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ANOTACE

Tato bakalarska prace je zaméfena na chovani bun€k na riznych nanomaterialech.
Nejprve je v praci popsano tkanové inzenyrstvi, jeho hlavni zajmy a vyuziti v klinické
praxi. Dale jsou popsany nanomaterialy, které se pouZzivaji pro testovani bunéc¢né
proliferace, a jejich rozd€leni. Poté se prace vénuje bunééné linii MG-63, ktera je
nejcastéji pouzivanou linii pro toto testovani. Popis chovani MG-63 je zaméfen
piedevsim na titanové nanomaterialy. Nasledné je popsana adheze a jeji markery, které
pomahaji pfilnout buiice na nanomaterial. Nakonec se prace zaobira chovanim bunécné

linie MG-63 na scaffoldu.

KLICOVA SLOVA
Tkanové inzenyrstvi, scaffold, nanomateridly, bunééna linie MG-63, proliferace,

markery adheze.

TITLE

Cell Cultivation on Nanomaterials

ANNOTATION

This bachelor thesis is focused on the behaviour of cells on various nanomaterials.
First, the thesis describes tissue engineering, its main interests and use in clinical
practice. Next, nanomaterials that are used to test cell proliferation and their distribution
are described. Then the thesis deals with the cell line MG-63, which is the most
commonly used line for this testing. Description of behaviour MG-63 is focused mainly
on titanium nanomaterials. Subsequently, adhesion and its markers are described, which
help the cell to adhere to nanomaterial. Finally, the thesis deals with the behaviour of
the MG-63 cell line on a scaffold.

KEYWORDS

Tissue engineering, scaffold, nanomaterials, cell line MG-63, proliferation, adhesions

markers.



OBSAH

SEZNAM OBRAZKU......coiviimriririisiiesissssissssssss s 9
SEZNAM ZKRATEK ..ottt 10
UVOD ... et 11
1. TEORETICKA CAST ..ottt 12
1.1, TKANOVE INZEMYTSTVI.ec.ttiiiiiiiiiiiieiiie sttt r e e s 12
1.2, NaNOMALETIALY ... ceiuvieiiiiiie ittt sb e e e nne e 15
1.2.1.  Titanoveé NanomMateTialy ........cccvuerierrieriieriesiieie et 16
1.2.2. HEAVADT ...oviiiiiiic et 18

1.3. Bunky pouZzivané v tkANOVEmM INZENYISIVI ....eereiriiieiiieiieiie e 19
1.3 1. Builky MG-03 ..o 20
1.3.1.1.  Markery adh@Ze .........ccceoeeiieiieiieie et 27
1.3.1.2.  Chovani MG-63 na 3D scaffoldu ...........c.cccvvivniiiiiiiiic 30



SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1: Postup v kostnim tkanovém inZenyrstvi ...............cccoviiiiiiiiicnen, 14
Obrazek 2: 3 druhy modulace nanomaterialta pro diferenciaci kmenovych bunék. 16
Obrazek 3: Fluorescen¢ni mikrograf zobrazujici bakterie Escherichia coli............ 17
Obrazek 4: Struktura hedvabi bource morusového ................c.ccocvevviiiiiiicncennnn. 19
Obréazek 5: Rez vrstvami svisle orientovanych nanotrubic TiO s riznymi praméry21
Obrézek 6: Schéma interakce mezi kosti a implantovanym povrchem ................... 22

Obrazek 7: Porovnani snimkua hydroxyapatitu a slou¢eniny hedvabného fibroinu

a NANO0-NYArOXYAPALITU ......coveiiiiiiesiciis e 24
Obrazek 8: Morfologicky povrch slitiny Ti2448 po anodizaci.................cc.ccceeeens 26
Obrazek 9: Chovani biokompatibilnich nano¢astic..............cccooeeiiiiiiiin, 27
Obrazek 10: Morfologie bunék MG-63 ve fluorescenénim mikroskopu................... 30

Obrazek 11: Vyroba porézniho scaffoldu z kyseliny mlééné/nano-hydroxyapatitu 32

Obrazek 12: Distribuce praiméru vlaken poly-L-laktidu se zvySujici se koncentraci

diamantovych nanoCastic ... 33
Obrazek 13: Snimek kolagenovych vliaken na poly-(laktid-ko-glykolidu)................ 35
Obrazek 14: Snimek c¢istého hedvabného fibroinu a scaffoldu hedvabného

fibroinu/chitosanu po lyofilizaci ..o, 38
Obrazek 15: Schematicky diagram ternarniho kompozitu..................cccooooininnn. 39


file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864414
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864415
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864416
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864417
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864418
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864419
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864420
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864420
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864421
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864422
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864423
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864424
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864425
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864425
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864426
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864427
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864427
file:///C:/Users/stepk/Desktop/Jelínková_Kultivace%20buněk%20na%20nanomateriálech%20(opraveno).doc%23_Toc37864428

SEZNAM ZKRATEK

ECM
EPT
GDP
HA
MRSA

n-HA
PLA
PLLA
SF
SF/n-HA
SLA

TE
Ti2448
TNT
VEGF

extracelularni matrice (Extracellular matrix)

zamotany porézni titan (Entangled porous titanium)

metoda plazmy Zarového vyboje (Glow discharge plasma)
hydroxyapatit

methicilin rezistentni kmeny Staphylococcus aureus (Methicilin-resistant
Staphylococcus aureus)

nano-hydroxyapatit

kyselina mlé¢na (Polylactic acid)

kyselina poly-L-mlé¢na (Poly-L-lactic acid)

hedvabny fibroin (Silk fibroin)

slouc¢enina hedvabného fibroinu a nano-hydroxyapatittu

piskovani a leptani kyselinou (Sandblasting acid etching)

tkanové inzenyrstvi (Tissue engineering)

slitina titanu Ti-24-Nb-4Zr-8Sn

anodizované nanotrubky z TiO> (Anodized titanium dioxide nanotubes)

vaskularni endotelovy rustovy faktor (Vascular endothelial growth factor)
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UvVoD

Tkanové inzenyrstvi se zejména v posledni dekadé velice rychle rozviji. Spolu
s buné¢nou a genovou terapii se jedna o dalsi oblast moderni terapie. Jeho cilem je
priprava takovych nahrad tkéni a ptipadné i organi, které jsou co nejvice podobné
puvodni tkani. Dtlezitou soucasti tohoto védeckého oboru je pouziti nosice,
tzv. scaffoldu, ve kterém se uplatni zejména poznatky z nanotechnologie. Mezi
materidly, které se bézné pouzivaji k vyvoji scaffoldu patii sloucCeniny titanu,
biomaterialy z hedvabi ¢i kolagen. K osidleni této struktury pozadovanou populaci
bunck se pouzivaji buiikky kmenové. Mezi béZzné pouzivané buiky v tkdnovém
inZenyrstvi patii osteoblasty, fibroblasty nebo bunécna linie neuroblastomu.

Problemati¢nost scaffoldi tkvi v jejich mozné inkompatibilité s pacientem, a proto
musi byt nové vyvinuté scaffoldy dale zkoumany, aby se pfedeSlo komplikacim pfti
aplikaci této struktury spolu s osidlenymi bunkami do téla pacienta. Aplikace scaffoldu,
ktery neni biokompatibilni by mohla vést az k sepsi organismu.

Moderni terapie vyuzivajici nanomaterialy a kmenové buriky by mohla
v budoucnosti pomoci v lé¢bé Parkinsonovy choroby ¢i nadorovych onemocnéni, dale
by se poznatky z tohoto oboru mohly pouzit u ndhrad kiize po rozsahlych popaleninach

a v nahradéch kosti, chrupavek nebo cév.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. Tkanové inZenyrstvi

Tkéanové inzenyrstvi (TE) je multidisciplinarni obor na pomezi mediciny, biologie
a technickych obora (Langer et al., 2016). TE poskytlo slibné perspektivy k pfekonani
omezené ucinnosti konvekcénich technologii moznosti 1é€by nebo transplantace organd.
Znaény pokrok v terapiich kmenovych bunék, védeckych biomaterialech a vyvoji
dorucovacich systémti schopnych napodobit produkci ristovych faktori muze
nabidnout prilomy v 1é¢bé riznych onemocnéni (Hassanzadeh et al., 2018). Cilem TE
je ptiprava biologicky ekvivalentnich ndhrad tkani a pfipadné i organii. Téméi kazda
tkan lidského téla byla studovana z hlediska moznosti nahrazeni zivymi tkanovymi
strukturami (Langer et al., 2016). Pouziti TE pro navrhovani funkénich nahrazek
poskozenych nebo chybéjicich tkani mlze poskytnout velké uspéchy v regeneracnich
terapiich (Hassanzadeh et al., 2018).

Hlavnimi zajmy TE jsou piedevS§im bunky (nejCastéji kmenové a progenitorove),
biomaterialy (dvourozmérné filmy, trojrozmérné struktury (3D) ve formé scaffoldu,
nanovldkna, hydrogely, nanoc¢éstice, mikrokapsle, biogel pro 3D tisk, smési ptirodnich
latek a/nebo syntetickych latek a dalsi) a pridani bioaktivnich molekul, jako jsou ristové
hormony a lé¢iva, pro zlepSeni a/nebo regeneraci tkani pro biomedicinské aplikace
(Aramwit et al., 2017).

Siroké pouzivani dlouhodobych implantatd v riznych oborech mediciny je spojeno
se zvySujici se poptavkou po materidlech vhodnych k nahrazeni kosti pro rekonstrukci
funkce kostnich tkani a jejich rychlého a t¢inného hojeni (Ehlert et al., 2019). I kdyz
existuje nékolik materiala, které jsou zjevné Zadouci pro biologické aplikace, jejich
povrchové vlastnosti vyzaduji modifikace k uspokojeni poptavky ve velmi
komplikovaném biosystému (Wu et al., 2019). V oblasti biomimetickych materialt
a technologie tkanovych implantati je, kromé& chemického povrchu, dulezitost
nanometrické topografie povrchu a drsnost biomaterialli stale vice uznavana jako
rozhodujici faktor pro pfijeti tkan¢ a preziti bunék (Park et al., 2007). Drsnost povrchu
nanocastic je jednoznacné povazovana za faktor pozitivné ovliviiyjici adhezi, rist
a fenotypovou maturaci bunék. To je vysvétleno skuteCnosti, Ze nanostrukturovany
material pfipomina nano-architekturu piirodni extracelularni matrice (ECM) (Solar

etal., 2015).
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Povrchové tpravy jsou nutné napiiklad k Gpravé kompatibility krve s umélou srde¢ni
chlopni, kovlivnéni bunécné¢ adheze a proliferace ortopedické nebo kostni
osteointegrace, ke zlepSeni odolnosti proti opottebeni, odolnosti proti korozi spoje nebo
kycelnich implantati a v neposledni fadé¢ ke zméné transportnich vlastnosti dodavek
1€kii a kontrole adsorpce proteini. Metoda osteointegrace spociva v upeviiovani protézy
a implantatu pfimo ke kosti. Tyto povrchové upravy lze provadét pomoci raznych
metod prostiednictvim  mechanickych, chemickych, elektrochemickych nebo
fyzikalnich ptistupta (Wu et al., 2019).

