC obsahuje: 0,1% CuS04.5H,0 + 0,2% vinan sodno-draselny + 10% Na,CO;

SDS = dodecyl sulfat sodny

Kalibra¢ni ktivka albuminu, méteni koncentrace proteint

1) zhomogenizovany lyzat nechat roztat a ponechat v ledové drti

2) nafedéné koncentrace albuminu a blank (samotna H,O) napipetovat v triplikatech
do 96 jamkové kultivacni desticky (NUNC-IMMUNO PLATE, Dansko)
blank (0 albumin) =4 pl H,O + 16 ul NaOH;
albumin = 4 pl albuminu (rdzné koncentrace) + 16 ul NaOH (1M);
vzorky = 20 ul vzorku + 1,6 ul NaOH (10M)

3) do kazdé jamky 200 pl roztoku A — nechat pasobit 10 min

4) poté pridat 50 pl roztoku B — celou kultivacni desticku dat na 30 min do tfepacky
pti 350 otackach a 50°C

5) meéfeni proteinii na spektrofotometru (VERSAmax Microplate Reader, Molecular Devices)
pti 690 nm

6) sestrojit kalibracni kiivku, pomoci Microsoft Office EXCEL vypocitat rovnici regresni kiivky
a vypocitat mnozstvi proteint ve vzorcich
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7) natedit lyzaty v H,O na koncentraci proteinti 100 pg/ml
8) lyzaty skladovat v hlubokomrazicim boxu pfi teploté -80°C

3.11. ELISA (enzymatickd imunosorbentni esej)

1) vyjmout lyzaty z hlubokomraziciho boxu (-80°C)
2) zlyzath napipetovat 1, 5, 10, 15, 20, nebo 40 ul do 50 pl destilované H,O (koncentrace
odpovida 0,1 — 2 pg proteinu/ 50 pl
3) Titi razné koncentrace nafedéného lyzatu napipetovat v objemu 50 pl na jamku, kazdou z nich
do 6 jamek
4) nechat adsorbovat ptes noc
5) druhy den odcdknout roztok
6) dvakrat proplachnout PBS
7) blokujici krok: ptidat 0,02% roztok zelatiny v PBS — 100 pl na 1 jamku — 60 min
8) ptidat 1% Tweenu 20 v PBS - 100 pl/jamka — 20 min
9) oplachnout bunky (100 pl na jamku): 1x PBS + 0,05% Tween 20, 2x Triton X-100, 1x PBS +
0,05% Tween 20
10) ptidat 50 pl primarni protilatky, polyklondlniho kréli¢iho anti-osteokalcinu (1-49) (lidsky)
IgG (Peninsula Laboratories Inc., fedéno 1:200) a inkubovat 60 min pii pokojové teploté
11) oplachnout buiiky (100 pl na jamku): 1x PBS + 0,05% Tween 20, 2x Triton X-100, 1x PBS +
0,05% Tween 20
15) ptidat sekundarni protilatku (F(ab")2 fragment protilatky IgG proti krali¢imu antigenu, ktera
byla vytvofena v organismu kozy a byla konjugovana s peroxidazou, neboli ,,peroxidase-
conjugated goat anti-rabbit IgG* (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A9169, fedéni 1:5000).
16) ulozit do tmy a nechat inkubovat 45 min pfi pokojové teploté
12) roztoky najednou odstranime odcaknutim
13) oplachnout bunky (100 pl na jamku): 1x PBS + 0,05% Tween 20, 2x Triton X-100, 1x PBS +
0,05% Tween 20
14) ptidat chromogen — 100 pl/ 1 komiirku (pokojova teplota)
5 ml orthofenylendiamindihydrochlorid
10 ml 0,1M fosfatového pufru Na,HPO4.12 H,O
17 ul 30% HzOz
Nechat ptisobit ve tmé po cca 20 min (10-30 min)
15) Pridat 50 pl 2M H,SO4 (1,0066 ml kone. 96% H,SO4 + 8,934 ml H,0)
16) méteni na ptistroji ELISA READER (VERSAmax Microplate Reader, Molecular Devices)
pti vinovych délkach 490 a 690 nm

