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ANOTACE

Prace se zabyva tkanovymi nosi¢i a jejich ulohou v proliferaci bunék. Stru¢né se vénuje
materidlim a vlastnostem skafoldu, které ovliviiuji nejen proliferaci, ale také vybér vhodného

skafoldu. Pfesnéji se zamétuje na povrchovou Upravu materiald a slozeni kultivaéniho média.
KLiCOVA SLOVA

skafold, proliferace, tkanové inzenyrstvi, Gprava povrchu, kultivace, biomaterial

TITLE

Effects of biocompatible materials on cell proliferation

ANNOTATION

The work deals with scaffolds and their role in cell proliferation. It briefly describes
the materials and properties of scaffolds, which affect not only proliferation, but also
the selection of a suitable scaffold. More precisely, it focuses on the surface treatment

of materials and the composition of the culture medium.
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scaffold, proliferation, tissue engineering, surface treatment, cultivation, biomaterial
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UvVOD

Buné¢na proliferace neboli bunécné bujeni je jeden z hlavnich piedpokladi tkanového
inzenyrstvi a uspé$n¢ vytvoreného skafoldu. Ten ptedstavuje zékladni kostru pro izolované
bunky, kterym nasledné poskytuje vhodny povrch a strukturu k rastu, jejich dal§imu vyvoji
a k uloZeni své extracelularni matrix, coz ma za nasledek vytvoieni ndhradni tkan¢.

Uvodni &ast prace zahrnuje predstaveni bundk, vhodnych pro tkafiové inZenyrstvi
a prirodni nebo syntetické materidly skafoldd, na kterych jsou nasledné bunky kultivovany.
Poté jsou predstaveny diilezité vlastnosti skafoldl, jako je biokompatibilita, biodegradace,
vhodna geometrie, porovitd struktura a ptiznivé povrchové vlastnosti, které mohou ovlivnit
proliferaci bun¢k. Déle se prace zabyva Upravou povrchu materidlu, kterd zahrnuje upravu
smacivosti a povrchové drsnosti. V posledni ¢asti této kapitoly se prace vénuje bioaktivnim
molekulam, které se vazou na povrch skafoldu, a tim zlepsuji proliferaci bunék. Zavérecna cast
popisuje vliv slozeni kultivaéniho média, ptesnéji vybranych rastovych faktord a hormont
na proliferaci bun¢k.

Cilem této bakalafské prace je pfedstaveni moznosti ovlivnéni reprodukce bunék,
pomoci kultivace na skafoldech in vitro ¢i in situ v riznych podminkach ¢i na riznych povrsich.
Jsou zde zahrnuty i ptiklady experimentd jako ukézka toho, ze dana metoda funguje a ma vliv

na bunécnou proliferaci.
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1. TKANOVE NOSICE

Tkéanové nosice neboli tzv. skafoldy jsou 3D poérovité struktury z rtiznych materiald,
které jsou mezi sebou vzdjemné propojené a podporuji rist a vyvoj bunek. Slouzi k osazeni
cilenymi bunkami in vitro, — nebo podporuji migraci novych bun€k in vivo. Jsou vytvorené
ke splnéni nasledujicich kritérii, musi: a) podporovat vzajemné piisobeni bun¢k mezi sebou,
poskytnout vhodny povrch pro adhezi, rozprostieni bun¢k na daném materidlu a musi umoznit
ulozeni vlastni extracelularni matrix (ECM), b) svou poréznosti podporovat eliminaci
odpadnich latek, difuzi zivin, plyni — zejména kysliku a regulac¢nich faktora, které umozni
preziti, proliferaci a diferenciaci buné€k, c) regulovatelnou rychlosti biologicky se rozkladat,
atotak, aby se tato rychlost blizila rychlosti, kterou se regeneruji (formuji) tkané
za sledovanych podminek, a d) vyvolat minimalni stupeni zanétlivé reakce nebo toxické reakce
in vivo. Nejlépe dosdhneme optimalnich vlastnosti, tj. pevnost, rychlost degradace, porovitost,
tvar a velikost u polymernich skafoldti (Dhandayuthapani et al., 2011). Tkanové nosi¢e mohou
byt na bazi pfirodnich nebo syntetickych polymeri. Kvili niz§i cené¢ a snadné funkénosti
se ve tkanovém inzenyrstvi (TE) vice vyuzivaji pravé skafoldy syntetické nez ptirodni
(Janouskova, 2018).

Vyuzivaji se také pii vyzkumu biomateriald, kdy se na téchto strukturach zkouma chovani
bunck za danych podminek. Jako bézné se jevi pouziti skafoldl pii tzv. ,,drug delivery*
(Loh a Choong, 2013). TE zahrnuje n¢kolik kroki (Obr. 1). Prvnim krokem je vybér vhodnych
bunék, jejich izolace a nasledna kultivace, kdy dochézi k diferenciaci na specifické fenotypy.
Dalsim dutlezitym krokem je konstrukce, vybér vhodného materidlu a vlastnosti skafoldu.
Takto ptipraveny skafold se osadi vybranymi buiikami a kultivuje se v bioreaktorech,
tj. zafizenich, ve kterych dochdzi k ristu bun€k za kontrolovanych podminek. Pti kultivaci
se vyuzivaji média obsahujici rustové faktory (GF), které stimuluji rist a déleni bunék.
Bunky se §ifi po skafoldu a vytvaii tak ndhradni tkan. Posledni krok zahrnuje implantaci
buitkami osazené¢ho skafoldu do téla pacienta, kde se nasledn¢ absorbuje nebo rozpusti.
TE zahrnuje také testovani Uc€innosti riznych postupl, skafoldl, bunék a kultivacnich

podminek na pokusnych zvitatech (Gomes a Reis, 2004).
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Obr. 1: Proces tkariového inZenyrstvi.

1.1  Buiky pro tkanové inzenvyrstvi

Dle zdroje, odkud bunky pochazi je délime na autologni, alogenni a xenogenni.
Autologni pochazi od stejného jedince, do kterého jsou poté opétovné implantovany.
Maji tu vyhodu, Ze u nich hrozi nejmensi riziko imunologické reakce nebo odmitnuti t€lem
pacienta. Jedinou jejich nevyhodou je to, Ze vyzZaduji dlouhou dobu k expanzi na potiebné
mnozstvi. Builky, které jsou geneticky odliSné, ale stejného druhu jako pacient,
se nazyvaji alogenni. Bunky, které jsou pouzity z jiného zivociSného druhu, nezli je ¢lovek
se nazyvaji xenogenni. Alogenni a xenogenni buniky jsou rychle dostupné, ale maji vyrazné

vyssi riziko imunologické reakce nez buiiky autologni (Iordache et al., 2019).
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1.2  Materialy skafoldu

Volba spravného materidlu je dulezita, jelikoz mize ovlivnit regeneraci tkané in situ.
Jejich vlastnosti reguluji chovani bunék a umoziuji tvorbu tkani novych (Shpichka et al., 2019).

Miuzeme je rozdélit do dvou velkych skupin, a to na ptirodni a syntetické.
1.2.1 Ptirodni materialy

Do této skupiny fadime kolagen, chitosan, alginaty a glykosaminoglykany (GAG)
nazyvané také mukopolysacharidy, kdy z nich ma nejvyznamnéjsi vyuziti kyselina
hyaluronova. Jejich nejvétsi vyhodou je nizka toxicita a mala, nebo zadnd, imunitni odpovéd.
Degraduji na netoxické produkty, které jsou ndsledné ptirozenou cestou vylouceny z téla.
Mezi jejich hlavni nevyhody fadime nedostate¢nou mechanickou pevnost a slozitou konstrukei,
denaturuji a ¢asto vyzaduji chemickou upravu, coz mize nasledné vést k jejich toxicite.

Bézn€ pouzivanym pfirodnim materidlem, ktery je obsazen ve vétSin€ vyrobcich
dostupnych na svétovém trhu je kolagen (Obr. 2), ktery je hlavnim proteinem ECM a je soucasti
pojivovych tkani, kde poskytuje mechanickou podporu. Skafoldy vyrobené z kolagenu maji
Siroké uplatnéni, ato predevS§im v otorinolaryngologii, kde slouzi k vyrobé steh,
hemostatickych latek (jako jsou prasky a houby), krevnich cév, Slach a vazii. Pouzivaji se také
pfi regeneraci perifernich nervi a pfi regeneraci kiize, kde se vyuzivaji k 1€cbé popalenin.
Mizeme je kombinovat s dal§imi pfirodnimi nebo syntetickymi materidly (Vats et al., 2003).
Kolagen je vhodny materidl diky své nizké antigenicité, nizké zanétlivé a cytotoxické reakci,
vysoké afinité k vodé a dobré kompatibilit¢ bun¢k. Vyhodou je také jeho izolace z n¢kolika
ruznych zdroji a dobra biodegradace (Sell et al., 2010).

Zajimavym pfirodnim materidlem je hedvabny fibroin (SF), ktery se ziskava z kokoni
bource morusového (Bombyx mori) a ma vlastnosti, které mohou fteSit potifeby pro in situ
opravu mocového méchyte. PfestoZze budou nutné dalsi studie zaméfené na dlouhodobé
hodnoceni urologickych onemocnéni, uz nyni analyzy in vivo ukazaly, Ze matrice SF vykazuje

fadu vyhod oproti syntetickym biomaterialim (Sack, 2017).
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Obr. 2: Kolagenovy skafold. (4) Struktura kolagenového skafoldu o pruméru 4 mm, (B) snimek ze
skenovaciho elektronového mikroskopu ukazujici morfologii porézniho kolagenového skafoldu, (C) konfokalni
obraz barveny pomoci fluorescein diacetatu a (D) snimek ze skenovaciho elektronového mikroskopu zachycujict
neurdlni progenitorové buniky kultivované na kolagenovém skafoldu po dobu 7 dnii (prevzato a prelozeno z Li et
al., 2013).

1.2.2 Syntetické materialy

Druhou velkou skupinou jsou syntetické materidly, které zahrnuji polymery,
biokeramiku, skla a bioaktivni skla (Vats et al., 2003). Oproti pfirodnim materidlim maji
vyhodu, Ze mohou byt pfesné¢ vyrobeny, a to s velkou rozlicnosti jejich fyzikdlnich
a chemickych vlastnosti. Ve skupiné polymert se nejvice vyuziva polypropylenu, polyesteri
jako kyselina polyglykolova (PGA), kyselina polymlééna (PLA), kopolymer kyseliny
glykolové a mlééné (PLGA), polykaprolakton (PCL) a rizné polyuretany. Siroké vyuziti
ma polypropylen, a to diky jeho mechanické pevnosti a relativné nizké cené. In vivo
je netoxicky a nerozlozitelny, ¢imz neuvoliuje zaddné produkty rozkladu, které by mohly
vyvolat zanétlivou reakci. PLGA patii mezi nejpouzivanégjsi synteticky materidl v inZenyrstvi
kosterni svaloviny. Diky jeho netoxickym produktim rozkladu je oblibenym zdrojem
implantabilniho materialu, ktery se pouZziva v zatizenich jako jsou Sici materialy nebo skafoldy
pro tkanové inZenyrstvi. Bylo zjiSténo, Ze biologicky rozlozitelny PLGA pouZity jako material

pro skafoldy podporuje adhezi bun€k, jejich proliferaci a tvorbu novych trojrozmérnych tkani.
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PCL se invivo biologicky rozkladd vrozmezi 2—4 let, coz je pomalejsi nez u PLGA.
Skafoldy z PCL  se pouzivaji v situacich, kdy je potfeba dlouhodobd mechanicka
nebo strukturalni podpora. Polyuretany jsou latky vznikajici reakci vicefunk¢nich izokyanati
s polyalkoholy. Riiznymi chemickymi modifikacemi polyuretani miizeme docilit riznych
vlastnosti skafoldu, jako naptiklad rychlost degradace a hydrofobicita (Wolf et al., 2015).