Poptavka po technologiich schopnych 1é¢it kostni vady, které jsou obtizné
opravitelné, je v poslednich letech na vzestupu. Tento ukol, doprovazeny ptichodem
funkéné ptizplisobenych, biokompatibilnich a biologicky rozlozitelnych materiala,
ziskal obrovsky zijem o vyzkum v kostnim TE. Vysledkem je, ze riizné materidly
a vyrobni metody byly za timto Géelem zkoumany, coz vedlo k hlubsimu pochopeni
geometrickych, mechanickych a biologickych pozadavki spojenych s kostnimi
scaffoldy (Wubneh et al., 2018). V soucasné dobé je vétSina strategii kostniho TE
zalozena na poréznich a biokompatibilnich scaffoldech ockovanych tkanové
specifickymi bunkami (Chen et al., 2019).

Jednim z kli¢ovych faktori pro Gspéch TE je rozvoj jiz zminéného scaffoldu, ktery
musi mit optimalni vlastnosti (Hassanzadeh et al., 2018). Vyuziti scaffoldu jako nosi¢e
nanocastic a rustovych faktorti je nedilnou soucasti postupti v TE (obrazek 1). Pii
vyrobé scaffoldi se pouzivaji tfi odlisné skupiny biomateriald, a to pfirodni, syntetické
polymery a keramika. Polymery zahrnuji pfirodni a syntetické polymery (Soundarya
et al., 2018). Ptirodni scaffoldy jsou pfistupné, ale jejich slozeni zavisi na ptivodu zvifat
a Cisténi. Pro vyrobu syntetickych scaffoldi by méla byt zvazena celd fada parametrt.
Kromé morfologickych omezeni, povrchové funkénosti, mechanickych vlastnosti
a biologické aktivity, zlstdvaji pifi navrhovani téchto 3D struktur otdzky ohledné
toxicity zbytkového rozpoustédla scaffoldu, reprodukovatelnosti a biokompatibility
(Hassanzadeh et al., 2018). Scaffold by tedy mél byt biologicky kompatibilni,
hydrofilni, porézni a biologicky rozlozitelny (Purohit et al., 2019). Ackoli vztah mezi
velikosti porti a tvorbou kosti je nepriikazny, je zfejmé, Ze porézni struktury poskytuji
vétsi prostor a plochu povrchu pro adhezi kostnich bunék a rust kosti (Yang et al.,
2019). Poéry pojimaji bunky tak, aby proliferovaly a Sifily se tak po scaffoldu, kde
vytvofi integrovany konstrukt bunééného scaffoldu. Bez pora buinky piilnou

a proliferuji pouze na povrchu 3D struktury, coz neni zadouci pro ucely TE. V zavislosti
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na metod¢ vyroby scaffoldu mohou nékteré znich vykazovat nizkou porozitu
a s ohledem na material mize u nékterych scaffoldu trvat déle, nez se rozlozi (Purohit
etal., 2019).

l Injured bone

Stem Cells
LN % ', Growth
Nanoparticles *7 factors
Suss
wstly

st Polymeric Scaffold

Cells grown in scaffold l

5\ Scaffoldsloaded with
nanoparticles and
growth factors

Implantation

Obrazek 1: Postup v kostnim tkanovém inZenyrstvi: Z poskozené kosti odbér kmenovych
bungk, ptidani nanocastic a ristovych faktorl, nasazeni na scaffold, implantace na kost (Shukla
etal., 2017).

Kostni §tép nebo scaffold by mél napodobovat strukturu a vlastnosti pfirozené kostni
extracelularni matrice a poskytovat vSechny potfebné environmentalni podnéty nalezené
v kosti (Soundarya et al., 2018). Jeho hlavnim cilem je tedy poskytnout prostiedi,
ve kterém muze probihat proces remodelace kosti s minimalnimi komplikacemi
(Wubneh et al., 2018). Scaffoldy jsou vytvofeny zruznych biomateriald a byly
vyrobeny za pouziti nepfeberného mnoZstvi vyrobnich technik ve snaze regenerovat
kosti v t¢le (Soundarya et al., 2018).

Mezi riznymi strategiemi TE ziskalo v poslednich letech pfedni postaveni bunééné
TE, kde je hlavni zapouzdieni bun¢k do 3D struktury. Kdyz mékka tkan roste,
mechanické vlastnosti scaffoldu se mohou ménit v dusledku sekrece matrice bunkami,
a proto syntetické scaffoldy musi mit pfirozené vlastnosti ECM, které se v pribéhu ¢asu

méni a stdle musi mit za nasledek odpovidajici mechanické vlastnosti potfebné pro
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fungovani tkané. Jde vlastné o to, aby scaffold dozrdl a stdrnul na poZadované
mechanické vlastnosti v pribéhu doby, kdy buiiky v leSeni rostou. Materialy, které
se Siroce pouzivaji pro 3D vyrobu mékkych tkani, jsou doposud polykaprolakton,
polyvinylalkohol, chitosan, hedvabny fibroin a dalsi. Nejcasteji se pouzivaji hydrogely
kvili snadnosti kontroly potiskovatelnosti, viskozity a schopnosti napodobovat tkan
(Chawla et al., 2020).

V soucasné dobé se pro vyrobu scaffoldu pouzivaji bioaktivni a biologicky
resorbovatelné materialy kvuili jejich schopnosti stimulovat a podporovat regeneraci
zivé tkané (Purohit et al., 2019). Ze Sirokého spektra materiald vhodnych k vyrobé
scaffoldu pouzivanych v TE vzbuzuji nanovlakna a mikrovldkna velkou pozornost.
S primérem podobnym sloucenindm extracelularni matrice vldkna napodobuji
piirozené prostiedi bun¢k a zvySuji jejich adhezi a proliferaci (Rampichova et al.,
2017).

1.2. Nanomaterialy

Diky svym jedine¢nym vlastnostem zavislym na velikosti Se nanomaterialy uplatiiuji
vV nejruznéjSich oborech. Jejich Skdla vyuziti je od stavebnictvi pfes vyrobky
kazdodenniho zivota az k aplikacim v mediciné a zdravotnictvi. Do velké skupiny
nanomaterialti patii titanové a uhlikové nanomaterialy, hedvabny fibroin, fullereny,
nanoceluldza a dalsi (Laux et al., 2018).

Nanomaterialy jsou materidly s mikrostrukturou charakteristické délky stupnice,
ktera je v rozsahu nanometrd (nm). Nanomaterialy mohou byt pouzity v riznych
modulaci (obrazek 2). Diky jejich malé velikosti, snadné syntéze a univerzalnosti
vV povrchové upravé jsou Siroce pouzivany k manipulaci chovani buné¢k. Béhem
posledniho desetileti rizné materialy, vcetné uhlikovych trubic, grafenu, nanocastic
oxidu kiemicitého, nanocastic oxidu titani¢itého, stiibrnych nanoc¢astic a nanostruktury
DNA byly intenzivné zkoumany v biologickych a lékatskych oborech. Ve skute¢nosti
existuji rizné typy nanomateriali pro regulaci diferenciace kmenovych bunck do
riznych typt bunck, vcetné adipocytli, kardiomyocytli, osteoblastovych bunck
a nervovych bunék prostfednictvim rtiznych mechanismii. Pro propagaci diferenciace
bunék je bézné piidavani specifickych diferenciacnich faktoru, jako jsou rustové faktory

a bioaktivni molekuly do média (Wei et al., 2017).
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) nanodastice
konvekéni substrat bunééné kultury

nanomaterialové substraty
f ’Y:,,,‘» 3D scaffold

o kmenové buitky

Obrazek 2: 3 druhy modulace nanomateriali pro diferenciaci kmenovych bunék:
a) nanomaterialy jako nanocastice, b) dvourozmérny matrix, ¢) 3D scaffold (Upraveno dle Wei
etal., 2017).

1.2.1. Titanové nanomaterialy

Materialy zaloZené na titanu jako zéastupci kovovych biomateridlli jsou uznavany
jako nejslibnéj$i materialy pro ortopedické implantaty. Titan je povazovan za bioinertni
material s dobrou biokompatibilitou, vynikajici odolnosti proti korozi a vhodnymi
mechanickymi vlastnostmi. Stabilni vrstva oxidu titanicitého (TiO2) o tloust’ce 3-10 nm
se samovolné tvofi, kdyz je titan vystaven vzduchu nebo vod¢ a obdatuje tak povrch
biokompatibilitou (Liu et al., 2017). S ohledem na jiz zminénou dobrou
biokompatibilitu a vysoce uspotadanou strukturu nanotrubic, schopnost TiO2 nanocastic
podporovat diferenciaci kmenovych bunék piitahuje velkou pozornost (Wei et al.,
2017). U implantatti zalozenych na titanu se piedpoklada, ze ptirozené vytvorena tenka
vrstva TiOz pisobi jako bariéra mezi implantatem a tkani, aby se zabranilo uvoliovani
kovovych iontl do t€la a nasledné minimalizace Sanci na imunitni odpoveéd’. Nedavné
studie vSak ukézaly, Ze tato n€kolik nanometrt tenkd vrstva neposkytuje dostatecnou
dlouhodobou ochranu proti korozi. Na druhou stranu TiO2 ve formé natéri byl také
znaéné vyuzivan pro antibakterialni aktivitu v dusledku fotokatalyzy, coz dokazuje
slibny potencial v boji proti infekcim bez obétovani osteointegrace (Liu et al., 2017).
Kromé toho TiO2 lze vyrobit jako 3D scaffold pro diferenciaci kmenovych bunék. TiO>
3D scaffoldy potazené alginatem obsahujici simvastatin nebo derivat matrice skloviny

mohou tidit osteogenni diferenciaci kmenovych bunék (Wei et al., 2017).
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Liu et al. ve své studii poprvé zavedli depozici atomové vrstvy s fizenou teplotou,
ktera poskytuje jedinecny TiO2 povlak na titanovych substratech. Tento povlak
na implantatech na bazi titanu pomoci techniky depozice atomové vrstvy ukazal slibnou
antimikrobidlni G¢innost viaci grampozitivnim bakteriim (Staphylococcus aureus),
gramnegativnim bakteriim (Escherichia coli) a bakteriim rezistentnim vici antibiotikiim
(MRSA — methicilin rezistetntni kmeny S. aureus). Nejen ze povlak TiO. inhiboval
bakterialni adhezi a rust, ale také do urCité miry usmrtil bakterii. Na obrazku 3 je vidét,
ze na titanovém substratu s TiO2 vrstvou byly po 24 hodinach kultivace usmrceny
bakterie E. coli. Diky této vlastnosti existuje silny potencial v pouziti tohoto povlaku

Vv oblasti ortopedickych implantati (Liu et al., 2017).