3.12. Statisticka analyza

Kvantitativni data byla prezentovana jako aritmeticky pramér + SEM (Standard Error of Mean,
sttedni chyba priméru). Na statistické analyzy byl pouZit program SigmaStat (Jandel Corporation,
U.S.A.), postup mnohocetnych analyz - jednoparametrickdi ANOVA se Student-Newman-Keulsovou
metodou. Za vyznamnou byla povazovana hodnota p < 0,05.
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4. Vysledky

4.1. Inicialni adheze bunék na material

Inicidlni adheze kostnich bun¢k MG 63 prvni den po nasazeni byla na nano- a mikro-strukturo-
vanych povrsich nizs$i nez na skle (Obr. 2). U mikrocastic TCP jsme zjistili statisticky vyznamnou
zavislost adheze na koncentraci. S rostouci koncentraci TCP se adheze zvySovala, nejvyssi hustota
bun&k na cm” byla zji$téna na kompozitu MF20. U nanog&astic TCP byla pozorovéana nejvyssi adheze
na NF15. U kompoziti s nejvy$§imi koncentracemi mikrocastic TCP, tj. MF15-25 byl naméten
vys§i pocet inicidln¢ adherovanych bun¢k v porovnani s Cistym kompozitem, tj. 0 a kompozity
s niz§imi koncentracemi mikro- a nanocastic TCP, tj. NF2-10 a MF2-10.

pocet MG 63 bunék 1.den

vs.0

20000 - MF2-25
18000 - NF2-25

100007 MF2 ki Ny \S/T(.Ic;,
o~ VS. VS.SKIO NF2-5
€ 14000 - 5 5kio s NF20 NF20 MF2 © Vs NF2-5 Vs:skio
2 12000 - : VU2 r2 skio MF15-25 MF2 07 MF2-10 MF2-5
2 sk NF20 sko vs.sklo MF20 NF2-5
_§ 10000 - \r15.00  vsskio  skio o ﬁ#’;‘glo'ﬁ NE10.15 sklo
= 8000 - MFLS-25 skio NF25
3] MF5-25
S 6000 -
4000 -
2000 -
0
Q Vv ) Q » N \2) Vv An) Q » N \2) o
< LN N A AP KN N A A
LLRELEELSELE
material

Obr. 2. Poet kostnich bunék MG 63 na cm” 24 hod po nasazeni na kompozitech dimetylsiloxanu s 0, 2, 5, 10,
15, 20 a 25% nanocastic (NF), nebo mikroc¢astic (MF) trikalciumfosfatu (TCP). Nad sloupci jsou vyznaceny
vzorky, ve srovnani s nimiZ je hodnota daného sloupce statisticky vyznamna. Za statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.

4.2. Proliferace bunék

U bun¢k na kompozitu MF20 byla naméfena signifikantné krat$i doba zdvojnasobeni poctu
bunék v kultufe (,,doubling time*) nez u kompozitu s nejvyssi koncentraci mikrocastic TCP,
tj. MF25 (Obr. 3). Tieti den po nasazeni byla nejvyssi hustota kostnich MG 63 bun¢k na vzorku
MF20 (Obr. 4), hustota bun¢k na tomto vzorku byla vyznamné vySsi nez na vSech ostatnich vzorcich
a kontrolnim skle. Mezi kompozity s nanoc¢asticemi TCP nejlépe proliferovaly buitkky na vzorku
doubling time, tudiz nejlepsi proliferace u bunék na kontrolnim skle (Obr. 5). Sedmy den byla
na skle také nejvyssi hustota bunék (Obr. 6, 7). U vzorki NF10, NF20, NF25 a MF2, MF5 byla
proliferace vyznamné pomalejsi (Obr. 5). U kompoziti NF2 a NF5 pocet bun¢k mezi 3. a 7. dnem
klesl, proto nebylo mozné u nich vypocitat doubling time. Sedmy den bylo na téchto vzorcich také
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pozorovano nejméné bunck (Obr. 6). U kompoziti s obéma typy TCP castic roste pocet bunck
s koncentraci ¢astic TCP. Optimalni koncentrace u nanocéstic je 15% a u mikrocastic 20%.