Biokeramika, krystalicka keramika a amorfni skla patfi mezi mechanicky silné
materidly s pfiznivou bioaktivitou, a navic jsou odolné proti korozi a stlaceni. Jde ale o slabé
materidly, co se tyCe stfthu a taznych sil, které¢ nasledné vedou ke kiehkosti.
Fosfore¢nan vapenaty patii mezi nejpouzivanégjsi krystalickou biokeramiku, a to diky jeho
pfevaze v nativni kostni tkani. Pro regeneraci kosti se dale pouziva hydroxyapatit (HA),
fosforenan  véapenaty, anebo jejich smés tzv. dvoufazovy fosforeCnan vépenaty.
Zminéné keramické materialy se in vivo degraduji na ionty vapniku a fosfatl, které nasledné
podporuji tvorbu novych kosti procesem osteoindukce (Turnbull et al., 2018).

Bioaktivni skla predstavuji podskupinu keramickych materiald, které jsou povrchove
reaktivni a jejich strukturu tvoii kfemiCité sit¢ sionty jako je vépnik, sodik a fosfor
(Vats et al., 2003). Jakmile je bioaktivni sklo rozpusténo, tak napoméha vytvofit bioaktivni
vrstvu hydroxyapatitu na povrchu skla. Vrstva hydroxyapatitu nasledné interaguje
s kolagenovymi fibrily v hostitelské kosti a vytvaii tak silnou vazbu. Piedpoklada se,
ze produkty rozpousténi, jako jsou ionty vapniku a oxidu kiemicitého, stimuluji hostitelské
bunky k tvorbé kostni matrice. Bioaktivni skla se pouZzivaji pfedev§im v oborech ortopedické
a maxilofacialni chirurgie, kde slouzi k vyrob& protéz. Céstice nebo granula se vyuzivaji

k 1é¢be osteomyelitidy, defektu mekkych tkani a ran (Turnbull et al., 2018).

1.3  Vlastnosti skafoldu

1.3.1 Biokompatibilita

Ve tkanovém inzZenyrstvi je jednou z nejdulezitéjSich vlastnosti skafoldi
biokompatibilita, tj. snaSenlivost materidlu v biologickém prostiedi. Skafold by tedy mé&l byt
netoxicky, nemél by vyvoldavat zhoubné rakovinotvorné bujeni a nemél by zplsobit
imunitni reakci, tj. tvorbu protilatek. M¢él by byt antitromboticky, vazoaktivni, tzn. piisobici
na cévy, jejich prusvit a na pratok danou oblasti téla a mél by umoznovat regeneraci cilenych
bun¢k (Iordache et al., 2019). Pokud by tato kritéria skafold nespliioval, mohlo by dojit
ke Spatnému hojeni, nebo k odmitnuti skafoldu, ¢i transplantovanych bunck organismem

pifijemce (O'Brien, 2011).
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Pti hodnoceni rliznych materialt z pohledu biokompatibility je hlavnim cilem odhaleni
jakéhokoliv toxického uc¢inku na organismus. Proto se vyhodnocuji biologické reakce,
které¢ by mohly mit negativni vliv na pfijemce, a to pfedevsim jeho poskozeni nebo nezadouci
vedlejsi ucinky. Mezi hlavni biologické reakce, které musime brat v uvahu, fadime: zanét,
hojeni a imunologickou reakci, popiipad¢ imunotoxicitu. Pro tento ucel zvetejnila Mezinarodni
organizace pro normalizaci normu, kterd popisuje biologické hodnoceni zdravotnickych
prostiedkli. Biokompatibilitu materialu mohou v neposledni fad¢ ovlivnit také razné faktory,
jako je povaha a kvalita Iékaiského zakroku, v€k, pohlavi, genetika a zdravotni stav pacienta
(ptijemce), poptipad¢ pfitomnost jakychkoliv mikroorganismt a endotoxinti (Naahidi et al.,

2017).
1.3.2 Biodegradace

Biologicky rozpad neboli biodegradace patii mezi dilezité vlastnosti, jelikoz skafold
musi umoznit bunkam v téle, aby postupem casu nahradily jeho konstrukci vlastni ECM.
Vedlejsi produkty, které vznikaji pfi rozkladu by mély byt netoxické stejné jako skafold
samotny. M¢ly by byt schopné opustit télo bez poskozeni ostatnich organti. Aby mohlo dojit
ke spravnému rozkladu skafoldu, na kterém se soucasn¢ tvoii tkan, tak je nutno vyuzit zanétlivé
odpovédi téla v kombinaci s fizenou infuzi bunék, jako jsou makrofagy (O'Brien, 2011).

Polymery se sklddaji z monomerd, které jsou vzajemné spojené funkénimi skupinami
a ve své struktufe obsahuji nestabilni vazby. Tyto nestabilni vazby umoznuji hydrolytickou
degradaci prostfednictvim deesterifikace. Rozkladaji se na inertni monomery a vyluuji
se z t€la metabolickymi cestami. Mezi takové materialy zafazujeme polyestery, polyanhydridy,
polyuretany, polyortoestery, amid polyesteru, polyaminokyseliny a polykarbonaty ziskané
z tyrosinu. Jejich degradaci ovliviiuje néckolik faktorti, jako jsou hydrofilicita, pH,
jejich molekulova hmotnost, reaktivni hydrolyticka skupina v kostte, krystalicita a samotna
velikost polymeru (Tesfamariam, 2016). Pfirodni polymery vykazuji lepsi biodegradaci
a biokompatibilitu nez polymery syntetické. Pfirozené¢ ziskané polymery mohou také

poskytovat bioaktivni podnéty a biologickou signalizaci buitkam (Yang et al., 2019).
1.3.3 Geometrie

Ke spravné rekonstrukci tkdn€ by skafold mél mit takovou geometrii, aby odpovidala
anatomickym vlastnostem dané tkan¢ a aby bylo dosazeno jeji spravné funkce. Pfi konstrukei
by mél mit tedy skafold takovou geometrii, aby se co nejvice blizila geometrii cilové tkané.

Pro jednoduché struktury se pouzivaji CAD (pocitatem podporované projektovani) nebo CAM
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(pocitacem podporované obrabéni) programy, tj. programy urcené pro pocitacové projektovani
umoziujici kresleni rozsahlych 2D a 3D modeld. Dal§i moznosti je pfevedeni obrazka
z pocitacové tomografie nebo z magnetické rezonance do STL soubort, jez jsou nasledné
rozpoznany biotiskarnou. Pti tvorbé tkani je diilezitd vnitini geometrie, protoze podporuje

pfichyceni bungk a jejich proliferaci (Iordache et al., 2019).
1.3.4 Povrchové vlastnosti

Mezi posuzované vlastnosti zahrnujeme povrchovou energii, smacivost, topologii,
chemické slozeni a povrchovy naboj. Povrchova energie ovliviluje adsorpci proteint
a bunécnou vazbu na povrch skafoldu. Pti ptiblizeni proteinti, vody nebo bunky k povrchu,
dojde k tomu, Ze jejich povrchové domény se zarovnaji, aby doslo k minimalizovani celkové
povrchové volné energie na rozhrani téchto dvou struktur. Dals§i dualezitou vlastnosti
pro bunéénou vazbu, proliferaci a diferenciaci je sméacivost. Zda je povrch hydrofobni,
nebo hydrofilni znacné€ ovlivituje interakci mezi proteiny a povrchem skafoldu. Pro uchyceni
a vyvoj bunck je dilezité chemické sloZeni povrchu. Integriny, cytoskeletalni a extracelularni
proteiny matrix jako kolagen, fibronektin a RGD peptidy (arginin-glycin-asparagova kyselina)
mohou byt pfipojeny kovalentni vazbou, elektrostaticky adsorbovany, nebo samostatné
sestaveny na povrch skafoldu (Iordache et al., 2019). Povrchovy naboj hraje dilezitou roli
v chovani bunék, a to v jejich orientaci, adhezi, proliferaci a zdnétlivé odezvé. Bylo zjisténo,
ze Casna faze akutni zanétlivé reakce je zavisla na poctu negativné nabitych néboji.
Dalsi nevyhodou negativné nabitych skafoldi je to, ze podporuji vys$i zardstani cév

(Verma et al., 2011).
1.3.5 Porovita struktura

Mezi zékladni faktory uspéSné konstrukce skafoldu, které musime vzit v Gvahu,
patii pérovitost, propojenost port a jejich velikost. Propojenost porti je nezbytnou vlastnosti
pro difuzi zivin, buné¢ny rast a transport plynu skrz cely objem skafoldu.

Velikost port je klicova pro bunécnou migraci ve skafoldu. Pti velmi malé velikosti
porh dochazi k zablokovani bunéné migrace, a to vede k vytvofeni bunééné kapsle kolem
okrajii skafoldu. Nasledkem vytvofeni této kapsle je omezend difuze Zivin a omezené
odstrafiovani odpadu napti¢ bunécnou populaci, coz miize vést k rozvoji nekrotickych oblasti
v ramci konstrukce skafoldu. Velmi velké pory maji za nasledek omezenou adhezi bunék,
atoz divodu zmensené plochy skafoldu. Rychlost bun€k, které migruji velkymi pory,

se snizuje, ale jejich smérovy pohyb jim umoziiuje putovat dale do skafoldu. VEtsi velikost port
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ale také zvySuje migraci bun€k a infiltraci skafoldu. Diky charakteristické velikosti bunck
ruzného druhu, uptednostiuji buniky adhezi ke skafoldu, ktery ma riznou stiedni velikost pora.
Naptiklad v hedvdbném fibroinu s velikosti porit v rozmezi 200-250 um a 86% porovitosti
dochazi ke zlepSené proliferaci bun¢k. K podpotfeni proliferace doSlo i1 u skafoldu,
ktery mél 91% porovitost a velikost portt v rozmezi 100—150 um. Rzné typy bunék a kostnich
tkani vyzaduji pro sviyj rist jinou velikost porti. Bylo zjisténo, ze pory s velikosti v rozmezi
186—200 um u PCL skafold podporuji rust fibroblast. Zatimco u stejného skafoldu, ktery ma
odlisSnou velikost pért, v rozmezi 380—405 um byla zjiSténa podpora ristu osteoblastii

a chondrocyti (Dave a Gomes, 2019).
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2. UPRAVA POVRCHU MATERIALU
2.1 Smacivost

DalSim dulezitym parametrem pro adhezi bunck, jejich néslednou proliferaci,
diferenciaci a zivotaschopnost je smacivost neboli hydrofilita ¢i hydrofobicita.
Ovliviiyje vzajemné plusobeni mezi proteiny a povrchem skafoldu — méni se distribuce,
hmotnost a konformace adsorbovanych proteinti (Iordache et al., 2019). Jde o schopnost
materialu pfitahovat nebo odpuzovat molekuly vody, a to se promitd do biologické aktivity
in situ. Kontaktni uhel (neboli tthel smaceni, 0) kapaliny na pevném substratu kvantifikuje
smacivost povrchu (Pires et al., 2020). Pokud je tento kontaktni tthel mensi jak 90°,
tak mluvime o hydrofilité (Obr. 3). Jestlize ale tihel pfesdhne 90°, tak mluvime o hydrofobicité.
Pti kontaktnim thlu nad 150° je povrch tzv. superhydrofobni, zatimco povrch s kontaktnim
uhlem pod 5° je tzv. superhydrofilni (Lai et al., 2013). Vysoce hydrofilni povrchy adsorbuji
molekuly v denaturovaném a tuhém stavu, zatimco vysoce hydrofobni povrchy zabramuji
adsorpci proteini (Canullo et al., 2020). Smacivost pevnych povrcht je také ovliviiovana
drsnosti, heterogenitou a plosnou deformaci materidlu. Vysledky studie, kdy byly
pouzity pre-osteoblastické buntkky MC3T3-E1 mysi linie ukédzaly, Ze pfi pouZiti biokeramického
materialu, ktery mél kontaktni thel mensi nez 90° — hydrofilni povrch — doslo ke zvySeni
pocatecni faze bunécné adheze, diferenciace, proliferace a mineralizace kosti nez u povrchu
hydrofobniho (Pires et al., 2020). Dulezitou roli hraje v osteokonduktivité, kdy smacivost
povrchu ovlivituje mnoZstvi GF a proteind na ¢asticich biomaterialu, a imérné tak zvySuje
migraci a adhezi kostnich bunék (Canullo et al., 2020). U syntetickych polymeri miiZzeme
regulovat smacivost riznymi fyzikdlnimi Gpravami — ozafovanim ionty, plazmou nebo

UV zafenim.
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Obr. 3: Rozdéleni povrchu dle smacivosti (vytvoreno dle Asmatulu, 2016).