Ti Ti-TiO, (160°C)

2 hours

24 hours

Obrazek 3: Fluorescenéni mikrograf zobrazujici bakterie Escherichia coli: kultivovany po 2
a 24 hodinach na titanovém (Ti) vzorku a titanovém vzorku s povlakem oxidu titanic¢itého
(Ti-TiOy) pri teploté 160 °C. Zelen€ jsou zobrazeny zivé a ¢ervené mrtvé buiky (Liu et al.,

2017).

Dalsi hojné vyuZivanou slouc¢eninou je nitrid titanu (TiN). TiN je vyuZzivan jako
natérovy material pro rtizné aplikace. Povlak TiN se v biomedicinské aplikaci pouziva
ke zvySeni tvrdosti a odolnosti proti korozi, v ortodoncii, ke snizeni opotfebeni
chirurgické slitiny, ortopedickych implantat, kycelnich protéz a kardiovaskularnich
biomateriali. Povlak TiN je vyuzivan nejen diky své biokompatibilité, ale je také

povazovan za zadouci material pro styk s krvi (Wu et al., 2019).
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Jelikoz je titan biokompatibilni materidl, ale neni bioaktivni, je zapotfebi zlepsit
osteointegraci implantatd titanu/slitiny titanu. Jednim z takovych zpusobu zlepSeni
je modifikace jejich povrchu, architektury a fyzikalné-chemickych vlastnosti.
na jakékoli zmény v morfologii, struktufe, drsnosti a povrchové energii. Tyto faktory
mohou piimo ovlivnit rychlost a stupen bunééné adheze, proliferace, diferenciace a také
maji vliv na morfologii bun¢k (Ehlert et al., 2019). Za tGc¢elem zlepSeni osteointegrace
mezi povrchem titanového implantatu a kostni tkani, byly vyvinuty riizné techniky
povrchovych tprav, jako je napf. piskovani a leptani kyselinou (SLA), laserova ablace
a hydroxyapatitova vrstva (Han et al., 2016). Jinou moznou modifikaci pérovitého
titanu za ucelem pickonani jeho bioinertnich u¢inkd je implantace tantalu, nebo vapniku
(Wang et al., 2016).

Titan a jeho slouceniny jsou Siroce pouzivany ve vSech oborech klinické mediciny
(Tian et al., 2015). Pouziva se napiiklad jako soucast biomaterialti pro 1é¢eni kostnich
defekti a pro vyrobu kardiovaskularnich stenti (Wu et al., 2015). Vyuziva

se v ortopedii, naptiklad pfi artroplastice, a to zejména kloubu kyc¢elniho ¢i kolenniho.

1.2.2. Hedvabi

Hedvabi je jedinecny vlaknity protein, ktery poskytuje univerzalni polymerni
Sablonu. Fibroin, hlavni slozka hedvabného proteinu, je dokonaly substrat pro
proliferaci a adhezi Siroké skaly bun¢k (Liu et al., 2010).

Existuje vice variant hedvabi, ale zajem byl vénovan ptredev§im hedvabi bource
morusového (Bombyx mori) (obrazek 4), a to diky jeho dostupnosti a zadoucim
vlastnostem, jako je snadnost s jakou muze byt chemicky modifikovan, jeho
biokompatibilita, jeho pomald rychlost degradace in vivo a jeho schopnost byt
zpracovan do nékolika materidlovych formath z vodného roztoku nebo organickych
rozpoustédel (Huang et al., 2018).

Diive se hedvabi pouzivalo hlavné v textilnim prtimyslu, ale v posledni dob¢ nasel
rizné vyuziti v biomedicinské oblasti, zejména diky jeho vysoké pevnosti v tahu,
kontrolovatelné biologické rozlozitelnosti, hemostatické vlastnosti, nizké cytotoxicite,

nizké antigenicité a nezanétlivym reakcim (Huang et al., 2018; Liu et al., 2010).
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Obrazek 4: Struktura hedvabi bource morusového: Snimek hedvabi bource morusového
z elektronového mikroskopu (Huang et al., 2018).

Hedvabné hydrogely jsou atraktivni biomaterialy pro aplikace tkanového inzenyrstvi,
protoze jejich tuhost mize byt doladéna a mohou zahrnovat rustové faktory a dalsi
bunééné signalizacni faktory pro optimalizaci bunéénych funkci. Mikro-strukturované
a elastické hedvabné hydrogely podporuji riist a proliferaci kmenovych bunék po dobu
delsi nez 3 tydny. Tyto hydrogely se také pouzivaji pro opouzdieni kmenovych bunck
a pro in vivo implantaty (Huang et al., 2018).

Struktura scaffoldu z hedvabi je povazovana za dulezity faktor ve studiich tkanového
inzenyrstvi. Sommer et al. ve své studii zjistili, Ze rozsah velikosti port hedvabného
scaffoldu zpocatku ovlivnil morfologii regenerované kosti, ale po 5 tydnech v kultute
tyto rozdily zmizely (Sommer et al., 2016).

Kromé¢ toho produkty fibroinu vykazuji vysokou biologickou kompatibilitu, nizkou
imunogenitu, kontrolovatelnou biologickou degradaci a omezenou bakteridlni adhezi

(Goncharenko et al., 2016).

1.3. Buiiky pouzivané v tkanovém inZenyrstvi

V kostnim TE je pouzivana celd fada somatickych a kmenovych bunék, napiiklad
autologni osteoblasty, embryonalni kmenové buiky, kmenové bunky kostni diené
a dalsi. Osteoblasty, jakozto pln¢ diferencované buiiky byly pouzity pro in vitro i in vivo
studie tykajici se rekonstrukce kosti. Cytokompatibilita riznych materialli v jakémkoli
formatu (prasek, granule a scaffold) se obvykle hodnoti pomoci téchto bun¢k. Uplynulo
dvacet let od prvni implantace porézniho biomaterialu naofkovaného buinkami,
implantace byla provedena u lidského pacienta s defektem segmentu kosti (Kargozar et
al., 2019).
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DalSimi pouZzivanymi builkami jsou lidské diploidni fibroblasty (bunény kmen
WI-38), které jsou odvozené od Zenského plodu plic a lidskych endotelialnich bunék
ziskanych z umbilikalnich cév plodu (Bettini et al., 2008). In vitro modelem Siroce
pouzivanym napiiklad ve vyzkumu Parkinsonovy choroby je bunécna linie
neuroblastomu SH-SY5Y. Tato linie je sublinii bunééné linie SK-N-SH, ktera byla
zalozena v kultufe v roce 1970 z biopsie kostni dfen¢ metastatického neuroblastomu
Ctyfletého ditéte a prosla tfemi koly klonalni selekce (Xicoy et al., 2017). Dalsim
ptikladem bunéénych linii jsou lidské plicni epitelidlni bunky (L-132) a lidské
monocyty (THP-1), které byly pouzity pfi porovnani cytotoxickych ucinkli nanocastic
oxidu zineCnatého a oxidu kiemicitého s jejich velikosti mikronti a k porovnani
odpoveédi mezi témito bunikami a ¢asticemi (Sahu et al., 2016).

Bunky osteosarkomu jsou odvozeny od malignich nadort kosti a jsou bézné
pouzivany jako osteoblastové modely. Tii riizné bunééné linie odvozené
od osteosarkomu jsou MG-63, Saos-2 a U-2 OS (Pautke et al., 2004).

Dale se budu vénovat nejcastéji pouzivanym buikam v kostnim TE, bunécéné linii

MG-63.

1.3.1. Buiikky MG-63

Jedna se o osteoblastovou bunécnou linii osteosarkomu. MG-63 je bézné pouzivany
model ke studiu zivotaschopnosti kostnich buné€k, proliferace a adheze na povrchy
nosnych materiald, jako je napiiklad titan (Wandiyanto et al., 2019). Bylo popsano,
zZe interakce mezi osteoblasty a filmy oxidu titani¢itého zahrnuji chemické reakce. Vé&tsi
drsnost povrchu a povrchova energie, vice povrchovych hydroxylovych skupin
a piitomnost fibronektinu nebo vitronektinu jsou dilezit¢ prvky pro adhezi, Sifeni
a proliferaci osteoblasti na titanovych povrsich (Hao et al., 2013).

Iwatta et al. ve své studii, k objasnéni optimalni stupnice mikrostruktury
na mikro-/nano-titanovych povrsich, pouzili povrchové mikrostruktury, které byly
vyrobeny s vrstvou TiOz, a to pomoci oSetfeni piskem a elektrochemickou anodizaci.
Buiiky osteosarkomu MG-63 vykazovaly snizené Sifeni na mensich mikrostrukturnich
povrsich pii inkubaci po dobu 24 hodin (Ilwata et al., 2017).

Mikrotubuly jsou naprosto nezbytné pro zivotaschopnost bun¢k, pomahaji vytvaret
struktury podilejici se na buné¢ném déleni, buné&¢né polarité a pohyblivosti, signalizaci
z buiky do bunky a intracelularnim transportu (Conduit, 2016). Bylo prokazano,

ze mikrotubuly sestavajici z heterodimert o-tubulinu a p—tubulinu se podileji
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na pohybu bungk, intracelularni vyméné a mitbze. Acetylovany o—tubulin je soucasti
stabilnich mikrotubul®, a deacetylace o—tubulinu zvySuje pohyblivost bun¢k. Zakladni
jednotkou spojovaci struktury mezi bunkami a nanotrubicemi je komplex
ECM-integrin-cytoskelet. Tian et al. porovnali expresi acetylovaného o—tubulinu
vV buikaich MG-63 kultivovanych na nanotrubicovitém povlaku o priamérech 20
a 120 nm (obrazek 5). Bylo dokazano, ze na nanotrubicovitém povlaku s primérem
20 nm byla evidentné nizsi exprese jiz zminéného acetylovaného o—tubulinu, zatimco
na nanotrubicovitém povlaku s primérem 120 nm byla exprese v builkdch zvySena.
Kriticky pramér pro adhezi, Sifeni a proliferaci bunék byl pro nanotrubice 20 nm. VéEtsi
priméry nanotrubic maji zanasledek sniZzenou migraéni kapacitu a proliferaci

a zvysenou apoptozu bunék (Tian et al., 2015).

Obrézek 5: Rez vrstvami svisle orientovanych nanotrubic TiO; s riznymi priméry:
0d 20 nm az do 120 nm (Tian et al., 2015).

Kombinace depozice nanocastic pomoci zdroji plynové agregace a pretirani
takovych nanocastic je ucinnou metodou pro vyrobu nanostrukturovanych povrchi.
Rast lidskych bunék MG-63 muze byt pozitivné ovlivnén nanostrukturou a nejveétsi
mnozstvi bunék pfilnutych na povrch, bylo na struktuie 0 30 nm (Solar et al., 2015).