Mikroc¢astice TCP podporovaly proliferaci kostnich MG 63 bunck vice nez nanocéstice TCP
(Obr. 6, 7).
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Obr. 3. Doba zdvojnasobeni poc¢tu bunék v kultuie (,,doubling time*) kostnich MG 63 bunék na kompozitech
dimetylsiloxanu s 0, 2, 5, 10, 15, 20 a 25% nanocastic (NF), nebo mikroc¢astic (MF) trikalciumfosfatu mezi

1. a 3. dnem. Nad sloupci jsou vyznaceny vzorky, ve srovnani s nimiz je hodnota daného sloupce statisticky
vyznamna. Za statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.
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Obr. 4. Pocet kostnich MG 63 bunék na cm? tfeti den po nasazeni na kompozitech dimetylsiloxanu s 0, 2, 5,
10, 15, 20 a 25% nanocastic (NF), nebo mikrocastic (MF) trikalciumfosfatu. Nad sloupci jsou vyznaceny
vzorky, ve srovnani s nimiz je hodnota daného sloupce statisticky vyznamna. Za statisticky vyznamné rozdily
mezi jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.
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Obr. 5. Doba zdvojnasobeni po¢tu bunék v kultute (,,doubling time*) kostnich MG 63 bunék na kompozitech
dimetylsiloxanu s 0, 2, 5, 10, 15, 20 a 25% nanocastic (NF), nebo mikroc¢astic (MF) trikalciumfosfatu mezi

3. a 7. dnem. Nad sloupci jsou vyznaceny vzorky, ve srovnani s nimiz je hodnota daného sloupce statisticky
vyznamna. Za statisticky vyznamné rozdily mezi jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.

-26 -



Pocet MG 63 bunék 7. den
vs. 0 vs.0,
NF2-25 NF2-25
350000 - MF2-15 MF2-25
MF25
300000 - K vs. sklo vs.sklo skio
~ \I\IASI;SS,SO, MF20 MF20 vs.sklo s skio
€ 250000 - nr2-10 ¥5.0,skio N2> NF2-5 wssklo  MF20 g
™ NF20, MF20-25 20 NF20 MF20  NF2-10 Nppo5
o 200000 | T ME10 vs. 0, skio NF2-5 NF20  NFoo
g vs. sklo, 0 NF2-5 MF2-25 NF20
2 150000 - MF2-25 NF20 NF2-15,25
4 NF5-25
9 100000 - vs. 0, sklo
e MF2-25,
50000 - NF2,
NF10-25
0
QO b @ O O NN M &V P O O N H»
3 3 N N 1% ° & N N ) v &
FEEEEETEGTEEE
material

Obr. 6. Pocet kostnich MG 63 bunék na cm? 7. den po nasazeni na kompozitech dimetylsiloxanu s 0, 2, 5, 10,
15, 20 a 25% nanocastic (NF), nebo mikrocastic (MF) trikalciumfosfatu. Nad sloupci jsou vyznaceny vzorky,
ve srovnani s nimiz je hodnota daného sloupce statisticky vyznamna. Za statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.
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Obr. 7. Ristové kiivky kostnich MG 63 bunék na kompozitech dimetylsiloxanu s 0, 2, 5, 10, 15, 20 a 25%
nanocastic (NF), nebo mikrocastic (MF) trikalciumfosfatu.
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4.3. Imunofluorescencni barveni f-aktinu, vinkulinu a osteokalcinu

Na vsech vzorcich lze pozorovat dobfe vyvinuty beta-aktinovy cytoskelet bun¢k MG 63 (Obr. 8).
Fokalni adhezni plaky s obsahem vinkulinu, proteinu asociovaného s integrinovymi receptory, byly
téz pozorovany na vSech vzorcich (Obr. 9). Fokalni adheze s obsahem vinkulinu byly drobné,
teCkovité a nejcetnéjsi na skle (Obr. 10A). MG 63 buiiky na vSech vzorcich se pozitivné barvily
na osteokalcin, marker osteogenni diferenciace (Obr. 11). U kompozith s obsahem 15-25% TCP byl
osteokalcin pozorovan nejen na buikach, ale i v extracelularni matrix (Obr. 10B). Na kompozitech
s nano-TCP byly buiiky nejintenzivnéji obarveny v okoli jadra, zatimco na mikro-TCP byly bunky
siln¢€ obarveny v cytoplazmé a na povrchu buiky.