2.1.1 Ozarovani plazmou

Jde o Siroce pouzivanou techniku pro Upravu polymernich povrchll. Pii generovani
plazmy se nej€astéji pouzivaji plyny jako argon, helium a dusik, kdy dochézi k tvorbé volnych
radikali (reaktivnich mist) na povrchu polymerti, to umozni nasledné navazani monomeru
nebo polymeru kovalentni vazbou na material. Plyny obsahujici dusik se pouzivaji k vytvoreni
aminoskupiny na povrchu substratu, a tim se zlepSuje biokompatibilita, smacivost, adheze,
adsorpce, chemicka reaktivita a citlivost na svétlo (Alves et al., 2014). Pouziva se mnoho typt
plazmovych systému s atmosférickym tlakem, jako plazmové hotaky, korénové vyboje,
dielektrické bariérové vyboje a plazmové trysky s atmosférickym tlakem. Vyzkum ukazal,
ze oSetfeni plazmovymi tryskami s atmosférickym tlakem zvySilo funkénost materidlu,
smacivost povrchu, podporovalo bunécnou proliferaci a poskytlo vynikajici genovou expresi
(Kung et al., 2019).

V experimentu Suntornnond et al. byl zkouman vliv plynné plazmy a kolagenu na PCL,
kdy se zjistovala bunééna proliferace. Slo o experiment, ktery zkoumal podminky tpravy
plazmy, které by vedly k pozadované tirovni hydrofobicity (40-60°) na polymerni membrané.
Menily se tfi faktory — druh plynu, pritok plynu a doba oSetfeni. Ostatni faktory

jako radiofrekvence, provozni tlak a umisténi polohy plazmové komory, byly udrZzovany
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konstantni. Nejdiive se muselo dosdhnout optimalnich podminek — kontaktni tthel s vodou
blizky 40°. Nasledné¢ byly membrany PLC upraveny procesem imobilizace kolagenu typu I
z divodu zlepSeni proliferace bunék. Experiment byl proveden za pouziti bunééné kultury
fibroblastii L.929. Kazdy ze tii faktorG se ménil na dvou urovnich — nizka (-) a vysoka (+).
Faktory v tomto experimentu jsou: (A) typ plynového plazmatu — argon (+) nebo kyslik (-),
(B) pratok plynu — 200 (+) a 100 (-) standardnich kubickych centimetrii za minutu (sccm) a (C)
doba oSetteni — 180 (+) a 120 (-) sekund. Experimentu se podrobilo osm setl s péti vzorky
membran PCL s uvedenymi podminkami v Tab. 1 pomoci plazmového reaktoru MARCH PX-

500.

Tab. 1: Podminky provedeni experimentu v plazmovém reaktoru MARCH PX-500 (upraveno dle Suntornnond
etal, 2016).

Obsah Obsah
Kontaktni
Set A B C argonu Kysliku
uhel
(%) (%)

1 - - - - 20 49,20 + 4
2 + - - 28 - 40,56 + 3
3 - + - - 40 52,19+1
4 + + - 56 - 41,07 £ 1
5 - - + - 20 53,93+1
6 + - + 28 - 43,07 +3
7 - + + - 40 52,25+3
8 + + + 56 - 4221+ 1

Jak ukazuje Tab. 1, set 2 vedl k poZzadovanému kontaktnimu uhlu (40,56 £ 3),
kdy byl pouzit ¢isty argonovy plyn (o obsahu argonu 28 %), nizky pritok plynu (100 sccm)
a kratkd doba oSetfeni (120 s). Pouzitim argonové plazmy lze také zmensSit kontaktni thel

povrchu PCL ze 72,6° na 41,73°, coz miizeme vidét na obrazku 4.
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Obr. 4: Kontaktni uhly povrchu polykaprolaktonové (PCL) membrany. Porovnani kontaktniho uhlu mezi
neosSetienym, kyslikem a argonem osSetrenym povrchem PCL membrany (prevzato a prelozeno ze Suntornnond et
al., 2016).

Z vysledki MTT, tj. kolorimetricky test pro hodnoceni bunééné metabolické aktivity,
jenz je vhodny pro analyzovani proliferace, viability a cytotoxicity materialu, prokazala lepsi
bunécnou proliferaci bunék PCL membrana imobilizovana kolagenem typu I v porovnani s 24-
jamkovou kultivacni desti€¢kou. Prvni az tfeti den byl pocet bun¢k mezi PCL membranou
a kultivacni destickou témét stejny (Obr. 5). Proliferace se vyrazné zlepSila sedmy den,
kdy membranovy vzorek mél téméf dvojnasobny pocet bunék ve srovnani s kultivacni
destickou. Dlivodem byla zvySena poréznost a drsnost, jez vedly ke zvySeni celkové plochy
ak lepSimu pfichyceni bun€k. Diky tomuto experimentu, kdy se pouzil kolagen typu I
a optimalni plazmaticky stav, byla smacivost PCL membrany zlepSena, coz se ukézalo

vhodnéjsi pro bunécnou proliferaci (Suntornnond et al., 2016).
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Obr. 5: Vysledky kalorimetrického testu. Porovnani mezi poctem bunék u kolagenem imobilizované
polykaprolaktonové membrany a u 24-jamkové kultivacni desticky. PCL = polykaprolakton. * oznacuje p < 0,05
(upraveno a prelozeno dle Suntornnond et al., 2016).

Bohuzel nevyhodou této techniky je to, ze u¢innost povrchové Upravy se do urcité miry
ztraci kvuli preuspotradani povrchu. Byly u¢inény pokusy, omezit pohyblivost polarnich skupin
na povrchové vrstvé polymert a bylo pozorovano, ze modifikujici uc¢inky by mohly byt
zachovany, pokud by vzorky byly uchovavany pfii nizké teploté od 0 °C do 4 °C. Tento pfistup
v8ak neni moc prakticky pro biomedicinské aplikace, jelikoz teplotni rozsah je mnohem nizsi
nez fyziologickd a pokojova teplota. Dalsi nevyhodou je to, Ze samotny proces plazmové
upravy muze zpusobovat degradaci nékterych syntetickych materiali jako je naptiklad PLA
(Bhushan a Kumar, 2019).

2.1.2 Ozarovani UV zarenim

Biomaterialy miZeme ozafovat ultrafialovym zatenim (UV), extrémnim ultrafialovym
zatenim (EUV) nebo smési s riznymi reaktivnimi plyny. UV zéfeni je elektromagnetické zateni
o vlnové délce kratsi nez viditelné svétlo (390—760 nm). Hlavnim zdrojem je Slunce, ale 1ze jej
generovat 1 umele — vznika naptiklad pii prichodu proudu mezi dvéma elektrodami v kiemenné
trubici naplnéné rtutovymi parami. Mame tfi typy UV: 1) UVA zéfeni o vinové délce
400 az 320 nm, které se pouziva predevsim u terapeutickych zati¢l a v solariich, 2) UVB zareni
o vlnové délce 320 az 280 nm, které ma vyuziti v germicidnich zafi¢ich, a kde slouZi jako

doplitkova dezinfekéni metoda a 3) UVC zateni o vinové délce 280 az 100 nm, které se vyuziva
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od 10 nm do 121 nm a pouziva se piedev§im k modifikaci polymert. Je o n¢j velky zajem diky
jeho extrémné kratkym absorpénim délkam v polymerech, coz umoziiuje velmi silnou interakci
mezi EUV fotony a materialem. EUV fotony maji omezenou hloubku priniku do polymeri —
méné nez 100 nm. Velkou nevyhodou pouziti EUV je nedostatek komeréné dostupnych
laboratornich zdroji EUV zéfeni a jejich cena. Uginnym zdrojem EUV je laserova plazma
produkovana jako vysledek interakce nanosekundovych laserovych pulzii s hmotou (Lech et
al., 2020). Metoda ultrafialového/ozonového (UV/O3) ozafovani se obecné pouziva
k odstraiiovani  kontaminantii z povrchii  keramickych materiali plsobenim ozonu
a excitovaného atomu kysliku z atmosférického kysliku vytvofeného zafenim UVC (Yasuda et
al., 2017). Bylo prokazano, ze ozafovani implantati UV svétlem zlepSuje jejich pridruzeny
bunécny riist a schopnost vazat kosti (Kaneko et al., 2020).

V experimentu Lech et al. byl vystaven polytetrafluorethylen (PTFE) EUV a pro
testovani bunécné adheze byly pouzité lidské mikrovaskularni endotelidlni bunky (HMEC).
Samotny PTFE je velmi nepfiznivy material pro bunéény rist, a proto bez modifikace EUV
doslo po 72 hodinéch kultivace k potazeni povrchu voln¢ sférickymi bunikami. Naopak vSechny
povrchy modifikované EUV silné podporovaly bunéénou adhezi a byly potaZeny né&kolika
dobfte pfilnutymi zplostélymi bunikami — bunééné prekryti po 72 hodinach kultivace pteséhlo
60 %. Pti pouziti kysliku a dusiku, jako reaktivnich plynt, doslo ke zlepSeni proliferace bunék
—kyslik vyrazné zlepsil proliferaci v porovnani s dusikem. V ptipad¢ dusiku byla adheze bunck
mensi ve srovnani s kyslikem, nicméné pocet bunék byl stale vyssi ve srovnani s kontrolnim
materidlem. Rozdil ve vzorcich byl vpouziti reaktivniho plynu — kyslik, dusik nebo
bez reaktivniho plynu, v délce otevieni ventilu — po dobu 200 nebo 400 ms a v poctu
EUV impulzit — Zadné nebo 50. Popis jednotlivych vzorki, jejich oznaceni a vlastnosti

experimentu mizeme vidét v Tab. 2.

Tab. 2: Podminky experimentu s polytetrafluorethylenem (upraveno dle Lech et al., 2020)).

Polymer Pocet EUV Reaktivni plyn Doba otevieni Oznaceni
impulsa ventilu [ms] vzorku
0 Zadny 0 PTFE_control
50 Zadny 0 PTFE_50
Polytetrafluorethylen 50 Dusik 200 PTFE 50 N200
(PTFE) 50 Dusik 400 PTFE 50 N400
50 Kyslik 200 PTFE 50 0200
50 Kyslik 400 PTFE 50 0400
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Vysledky bunééné adheze mizeme vidét na Obr. 6 a vysledné hodnoty kontaktniho
uhlu v Tab. 3. Smacivost byla nejlepsi u povrchi, které byly modifikované pouze EUV
bez reaktivniho plynu. Zde byly povrchy nejvice hydrofilni — kontaktni tthel vody se snizil
na 82,8°. Pri pouziti kysliku nebo dusiku se hydrofilita mirné¢ snizila, avSak hodnoty
kontaktniho thlu byly stdle niz§i ve srovnani s kontrolnim PTFE, ktery mél kontaktni thel
117,5°. Nejlepsi vysledek — co se tycée pouzitych reaktivnich plyni — byl zmeéfen
u PTFE 50 0400, kdy se kontaktni tthel vody snizil na 96,3° (pfesto ale doslo k mensimu
snizeni nez u povrcht, které byly osetieny EUV bez reaktivniho plynu). VSechny povrchy

osetfené EUV vykazovaly také zvySenou drsnost povrchu (Lech et al., 2020).
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Obr. 6: Vysledky experimentu s polytetrafluorethylenem (PTFE). (A) Adherované bunky na povrchu PTFE po
72 h kultivace znazornéné pomoci fluorescencniho barveni, (B) pocet adherovanych bunék na povrch PTFE po 72
h kultivace, (C) bunécné pokryti povrchu PTFE po 72 h kultivace. # znaci p < 0.05. PTFE 50 ve srovnani s
PTFE 50 N400 (*p = 0,006) a PTFE 50 0200 (* p = 0,032) (upraveno dle Lech et al., 2020).
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Tab. 3: Vysledné hodnoty kontaktniho uhlu polytetrafluorethylenu (upraveno dle Lech et al., 2020)