Role proteini a kolagenu je dulezitou soucasti Vv interakci kosti s implantovanym
povrchem (obrazek 6). Gittens et al. pozorovali vliv ruzn¢ upravenych titanovych
nanomaterialti na hladiny osteokalcinu, osteoprotegerinu a vaskularniho endotelového
rastového faktoru (VEGF) (Gittens et al., 2011). VEGF, nékdy také oznacCovany jako
VEGF-A, je homodimericky glykoprotein. VEGF-A reguluje vétSinu endotelialnich
odpovédi, jako je proliferace a migrace endotelidlnich bunék a cévni permeabilita.
Tento glykoprotein je klicovym regulatorem v tvorbé novych cév (angiogeneze), ktera

ma dulezitou roli v embryonalnim vyvoji, organové homeostaze a ve vyvoji nemoci
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(Matsumoto et al., 2014). Buitkky MG-63 byly nasazené na pfedem oSetfeném titanovém
disku, nano-modifikovaném ptfedem oSetieném titanovém disku, piskovaném/leptaném
kyselinou a nano-modifikovaném, piskovaném/leptaném titanovém disku. Zatimco
hladiny osteokalcinu, osteoprotegerinu a VEGF, které¢ byly méfené pro predem oSetfené
a nano-modifikované vzorky, nebyly znateln€ odliSné, statisticky vyznamné zvySeni
hladin téchto markerti bylo pozorovano u vzorkia piskovanych/leptanych kyselinou,
Které paralelizovaly narist v  mikroskopickém méfitku  drsnosti  vzorkid
piskovanych/leptanych kyselinou vzhledem ke vzorkiim pfedem oSetfenych titanovych
diskti a nano-modifikovanych pfedem oSetfenych titanovych diskt. Dalsi statisticky
vyznamné zvySeni hladiny osteokalcinu, osteoprotegerinu a VEGF oproti vzorkiim
piskovanych/leptanych kyselinou bylo pozorovdno u vzorkli nano-modifikovanych
titanovych diskt. Vysledky ukazaly, Ze zavedeni takovych struktur v kombinaci
s mikro-/sub-mikro stupnici drsnosti zlepSuje diferenciaci osteoblasti a produkci
lokdlnich faktori, coZz naznaCuje potencidl pro zlepSenou osteointegraci implantath

in vivo (Gittens et al., 2011).

Microscale Submicroscale Nanoscale
Topography Topography Topography

Integrins

Cells

Bone Implant Collagen &
Proteins

Obrazek 6: Schéma interakce mezi kosti a implantovanym povrchem: na riznych
topografickych stupnicich, kost vs. implantat, role proteinti a kolagenu (Gittens et al., 2011).

Sjostrom et al. vyuzili techniku anodizace pies masku na velkém titanovém povrchu,
kdy byli schopni vytvofit nano-vzorovy model povrchu ke studiu bunééné interakce
s nanotopografickymi funkcemi s jemné vyladénymi rozméry. Tato technika vyuziva
nanoporézni anodu oxidu hlinitého jako Sablony, ktera poskytuje masku pro vzor titanu
s homogennimi poli a laditelnymi titanovymi strukturami (Sjostrom et al., 2011).

Ultrafialova (UV) fotokatalyza, jedine¢na povrchova vlastnost polovodict jako
je napiiklad titan, byla pouzita jako metoda upravy povrchu, kterda muze zlepsit

biologickou reakci na titan bez zmény povrchovych prvki. Tato jedine¢na vlastnost
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vyrazn¢ zvysila bioaktivitu mikrométitkového titanu jak in vivo, tak i in vitro. Wu et al.
provedli studii za Gc¢elem posouzeni ucinku UV ptedipravou nanostrukturového titanu
in vitro, dale zkoumali chovani osteoblasti na substratech a prozkoumali
fyzikalné-chemické mechanismy, které jsou zékladem UV svétla na nanoméfitku titanu.
V této studii byla porovndna biokompatibilita UV oSetienych a UV neoSetfenych
titanovych nanotrubek. UV oSetfené nanotrubky zvysily fadu biologickych ¢innosti,
vcetné adsorpce bilkovin, adheze bunék a proliferaci bunék. Bylo dokazano, ze na UV
osetfeném titanu se sniZzuje obsah kyselych hydroxyli a zvySuje se kladny naboj.
Vysledkem této studie je teorie, ze oSetfeni UV zvySuje biokompatibilitu snizenim
elektrostatického odpuzovani mezi biomaterialy a biomolekulami (Wu et al., 2015).

Osetfeni UV na titanovych povrSich se muaze kombinovat s ponofenim
do alendronatu, coz je typ dusikatych bisfosfonatl, ktery je v soucasné dobé jednim
z nejucinngjsich Cinidel pro 1é¢bu riznych onemocnéni kosti. Tato latka zvySuje aktivitu
alkalické fosfatazy (ALP) a podporuje expresi genu kodujicich kostni morfogenni
protein 2, kolagen 1. typu a osteokalcin, coz ukazuje na jeho schopnost indukovat
proliferaci a zrani osteoblasti. SoucCasnd aplikace UV oSetfeni a ponofeni
do alendronatu mela za nasledek vétsi diferenciaci bunék MG-63 a bylo prokazano,
Ze tato metoda zlepSuje osteointegraci titanovych implantatt (Jeon et al., 2019).

Moznou modifikaci titanu s tantalem je piipad, kdy se vyrobil pomoci plazmatické
implantace iontll a depozice zamotany porézni titan (EPT) s implantovanym tantalem,
ktery kombinoval vyhody titanu a tantalu. Dvé kontrolni skupiny sestavaly z EPT
implantovanych s vapnikem a EPT bez implantace vapniku. I kdyz nebyl zjistén zadny
rozdil v povrchové topografii a mechanické vykonnosti, experimenty in vitro potvrdily
pozitivni u¢inky EPT implantovanych s tantalem pfi zlepSovani zivotaschopnosti bun¢k
MG-63, proliferace, diferenciace, mineralizace extracelularni matrice a exprese
osteogennich marker. Pokusy in vivo prokazaly pfiznivé vlastnosti implantovanych
EPT s vapnikem a vynikajici vlastnosti EPT implantovanych s tantalem pfi zlepSovani
osteogenni aktivity, povrchu osteointegrace a nového rustu kosti. Piestoze EPT
implantované s vapnikem mohou u¢inné propagovat povrchovou osteointegraci a novy
rast kosti, EPT implantované s tantalem maji stabilnéjsi a trvalejsi ti¢inky dlouhodobé.
Proto mohou byt EPT implantované s tantalem vyuzity jako jeden z vysoce efektivnich
materialti pro vyrobu $tépu pii rekonstrukci kosti (Wang et al., 2016).

Hydroxyapatit (HA) je povazovan za bioaktivni materidl, ktery pfiznivé ovliviiuje

adhezi, rast a osteogenni diferenciaci osteoblasti. Biologicky HA extrahovany
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z organismu obsahuje fadu domén rizn€ nabitych povrchi, nezdvisle na topografii,
které ukazuji jejich potencial vazat rizné proteiny matrice. V slozenych materidlech
je HA kombinovan s fadou monomernich a polymernich materiali, jako je oxid
kfemicity, algindt nebo hedvabny protein. Tato kombinace polymerti a keramiky
ve formé sloZzenych materiali mulze piekonat nevyhody kvili jejich nevhodnym
mechanickym vlastnostem pro aplikace nesouci zatizeni (Filova et al., 2014).
Anorganicky HA, ktery byl ve formé nano-HA (n-HA), pouzili ve své studii Lin
et al. spolu s organickym hedvabnym fibroinem (SF). Materialy byly vyrobeny pomoci
zjednodusenych ko-precipita¢nich metod a byly uloZeny na substraty ze slitiny titanu.
Vysledky takto vzniklych slouc¢enin hedvabného fibroinu a nano-hydroxyapatitu
(SF/n-HA) ukazaly, ze materialy SF/n-HA mély lepsi osteogenni diferenciaci bunék
MG-63 nez samotné n-HA materialy (obrazek 7). Proto je SF/n-HA vhodnéjsi pro
diferenciaci MG-63 na osteoblast. SF diky jeho bunééné biokompatibilité tedy mize byt
divodem pro vys§i proliferaci a diferenciaci bunék a jeho ptfidanim
do nano-hydroxyapatitu muze vzrust pravé tato schopnost bunécné proliferace
a diferenciace na materialech (Lin et al., 2015). V mnoha dalich studiich uz jen
samotné piidani HA k riznym materialim zlepS$ilo rast kostnich bunék (Filova et al.,

2014).

Obrazek 7: Porovnani snimka hydroxyapatitu a slou¢eniny hedvabného fibroinu
a nano-hydroxyapatitu: snimky z transmisniho elektronového mikroskopu; A) TEM snimek
¢istych nanokrystali hydroxyapatitu, B) TEM snimek slou¢eniny hedvabného fiborinu
a nano-hydroxyapatitu (Lin et al., 2015).

Nano-povrch s homogenni  nanovlaknovou  texturou byl  pfipraven
alkalicko-hydrotermalni tpravou a jeho uc¢inky na hojeni tkané¢ a antimikrobialni
vlastnosti byly vyhodnoceny in vitro a porovnany s hladkym povrchem vyrobenym
leSténim a mikro-povrchem pomoci SLA. Vysledky ukdzaly, ze nano-povrch zvysil

osteogenni diferenciaci lidskych osteoblasti MG-63 (Miao et al., 2017). Bylo
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opakovan¢ prokazano, ze nanostruktura substratu pro rist bunék ma stimula¢ni ucinek
na adhezi bunék a nasledny rist (Vandrovcova et al., 2014). Z klinického hlediska mutize
nanostrukturovany titanovy povrch podporovat hojeni periimplanta¢ni kosti a mékké
tkan¢ a také omezit bakterialni infekce, coz by bylo prospésné pro vcasné nakladani
a dlouhodoby uspéch a pteziti dentalnich implantati (Miao et al., 2017).

Ke studiu bunécné diferenciace mizou byt vyuzity binarni slouceniny titanu. Jako
stabiliza¢ni prvky pro binarni slouceniny titanu byly zvoleny: zelezo, molybden, vanad
a zirkon. Stabiliza¢ni ucinek vybranych kovi se zvySuje v poradi zirkon, vanad
molybden a zelezo. Ve stavu Cistého kovu vanad a Zelezo indukuji vyssi cytotoxicitu,
zatimco molybden a zirkon maji nizkou cytotoxicitu. Aby se zvysila biologicka aktivita,
byly do vrstvy mikroporézniho oxidu binarni slou¢eniny titanu zaclenény ionty vapniku
a fosforu. Mikroporézni a mikro/nanoporézni povrchy vedly ke zvySené pocatecni
adhezi bunék. I kdyz mikro/nanoporézni povrchy mély nizsi celkovy obsah proteinu
nez hladké povrchy a mikroporézni povrchy po inkubaci bunék MG-63 po dobu sedmi
dnii, mély mikro/nanoporézni povrchy tendenci k vys$Sim aktivitdim ALP. Mezitim
se molybdenové a vanadové ionty uvolnéné z mikroporézni nebo z mikro/nanoporézni
ale uvolnéné Zelezo zplsobilo pokles Zivotaschopnosti a diferenciace bunck. Zavérem
této studie se dospélo ke zjisténi, ze bunééna diferenciace zavisi na mikrostruktuie
a typu legujicich prvka slitiny titanu (Han et al., 2016).