Obr. 8. Imunofluorescencni barveni beta-aktinu u kostnich bunék MG 63 na dimetylsiloxanovych
kompozitech s 0, 2, 5, 10, 15, 20 a 25% nano- a mikrocastic trikalciumfosfatu; konfokalni mikroskop Leica
SP2, obj. x20, zoom 4%, vodni imerze. M¢fitko predstavuje 40 pm.
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Obr. 9. Imunofluorescenéni barveni vinkulinu u kostnich bunék MG 63 na dimetylsiloxanovych kompozitech
s0,2,5,10, 15, 20 a 25% nano- a mikrocastic trikalciumfosfatu; konfokalni mikroskop Leica SP2, obj. x20,
zoom 4%, vodni imerze. Méfitko predstavuje 40 um.

-29.-



Obr. 10. Imunofluorescen¢ni barveni vinkulinu (A) a osteokalcinu (B) u kostnich bunék MG 63 na skle (A) a
NF25 (B); cervené Sipky ukazuji na dobfe vyvinuté fokalni adhezni plaky vinkulinu (A) a na depozity
osteokalcinu v extracelularni matrix (B); konfokalni mikroskop Leica SP2, obj. x20, zoom 4%, vodni imerze.
Meéritko predstavuje 40 um.
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Obr. 11. Imunofluorescencni barveni osteokalcinu u kostnich bunék MG 63 na dimetylsiloxanovych
kompozitech s 0, 2, 5, 10, 15, 20 a 25% nano- a mikrocastic trikalciumfosfatu; konfokalni mikroskop Leica
SP2, obj. x20, zoom 4x, vodni imerze. M¢étitko predstavuje 40 pm.
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4.3.1. ELISA - osteokalcin

Ctvrty den po nasazeni byla nejvysii koncentrace osteokalcinu pozorovana u kompozitu NF5
(Obr. 12). Naopak vyznamné niz$i koncentrace osteokalcinu byla zjisténa u bunck MG 63
na vzorcich s niz8imi koncentracemi (2, 10 a 15%) mikrocastic TCP a s vysokym obsahem (25%)
nanocastic TCP.
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Obr. 12. Koncentrace osteokalcinu u kostnich bunék MG 63 na dimetylsiloxanovych kompozitech
s0,2,5,10, 15, 20 a 25% nano- a mikrocastic trikalciumfosfatu, stanovena pomoci metody ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) 4. den po nasazeni. Nad sloupci jsou vyznaceny vzorky,

ve srovnani s nimiz je hodnota daného sloupce statisticky vyznamna. Za statisticky vyznamné
rozdily mezi jednotlivymi vzorky jsou povazovany hodnoty p< 0,05.

4.4. Publikace vysledkit

Vysledky byly prezentovany formou posteru a publikovany v podobé abstraktu ve sborniku
konference - 22" European Conference on Biomaterials, konané od 7. do 11. zafi 2009 v Lausanne,
Svycarsko.
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5. Diskuze

Material pouzivany na vyrobu kostnich protéz by meél umoznit dobrou inicidlni adhezi
osteoblastl ke svému povrchu a nasledné jejich relativné rychlou proliferaci, béhem které je protéza
souvisle pokryta osteoblasty. V ptipad¢, ze jde o porézni materidl, osteoblasty proristaji i dovnitf.
Poté¢ by mélo dojit ke kalcifikaci a vristdni protézy do nové vytvofené kosti, vzniklé cinnosti
osteoblastii, a vyplnéni defektu. Kalcifikace vyzaduje spravny smér diferenciace osteoblastd,
tj. diferenciaci osteogenni. Optimalni materidl by mél tedy podpofit adhezi bunék, jejich rast
1 néslednou diferenciaci.

Pii hodnoceni inicidlni adheze kostnich bunck MG 63 jsme u mikrocastic TCP zjistili
signifikantni zavislost adheze osteoblastii na koncentraci TCP v kompozitu, piicemzZ s rostouci
koncentraci TCP se adheze zvySovala a nejvy$si hustota bunék na cm® byla naméfena na kompozitu
MF20. Podobné tomu bylo i u nanocastic TCP, kde adheze stoupala s koncentraci az ke vzorku
NF15, ktery mél mezi kompozity s nanocasticemi nejvyssi densitu adherovanych bunék.