Oznaceni vzorku Kontaktni uhel vody [°]
PTFE_control 117,5
PTFE 50 82,8
PTFE 50 N200 113,6
PTFE 50 N400 109,3
PTFE 50 0200 106,2
PTFE 50 0400 96,3

V jiném experimentu byly povrchy HA ozateny UV zéafenim a ozonem, kdy pilka
vzorkll byla pfedem oSetfena 30% roztokem kyseliny fosforecné. Ozatovani probihalo 0, 1, 2,
3, 4,5, 10, 30, 60 nebo 120 minut. Bylo zjisténo, Ze ¢im delsi byla doba ozatovéni, tim vice
doslo ke zmenSeni kontaktniho tthlu HA, avSak k nejvyraznéj$i zméné doslo po 5 minutich
ozatovani, kdy se nejvice zlepSila smacivost HA. Po 5 minutdch doslo také k vyznamné
dekontaminaci, zdrsnéni povrchu (Obr. 7) a také kurychleni proliferace, diferenciace
a mineralizace pouZitych bunék podobnych osteoblastim mysi linie MC3T3-E1. U vzorkd,
které byly pfedem oSetfeny kyselinou fosfore¢nou a nasledné ozafeny UV zafenim a ozonem
doslo k nejvyraznéjSimu snizeni kontaktniho uthlu po 3 minutich ozafovani (Obr. 8).
Do budoucna by pravdépodobné oSetteni HA UV zéifenim a ozonem mohlo patfit mezi
pfinosnou metodu pro poskytovani vysoce biokompatibilnich produktii obsahujicich HA

pacientim (Yasuda et al., 2017).
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Obr. 7: Snimky hydroxyapatitu (HA) ze skenovaciho elektronového mikroskopu. (a, c) Snimek neosetieného
povrchu HA, (b) povrchu HA modifikovaného H3POy , ktery nebyl vystaven ultrafialovému a ozonovému zaieni,
(d) HA povrchu, ktery byl modifikovan H3POy a ndsledné vystaven ultrafialovému a ozonovému zareni po dobu
120 minut (prevzato a prelozeno z Yasuda et al., 2017).
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Obr. 8: Prumérné hodnoty kontaktniho thlu na neoSetienych a na H3;PO; modifikovanych povrsich
hydroxyapatitu ozdienych UV zdienim a ozonem (UV/03). Pismena a-c nad grafy znamenaji to, ze mezi témito
dvéma typy vzorki nebyly zadné vyznamné rozdily (P > 0,05). Chybové usecky oznacuji standardni odchylku
(upraveno a prelozeno z Yasuda et al., 2017).
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V poslednim experimentu byl HA s 0% a 55% poréznosti ozatovan UV zifenim
po dobu 15 minut. Pfed ozafenim byl povrch obou HA hydrofobni se stfednim kontaktnim
uhlem okolo 60°. Po ozafeni UV zafenim se oba povrchy staly hydrofilnimi, kdy u HA s 0%
poréznosti klesl kontaktni thel z 53,9° na 17,7°. U HA s 55% poréznosti klesl kontaktni tthel
mnohem vice, a to z 79,5° na 3,2° (Kaneko et al., 2020).

Ze vsech vySe zminénych experimentl vyplyva, ze ozafeni povrchu UV zafenim
ma priznivy vliv na sniZzeni kontaktniho uhlu, a tedy i na adhezi a naslednou proliferaci bunék.
Z téch, které se snazily upravit smacivost povrchu riiznych materialt pomoci UV, EUV nebo
ve spojeni se smési riaznych plynd, vySel nejlépe experiment Yasuda et al., ktery upravoval
smacivost povrchu HA pomoci kyseliny fosfore¢né v kombinaci s UV ozafenim a ozonem.
Tento postup dokdzal nejvice snizit kontaktni thel vody na neoSetieném povrchu HA, ktery byl

ozéaten pomoci UV zéfeni a ozonu po dobu 5 minut, z cca 115° na cca 15°.
2.1.3 Ozarovani ionty

Ozafovani povrchli rlznych materidli ionty poskytuje mimofaddné efekty,
které jsou zcela neproveditelné jinymi metodami. Iontové paprsky délime na zékladé energie,
kterou se pohybuji, a to na iontové paprsky snizkou energii (< nékolik desitek
megaelektronvolti = MeV) a s vysokou energii (> nékolik desitek MeV). Nizkoenergetické
ionty ztrdceji svou energii elastickymi srdzkami s jadrem cilového atomu,
zatimco vysokoenergetické ionty ztradceji svou energii nepruznymi srazkami s cilovymi
elektrony (Shanthini et al., 2015).

V experimentu Hwang et al. doslo k ozatovani filma z fluorovaného ethylen-propylenu
(FEP) ionty xenonu. Filmy FEP byly potaZené lidskymi nddorovymi buitkami plic (H1299).
Vzorky o rozmérech 80x80 mm? byly prvné ozaieny 100 keV (kiloelektronvolty) xenonu pfi
fluktuaci 1x10'¢ iontli/cm? a proudovou hustotou 1 A/cm?. Poté byly filmy FEP s buiikami
podruhé ozafeny riiznymi proudy od 7x10'® do 2x10'7 iontéi/cm? kdy proudova hustota
byla 15 A/cm? za pouziti 300 keV iontového implantatoru. Povrch ozateny pii nizké proudové
hustoté byl rovnomérny a hladky, zatimco povrch vystaveny druhému ozafovani pii vysoké
proudové hustoté¢ mél vyrazné zdrsnénou strukturu. Kontaktni tthel vody byl u kontrolniho
vzorku FEP 108°, po prvnim ozéfeni klesl na 80°, coZ ukazuje na tvorbu hydrofilnich skupin.
Po druhém ozéfeni se kontaktni thel vody drasticky zvysil na 140° pii vSech iontovych fluenci.
Povrch FEP vystaveny prvnimu ozéieni vykazuje vyssi rychlost proliferace, zatimco kontrolni
FEP a povrchy s druhym ozafovanim ukazuji velmi Spatnou proliferaci bunék (Hwang et al.,

2019).
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2.2 Povrchova drsnost

S 24

materidlu a zjistime ji méfenim povrchovych vystupkii nebo prohlubni. Pro méfeni mizeme
vyuzit mnoho pfistroji a technik: mikroskopii atomdarnich sil (AFM), laserovy skenovaci
konfokalni mikroskop (LSCM), skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) anebo rGzné
profilometry. AFM dokédze ve vysokém rozliSeni kvantifikovat drsnost povrchu v fadech
nanometri. Zaroven je také dilezitou metodou pro lepsi pochopeni vlastnosti povrchi,
¢imz prispiva k optimalizaci vykonu biomateridlit (Marrese et al., 2017). Dalsi pouzivanou
technikou je LSCM, ktera vyuziva laser pro skenovani povrchu a vytvari tak fotografie
s vysokym kontrastem a rozliSenim na trovni jednoho nanometru. LSCM se stala oblibenou
diky tomu, ze jde o techniku, ktera je pro vzorky nedestruktivni a bezkontaktni,
vyzaduje minimdlni pfipravu zkoumaného vzorku, ktery je zaroven také dobie chranén pied
otérem nebo kontaminaci (Hong a Meng, 2018; Hongru et al., 2017). SEM pak nachézi
uplatnéni predevS§im v charakterizaci topografie povrchli materiali a nanocastic.
Vyuziva vysokoenergetické elektronové paprsky k ziskani informaci o morfologii vzorku,
jeho chemickém sloZzeni ¢i krystalické struktuie. Prostorové rozliSeni SEM se pohybuje
v rozmezi 1-20 nm (Zuncheddu et al., 2021). Profilometr patii mezi ¢asto vyuzivané pfistroje,
kdy k pouziti je mozna jak kontaktni, tak nekontaktni varianta. Kontaktni profilometr méfi
drsnost povrchu pomoci diamantové Spicky, ktera prechazi pies povrch vzorku, ¢imz vzorek
ni¢i. Nekontaktni profilometr vyuziva laserovy paprsek ¢i obecné monochromatické svétlo
k vyhodnoceni drsnosti povrchu. Ve srovnani se SEM ma tu vyhodu, ze jde o metodu
nizkonakladovou, vyhodnoceni zabere relativné kratky cas a vzorek nevyzaduje Zadnou
specialni ptipravu jako je napraSovani ¢i jeho dé€leni (Sultan et al., 2022).

Za ucelem vytvoreni nebo zvySeni drsnosti povrchu biomaterialu byly vyvinuty metody
jako naptiklad plazmova uprava, brouseni, mechanické leptani, 3D tisk, litografie,
mikroobrabéni, leptani kyselinou, otryskdvani apod. Jednotlivé druhy bunck vyzaduji jinou
drsnost — napiiklad osteoblastové buniky preferuji drsné€j$i povrch, periodontalni fibroblastové
buiiky lépe adheruji na hladSi povrchy a epitelidlni buniky ptilnou nejlépe k hladkym povrchiim.
Rozeznavame tii urovné: makrodrsnost, mikrodrsnost a nanodrsnost. Pro studium vlivu
povrchové drsnosti na bunécné funkce a chovani, byly testovany dvé kategorie material.
Prvni kategorii jsou kovové konstrukce jako titan, platina a nerezova ocel. Druhou kategorii
jsou polymerni biomateridly (Amani et al., 2019; Bourkoula et al., 2016). Bylo prokazano

nékolika studiemi, Ze Uprava drsnosti povrchu je jednou z klicovych roli pfi regulaci bunééné
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diferenciace. Ovliviiuje 1 dal§i parametry materidlu jako povrchovou geometrii, tuhost
a adsorpci proteint z roztoku, ke které dojde béhem nékolika sekund (Liu et al., 2021; Rosqvist
et al., 2019). Nanodrsnost ma vyhodné vlastnosti pro uchyceni a Sifeni bunc¢k, napomaha
produkci proteinit ECM a posiluje vzajemné mechanické spojeni biomaterialti (Hasegawa et

al., 2020).
2.2.1 Leptani kyselinami

Leptani kyselinami je dlouhou dobu povazovéno za ucinnou metodu pro vytvoreni
povrchové drsnosti kovovych a polymernich biomateriali. Leptani se mize provadét jednou,
¢1 dvakrat — druhé leptani zptsobuje zvySeni nanodrsnosti a specifické povrchové plochy,
coz zvy$i adsorpci proteint, a to v koneéném disledku moduluje bunéénou signalizaci (Giner
et al., 2018). Nejcastéji se k leptani pouziva kyselina sirova, dusi¢nd, chlorovodikova,
hyaluronova a pro leptani titanového povrchu kyselina fluorovodikova (HF). Mnoho studii
potvrdilo také fakt, Ze povrchova drsnost se zvysila, kdyz se prodlouzila doba leptani kyselinou
(Vu et al., 2018). S nartistem teploty leptani kyselinou neboli zvySenim drsnosti povrchu doslo
k umérnému zvyseni diferenciace bunck.

V experimentu Hasegawa et al. byly vzorky titanu leptany 67% kyselinou sirovou
po dobu 75 sekund pii riznych teplotach — 120, 130, 140 a 150 °C. Titanové povrchy, které byly
leptané kyselinou pii 120 °C nevykazovaly pifi nejmensim zvétSeni zadné rozpoznatelné
struktury. Struktury, které byly leptané pti vyssi teploté vykazovaly na povrchu vyénivajici
struktury podobné hrotim, podle snimkti SEM se pohybovaly v métitku od 10 do 80 um.
Cim byla teplota vyssi, tim byla vyssi hustota a velikost hrotil na titanovych povrsich. Povrch
se stal polymorfni, kdy obsahoval nanohfebeny, nanouzly, nanopilife a nanokompartmentové
struktury, které mtizeme vidét na Obr. 9, kde jsou oznaceny bilymi Sipkami u obrazka D

(Hasegawa et al., 2020).
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Obr. 9: : Snimky morfologie povrchu titanovych diskit leptanych kyselinou sirovou p¥i 120, 130, 140 a 150 °C
ze skenovaciho elektronového mikroskopu. (4) 500x zvétseny povrch s meritkem 100 um, (B) 5000x zvétseny
povrch s méritkem 10 um, (C) 10 000x zvétseny povrch s méritkem 5 um, (D) 30 000x zvetseny povrch s méritkem
1 um (prevzato a prelozeno z Hasegawa et al., 2020).