Ozarovani femtosekundovym laserem je vzhledem k vysoké opakovatelnosti,
flexibilité a schopnosti generovat Sirokou skalu povrchovych struktur vysoce atraktivni
vyrobni metodou pro zménu zvlh¢ovacich vlastnosti, nebo vzorci chovani bunék.
Laserové strukturovani vzorkd Ti6Al4V je zajimavé pro fadu biomedicinskych
aplikacich. Ti6Al4V je materidl pouzivajici se pro kostni implantaty, jako kycelni
a kolenni klouby a obecné¢ v rekonstrukéni chirurgii (Schnell et al., 2019). Tato slitina
je pouzivana hlavné diky své vysoké pevnosti, odolnosti vici korozi, vysoké lomové
houZevnatosti a nizké hmotnosti (Agius et al., 2018). Elasticky modul slitiny Ti6Al4V
je v8ak az desetkrat vétsi nez u lidské kosti a jako ptic¢ina selhani implantatu se ¢asto
uvadi nesoulad pruzného modulu mezi kosti a materidlem implantatu. Kromé toho zde
také panuji urcité obavy ohledné toxicity hliniku a vanadu pfitomnych v této sliting,
které se mohou uvoliiovat do téla pasivnim rozpousténim filmu a zpusobovat tak

napiiklad neurologické poruchy, alergické reakce, osteomalacii nebo Alzheimerovu
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chorobu (Hao et al., 2013; Afzali et al., 2019). Vzhledem k témto toxickym ucinktim
se povrch slitiny upravuje.

V dusledku ozafeni povrchi femtosekundovym laserem nebyl odhalen Zzadny
cytotoxicky ucinek. Nano/mikro povrchy vytvofené laserovymi procesy ovlivnily
adhezi, morfologii a rust bunék MG-63. Vysledkem studie je zjisténi,
ze femtosekundova laserova nano/mikro textura je dobrym nastrojem pro produkci
topograficky funkcionalizovanych povrchi materialu pro vedeni adheze a rastu kostnich
bun¢k. Ruast lidskych osteoblasti MG-63 je zavisly na nano/mikro texturach
s femtosekundovym laserem strukturované slitiny titanu. Mikrostruktury se zfetelnym
pilifovym mikro-profilem vykazovaly jasné zhorSeni adheze a Sifeni bunék. Laserové
procesy se dobfe hodi pro zdrsnéni titanovych povrchii, a tedy pro modifikovani
biomaterialli v regenerativni medicing (Schnell et al., 2019).

Pouzitim metody pifimé oxidace povrchu slitiny Ti6Al4V lze na jejim povrchu
vyrobit hydrofobni vlaknity TiO, scaffold. Uroven Zzivotaschopnosti bunééné linie
MG-63 se zvySila po 72 hodinach kultivace na zcela amorfnim TiO2 povrchu
nanovlaken nez na kontrolnim vzorku (Ti6Al4V) (Ehlert et al., 2019).

Kvili toxicité¢ vanadu a hliniku ve slitin¢ Ti6Al4V byly pro medicinské aplikace
navrzeny nové¢ slitiny titanu obsahujici netoxické a nealergické prvky, v€etné niobu,
tantalu, zirkonu, molybdenu a cinu. Nova slitina titanu Ti-24Nb-4Zr-8Sn, ktera
se oznacuje zkratkou Ti2448, vede Kk vyznamnému zlepSeni své vysoké pevnosti,
vysoké odolnosti proti Unavé a nizkému modulu pruznosti. Na této slitiné byly
anodizaci vytvofeny nanoporézni folie TiO2 se dvéma riznymi velikostmi pora (30
a 90 nm) (obrazek 8). 30 nm nanoporézni filmy TiOz na této slitiné mohou poskytovat
optimalni bioaktivni povrch implantatu pro pocateéni adhezi osteoblasta (Hao et al.,

2013).

(Upraveno dle Hao et al., 2013).
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1.3.1.1. Markery adheze

Adheze bunck k titanovym materidltim je zprostfedkovana proteiny adSorbovanymi
na povrchu z kultiva¢niho média nebo produkovaného buiikami. Proteiny ECM, jako
je fibronektin, vitronektin, kolagen a laminin obsahuji specifické aminokyselinové
sekvence, které se vazou na receptory integrinu na bunééném povrchu a ovliviuji tak
bunéénou adhezi (Babuska et al., 2020). Vitronektin slouzi jako biomarker pro adhezi
a Sifeni bun€k. Adheze bunék k ECM usnadnuje vazba integrinli na funk¢ni proteiny,
jako je vitronektin a fibronektin. Vitronektin se muze vazat s integriny a ma
konkurencni vyhody ve srovnani s jinymi hlavnimi proteiny. Bunééna adheze k ECM
vétSinou vede ke shlukovani integrinti do fokalnich adheznich komplexii a naboru
funkénich proteinti, vcéetné fibronektinu, fokdlni adhezni kinazy, extracelularné
regulované kindzy a dal$ich (Tian et al., 2015).

Je znamo, ze fibronektin hraje dulezitou roli v bunécné vazbé€, rlstu, migraci
a diferenciaci (Chang et al., 2016). Adheze, migrace a nasledna proliferace je
znazornéna na obrazku 9. Fibronektin je makromolekularni glykoprotein, ktery by mohl
mit vice vazebnych mist pro usnadnéni ukladani na povrchu vzorku. Kromé toho je
izoelektricky bod fibronektinu v rozmezi 5,6-6,1, coz je velmi blizko fyziologickému
pH. Proteinové molekuly vykazuji nejvyssi povrchovou aktivitu a obecné se nejsnadnéji
adsorbuji na povrchy, kdyz je jejich pH blizko k povrchovému izoelektrickému bodu
(Lu et al., 2018). Mimo jiné se také uvadi, ze se fibronektin podili na adhezi a agregaci
krevnich desticek prostfednictvim receptori integrinu allbB3 (glykoprotein IIb/Illa)
na membran¢ desti¢ek (Chang et al., 2016). Fibronektin spolecné s albuminem jsou
prospésné proteiny pro absorpci na biomaterialy a zprostiedkovavaji rtizné bunétné
interakce v ECM, a hraji dilezitou roli v antibakterialnich vlastnostech a adhezi bunék
(Lu et al., 2018).

Biokompatibilni nanocastice

Adheze Aktivni migrace Proliferace

Obrazek 9: Chovani biokompatibilnich nanoé¢astic: Substrat bunééné kultury potaZen
nanocasticemi; nasledna adheze, migrace a nakonec proliferace bunék potazenych
biokompatibilnimi nano¢asticemi na bunéény povrch (Upraveno dle Pitchaimani et al., 2017).
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Nedavno se zdalo, Ze mirné hydrofilni povrchy jsou optimalni pro adhezi bun¢k. Oba
extrémy, jak ve form¢ hydrofobnich, tak ve vysoce hydrofilnich povrchl, naruSuji
adsorpci proteini zprostiedkujicich adhezi (Babuska et al., 2020).

Fokalni adhezni kinaza slouzi jako zprosttedkovatel pro spojeni kadherinu s aktinem
v cytoskeletu a pro ovliviiovani buné¢ného chovani, véetné Sifeni, migrace a adheze
(Tian et al., 2015). Regulace fosfor-fokalni adhezni kinazy a vitronektinu v burikach
kultivovanych na nanotrubkach s vétsimi priméry znamend, ze nedostatek funkéni
produkce ECM muze narusit adhezi bunék k ECM, a to vede K inhibici vazby integrini
na fokalni adhezni komplex a aktivaci pfenosu intracelularniho signalu do cytoskeletu
(Tian et al., 2015).

Slitiny titanu a niobu pfitahuji v poslednich letech hodné pozornosti, a to predevsim
jako slibné materialy pro vyrobu kostnich implantatu. Vandrovcova et al. zkoumali
adhezi, rist a diferenciaci bunék MG-63 na nosicich z titanu (Ti) a niobu (Nb) na slitin¢
TiNb povrcha oxidovanych pii 165 °C za hydrotermalnich podminek a pii 600 °C
v proudu vzduchu. Piedpoklada se, Ze na nanostrukturovanych substratech
s nepravidelnostmi  uréitych  charakteristickych ~ rozmérG  jsou  proteiny
zprostiedkovavajici bunéénou adhezi, jako je vitronektin a fibronektin, pfitomné
v doplitku séra bun&¢nych kultivaénich médii, adsorbovany ve vhodné a vice
fyziologické geometrické konformaci, ktera je diky nim dobfe dostupna pro receptory
bunééné adheze. Kromé toho nanostrukturované povrchy adsorbuji pfednostné
vitronektin, protoze jeho molekuly jsou mensi a méné slozité (linearni), nez jiné
molekuly extracelularni matrice. Vitronektin je pak rozpoznavan adheznimi receptory
na osteoblastech prostiednictvim sekvence aminokyselin lysin-arginin-serin-arginin
piitomné v molekule vitronektinu (Vandrovcova et al., 2014).

Bunééné reakce v blizkosti implantat jsou siln€ ovlivnény hydrofilnosti povrchu,
drsnosti, strukturou, chemickym slozenim, ndbojem a morfologii. Vzhledem k této
skutecnosti se n€kolik studii pokusilo zvysit adhezi a aktivitu osteoblastovych bunék
nanesenim funkCnich proteini na titanovy povrch. Metoda plazmy zarového vyboje
(GDP) byla pouzita ke zpracovani diskd titanu a dalsi vzorky byly nasledné roubovany
fibronektinem. Titanové vzorky roubované fibronektinem, které jsou oSetfeny metodou
GDP by mohly zkratit dobu osteointegrace a zlepSit osteointegraci v ¢asnych stadiich
fixace zubniho implantatu. Roubovani pomoci metody GDP se muze provadét 1 jinymi
funk¢nimi proteiny, jako jsou proteiny ECM, kolagen typu I a albumin (Chang et al.,
2016).
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Na slouceninach s nano-HA vykazovaly burky relativné vysoké koncentrace
B-aktinu a také talinu, coz je fokalni adhezni protein spojeny s aktinovym cytoskeletem.
Priznivé ucinky ¢astic HA na adhezi a rtst bun¢k byly vysvétleny zvySenou smacivosti
kompozitniho materialu, zménami topografie povrchu materialu, zlepSenou adsorpci
proteint zprostfedkujicich bunéénou adhezi na povrch materidlu a také osteoindukénim
uc¢inkem HA. Sedmy den po naockovani kompozity s 5-15 hm.% HA (HA/matrix)
vyznamné zvySily pocet bunék ve srovnani S ¢istym materidlem bez HA. Tento G¢inek
byl vyrazngjsi u kompoziti s mikro-HA nez snano-HA. Kompozity obsahujici
nano-HA podporovaly pocatecni prichyceni a proliferaci bunék MG-63 ve tieti den.
Mikro-HA podporovalo prichyceni bunék a az do koncentrace 15 hm.% vyznamné
zvysilo hustotu bunék v sedmy den. AvSak vysSi koncentrace mikro-HA vyznamné
snizily rust a zivotaschopnost bunék MG-63, ackoli podporovaly syntézu osteokalcinu
Vv téchto bunkach (Filova et al., 2014).