Zavislost proliferace na koncentraci TCP jiz vSak zjisténa nebyla. Nicméné nejvyssi proliferaci
jsme opét mohli pozorovat na kompozitu s 20 obj. % mikrocastic TCP a 15 obj. % nanocastic TCP.
Populac¢ni hustota bun€k na téchto vzorcich (MF20 a NF15) byla 3. den po nasazeni dokonce vySsi
neZ na kontrolnim skle. Nizké hustoty bunék MG 63 na vzorcich s nizkym obsahem nanoc¢éstic TCP
(NF2 a NF5) sedmy den po nasazeni je mozné vysvétlit jednak toxicitou nékteré ze slozek
kompozitu, ke které mohlo dojit pfi zkoncentrovani této slozky béhem michani smési pti vyrobé
kompozitu. Druhou moznosti jsou zménéné fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu u téchto vzorkt
(napf. zména drsnosti ¢i naboje), které vedly ke snizené¢ bunécné proliferaci a nebyly piekonédny
pozitivnim vlivem nizké koncentrace TCP na rast bunék.

V porovnani s Cistym kompozitem, tj. 0, jsme pozorovali lepSi inicidlni adhezi u bunék
na kompozitech s nejvyssimi koncentracemi mikrocastic TCP, tj. MF15-25, a rovnéz mirn¢ vice
adherovanych buné€k jsme napocitali na kompozitu NF 15. Kromé skla jsme zjistili vyssi proliferaci
kostnich MG 63 bunék i u MF20 a NF15 ve srovnani s kompozitem bez TCP.

V podobné studii byl zkouman vliv rtiznych koncentraci (5, 10, 20 a 40 obj. %) B-TCP
v polyetheretherketonu na lidské osteoblasty (Petrovic a kol. 2006). Na vSech vzorcich autofi nalezli
Zivotaschopné osteoblasty, avSak bunécnd proliferace klesala na vSech kompozitech s B-TCP
nezavisle na jeho koncentraci ve srovnani s ¢istym netoxickym polyetheretherketonem.

V nasem pokusu jsme kromé& porovndvani riznych koncentraci nano- nebo mikrocastic
trikalciumfosfatu (TCP) v kompozitu, také srovndvali samotny vliv nano- nebo mikrocastic TCP
na chovani bun€k. Na naSich kompozitech, tj. matrice z dimetylsiloxanové pryskyfice vystuzena
aramidovymi vldkny s nanocasticemi (100 nm) a mikrocasticemi (50-150 pm) trikalciumfosfatu
(TCP), jsme pozorovali mirn¢ lepsi adhezi i vyssi proliferaci kostnich MG 63 bunck na vzorcich
s mikro¢asticemi nez s nanocasticemi TCP. K podobnym vysledkiim dosli napt. i Voisin a kol.
(2009), kteti analyzovali reakci osteoblastli na mikro- a nanostrukturu povrchu polyamidového filmu,
vytvoienou specialni metodou za vyuziti laseru. Celkovy pocet bun¢k i jejich velikost byly vyssi
na mikrostrukturovaném polymeru.

Naopak v pokusech jinych védcii se mnohem piiznivéji pro adhezi i proliferaci osteoblastt jevila
biologicky inspirovand nanostruktura kompozitu. Naptiklad Price a kol. (2003) studovali adhezi
lidskych osteoblastii na polykarbonat-urethanovych kompozitech s karbonovymi nanovlakny
o ruznych primérech (60-100 nm a 100-200 nm). Povrchové energie byla kontrolovéna vytvorenim
nanovldken bud s pyrolytickou (tj. Stépnou teplem =za nepfistupu kysliku) aromatickou
uhlovodikovou vnéjsi vrstvou, nebo bez této vrstvy. Adheze osteoblastii byla vice podporovéna
na karbonovych nanovldknech o mensim priméru (60-100 nm) a s vy$si povrchovou energii, tedy
na nanovlaknech bez pyrolytické vrstvy. Vétsi mnozstvi karbonovych nanovlaken v kompozitu také
vedlo k rostouci adhezi i proliferaci osteoblasti.

Elias a kol. (2002) zkoumali chovéni lidskych osteoblasti kultivovanych na uhlikovych
nanovlaknech s primérem mensim nebo vétsim nez 100 nm. Po tfech a sedmi dnech kultivace byla
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pozorovana vyssi proliferace osteoblastli na uhlikovych vldknech o priméru mensim nez 100 nm
ve srovndni s kulturou na vlaknech vétSich nez 100 nm. Buiiky také syntetizovaly vice alkalické
fosfatazy (marker osteogenni diferenciace) a ukladaly na uhlikova nanovlakna vice extracelularniho
vapniku.