Nasledné byly titanové vzorky osazeny osteoblasty, které byly izolované ze stehennich
kosti osmitydennich potkani. Diferenciace osteoblastti byla v prubéhu kultivace zkoumana
stanovenim aktivity alkalické fosfatdzy (ALP), ukladanim vépniku a sledovanim exprese
osteoblastickych genli osteopontinu a osteokalcinu. Aktivita ALP po 4 dnech kultivace
se zvySovala s rostouci teplotou kyseliny, nejvyssi aktivita ALP tedy byla u vzorku, ktery byl
leptan kyselinou pii 150 °C. Ukladani vapniku po 14 dnech kultivace vykazovalo stejny trend
jako u ALP, atozvySené ukladani vapniku s rostouci teplotou. Exprese osteopontinu
a osteokalcinu se zvysSila 7. a 14. den kultivace na povrsich leptanych pii vyssich teplotach,
coz ukazuje, Ze tiistupnova drsnost nejen urychlila diferenciaci osteoblastti, ale také zvysila
stupent a pravdépodobnost diferenciace. Diferenciace se zvySila u povrchi, které byly
leptané vyssi teplotou. Primérnd drsnost (1-5 um) povrchu tfistupiového drsného povrchu
byla 6-12krat vy$8§i nez pouze povrch s mikrodrsnosti. Celkova sila osseointegrace byla

nejvetsi, kdyz bylo leptani kyselinou provedeno pii 140 °C (Hasegawa et al., 2020).
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V experimentu Silva et al. byly titanové disky leptany smési HF a kyseliny dusi¢né
(HNO3). Vsechny disky byly mechanicky lestény pod vodni zavlahou pomoci brusnych papirt,
hadrtiku na lesténi kovli a tkaninou na lesténi titanu. Nasledn¢ byly rozdéleny do ti skupin podle
zpusobu zpracovani: prvni skupina diski byla pouze leSténa, druhd skupina byla lesténa
a nasledné leptana smési 0,8% HF a 13% HNO; po dobu 15 minut, tfeti skupina méla stejny
zpusob zpracovani jako druha, ale liila se dobou leptani, a to o 15 minut déle — tedy celkové
30 minut. Méteni ukézalo, ze leptani smési HF a HNO3 po dobu 15 a 30 minut produkovalo
disky s riznou povrchovou topografii. SEM snimky povrchu u prvni skupiny potvrdily svijj
lestény vzhled, kdy byl povrch hladky a bez jakychkoliv struktur. Povrch leptany po dobu
15 minut vykazoval homogennéjsi morfologii s drazkovitymi prohlubnémi, zatimco povrch
leptany 30 minut vykazoval drsnéj$i vzhled s mnoha nepravidelnymi strukturami.
Vsechny disky byly nasledné osazené lidskymi bunikami kostni diené, které byly ziskané
od 45letého pacienta v dobrém fyziologickém stavu. Tii dny po kultivaci vykazovala prvni
(Ra= 0,15 pum) a treti (Ra = 0,77 pum) skupina nizs§i hodnoty proliferace nez druha
(Ra=0,50 um) skupina. Po 7 a 14 dnech kultivace nebyly vyznamné rozdily mezi skupinami,
ackoli buiiky kultivované na discich druhé skupiny vykazovaly zlepSenou proliferaci. 3, 7, 14
a 21 dnt po kultivaci byla stanovena exprese osteopontinu — vétsi exprese byla pozorovana
tieti, sedmy a 14. den v bunikach kultivovanych na discich druh¢ a tfeti skupiny (index drsnosti
byl mezi 0,50 um a 0,77 pm). Exprese osteokalcinu byla vys$si v buiikdch kultivovanych
na discich druhé a tfeti skupiny, a to zejména 14 dni po kultivaci. Nejlepsi proliferace
a diferenciace byla tedy u titanovych diskt, které byly leptany smési HF a HNO; po dobu
15 minut, kdy mély primérnou drsnost 0,50 pum (Silva et al., 2009).

Pfi porovnani téchto dvou experimentl, bez ohledu na typ buné€k, vychéazi 1épe
experiment s kyselinou sirovou. Je vhodnéjsi pro klinické podminky diky jeho jednoduchosti,

rychlosti a malému mnoZstvi pouZitého materialu.
2.2.2 3D tisk

3D tisk je znamy také pod pojmem aditivni vyroba, kdy jeho uplatnéni mizeme najit
v mnoha odvétvich Zivota, jako je primyslovy design, inZzenyrstvi, uméni a také lékarstvi.
Jde o u¢innou metodu navrhovani pfizptisobenych struktur a vyroby syntetickych kostnich
Stépli, vhodnych pro kostni implantaty. Obecny postup zahrnuje navrzeni 3D modelu pomoci
konstrukéniho programu na pocita¢i a nasledné vytvoreni 3D objektu nékolikandsobnym
vrstvenim raznych materiali na sebe, naptiklad pryskyftice, kovové jily, keramika nebo rizné

polymery. Aditivni vyroba material postupné piidava, naopak proces, kdy se material odebira,
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se nazyva obrabéni. Diky dobrym formovacim vlastnostem a vysoké presnosti je hojné
pouzivana fotosenzitivni pryskyfice zalozena na technice UV polymerace. Jde o specialni druh
pryskyfice, kterd se pouziva pro 3D tisk a ztuhne po vystaveni UV zafeni uvniti 3D tiskarny
behem tisku. Nevyhodou pryskyfice je to, ze nekteré jeji slozky pouzivané pii 3D tisku nejsou
pfiznivé pro bunécnou adhezi a proliferaci. Rizné studie zjistily, ze polymerace fotosenzitivni
pryskyfice je slozitd a domnivaji se, Ze nezreagovany materidl v pryskytici mize poskodit tkan
degradaci a erozi. Aby bylo pouziti pryskyfice vyhodné&jsi, je nutné zvysit bunécnou piilnavost
pryskyfic pro 3D tisk, atozménou drsnosti a hydrofilnich vlastnosti, napiiklad potahem
povrchu riznymi polymery (Lu et al., 2016; Oladapo et al., 2020).

Vytlacovani polymeru na bazi vlaken, zndmé také jako modelovani fiznich depozic
(FDM), je jedna znejpouzivangjSich technik 3D tisku, kterd je nizkorozpoctova, rychla,
vykonnéjsi a nabizi Sirokou Skalu materialii z termoplastickych polymernich vlédken pro vyrobu
mikrofluidnich zafizeni. Nevyhodou téchto zatizeni ale je, ze trpi nizkou optickou prithlednosti.
Vsechny 3D tisténé soucasti jsou drsné diky procesu vytlacovani a zpisobu vyroby vrstvy
po vrstvé. Nejvyhleddvanéjsim ptirodnim polymerem pro FDM 3D tisk se stala PLA. Pii tisku
skafoldu z PLA m¢l povrch stfedni kvadratickou hodnotu drsnosti vétsi nez 360 nm. Mezi dalsi
vhodné materidly pro FDM 3D tisk patii polyethylentereftalatglykol (PETg),
akrylonitrilbutadienstyren, polyethylen s vysokou hustotou, PTFE (zndmy pod nazvem teflon)
apod. (Mehta et al., 2021; Feng et al., 2018).

V experimentu Lu et al. pouZili pro zlepSeni bunééné adheze a proliferace na pryskyfici
potah vodou feditelného polyuretanu (WPU), ktery vyuziva jako disperzni médium vodu misto
organického rozpoustédla. Pouziva se v I€karskych implantatech pro svou nizkou toxicitu,
dobrou biokompatibilitu a vlastnosti povlaku. Vysledky ukazuji, Ze povrch pryskyfice potazeny
WPU byl hladky a bez trhlin, zatimco povrch Cistého pryskyficového skafoldu byl drsny
s urcitymi trhlinami. Drsnost pryskyficového skafoldu bez potahu WPU byla okolo 5,332 nm
a skafold s potahem WPU mél drsnost okolo 4,187 nm, po potazeni povrchu WPU doslo tedy
ke sniZeni jeho drsnosti. Pro posouzeni adheze a proliferace byly pouZzity lidské endotelialni
bunky pupecnikové Zily (HUVEC, ATCC® CRL-1730™). Pomér proliferace bunék
na pryskyficovém skafoldu byl 0,38 + 0,06 a u pryskyfice potazen¢ WPU byl 0,97 = 0,01.
Relativni zivotaschopnost bun¢k na pryskyftici potazené WPU byla také vyssi nez u samotného
pryskyticového skafoldu. Vysledky potvrdily, ze pryskyticovy skafold potazeny WPU zlepsil
adhezi, proliferaci bunék a jejich Zivotaschopnost (Lu et al., 2016).

V dal$im experimentu Mehta et al. pouZzili pro FDM 3D tisk PETg. Drsnost takto

vytisténého skafoldu byla okolo 30 um. Skafold byl nasledné osazen mysSimi fibroblastovymi
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bunikami L.929. Tteti den kultivace ukazuje barveni povrchu PETg signifikantni pocet Zivych
bunc¢k a ne¢kolik mrtvych bunék, coz dokazuje, ze 3D tistény povrch PETg je biokompatibilni.
I pfes nizkou smacivost povrchu z PETg umoziuje tento vytistény skafold piichyceni,
Sifeni a proliferaci bunék, a to bez potahovani ECM nebo jiné povrchové upravy (Mehta et al.,

2021).
2.2.3 Otryskavani

Abrazivni tryskdni, zndmé spiSe jako brokovani nebo piskovani, je metoda nasilného
pohénéni proudu abrazivniho materialu proti povrchu materidlu pod vysokym tlakem,
zaucelem vyhlazeni hrubého povrchu, zdrsnéni hladkého povrchu nebo odstranéni
povrchovych necistot. V poslednich desitkach let se otryskavani Siroce vyuziva pro oSetieni
kovovych biomateridli a biomedicinskych implantdti po zpracovani, ke zlepSeni jejich
funkénosti a vykonu. K pohonu abrazivniho materidlu se pouziva stlatena kapalina,
stlateny vzduch nebo odstiedivé kolo. Vyhodou této technologie ve spojeni s ndslednou
aplikaci povlaku je zvétSeni skute¢né velikosti plochy, coz vytvaii pfiznivé podminky
pro zvySenou pfilnavost natéri. Tryskaci materidly neboli abraziva délime ptedevSim
do dvou skupin — kovova a nekovova (Draganovska et al., 2018; Arifvianto et al., 2020).

Kovové abraziva jsou tfi tvar: kulovitého (ocelové broky), nepravidelného ostrého
(litinova drt’) a valcového (sekany drat). Podle pouzitého tvaru abraziva bude vypadat vysledna
morfologie povrchu materialu (Obr. 10). Mezi nejrozsifenéjsi kovova abraziva patii ta na bazi
zeleza. Nekovova abraziva se pouzivaji ptfedev§im pro urity druh pfedem upraveného
materidlu. Nejrozsifenéjs$i nekovovéa abraziva jsou pfirodniho nebo umélého mineralniho
puvodu, jako napiiklad oxid hlinity (ALOs;, zndmy jako korund), pfirodni granat,
sklenéné kulicky a také druhotné suroviny (strusky z metalurgickych procesti). V porovnani
s kovovymi abrazivy maji nekovova abraziva niz$i specifickou hmotnost, zpisobuji nizsi
deformaci materidlu, niz§i drsnost povrchu a maji krat$i Zivotnost, proto se pouZivaji
pro jednordzové tryskani (Draganovska et al., 2018). ZvlaStnim typem otryskéavani je technika
CoBlast, ktera je velmi jednoducha a nizkonakladova, protoZe v procesu nejsou zahrnuty zadné
mokré mezistupné, vakuum nebo inertni prostfedi. Jde o techniku, kterd kombinuje tryskani
a povlakovani povrchu kovu v jednom procesnim kroku. Méni se povrchovd chemie
reaktivnich kovi impregnaci dopovaci piisady do vrstvy oxidu, kdyZ je vystavena zdrsnéni

pusobenim abraziva (Oladoye et al., 2014).
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Obr. 10: Morfologie povrchu otryskaného riznymi tvary abraziva. (a) Povrch kovového substratu otryskany
polydisperznimi broky a (b) drti (prevzato a prelozeno z Draganovska et al., 2018).