Pfedchozi studie ukazaly, ze integrin Bl je dulezitym mistkem pro adhezi
osteoblastii na biomateridlech. Vys$si trovné exprese integrinu Bl mohou pfispivat
k poc¢ateéni adhezi osteoblastovych bunék k povrchu implantatu. Hladiny exprese
integrinu B1 mRNA na 30 nm nanoporéznim povrchu po 24 hodinach bunécné kultivace
byly vyznamné vys§i nez hladiny na kontrolnich neanodizovanych a 90 nm
nanoporéznich povrSich. AvSsak 90 nm nanoporézni povrch vykazoval nizsi expresni
hladinu integrinu f1 mRNA ve srovnani s neanodizovanym kontrolnim povrchem po 24
a 48 hodinach bunééné kultivace. Jak uz bylo uvedeno vyse, filmy nanoporéznich oxidu
na slitiné Ti2448, zejména 30 nm nanoporézni film, maji vyznamny vliv na adhezi
bunék osteoblasti (Hao et al., 2013).

Lesténé titanové desticky oSetiené anodickou oxidaci a oxidaci mikro obloukem byly
pouzity jako modelové povrchy ke studiu adheze bunék MG-63. Anodicka oxidace
vytvaii svisle zarovnané nanotrubice TiO2 na titanovém substratu a oxidace mikro
obloukem muze poskytnout titan s mikroporéznim povlakem fosfore¢nanu vapenatého.
Buiikka obvykle pouzivd integriny k pfenosu informaci z extracelularni matrice
do vnitiku bunky, ale takova vnéjsi signalizace také zprostfedkovava reakci na povrchy
a tato signalizace ma vyznamny vliv na adhezi a proliferaci bun¢k. Titanové desticky
osSetfené¢ anodickou oxidaci a oxidaci mikro obloukem vyznamné podporovaly
bunéénou adhezi a tvorbu ECM stimulaci sekrece fibronektinu z bunck MG-63.
Za stimulovany rdst bunék na modifikovaném titanu je zodpovédny konkrétné

integrin as (Zhou et al., 2014).
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Tepelna hydrogenace anodizovanych nanotrubek z TiO2 (TNT) vytvofenych
elektrochemickou oxidaci titanu mutize zlepSit hydrofilitu bez zmény morfologie.
Zvysenda smacivost povrchu ve vzorku hydrogenovanych TNT vyznamné zlepSila
pocatecni adsorpci proteinu, coz je dilezit¢é pro podporu adheze a diferenciace
osteogennich bunék. Kromé toho zvySena mira uvoliiovani kysliku a hydroxylovych
skupin podél celé délky nanotrubice Vv hydrogenovanych TNT snizuji rychlost
uvolnovani proteinu. Tyto hydrogenované TNT vykazovaly vyssi kapacitu pro adsorpci
hovéziho sérového albuminu uvniti nanotrubic. Diky super-hydrofilnimu povrchu
indukovanému hydrogenaci bylo zejména na hydrogenovanych TNT adsorbovéno vice
proteinu nez na kontrolnich TNT. Hydrogenované TNT, které pouzily ve své studii Lu
et al., byly schopny zachytit relativné mala mnoZstvi proteinu a usnadnit ukladani
fibronektinu. Morfologie bunék pozorovana pomoci fluorescencni mikroskopie
(obrazek 10) prokazala, Ze ve srovnani sbunkami MG-63 na povrchu titanu
a kontrolnich TNT mély bunky MG-63 na povrchu hydrogenovanych TNT
prodlouzenou morfologii s rozsitenéjsimi filopodii a pravidelnym uspofadanim
aktinového cytoskeletu. Ukazalo se, ze protahly tvar je prospéSny pro diferenciaci
osteoblastd. Hydrogenace by mohla zlepsit smacivost a adsorpci proteintt TNT, coz je

dulezité pro ¢asny osteointegracni Gc¢inek na kost (Lu et al., 2018).

A B Cc

20 pm 20 ym 20 pm

Obrazek 10: Morfologie bunék MG-63 ve fluorescenénim mikroskopu: A — titanové
substraty, B — kontrolni TNT, C — hydrogenované TNT; Cervené je znazornén aktin a modie
jadro (Lu et al., 2018).

1.3.1.2. Chovani MG-63 na 3D scaffoldu

3D tisk, také znamy jako aditivni vyroba, je proces spojovani materiald pro vytvareni
objektl z 3D modelovych dat, obvykle vrstvu po vrstvé. Scaffold tkanového inZzenyrstvi
by mél pro vybrané bunky poskytovat vodivé prostiedi a nedavnym trendem

je vytvareni ptizpusobenych scaffoldd s pfedem navrzenymi tvary, strukturou
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a funkcemi pro zvySenou regeneraci tkan¢. Vhodnou povrchovou tpravou mohou byt
biologicky aktivni molekuly a buniky rozpoznatelné ligandy fyzikalné nebo chemicky
spojené s povrchem scaffoldu (Wang et al., 2020).

Bunééna adheze zavisi jak na materialu scaffoldu, tak i na jeho organizaci, véetné 3D
struktury. Malé G proteiny z rodiny GTP4z (Ras, Rac, Rho a Cdc42) se podileji
naregulaci reorganizace aktinu. Zejména se ukazalo, ze aktivita RhoA ve 3D
podminkach byla niz§i nez na plochych biopolymernich filmech. Osteogeneze
areorganizace cytoskeletu mohou byt vyvolané nejen 3D podminkami, ale také
expozici chemickym faktorim. Napiiklad dexametazon indukuje zmény v dynamice
reorganizace cytoskeletu aktinu, coz uzce souvisi s rychlymi zménami hladin cAMP
v bunkach a spousténim signalnich drah, které vedou bunky k osteogenni diferenciaci.
Kultivace bunék MG-63 na mineralizovanych fibroinovych scaffoldech zvysuje hladinu
exprese ALP (Goncharenko et al., 2016). Exprese ALP je ¢asnym pfiznakem zrani
osteoblastl a naznaCuje in vitro diferenciaci osteoblasti na zralé kostni bunky
a mineralizaci matrici. Kalcifikované uzly se vytvareji po urCité dobé proliferace
osteoblastil, predstavuji zrani rtstu a diferenciace osteoblastti a jsou tedy dulezitym
markerem pro identifikaci osteoblastd. Tvorba téchto uzli piimo odrazi schopnost
osteoblastt indukovat mineralizaci matrice (Zeng et al., 2015).

Pro vyrobu biomateridli vhodnych pro regeneraci kosti byly vyvinuty ptipravky
nabazi biologicky rozlozitelnych polymerd kyseliny polymlééné (PLA). PLA
je vyrobena z dextrozy extrahované z biologickych materialt, jako je kukufice nebo
celuléza. Bohuzel biologicky rozlozitelné syntetické materialy, jako je pravé PLA, jsou
spiSe kiehké a obvykle vykazuji relativné malé deformace pfi pretrZeni, vysokou tuhost
a nizkou plasticitu pro malé deformace. Tyto mechanické vlastnosti jsou Ccasto
nekompatibilni s biologickymi aplikacemi (Belaid et al., 2020). U¢innou strategii
Kk pfekonani téchto problému je zavadéni nanocastic nebo nanovlaken. K potazeni PLA
nanomaterialti se vyuzivd HA kvili jeho velké podobnosti s pfirodnim apatitem a jeho
dobife znamymi osteokonduktivnimi a osteoinduktivnimi vlastnostmi. Vyroba scaffoldu
vyrobenych z PLA a potaZzenych nano-HA spociva v 3D tisku dratki do podoby
scaffolu (obrazek 11). Scaffoldy vyrobené z PLA a potazené nano-HA podporovaly
proliferaci bunék MG-63 in vitro a kromé& toho mély schopnost zvysit osteogenezi

a osteokonduktivitu in vivo (Chen et al., 2019).
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Obrazek 11: Vyroba porézniho scaffoldu z Kyseliny mlééné/nano-hydroxyapatitu: (A-1) -

drat slouceniny kyseliny mlééné/nano-hydroxyapatitu, nasleduje tisk vrstvenim vlaken do 3D

struktury (A-2) a nakonec vznik porézniho scaffoldu z kyseliny mlé¢né/nano-hydroxyapatitu
(A-3) (Chen et al., 2019).

Kyselina poly-L-mlééna (PLLA) je jednim z dobfe definovanych substrati, ktery
se pouziva pro adhezi osteoblastl. Obecné je vétSina substrati PLLA pro kultury
osteoblastli z netoxickych, biologicky rozlozitelnych materiald, které jsou pouzivany
jako materialy scaffoldu v TE. Bylo zkoumano chovani a osteogenni aktivita MG-63
bun€k naockovanych na rtznych scaffoldech PLLA a HA zaloZenych na kolagenu.
Buiiky MG-63 prilnuly k povrchim materialu, udrzely si dobré ptichyceni a zaroven
byly schopné proliferovat na povrch, coz naznacuje ze scaffoldy jsou netoxické (Cecen
et al., 2015).

Stankova et al. ve své studii vyuzili nanovlaknity scaffold vyrobeny z PLLA
s diamantovymi nanocasticemi, ktery mél spiSe negativni ucinky na adhezi, rast
a osteogenni diferenciaci lidskych bunék MG-63. Pocet, S§ifeni, zivotaschopnost
a mitochondridlni aktivita téchto bunck klesala se zvySujici se koncentraci
diamantovych castic ve scaffoldu (0,44-12,28 %). RovnéZ rostouci  mnozstvi
diamantovych ¢astic mélo za nasledek vy$$i maximum praméru vlakna PLLA
(obrazek 12). Exprese mRNA pro fokalni adhezni proteiny vinkulin a zejména talin
se vyznamn¢ snizila na scaffoldu s nejvyssi koncentraci diamantovych nanocastic
(12,28 %) ve srovnani s Cistymi scaffoldy PLLA a vétSinou scaffoldi nalozenych
diamantovymi  nanoc¢asticemi. AvSak na scaffoldech snejniz§i  koncentraci
diamantovych nanocastic (0,44 %) byla exprese talinu dokonce vys$$i nez na Cistych
PLLA scaffoldech. To naznacuje urCity podpirny ucinek diamantovych nanocéstic
na adhezi bun¢k zvySenim tuhosti scaffoldu. Lze tedy dojit k zdvéru, ze diamantové
nanocastice s rozméry 4-5 nm pouzité v této studii mély Skodlivy ucinek na buiky

podobné lidskym osteoblastim MG-63 (Stankova et al., 2019).
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Obrazek 12: Distribuce priméri vlaken poly-L-laktidu se zvySujici se koncentraci
diamantovych nano&astic: 0 % (1), 0,44 % (2), 0,87 % (3), 1,72 % (4), 3,38 % (5), 6,54 % (6),
12,28 % (7). Rostouci mnozstvi diamantovych castic ma za nasledek vys$§i maximum priméru
vlakna (Stankova et al., 2019).