U polymernich, konkrétné polylaktidovych kompoziti s nanocasticemi HA byly také zjistény
lep§i mechanické vlastnosti materidlu a vyznamné vysSi adsorpce proteinli ve srovnani
s mikroc¢asticemi HA (Wei a Ma 2004). Chovani osteoblastii na nanostrukturovaném povrchu oxidu
hlinité¢ho, oxidu titani¢itého a hydroxyapatitu studovali také Webster a kol. (2000). Kromé& zvysené
adsorpce proteind extracelularni matrix, jez zlepSovala i bunécnou adhezi a tlumila apoptézu bunék
(fj. programovand bunécnd smrt, napt. pii nedostatecné adhezi bun€k k povrchu), pozorovali tito
autori 1 selektivni adsorpci ur€itych typt proteind, konkrétné vitronektinu (protein zvysujici adhezi
osteoblastil).

Nekteti autofi posuzovali i rozdily v chovani bun¢k na rtiznych mikrostrukturach povrchu. Napf.
Murai a kol. (2006) zjistovali efekt rtizné velkych mikrocastic B-trikalciumfosfatu na rtst kosti
uvnitf titanového obalu in vivo v krali¢ich lebkach. Zjistili, ze stfedné velké mikrocastice B-TCP
(250-500 pm) vice podporovaly formovani nové regenerované kostni tkan¢ a jeji mineralizaci nez
mens$i mikrocastice B-TCP (100-250 um). Naopak pfi in vitro pokusech s mikrostrukturovanym
titanovym povrchem vzorki Lossdorfer a kol. (2004) pozorovali, Ze srostouci mikrodrsnosti
povrchu proliferace osteoblastl klesa, zatimco jejich diferenciace roste.

Kromé NF2 a NFS5, které neptiznivé ovlivnily proliferaci kostnich MG 63 buné€k po 7 dnech
kultivace, jsme u ostatnich kompoziti pozorovali zvySujici se proliferaci bunék. MF20 a NF15
dokonce poctem bunck na svém povrchu pifevySovaly i kompozit bez obsahu TCP. Na vSech
vzorcich jsme také mohli pozorovat dobfe vyvinuty B-aktinovy cytoskelet, fokalni adhezni plaky
s obsahem vinkulinu 1 pozitivni obarveni MG 63 bun¢k na osteokalcin, marker kostni diferenciace.
Na kompozitech s nano-TCP byly buiiky nejintenzivnéji obarveny v okoli jadra, zatimco na mikro-
TCP byly burky silné¢ obarveny v cytoplazmé& a na povrchu buiiky, coz nasvédcuje pozdéjSimu
nastupu syntézy osteokalcinu v kostnich MG 63 bunikach na kompozitech s nanoc¢asticemi TCP.

Nejen velikost ¢astic TCP, ale i jejich koncentrace méla vliv na mnoZstvi a rozmisténi
osteokalcinu. U kompozitii s obsahem 15-25% TCP byl osteokalcin pozorovan nejen na buiikach,
alei v extracelularni matrix. Nejvyssi koncentrace osteokalcinu ¢tvrty den po nasazeni byla
bun¢k. Naopak statisticky vyznamné niz§i koncentrace osteokalcinu byla zjist€éna u MG 63 bun&k
na vzorcich s niz§imi koncentracemi (2, 10 a 15 obj. %) mikrocastic TCP a s vysokym obsahem
(25 obj. %) nanocastic TCP. Domnivame se tedy, Ze TCP o vhodné koncentraci a velikosti ¢astic ma
vysoky potencial pro vyuziti v kostnim tkanovém inzenyrstvi. Nasi teorii potvrzuji i studie jinych
autort. Naprtiklad Jensen a kol.(2007) hodnotili novotvorbu kostni tkdn€ in vivo (v miniprasatech)
na ruznych typech kalcium fosfatovych povrchi, tj. smési HA a B-TCP (dvoufazovy kalcium fosfat),
Cistém HA, cistém TCP a také na kontrolnim autolognim S§tépu. Mezi zkoumanymi vzorky se nova
kostni tkan nejrychleji tvotila na ¢istém TCP, kdy po 8 tydnech byl jiz implantat resorbovan a kostni
tkan téméef Uplné regenerovana. Mnozstvi novotvofené kostni tkdn¢ se zvySovalo s mnoZzstvim
B-TCP a klesalo s HA (autologni §tép > B-TCP > B-TCP/HA > HA).