(b)

Titanovy povrch oSetfeny metodou tryskani HA, vykazoval lepsi a siln€jsi kostni
odezvu a lepsi osteokonduktivitu nez neoSetfeny titanovy povrch. Piskovani oxidem
zine¢natym (o velikosti ¢astic 60 um) a leptani kyselinou se ukéazalo jako nejvyhodnéjsi metoda,
protoze in vitro doslo k nejvétsi proliferaci a vysokému stupni diferenciace bunék.

V experimentu Liao et al. se porovndvala drsnost povrchu Ti-6Al-4V, ktery byl oSetfen
tryskanim casticemi Al,O3, karbidem kiemiku (SiC) a smési HA a SiC. VSechny testované
povrchy byly osazeny buiikami MG63 (buiiky podobné osteoblastim). Vysledky ukazuji,
ze drsnost povrchu se zvySovala s rostouci velikosti ¢astic Al,Os. Pfi pouziti abraziva SiC
byla drsnost povrchu vyssi neZ u Al>O;s stejné velikosti, diky vétsi tvrdosti SiC ¢astic. Pomoci
otryskdvani vySe zminénymi casticemi doslo k upravé povrchi Ti-6Al-4V, které se staly
ve vSech pripadech hydrofilnéjsi nez pliivodni neotryskany vzorek. Nejvétsi rozdil nastal
ale u techniky CoBlast, kdy se pouzila smé HA s SiC a povrch Ti-6Al-4V vykazoval
az superhydrofilni vlastnosti. NejucinnéjSim se tak jevi povrchova modifikace pomoci techniky
CoBlast c¢asticemi HA a SiC, kdy byl povrch nejvice hydrofilni a vykazoval lepsi
zivotaschopnost bun¢k (Liao et al., 2018).

2.3 Navazani molekul na povrch skafoldu

K vybudovani Gspé$ného skafoldu je nutné napodobit interakce mezi povrchovymi
receptory bunék a molekulami ECM. Interakce jsou velmi dulezité pti regulaci bunécné adheze,
proliferace, migrace, diferenciace, pteziti bunék, také podporuji hojeni a regeneraci

prostfednictvim integrace s nativni tkani (Leszczak et al., 2015).
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2.3.1 Bioaktivni molekuly

Funkcionalizace skafoldi bioaktivnimi molekulami, mize podporovat angiogenezi,
rozpoustédel, produktl, 1éka, peptidovych sekvenci a GF. Jde o celé proteinové molekuly
jako napiiklad ECM proteiny nebo kratké peptidové sekvence neboli tzv. bunécné vazebné
domény izolované z ECM proteinti. Kratké peptidy jsou obecné vyhodnéjsi, jelikoz celé
proteiny maji tendenci se nahodn¢ skladat, a tim zamezuji dostupnosti vazebnych domén.
Kratké peptidy jsou navic béhem procesu modifikace stabilnéjsi a lze je hromadné vyrabét

v laboratofich (Tallawi et al., 2015).
2.3.1.1 Peptidové sekvence

Peptidy jsou molekuly slozené nejméné ze dvou aminokyselin a maji Sirokou Skalu
biologickych aktivit. Oproti men$im molekuldm, maji peptidy tu vyhodu, Ze maji vysokou
specificnost a jsou nizkonakladové. Diky tomu ma névrh peptidd, které¢ napodobuji specificka
vazebna proteinovd mista, velky terapeuticky potencial (Lee et al., 2021).
Nejbéznéji pouzivanou peptidovou sekvenci je RGD (Arg-Gly-Asp), ktera je odvozena
od fibronektinu typu III a nachazi se v mnoha pfirodnich adhezivnich proteinech,
mimo fibronektinu také ve vintronektinu, lamininu a kolagenu typu I. Prostiednictvim tohoto
peptidu dochazi ke spojeni bunécnych integrind intracelularniho cytoskeletu s ECM, coz podle
dostupnych studii s riznymi bunéénymi typy prokazalo dobrou adhezi (Tallawi et al., 2015).
Hojné pouzivana je také cyklicka syntetickd forma RGD: RGDfK (Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys)
peptid, ktery je odolny vici protedze, vysoce stabilni ve vodnych roztocich a ma vysokou afinitu
k bunéénym integriniim. Ve studii Sondermeijer et al. byl pouzit cyklicky RGDfK peptid
pro modifikaci alginatového skeletu. Z vysledki je zfejmé, Ze takto funkcionalizované skelety
jsou biokompatibilni, neimunogenni, zvySuji Zivotaschopnost bun€k, podporuji angiogenezi
a mohou byt pouZity jako prostfedek k dodani bun¢k do oblasti infarktu myokardu, pro zlepSeni

neovaskularizace a srde¢ni funkce (Sondermeijer et al., 2018).
2.3.1.2 Kolagen

Jeden z nejoblibenéjSich bioaktivnich povlaki, ktery se hojné pouziva patii kolagen.
Jde o hlavni protein ECM, ktery je Siroce pouzivan k podpote bunécné adheze, a to konkrétné
pro fibroblasty, lidské keratinocyty, epitelidlni a endotelidlni buiiky. Bunéénd adheze
ke kolagenu je fizena dvéma integriny: alf1 a a2p1. Fibrilarni kolagen (kolagen typu I) vaze

tyto bunécné integriny a zaroven vykazuje trojitou helikdlni strukturu, kterd je nezbytna
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pro jeho biologické a mechanické vlastnosti (Leszczak et al., 2015). Kolagen typu I poskytuje
pfedev§im strukturdlni podporu, kdy zajistuje tuhost a odolnost proti deformaci.
Kolagen typu III hraje diilezitou roli, jelikoz spojuje kontraktilni elementy sousednich myocytt
dohromady. Vyhodou kolagenu je to, Ze je vysoce biokompatibilni a biologicky odbouratelny.
Na polymerni povrchy je kolagen inkorporovan ponofenim skafoldu do roztoku proteinu,
kdy ziskame vrstvy kolagenu fyzicky pfipojené¢ho k povrchu polymeru (Tallawi et al., 2015).
V experimentu Leszczak et al. byly lidské mikrovaskularni endotelidlni buiiky kultivovany
na povrchu, ktery byl inkorporovan kolagenem. Cilem bylo zjistit, zda budou buiky vice
adherovat k povrchu s kolagenem nebo bez néj. Vysledky ukazaly, ze endotelidlni bunky
vykazuji zvysenou adherenci ke kolagenu, pfi¢emz si zachovavaji svij in vivo fenotyp
na nanostrukturovanych povrsich. Diferenciacni potencidl nanodratkovych povrcht, které byly
imobilizované kolagenem, byl hodnocen pomoci imunobarveni a Western blottu pro klicové
endotelidlni bunééné markery. Exprese jednoho z markerti po 14 dnech na nanostrukturovych

povrsich ukazala na vice kontaktth mezi bunkami (Leszczak et al., 2015).
2.3.1.3 Fibronektin

Zasadni vliv na biologické procesy bunék ma vysokomolekuldrni multifunkéni
glykoprotein nazyvany fibronektin (FN). FN je klicovou slozkou ECM, kdy je distribuovan
v mnoha tkanich a jde o potencidlni ligand povrchovych receptorti vétSiny typl bunék.
Integriny jsou piednimi bunénymi povrchovymi receptory a mnoho znich vaze FN.
Tato interakce FN-integrin vede k mnoha biologickym procesiim, jako je buné¢na adheze, rist,
migrace, proliferace a diferenciace (Lee et al., 2021). V experimentu Ai et al. bylo zjisténo,
ze potah povrchu hedvabného fibroinu (SF) Zelatinou a FN zlepsil jeho biologickou aktivitu
a zvysil bunécnou adhezi mezenchymalnich kmenovych bunék kostni diené (Ai et al., 2021).
Pt1 pouziti FN s jinym proteinem ECM, napftiklad kolagenem, doslo diky spravné koncentraci
FN kusnadnéni homogenni distribuce ve skafoldu. Ptesnéji byl pomér kolagenu I
k fibronektinu 3:1 a poskytl neji¢innéjsi chemisorpci na 3D skafoldech. Tento pomér zajistil,
ze byl celkovy obsah bilkovin, které 1ze naroubovat na skafold, nejvyssi a nejhomogenné;si,
coz vedlo ke zvySeni ucinnosti bunééného vysevu a proliferace bunék linie hepatocelularniho

karcinomu Huh-7.5 (Das et al., 2020).
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3. SLOZENI KULTIVACNIHO MEDIA

Kultivaéni podminky jsou pro buinky velmi dilezité, jak uz z hlediska ristu, preziti,
tak jejich nasledného vyvoje na biomateriadlech, a proto i typ zvoleného média, popt. druh
suplementii ma vliv na uspésné vytvoreni nahradni tkan¢ na/v skafoldu.

Kultivaéni neboli ristové médium je jakykoliv kapalny nebo pevny pftipravek,
vyrobeny specidlné pro rast, skladovani a transport mikroorganismt ¢i bunck in vitro.
Obsahuje jak anorganické, tak organické latky, které zajistuji buinkam vyzivu a vhodné
podminky pro rast. Napiiklad kultivaéni média pouzivana pro péstovani kmenovych bunék
jsou bézné doplnovana zvifecim sérem pro podporu rustu, uspésné udrzovani a diferenciaci
bunck. Nejrozsitenéjsi sérum, které je nyni povazovano za globalni rtistové adjuvans,
ucinné pro téméef vSechny typy bunék je fetalni hovézi sérum (FBS), a to diky tomu,
ze predstavuje kombinaci vétSiny faktord nezbytnych pro uchyceni a proliferaci bunék.
Vsestrannost FBS v rtiznych aplikacich bunécnych kultur je zplisobena velmi nizkou hladinou
protilatek a vysokou hladinou riistovych faktord. Nevyhodou FBS je absence piesného slozeni,
sezonni a geografickd variabilita mezi jednotlivymi Sarzemi, a to, Ze miize dojit k ohrozeni
persondlu nebo ke kontaminaci endotoxiny, mykoplazmaty, virovymi kontaminanty
nebo prionovymi proteiny. Problémem se také stava otazka etiky, kdy jsou rtizné kontroverze
tykajici se metod odbéru FBS z krve plodu skotu prostfednictvim uzavieného systému odbéru
na jatkach. Mezi dal§i pouzivand séra patii teleci sérum (CS) a koniské sérum (HoS),
které je preferovano pfed CS. Alternativou FBS miiZzou byt lyzaty lidskych krevnich desti¢ek
nebo chemicky definovand média bez séra (Abdel Moniem et al., 2019; Freshney, 2016; van
der Valk et al., 2018). Kultivacni médium obsahuje sérum, aminokyseliny, vitaminy, soli,
glukozu, organické latky, hormony, GF a antibiotika. Rizné typy bunck vyzaduji dle studii
ruzny typ séra (Tab. 4).

Tab. 4: Vybér vhodného média dle typu bunék. FBS = fetilni hovezi sérum, CS = teleci sérum, HoS = korské
sérum (upraveno a prelozeno z Freshney, 2016).