Zvlastni pozornost byla vénovana zejména antimikrobidlnim nanocasticim. Tyto
latky maji fyzikalné-chemické vlastnosti, diky nimz jsou jedineéné mezi vSemi
antimikrobialnimi latkami. Jejich tvar, zvétsena plocha povrchu a velikost, v kombinaci
S jejich toxickou povahou viéi prokaryotickym organismim, z nich ¢ini mimofadné
atraktivni multifunk¢ni latky. Nanocastice oxidu zine¢natého mohou byt pouzity jako
potahovy material k inhibici bakterialni adheze a podpoie ristu osteoblastl.

K naneseni smési nanocastic oxidu zine¢natého a n-HA na povrch sklenénych
substratu byla vyuzita elektrohydrodynamicka atomizace. Nano-potazené substraty byly
vystaveny S. aureus suspendovanym v pufrovaném fyziologickém roztoku nebo
hovézim séru, aby se stanovila antimikrobialni aktivita. Vysledky studie ukéazaly,
ze 100% nanocastice oxidu zine¢natého a kompozitni potahované substraty (75 %
nanoc¢astice oxidu zineCnaté¢ho/25 % nano-hydroxyapatit) maji vyznamnou
antimikrobialni aktivitu. Bunky MG-63 kultivované na substratech nanocastic oxidu
zine¢natého nevykazovaly uvoliovani cytokini (tumor nekrotizujici faktor-a
a interleukin-6) a tudiz nebyla vyvolana zadna zanétliva odpovéd’, kdyz byly buiky
ponechany k pfilnuti na potazené povrchy (Memarzadeh et al., 2015).

Na titanovém povrchu byla vyvinuta nano-strukturovand vrstva obohacend ionty
vapniku a stiibra. Stfibro je dobfe znamym antibakterialnim c¢inidlem, které se obvykle
nanasi na povrch materialu, aby ho chranilo pfed bakterialnim napadenim, avSak jeho
piebytek na povrchu materidlu mize zpusobit toxicitu pro lidské bunky. Bylo mozné
optimalizovat pomér iontti vapniku a stfibra na povrchu titanu tak, aby mél minimalni

koncentraci stiibra, kterdA mize mit nejen antimikrobialni aktivitu ale také kompatibilitu
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s bunkami MG-63. Takovato povrchovd modifikace je uzitecnd v ortopedickych
implantatech, které vyzaduji zvySenou biologickou a antibakterialni aktivitu
a kompatibilitu s bunkami (Rajendran et al., 2019).

Mezoporézni bioaktivni skla maji velky potencial v aplikacich kostniho TE, ktera
siln€¢ souviseji sjejich schopnosti podporovat depozici HA a dal§i tvorbou
vysokopevnostniho rozhrani mezi piirodni tkani a biomateridlem. Zaclenéni
bioaktivnich skel do polymernich matric vede k vytvofeni hybridnich systému, které
rozsifuji jejich oblast pouziti, coz umoziuje navrhovani biomimetickych scaffoldl pii
zlepSovani rozhrani mezi bunfikami a materialem. Mezoporézni bioaktivni sklenéné
nanocastice byly uspéSné a homogenné zacllenény do kolagenové vldknité matrice
typu I. Takto navrzeny scaffold byl schopen uvoliiovat ionty stroncia az 7 dni
s udrzitelngjsi kinetikou ve srovnani se samotnymi Casticemi mezOporézniho
bioaktivniho skla. Zesiténi vzorkti nemélo zadné podstatné zlepSeni mechanické
atepelné stability materialu, nicméné jak nezesitované, tak i ty zesitované vzorky
vykazovaly vysokou biokompatibilitu podporujici dobrou zivotaschopnost a pfilnavost
bun¢k MG-63 (Montalbano et al., 2019).

Pro aplikace v kostnim TE byl vytvofen 3D tiskem scaffold z PLA za pouziti
techniky modelovani tavené depozice a zesilen zaclenénim oxidu grafenu. Primérna
velikost pori scaffoldu byla mezi 400 a 500 mikrometry. Zacélenéni oxidu grafenu mélo
za nasledek drsnéjsi povrch, ptechod z hydrofobniho povrchu na hydrofilni a vylepSeni
termomechanickych vlastnosti. Ve srovnani s buiikami péstovanymi bez scaffoldu,
s oxidem grafenu nezavisle na procentualnim zastoupeni oxidu grafenu ve slouc¢ening.
Slouc¢enina PLA s oxidem grafenu podpofila adhezi, proliferaci a diferenciaci bun¢k
MG-63 na povrch scaffoldu (Belaid et al., 2020).

Desticky jsou €asto pouzivany v tkdflovém inZenyrstvi a regenerativni medicin€ jako
zdroj pfirodnich cytokinl a rastovych faktort. Desticky hraji dileZitou roli pii hojeni
aregeneraci ran a zanétlivé odpovédi. Jednou z hlavnich vyhod jejich pouziti jako
zdroje rustového faktoru je moznost autologniho pouziti, coz sniZzuje imunitni reakci.
Desticky byly kombinovany s 3D scaffoldem poly-e-kaprolaktonu. Biologické
hodnoceni v modelu bunééné linie MG-63 ukazalo zlepSenou metabolickou aktivitu,
proliferaci a aktivitu ALP ve srovnani s nefunkénim vlaknitym scaffoldem. Kromé toho
odpovéd’ bunck byla zavisla na davce se zlepSenou biokompatibilitou se zvySujici

se koncentraci desticek (Rampichova et al., 2017).
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Kolagen je jednim z nejpouzivanéjsich proteint pro regeneraci tkani. Kolagen I. typu
je hlavni organickd slozka kostni matrice, ktera ma vynikajici biologickou
kompatibilitu, biologickou rozlozitelnost, nizkou toxicitu a antigenicitu a umoziuje
dobré ptipojeni kostnich bunék (lon et al., 2016). Filmy poly-(laktid-ko-glykolidu) byly
potazeny kolagenem typu I nebo kolagenem typu | schondroitin sulfitem, aby
se prozkoumal ucinek chondroitin sulfatu na chovani osteoblastové bunécné linie
MG-63. Bunky na kolagenu I s chondroitin sulfaitem vytvofily c¢etna filopodia
a vykazovaly vyvinuté fokalni adhezni plaky obsahujici vinkulin. Navic tyto bunky
obsahovaly vyrazn¢ vyssi koncentraci osteokalcinu nez buriky na ¢istém kolagenu. Tato
vy$$i koncentrace osteokalcinu je nasledkem pridani chondroitin sulfatu jako proteinu
vazajicitho vapnik, ktery je vyzadovan pro zrani osteogennich bun¢k (konkrétné pro
mineralizaci kostni matrice). Povlaky kolagenu | s chondroitin sulfatem podporuji
proliferaci bunék MG-63, zlepSuji adhezi bun€k a zvySuji diferenciaci osteogennich
bun€k. Snimky z elektronového mikroskopu ukazuji, ze tyto povlaky kolagenu I
s chondroitin sulfatem maji za nasledek kratsi, ten¢i vlakna (obrazek 13). Kolageny
obsahuji vazebna mista pro osteoprogenitorové bunky a kolagenové povlaky maji

zlepsSené pripojeni, $ifeni a proliferaci osteoblastd (Vandrovcova et al., 2011).

{
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Obrazek 13: Snimek kolagenovych vlaken na poly-(laktid-ko-glykolidu): snimky
z elektronového mikroskopu; (A) kolagen na discich z poly-(laktid-ko-glykolidu); (B) kolagen
spolu s chondroitin sulfatem na discich z poly-(laktid-ko-glykolidu); potazeni kolagenem spolu
s chondroitin sulfatem mélo za nasledek kratsi, tenci vlakna (Vandroveova et al., 2011).
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Alginat, nejcastéji pouzivany hydrogel, ma& poZadované vlastnosti scaffoldu,
piedevsim schopnost zesitovani prostiednictvim piirozené pfitomnych kationtd, jako je
vapnik (Ca?"), dobrou retenci vody a biokompatibilitu. I pfesto mé alginat i své
nevyhody, jako je bunécnéd adheze, migrace a Zivotaschopnost, a proto se pro zlepSeni
téchto vlastnosti zabudovavaji bioaktivni proteiny a peptidy, jako je kolagen, Zelatina,
fibrin nebo kyselina arginin-glycin-asparagova. Pravé alginat ve spojeni s zelatinou byl
zkouman ve své studii Chawla et al. a k pozorovani chovani bun¢k na rtznych
procentech vyplné v rdmci scaffoldu stejné koncentrace byly pouzity buiiky osteoblastli
MG-63. 3D scaffoldy alginat-zelatina jsou hemokompatibilni, cytokompatibilni
a je také podporovana in vitro tvorba apatitu v simulované télni tekuting, ¢imz
se potvrzuje bioaktivni povaha scaffoldu. Mechanicka vlastnost 3D scaffoldu byla
dynamicka a zapouzdteni bunék v nich zlepsilo pevnost v tlaku o 40 % béhem pouhych
3 dni inkubace a tudiz pfirozeny proces tvorby tkané¢ muze byt napodoben
zapouzdienim bunék do 3D konstrukce. Jak 20, tak 25% vypli uvnitf
alginat-zelatinového scaffoldu vedla kwvySsi zivotaschopnosti a proliferaci
osteoblastovych bunék (Chawla et al., 2020).

Scilem zlepsit regeneraci kosti byl vyroben nano-kompozitni scaffold z oxidu
grafenu, Zelatiny a alginatu. Oxid grafenu ziskal vyznam v biomateridlnim vyzkumu
diky svym pozoruhodnym chemickym a mechanickym vlastnostem. Obsahuje rizné
funkéni skupiny kysliku (epoxy, hydroxyl, keton, karboxy a dioly), které délaji jeho
povrch otevieny pro kovalentni elektrostatickou a vodikovou vazbu s biomolekulami,
jako je polysacharid, proteiny, aptamery a nukleové kyseliny. Nano-kompozitni scaffold
ze Zelatiny, alginatu a oxidu grafenu vykazoval dobrou pdrovitost, biokompatibilitu,
biologickou rozlozitelnost a mechanickou pevnost. Zaclenéni oxidu grafenu
do alginatové a zelatinové matrice mize zménit jak fyzikalni, tak chemické vlastnosti
upravenych nano-kompozitnich scaffoldi a méa za nasledek dobré piipojeni bunék
a proliferaci bunék MG-63 (Purohit et al., 2019).

V soucasné dob¢ se v oblasti TE pouzivaji rizné keramické ¢astice, protoze maji
pozoruhodné vlastnosti, které mohou zvysit osteogenni kapacitu scaffoldu. Mezi nimi
byl pouzit nano-oxid kiemicity souvisejici se schopnosti tvorby apatitu pro
anorganickou depozici.