K jinym zavérim vSak dosli napt. John a kol. (2003), ktefi téZ hodnotili chovani kostnich bunck
MG 63 na raznych typech kalcium fosfatovych povrchii — HA, B-TCP a HA-TCP. Zatimco v okoli
HA materidlu pozorovali souvislou vrstvu Zivotaschopnych bunék, na povrsich s B-TCP a HA-TCP
nalezli jen n¢kolik malo zivotaschopnych kostnich MG 63 bunék. HA tedy podporoval osteogenni
aktivitu osteoblastli ve srovnani s povrchem B-TCP, ktery byl rozpustén na fosforecné a vapenaté
ionty a znovu rekrystalizoval do podoby apatitu. V médiu s B-TCP také bylo zjisténo velké mnozstvi
fosfore¢nych iontli a nizké mnozstvi vépenatych iontl, coz pravdépodobné zapti€inilo bunécnou
smrt.

I Sun a kol. (1997) zkoumali rGzné varianty kalcium fosfath — HA, B-TCP, B-dikalcium
pyrofosfat (B-DCP) a slinuty (spékany) B-dikalcium pyrofosfat (SDCP). Na vzorcich B-TCP a HA
byla v prvnich 3 dnech populace osteoblastii potkana pomérné nizka, avSak postupné rostla smérem
k sedmému dni, zatimco mnozstvi alkalické fosfatazy bylo v prvnich tfech dnech vysoké a vyrazné
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kleslo mezi 3. a 7. dnem. Podobny trend byl pozorovan i u B-DCP a SDCP, avSak hodnoty byly méné
signifikantni. Sun a kol. (1997) tedy dosli k zavéru, Ze HA 1 B-TCP maji inhibujici G¢inky na rist
osteoblastu.

Santos a kol. (2009) porovnavali vliv TCP a HA v kompozitech, pokrytych zlatym praskem
aodvou riznych nanodrsnostech, na chovani lidskych osteoblasti. U kompoziti s TCP bylo
hlavnim parametrem ovliviiujicim adhezi, proliferaci a bunécnou diferenciaci chemické sloZeni,
které negativné ovlivilovalo inicialni adhezi osteoblastii, ale podporovalo naslednou bunécnou
proliferaci a diferenciaci. Naproti tomu na HA vzorcich hral vétsi roli reliéf povrchu, ktery zvySoval
bunécnou diferenciaci, ale snizoval proliferaci.
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6. Zavér

V této praci jsme hodnotili kompozitni matrice slozené z dimetylsiloxanové pryskyftice, aramidu
a s obsahem 2, 5, 10, 15, 20 a 25 objemovych procent nanocastic (100 nm) nebo mikrocastic (50-150
um) trikalciumfosfatu jako potencidlnich materialii pro tkédnové inzenyrstvi kosti.

V in vitro testech s lidskymi kostnimi MG 63 buitkkami jsme hodnotili adhezi, rast a diferenciaci
MG 63 bunck na téchto povrSich. Soucasné jsme sledovali vliv velikosti ¢astic TCP a jejich
koncentrace v kompozitu na chovani bun¢k v kultute.

Zjistili jsme, Ze inicidlni adheze i tvorba fokalnich adheznich plakii s obsahem vinkulinu
v kostnich MG 63 builkach na dimetylsiloxan/aramidovém kompozitu s trikalciumfosfatem nebyla
ovlivnéna velikosti ¢astic, avSak se zvySujici se koncentraci ¢astic TCP do urcitych mezi také rostla.
Povrchy s mikrocasticemi TCP vice podporovaly bunécnou proliferaci MG 63 bun¢k ve srovnani
s nanocasticemi TCP. Rostouci koncentrace TCP také podporovala proliferaci a ukladani
osteokalcinu v MG 63 buiikach. Jako nejoptimalnéj§i vzorek se jevil povrch s 20 objemovymi
procenty mikrocastic TCP, mezi nanoc¢asticemi byly nejlepSi hodnoty zjiStény u kompozitu s 15
objemovymi % TCP. Tyto kompozity se tedy jevi jako vhodny materidl pro vyuziti v kostnim
tkanovém inzenyrstvi.
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