Bunky Typ séra
Chondrocyty FBS
Fibroblasty CS
Gliové bunky FBS
HeLa bunky CS
Keratinocyty FBS

Kosterni sval FBS, HoS
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3.1 Rustové faktory

Jedna se o molekuly, proteiny nebo steroidni hormony, které se podili na mezibunécné
signalizaci, a prostfednictvim pfisluSnych receptori ovliviluji bunéény metabolismus,
stimuluji bunécny rist, proliferaci a diferenciaci. Podileji se na obnové tkéni, ale také mohou
stimulovat rast nadorovych bun¢k. GF jsou produkovany riznymi typy bunc¢k a miazeme je délit
dle mista U¢inku na autokrinni (ptisobi na buiky, které je produkuji), parakrinni
(pisobi na okolni buiiky) a endokrinni (cévnim systémem jsou dopravovany k cilovym
bunikam, na které pasobi). GF mohou byt jak univerzalni, tak specifické pro urcité bunky,
tkdn€ nebo stadia proliferace. Do GF fadime také cytokiny a hormony. Jelikoz je hlavnim cilem
TE napodobit fyziologické podminky, mohou byt za timto Gcelem do kultivaéniho média
pridany nékteré GF v urcitych koncentracich. Diferenciaci na urcity bunécény typ, 1ze navodit
suplementaci specifickymi GF, jak syntetického, tak pfirodniho pivodu. Mezi nejznamé;jsi
GF patii rustovy faktor odvozeny od desticek (PDGF), epidermélni ristovy faktor (EGF),
inzulinu podobné rtustové faktory, erytropoetin a trombopoetin (Hefka Blahnova et al., 2020;

Vokurka, 2012).
3.1.1 Rustovy faktor odvozeny od desti¢ek

Tento dimericky glykoprotein je jeden z hlavnich GF vyskytujicich se v lidském séru
a tkénich. Je odvozen od krevnich desticek a hraje zdsadni roli v regulaci bunécéné proliferace,
diferenciace a migrace. PDGF je produkovan v megakaryocytech a nasledné skladovan
v krevnich desti¢kach v a granulich. Nutné je ale zminit 1 to, Ze je produkovan 1 fadou dalSich
bunék, napiiklad makrofagy, fibroblasty nebo nadorovymi buitkami. Z granuli krevnich
desticek je poté nasledné uvolnén pii jejich aktivaci béhem procesu hemostaze. PDGF se sklada
ze Ctyt riiznych polypeptidovych fetézet, tj. A, B, C a D. Tyto fetézce mohou sestavit Ctyfi
homodimery (napiiklad PDFG-AA, PDFG-BB, PDFG-CC a PDFG-DD) a jeden heterodimer
(naptiklad PDGF-AB). Nejvice zastoupenymi cirkulujicimi izoformami PDGF u lidi jsou
PDGF-BB, PDGF-AA a PDGF-AB. Mezi nimi je 0¢innéj§im ligandem PDGF-BB,
ktery je zndmy jako silny mitogen, stimulujici mezenchymalni fenotyp rGznych bunék.
Rozdil mezi jednotlivymi izoformami je v tom, ze kazda ma jinou afinitu k receptoriim.
Izoformy PDGF-AA, PDGF-BB a PDGF-AB jsou jiz aktivovany intracelularng,
prostiednictvim protedz podobnym furinu, zatimco izoformy PDGF-CC a PDGF-DD
jsou vyluovéany jako neaktivni prekurzorové molekuly s N-koncovym CUB (tj. doména

se strukturnim motivem ptiblizn€ 110 zbytkd, které se nachazeji v proteinech asociovanych
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s extracelularni a plazmatickou membranou), z nichz mnohé jsou vyvojové regulovany (Wu et
al., 2020). PDGF siln¢ stimuluje proliferatni a migracni potencidl cévnich bunck hladkého
svalstva, coz ma za nasledek zvysenou proliferaci a migraci téchto bunék z média do intimy.
Identifikace kandidat, ktefi mohou potlacit proliferaci a migraci téchto bunék
zprostiedkovanou PDGF, se povazuje za dobrou strategii k prevenci nebo 1é¢bé proliferativniho
vaskularniho onemocnéni (Hwang et al., 2020).

V experimentu  Mihaylova et al. se zkoumala role PDGF-BB v proliferaci,
diferenciaci a udrZzovani vlastnosti kmenovych bunc€k v periodontalnim vazivu in vitro.
Bunky byly kultivované po dobu 48 hodin v médiu bez séra (pfesnéji v tzv. Dulbecco's
Modified Eagle Medium, DMEM), které obsahovalo rtizné koncentrace PDGF-BB — pfesné;ji
1, 10, 50 a 100 ng/ml. Pfi zkoumani rychlosti bunééné proliferace vyslo najevo, Ze vSechny
koncentrace vyznamné zvySuji rychlost proliferace s nejvétsim ucinkem pii 50 ng/ml (Obr. 11),
tzn. PDGF-BB zvysuje pocet bunck v zavislosti na ddvce az do 50 ng/ml. Vyslo najevo,
ze PDGF-BB je silny promotor bunééné proliferace, ktery zvySuje expresi markert
(secernovany protein kysely a bohaty na cystein, zkracené¢ nazyvany SPARC) kmenovych
bunck, inhibuje produkci kolagenu a mineralizaci, a také urychluje zrani kolagenovych fetézct

prostiednictvim zvysené aktivity lysyloxidazy (Mihaylova et al., 2018).
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Obr. 11: Zavislost poctu bunék na koncentraci PDGF-BB. PDGF-BB = riistovy faktor odvozeny od desticek
(upraveno dle Mihaylova, 2018).

V jiné studii byla zkoumana exprese PDGF-AA v riznych tkanich v procesu starnuti,

a to, zda dysregulované hladiny PDGF-AA ovlivnily proliferaci a funkci bunék u starnoucich
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mysi. Buiiky INS1 (linie odvozena od B bunék vylucujicich inzulin) byly kultivovany v médiu
RPMI-1640, doplnéném  10% FBS, 0,2%  bovinnim albuminem a 2%
penicilinem/streptomycinem. Takto kultivované buiiky se nasledn¢ pfenesly do starnouci kostni
dfené¢ mysi, kde se pozorovala zvysSena sekrece inzulinu z ostrivkd. Mysi ve skupiné
po transplantaci vykazovaly lepsi odpovéd’ na glukézovou zatéz a zvySenou glukézovou
toleranci. Vysledky naznacuji, ze PDGF-AA vyluovany buitkami osteoblastové linie mize
zlepsit proliferaci a funkci pankreatickych bun€k, coz miize byt v budoucnu potencialné slibnou

terapii pro omlazeni stafeckych bunék a zlepSeni starnuti slinivky bfisni (Liu et al., 2020).
3.1.2 Epidermalni ristovy faktor

Dalsim nezbytnym GF je EGF, coz je protein sestaveny z 53 aminokyselinovych zbytki
a tii intramolekularnich disulfidovych mustkli nachdzejici se v mnoha télnich tekutinach.
Ma dtlezitou roli v fadé biologickych procesti, podporuje preziti bunék, jejich rist, proliferaci,
diferenciaci, chemotaktickou migraci a inhibuje apoptézu. EGF je velmi dilezity ve zdravé
epidermélni homeostdze. V epidermis piispiva k hojeni ran, reguluje bariérovou funkci,
potlacuje termindlni diferenciaci, zpisobuje ztratu adheze a indukuje sekretované protedzy.
Véze se na svij receptor (EGFR), ktery se nachdzi v membrané bunék.
EGFR je glykoproteinovy ¢len rodiny receptorovych tyrosinkindz. EGF po navazani na EGFR
zpisobi dimerizaci receptoru a naslednou aktivaci jeho cytoplazmatické kinazy. Aktivovana
kindza iniciuje nékolik signdlnich transdukénich kaskad proteinové fosforylace, coz vede
k aktivaci transkripénich faktort, které reguluji expresi mnoha genti. Mimo jiné se EGF podili
na vyvoji lidského placentarniho-trofoblastového mikroprostfedi, a to mnoha zpisoby,
vcetné proliferace trofoblastl,, pteziti, diferenciace, invaze a migrace. Pfidani EGF
do kultivacniho média ma velké UCinky na lidské myogenni bunétné kultury in vitro.
Bylo prokazano, Ze lidské myogenni buitky v médiu s EGF pted naockovanim na skafold tvori
myobloky a svazky svalovych vldken s vynikajici kontraktilni funkci v porovnani s buitkami,
které byly kultivované v médiu bez EGF. Kvantitativni dopad rlstovych a diferenciacnich
médii obohacenych o EFG na strukturu kosterniho svalstva a kontraktilni funkce, musi byt jesté

probadan (Blumenberg, 2013; Jeong et al., 2013; Wroblewski et al., 2021).

3.2 Hormony

Mezi dalsi latky, které mizeme ptidat do kultivaéniho média ¢i jimi nahradit sérum
v médiich jsou hormony. Jsou to chemické latky vyluCované Zzldzami s vnitini sekreci

(endokrinnimi zldzami), transportované nejcastéji krvi a jsou posly, kteti maji za tikol prenaset
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informace od jedné tkan€ ke druhé. Vyznamnym znakem hormont je to, Ze staci pouze malé
mnozstvi k pfeddni informace a vyvolani ur€ité zmény v organismu. Hormony mtizeme délit
podle tii hledisek, tzn. dle chemické povahy, zptisobu u¢inku a mista sekrece. Mezi hormony,
které jsou pouzivany jako néhrada séra patii ristovy hormon (GH) o koncentraci 50 ng/ml
a inzulin, ktery pfi koncentraci 1-10 U/ml zvySuje ucinnost ploten u fady typa bunék.
Dal8im hormonem je hydrokortizon, ktery zlepSuje klonovani glia a fibroblastl, je nezbytny
pro udrzeni epidermalnich keratinocytti a dalSich epitelialnich bun¢k. Ruzné kombinace
estrogenu, androgenu nebo progesteronu s hydrokortizonem a prolaktinem o koncentraci okolo
10 nM se mohou ukazat jako nezbytné soucasti media pro udrzeni epitelu mlécné Zzlazy

(Freshney, 2016).
3.2.1 Folikulostimulaé¢ni hormon

Folikulostimula¢ni hormon (FSH), nazyvan také jako folitropin, patii do skupiny
lidskych pohlavnich hormontli vyskytujicich se u obou pohlavi. Patfi mezi tzv. gonadotropni
hormony, coZz jsou hormony, které stimuluji vyvoj pohlavnich organii u savct.
Mistem produkce je adenohypofyza, tj. pfedni lalok hypofyzy. Z chemického hlediska
jde o glykoprotein, kteryjeu Zen klicovym faktorem, jelikoz stimuluje tvorbu estrogenu
a podporuje vyvoj folikulii od sekundéarniho folikulu po preovulaéni fazi — FSH je tedy silnym
a nezbytnym regulatorem proliferace a diferenciace granul6znich buné¢k (Hoque et al., 2019).
U muzu ve varleti je FSH dulezity na zacatku spermatogeneze, tj. tvorba muzskych pohlavnich
bunék, kdy je nezbytny pro diferenciaci zarode¢nych bunck. V Sertoliho bunkach FSH pifimo
aktivuje transkripci zivin, hormont, ristovych a parakrinnich faktorti, které jsou nezbytné
pro spermatogenezi. Dalsi funkci FSH je inhibice apoptdézy prostfednictvim vn&jsi drahy,
stimulace bunééného cyklu a meidzy (Sa et al., 2012). Rekombinovany FSH je rutinn€ pouZzivan
pro fizenou ovarialni hyperstimulaci béhem procedur asistované reprodukce, kdy mezi oblibené
patii folitropin alfa (Gonal-F) a folitropin beta (Puregon) (Chang et al., 2011).