Khatami et al. zkoumali osteogenni vlastnosti alginat-nano-kfemicitych hydrogela
obohacenych kolagenem a Zelatinou na bunééné linii MG-63. Zavedeni kolagenu

a zelatiny vedlo ke snizeni velikosti poru alginat-nano-kfemicitanovych hydrogeli.
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Kromé toho pfitomnost kolagenu na rozdil od zelatiny podporovala mechanickou
integritu a snizila rychlost degradace. Pieziti bunék podporoval jak kolagen, tak
| zelatina. Mikrokapsle obsahujici kolagen a Zelatinu podporovaly vyssi rychlost
ukladani a mineralizaci vapniku nez samotné mikrokapsle alginat-nano-kiemicitanu.
Detekce transkripéni Grovné osteokalcinu a kostniho morfogenetického proteinu
ukazala, Ze kolagen mél potencial indukovat morfogenezi kosti. Tyto vysledky ukazuji,
7ze mikrokapsle mohou urychlit diferenciaci osteoblastl a mineralizaéni proces.
Zaclenéni kolagenu a zelatiny tedy zlepsilo vlastnosti a bunécnou proliferaci
a diferenciaci alginat-nano-kfemicitanovych hydrogelovych mikrokapsli a ty mohou byt
dale pouzity jako vlivni kandidati pro produkci kostnich tkani in vitro a pro modularni
aplikace inzenyrstvi kostnich tkani (Khatami et al., 2019).

Pro aplikace TE byly vyvinuty scaffoldy na bazi bioaktivniho skla pokryté
nano¢asticemi HA naplnénymi ionty Mg®*, Zn** a nebo obéma ionty najednou (Dittler
et al., 2019). Bioaktivni sklo je material, ktery dokaze opravit, nahradit a regenerovat
télesné tkan€, muze vytvofit vazbu mezi tkanémi a materidly a jeho degradac¢ni
produkty mohou podporovat produkci ristovych faktorti, proliferaci bunék, genovou
expresi osteoblastli a rust kostni tkané (Yang et al., 2019). Povrchova modifikace
bioaktivniho skla pomoci HA, HA s Mg nebo HA s Zn neptinasi zvlastni vyhody, kdyz
jsou tyto materialy pouzity jako scaffold pro ucely TE s ohledem na nemodifikované
scaffoldy bioaktivniho skla. Scaffold bioaktivniho skla s HA a dvojitym plnénim ionty
Mg a Zn byl ovsem schopen vytvotit hustou vrstvu fosfore¢nanu vapenatého jiz
po jednom dni inkubace v biologicky relevantnim médiu. Kromé toho bylo pozorovano
vyznamné zvySeni biologické kompatibility a prolifera¢nich vlastnosti bunék MG-63
s ohledem na nepotazené scaffoldy bioaktivniho skla a bioaktivniho skla s HA. Scaffold
bioaktivniho skla s HA dvojitym plnénim ionty Mg a Zn muze byt povazovan jako
potencialn¢ antibakterialni scaffold (Dittler et al., 2019).

Pouziti dvou nebo vice vzajemné modifikovanych materiald pro konstrukci
kompozitnich scaffoldi se stalo dilezitym trendem. Konkrétné SF a chitosan maji
jedine¢né vyhody a ziskaly velkou pozornost. Cisty SF v praskové formé je obtizné
uchopit a ma Spatné mechanické vlastnosti (obrazek 14). SF/chitosan je oblibeny
material diky své dobré tkanové kompatibilité. Materidl vhodny pro osteoblasty musi
mit také dobrou afinitu k buitkam, ale 1 schopnost udrzovat ECM osteoblasta
a usnadiovat opravu kosti. Material slozeny z 40% SF a 60% chitosanu, ktery byl

vyroben lyofilizaci, ma dobrou kompatibilitu a buiky MG-63 na ném rostly dobfe.
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Rychlost adheze a proliferace byly vyznamné zvySeny ve srovnani se skupinou slepych
kontrolnich vzorkd. 40% SF/60% chitosan podporoval sekreci ALP buikami,
shlukovani buné€k, vylucovani matrice a kone¢nou mineralizaci podstatné diive nez

skupina se 100% chitosanem (Zeng et al., 2015).

Obrazek 14: Snimek ¢istého hedvabného fibroinu a scaffoldu hedvabného
fibroinu/chitosanu po lyofilizaci: A) ¢isty hedvabny fibroin v praskové formé, B) vzorek
hedvabného fibroinu/chitosanu je nazloutle bily s drsnym povrchem a porézni vnitini strukturou
(Zeng et al., 2015).

Mirnd drsnost povrchu muze zlepSit biologické vlastnosti biokompozitniho
implantatu na bazi polyetherketonu vyztuzeného uhlikovymi vlakny, ktery
je kandidatem v nahrazeni chirurgickych kovovych implantati. Navzdory atraktivnim
vyhoddm a pokroku v pfipravé novych kompoziti/implantati pravé na bdazi jiz
zminéného polyetherketonu vyztuZzeného uhlikovymi vldkny, pouziti nano-HA
V ternarnich kompozitech tohoto materialu mu udéluje vynikajici bioaktivni vykon
a osteointegraci pro nosné ortopedické/dentalni aplikace (obrazek 15). Vyhodnoceni
vlivu drsnosti povrchu ternarniho kompozitu polyetherketon-nano-HA vyztuzeného
uhlikovymi vlakny na in vitro odpovédi bunék bylo provedeno s bunéénou linii MG-63.
Hydrofilnost a mnozstvi iontl vapniku na povrchu se vyznamné zlepSuji se zvysujici
se drsnosti povrchu kompozitu. Kompozit se stiedni drsnosti povrchu vyznamné
zvySuje prilnuti/proliferaci bunék a podporuje expresi ALP a tvorbu vapenatych uzlu
Ve srovnani S ostatnimi skupinami. Tento ternarni kompozit s vhodnou drsnosti povrchu
siln¢ posiluje cytokompatibilitu a osteogenezi in vitro, stejné¢ jako podporuje
osteointegraci in vivo v experimentu na modelu bigla. Kompozit by mohl byt slibnym

kandidatem pfi vyrobé zubnich implantat a nahrad kostnich §tépa (Deng et al., 2015).
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Obrazek 15: Schematicky diagram ternarniho kompozitu: piiprava a biologické hodnoceni
ternarniho kompozitu polyetherketon-nanohydroxyapatitu vyztuzeného uhlikovymi vlakny
(Upraveno dle Deng et al., 2015).

Jako potencidlni antikorozni a biokompatibilni povlak pro ortopedické implantaty
muze byt vyuzit povlak, ktery vyuziva vrstvu syntetickych zeolitovych krystald
(silikalit-1) naneseny na silikonovém substratu. Silikalit-1 je ¢isté kiemicita forma
zeolitu, ktera ve své struktufe neobsahuje potencialné Skodlivy hlinik na rozdil
od jinych hlinito-kifemiéitanovych typt zeolitu. Vrstva silikalitu-1 podporovala adhezi,
proliferaci a zivotaschopnost bunék MG-63 Iépe nebo v podobné mife jako standardni
kultivaéni material — mikroskopickd sklenénd kryci sklicka. PouZiti tohoto
biokompatibilniho nano- a mikro-strukturovaného povlaku bez hliniku v kostnich
implantatech je slibné zejména proto, ze povrchové vlastnosti povlaku silikalitu-1 lze
béhem procesu syntézy dale vyladit, aby se dosahlo optimalni interakce mezi buitkou
a materialem (Doubkova et al., 2019).

Kyselina polymlécna-glykolova je rozlozitelna, funk¢éni sloucenina s dobrou
biokompatibilitou a mechanickymi vlastnostmi a je S$iroce pouZivana
ve farmaceutickych a lékaiskych inzenyrskych materidlech. Jelikoz ale tato kyselina
postrada schopnost podporovat diferenciaci osteoblastt, je nutné ji kombinovat s jinymi
materialy. Pokusy na zvifatech ukazaly, ze kombinace bioaktivniho skla a kyseliny
polymlécné-glykolové miize podporovat regeneraci kostnich defekt. Bylo prokazano,
ze bioaktivni sklo uvoliiuje vépnik, fosfor a kiemik z materidlu do plazmy, coz
stimuluje expresi ALP. V pokusech na zvitatech provadénych ve studii Yang et al.
objevili zanétlivou reakci Vv oblasti transplantovaného nanoporézniho scaffoldu
sestavajictho z kyseliny polymlécné-glykolové a bioaktivniho skla v ¢asném

poopera¢énim obdobi. Casna zanétliva odpovéd je zprostiedkovana neutrofily
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uvolnujicimi reaktivni druhy kysliku a zanétlivymi cytokiny, které jsou zodpovédné
za odstranéni odumielych buné€k z oblasti §tépu. Mimo jiné byla také pozorovana
neovaskularizace $té€pu, ktera neni jen kli¢em k pieziti vlastniho §tépu, ale je také
dilezitd pro osteogenezi. Scaffold S nanovldknitou trojrozmérnou sitovou strukturou
s prumérem vldkna 160-320 nm vykazoval dobrou biokompatibilitu, kterd byla
zkoumana pomoci osteosarkomové bunécné linie MG-63, podporoval bunécnou adhezi,
a poskytoval kalcifikovanou matrici, ktera podporovala tvorbu osteoblasti a muze
se tak jednat o vhodny biologicky scaffold pro opravu kostnich defektd (Yang et al.,
2019).
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ZAVER

Cilem této prace byl popis rozd€leni nanomateriali pouzivanych pro testovani
bunécné proliferace, poté popis typt bungk, které se k tomuto testovani vyuzivaji spolu
S buné¢énymi markery adheze a nasledné popis chovani bun¢k na 3D nanomaterialech.

Velice casto pouzivanym nanomateridlem v tkdilovém inZenyrstvi je titan a jeho
slouceniny, dale to muaze byt hedvabi, kyselina mlé¢na nebo uhlikové nanomaterialy.
Vyhody nanomateridlti z titanu spocivaji v jeho bioinertnosti, dobré kompatibilité
a odolnosti proti korozi. Ke studiim zabyvajicim se proliferaci a adhezi bunék na
nanomaterialy se vyuzivaji nejcastéji bunky osteoblastové linie osteosarkomu MG-63.
Dalsi pouZivanou bunéc¢nou linii jsou lidské diploidni fibroblasty WI-38, nebo buné¢na
linie neuroblastomu SH-SY5Y. Jako marker adheze slouzi proteiny extracelularni
matrice, z nich nejdualezitéjsi jsou fibronektin, vitronektin, kolagen nebo laminin.

S neustdlym pokrokem v medicing, biologickych a technickych oborech je
samoziejmosti 1 pokrok pravé v oboru tkanového inzenyrstvi. Vyzkumi s timto
zamé&fenim neustale piibyva. I kdyz aplikace kmenovych bun¢k na scaffold je novym
prislibem do budoucnosti, je nutné provést dalSi studie k objasnéni kompatibility
scaffoldll s tkanémi pacienta. Zaroven je zéddouci prozkoumat mozné inkompatibility
u materiali pouzitych k vyrobé scaffoldi a ptipadné tyto materialy upravit tak, aby byly

télu pacienta neskodné.
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