V experimentu Sa et al. bylo cilem prace kvantifikovat asové a fazové specifické
uc¢inky FSH a testosteronu na proliferacni kapacity lidského semenotvorného -epitelu.
Lidské semenotvorné tubuly byly odebrané od ¢tyt muzii ve vékovém rozmezi 28 az 35 let.
Nasledné byly kultivované ve tfech riznych médiich: 1) kontrolni (médium pro ptipravu
spermatu, SPM), 2) SPM s 50 IU/l FSH a 1 umol/I testosteronu (50/1) a 3) SPM s 500 1U/1 FSH
a 10 umol/l testosteronu (500/10). Kultury byly hodnoceny ve dnech 0, 7, 14 a 28. V médiu
50/1 se pocet kulatych spermii sniZil po 14. dni a primérny pocet prodlouZenych spermatid

se beéhem celé kultivace zvysil bez ztraty. Na konci kultivace byl primérny pocet zarode¢nych
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bun¢k pod hormonalni suplementaci vzdy vyssi nez u kontrol. Pii porovnani mezi dvéma médii
s hormony bylo dosazeno lepSich vysledkli u média 50/1, které poskytlo lepsi vysledky
ve vztahu k celkovému poctu zéarodeCnych bunék. Vysledky ukazaly, ze hormonalni
suplementace média umoznila udrzeni lidskych semenotvornych kandlki po dobu jednoho
mesice bez jejich vyznamné ztraty a zlepSila proliferacni a diferenciacni kapacitu bunck

v porovnani s kontrolnim médiem (S et al., 2012).
3.2.2 Rustovy hormon

Riustovy neboli somatotropni hormon (odkud druhd mozna zkratka STH) je polypeptid,
produkovan somatotropnimi buitkami v pfedni hypofyze, ktery se podili na ristu tkéani
a télesném metabolismu. GH je také zndm pro svou diabetogenni a antiinzulinovou aktivitu.
Vyskytuje se ve fibroblastech, v rliznych bunikach vaskularni tkané, véetné bunék hladkého
svalstva a endotelidlnich bunkéach. V buikéach/tkanich pisobi GH jako mitogenni faktor,
jenz uplatiiuje své regulacni funkce pfi fizeni metabolismu, vyvazeném ristu a diferenciaci
bunck plisobenim na specifické predimerizované receptory, vazané v plazmatické membrané.
Vazba GH na receptor vede k aktivaci intraceluldrni Janus-kindzy 2, tato kinaza aktivuje
prevadé¢ signdlu a aktivatory transkripce-5 (zndméjsi pod zkratkou STAT-5),
ktery po fosforylaci tyrosinu dimerizuje a vstupuje do jadra, aby reguloval transkripci gent
specifickych pro GH. Dalsi dileZitou funkci GH je to, Ze ovliviiuje rozdélovani Zivin, oxidaci,
syntézu a distribuci jak bilkovin, tak sacharidu i tukti. Nekteré studie popsaly, ze GH zvySuje
migraci lidskych keratinocytli, napomaha expresi inzulinu podobnému ristovému faktoru
(znamy jako IGF-1), podporuje fibroblasty lidské pfedkozky a stimuluje proliferaci fibroblastii
in vitro (Ding et al., 2015; List et al., 2020; Messias de Lima et al., 2017).

Rekombinantni GH (rGH) byl schvalen tfady ve Spojenych statech k 1€¢b¢ trpasliciho
vzrastu a nedostatku GH u dospélych. rGH se pouziva jako tzv. off-label, kdy se lé¢ebny
ptipravek pouzije zplUsobem, ktery neni v souladu se souhrnem udaji o pfipravku.
rGH se pouziva  pro urychlené hojeni epidermalnich ran spojenych s operacemi
a popaleninami. Nedostatek nebo nadbytek GH je spojen s endotelidlni dysfunkci. U dospélych
pacientil s deficitem GH, u nichz byly popsany abnormality vaskularni funkce a jeji struktury,
bylo po nédhradé rGH pozorovano zlepSeni endotelidlni funkce a zvySeny pocet cirkulujicich
endotelidlnich progenitorovych bun¢k. Lécba GH zvySuje endotelidlni uvoliovani tkanového
aktivatoru plazminogenu v reakci na venézni okluzi, coz mé za nésledek zlepSeni endotelidlni

fibrinolytické odpovédi. Mysi modely odhalily ptasobeni GH, jak pti opravé tkané,
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tak v mikrovaskularni cirkulaci normélnich tkdni (Ding et al., 2015; List et al., 2020; Messias
de Lima et al., 2017).

Experiment Rak-Mardyta a Gregoraszczuk zkoumal, zda GH piisobi na progesteron,
sekreci  lidského  choriového  gonadotropinu v prvnim  trimestru  téhotenstvi,
bunécnou proliferaci a apoptdézu. Pouzitd bunécnd linie choriokarcinomu JEG-3
byla kultivovana v DMEM médiu 24 hodin. Po této dobé bylo médium vyménéno za DMEM
s ptidavkem zvySujicich se davek GH o koncentraci 10, 50, 100 a 200 ng/ml. Po 48 hodinach
kultivace bun€k bylo médium odebrano a byla stanovena koncentrace progesteronu a lidského
choriového gonadotropinu. U bun¢k vystavenych v§em davkam GH (10, 50, 100 a 200 ng/ml)
byla bunécnéd proliferace zvySend ve srovnani s kontrolnimi hladinami. Nejvice zvySena
proliferace 1,6x byla u koncentrace 50 ng/ml (Obr. 12). GH mél taktéZ inhibi¢ni u¢inek
na bunécnou apoptozu. Sekrece progesteronu a lidského choriového gonadotropinu
byla zvysena (nejvyssi uc¢inné davky GH byly 10 a 50 ng/ml). Z vysledkt vyplyva, ze sekrece
progesteronu, lidského choriového gonadotropinu a zvySeni bunécné proliferace bylo nejvice
u média, kde byl pfidan GH o koncentraci 50 ng/ml. Tato zji$téni poukazuji na dileZitou roli
hypofyzarniho GH v normalni placentarni funkci béhem prvniho trimestru t€hotenstvi (Rak-

Mardyta a Gregoraszczuk, 2009).
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Obr. 12: Vliv ristového hormonu na proliferaci a apoptozu bunék. Proliferace a apoptoza vyjadiend

v procentech pr¥i riznych koncentracich riistového hormonu ve srovndni s kontrolami (upraveno a prelozeno dle
Rak-Mardyta a Gregoraszczuk, 2009).
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4. ZAVER

Tkéanové nosice neboli skafoldy jsou nedilnou soucasti tkanového inzenyrstvi.
Vyuziva se tfi typt bunék. Autologni bunky se jevi pro pacienta jako lepsi volba, jelikoz u nich
hrozi nejmensi riziko imunologické reakce a odmitnuti télem pacienta. Zatimco xenogenni
a alogenni bunky jsou vhodnéjsi zpohledu tkanového inzenyrstvi diky jejich rychlé
dostupnosti. Zvoleni vhodného materialu skafoldu je dilezitym faktorem pro regeneraci tkané
in situ. Piirodni materidly jsou vyhodné diky jejich nizké toxicit€¢, malé imunitni odpovédi
a degradaci na netoxické produkty. Mezi nejpouzivangjsi z nich patii kolagen, ktery kromé
tkanového inzenyrstvi nasel uplatnéni predevsim v otorinolaryngologii. Oproti tomu syntetické
materialy, jako naptiklad polymery, maji vyhodu v tom, ze mohou byt pfesné¢ vyrobeny
dle potieby bunék, a to s riznymi fyzikalnimi ¢i chemickymi vlastnostmi. Syntetické materialy
jsou vhodngjsi pro tkanové inzenyrstvi, a to pro jejich niz8i cenu a snadnou funkénost.

Skafold se vyznacuje nékolika dalezitymi vlastnostmi. Biokompatibilita pfedstavuje
jednu z vlastnosti, na kterou bude zaméten vyzkum i v budoucnu, predevsim diky velkému
vyznamu pro pacienta, ve snaze omezit riziko pfi implantaci materidlu, ktery neni snasen
v biologickém prostfedi a mlize vést k odmitnuti ¢i vyvolani zavaznych nezadoucich ucink.
Biodegrada¢ni materidl musi umoznit bunkdam, aby jeho konstrukci nahradily svou
extracelularni matrici, a pfitom nesmi mit material pti rozkladu toxické vedlejsi produkty.
Geometrie skafoldu musi co nejvice odpovidat anatomickym vlastnostem tkané a lze ji
dosdhnout pomoci specializovanych programi, které umozni vytvoieni rozsédhlych 2D nebo 3D
modeld. Porovitd struktura ovliviluje pfedevsim difuzi zivin, bunéény rist, transport plynt
a migraci bunck. Nejvhodnéjsi velikost porti se voli dle pouzitého materialu a typu bunék,
ac studie in vitro ukéazaly, Ze vétSina bunék preferuje stfedni velikost pora.

Zkoumanymi upravami povrchu byla smacivost, drsnost povrchu a navazani
biomolekul na povrch skafoldu. Vhodné smacivosti, které jsou kvantifikovdny pomoci
kontaktniho twhlu, lze dosdhnout pomoci ozafovani plazmou, UV zafenim ¢i ionty.
Jako nejvhodné;jsi se jevi ozatfovani pomoci UV, jelikoZ doslo k nejvétSimu snizeni kontaktniho
uhlu vody na povrchu materialu, ¢imz se vytvofil hydrofilni povrch, ktery podpofil proliferaci
bunck. Povrchové drsnosti se da dosdhnou mnoha zplsoby. Jednim znich bylo leptani
kyselinami, jako lepSi se jevilo leptani kyselinou sirovou, a to diky jednoduchosti,
rychlosti metody a malému mnozstvi pouZzitého materidlu. 3D tisk je velmi oblibenou
a vyhleddvanou metodou. Technika nazyvand modelovani faznich depozic patfi mezi

nejpouzivanéjsi diky nizkym nékladim, rychlosti, vykonnosti a Siroké Skale pouzivanych
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material, kde se nejvice pouziva kyselina polymlécna. Otryskavéani se stalo v poslednich
desitkach let oblibenou metodou obzvlast pro oSetfeni biomateridli a biomedicinskych
implantati. Jako nejucinnéjSi se ukazala metoda CoBlast, kterd je velmi jednoducha,
nizkondkladovd a kombinuje dva procesy (tryskani a povlakovani povrchu materialu)
v jednom. Bunécnou proliferaci také zlepSilo navazani bioaktivnich molekul na povrch
skafoldu. Mezi zminénymi biomolekulami byly nizkonakladové peptidové sekvence,
které¢ budou mit do budoucna velky terapeuticky potencial a dva proteiny extracelularni matrix
kolagen a fibronektin.

Kultivacni médium obsahujici fetdlni hovézi sérum patii, i pfes etické problémy
ohledné metod jeho odbéru, k nejpouzivanéjsim ve tkanovém inzenyrstvi. Mezi dalsi pouzivana
séra patii teleci a Casto upiednostiiované komiské sérum. Soucdsti kultivatniho média
jsou rustové faktory, které v urcitych koncentracich dokdzou napodobit fyziologické prostiedi
bun€k in vivo. Rychlost proliferace pti pouziti ristového faktoru odvozeného od desticek
v koncentraci 50 ng/ml se ukdzala jako nejvhodné&jsi pro kultivaci kmenovych bunék.
Epidermélni ristovy faktor ukazal velky vliv na myogenni buiky s pfiznivymi vysledky,
ale kvantitativni dopad média na tyto buiiky musi byt jesté¢ prozkouman. Posledni c¢asti
této prace bylo ovlivnéni proliferace pomoci hormonti, které mohou byt pfidany do média
nebo mohou nahradit sérum v médiu. Folikulostimulaéni hormon se rutinné pouziva
v procedurach asistované reprodukce, kde slouzi k fizené ovaridlni hyperstimulaci. Experiment
dokézal, ze pfidani tohoto hormonu do kultiva¢niho média zlepSilo proliferacni a diferenciacni
kapacitu bunék. Ristovy hormon ma vyznam pro rust tkani a télesny metabolismus. In vitro
studie ukazala, Ze koncentrace riistového faktoru 50 ng/ml nejvice zvysila bunéénou proliferaci,
ale také produkci progesteronu a lidského choriového gonadotropinu.

Studium proliferace bun¢k na biokompatibilnich materidlech bude do budoucna mit
velky vliv na mnoho odvétvi mediciny. Obzvlast’ v oblasti regenerativni mediciny, ktera bude
moci u pacientd zlepS$it kvalitu zivota, a to biokompatibilnimi materialy, které pomizou

k rychlej§imu hojeni a nahrazeni poskozené tkané.
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