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Souhrn:

Tato bakalatska prace se vénuje analyze skafoldil v tkdnovém inZenyrstvi, které by mély byt
pouzity jako kostni ndhrada. Regenerace kosti po poskozeni vlivem Grazu nebo v souvislosti
s onemocnénim je celosvétove Casto feSenym l€karskym problémem. Pro moZnost ndhrady
chybgjici kosti v pfipad€, Ze nelze pouZit autologni tkai, se testuje fada materiali, které by

mély ptirozené prostiedi kosti co nejlépe napodobovat.
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Summary:

This bachelor thesis focuses on the analysis of skafolds in tissue engineering to be used as
bone substitutes. Bone regeneration after damage due to trauma or disease is a frequently
addressed medical problem worldwide. A number of materials are being tested to replace
missing bone when autologous tissue cannot be used, in order to imitate the natural

environment of the bone as closely as possible.



Piredmluva

V této praci jsem hodnotila biokompatibilitu sklokeramického skafoldu s bunikami
MG-63 in vitro. Cilem prace bylo otestovat adhezi a proliferaci bunék na tomto materialu a

zaroven jeho cytotoxicitu.
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UVOD

Lidské kostra je pojivovou tkani, kterd tvoti oporu, chrani me¢kké organy v lebni
dutin¢ a dutin€ hrudni, umoziuje ndm pohyb. Kost obsahuje kostni dfen, ktera je zodpovédna
za krvetvorbu. Po celou dobu naSeho zivota dochazi k stalému procesu vystavby a
odbouravani kosti, timto si kost udrzuje stdlou funkcnost i ve stafi. V dnesni dob¢ se
setkavame s rostoucim poctem ptipadd, kdy je potieba 1é¢it kostni tkan z riiznych divodi.

vvvvvv

aby nenastavaly potransplanta¢ni reakce.

Tkénové inZenyrstvi je rychle se vyvijejici védni odvétvi, které se zaméfuje na
regeneraci kostni tkang. Stale roste potieba 1é¢by kostnich defektd, a proto predstavuje TI
perspektivni piistup k vyvoji a pouziti biologickych materiald. Ziskani vhodnych skafoldii

ma zasadni vyznam a dopad na adhezi a proliferaci bun¢k k nasledné regeneraci tkani.

Cilem této bakalai'ské prace je otestovani nové vyvijenych 3D skafoldt ur¢enych pro
kostni tkanové inzenyrstvi. Tyto skafoldy jsou navrzeny pro poskytnuti podpory ristu

kostnich bun€k a mohly by pfispét k efektivni regeneraci kostni tkan¢.
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TEORETICKA CAST

1 KOST

1.1 Kostni tkan

Kost je mineralizovana pojivova tkan, ktera je pevnou oporou téla, chrani zivotné
dilezité mekké organy Vv lebni duting a hrudnim kosi. (3, 11, 13) Kost obklopuje celou kostni
dren, ktera tvori krevni butiky. (3) Vnitini povrch kosti vystyla endost, coZ je vazivova tkan

s osteogennimi bunikami a vnéjsi povrch okolo kostni dien¢ je pokryt periostem. (1, 3)

Kostni tkai je tvofena tfemi hlavnimi typy bunck a kalcifikovanou mezibunéénou
hmotou. Z chemického hlediska je tvofena 45 % mineralnich latek, 30 % organické hmoty
a 25 % vody. (2) V makrostruktuic odliSujeme dvé kosti, jako spongidzni a kompaktni kost.
Spongiozni kost je sloZzena z mnoha propojenych drobnych tramci, které vytvareji dutiny.

(1)

Mezi bunky kostni tkané se fadi osteoblasty, osteocyty a osteoklasty. Osteoblasty
tvori kostni matrix a dale dozravaji v osteocyty. Osteocyty jsou uzavieny v mineralizované
kostni matrix a osteoklasty plni funkci buiiky odbouréavajici kost. (1) Cely nés Zivot dochazi
ke stalé prestavbé kostni tkang, kterou provadéji osteoklasty a osteoblasty, pokud je kostni
tkan zdrava a ma schopnost pfirozené opravit jeji poranéni. (11)

Kost je metabolicky aktivni tkan, ktera podléha neustalé prestavbe. To ji umoziuje
zdokonalovat svou stavbu ve sméru mechanické zatéze. Diky bohatému cévnimu zasobeni
a pfitomnosti nediferencovanych bun€k ma kost vysokou schopnost hojeni a regenerace. Za
nejvyhodnéjSich podminek je mozné jeji zhojeni a pfestavba aZz do stavu témér
rovnocenného situaci pred poskozenim. (6)

Kostni tkan je regulovana fadou hormond, které jsou rozhodujici pro optimalni rist
skeletu a hustotu kosti. Hlavni hormonalni reguldtory procesu kostni remodelace zahrnuji
kalcitriol, parathormon (PTH), kalcitonin, estrogen a androgeny; glukokortikoidy, hormony
§titné Zlazy a rastovy hormon také ovliviiuji kostni remodelaci. (11) Jeji tvorba je bud’
desmogenni osifikaci z vazivového podkladu nebo endochondrélni osifikaci z chrupavcitého
podkladu. V obou procesech je primarni nezrala kost brzy nahrazena kosti lameldzni, proces

probihé nejen v rostouci fazi kosti, ale i béhem celého zivota. (1)
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1.2 Stavba Kkostni tkané

Kostra dospé€lého ¢loveka se sklada z 80 % kompaktni kosti a 20 % spongidzni kosti,
ruzné kosti v téle maji rizny pomér téchto dvou ¢asti. Kompaktni kost je hustd a pevna,
obklopuje cely prostor kostni dfené€, zatimco spongiozni kost vytvaii sit’, kterou vypliuje

kostni dfenl. Oba typy kosti se skladaji z osteonti. (21)

Kompaktni osteony nazyvame Haversovy systémy, jejich tvar je dlouhy rozvétveny
valec. (3, 21) Stény Haversovych systému jsou tvoreny 5-20 koncentrickymi lamelami
kolem Haversova kandlku. Haversovy kandlky jsou mezi sebou navzijem propojené
pficnymi Volkmanovymi kanalky, které poskytuji spojeni s krevnim ob&hem. Spongidzni
kost je tvofena propojenim drobnych tramct, které maji pevnou a odolnou, avsak lehkou
strukturu. (3) (Obr. 1)

Lacunae containing osteocytes Osteon of compact bone

i / Trabeculae of spongy

Canaliculi bone
Osteon N S B Haversian
Z oy canal

Periosteumn

Volkmann's canal

Obrazek 1: Stavba kosti (prevzato z [22])
1.3 Kostni buiiky

1.3.1 Osteoblasty
Osteoblasty se vyvijeji z pluripotentnich mezenchymovych progenitorovych bunék,

které maji schopnost se diferencovat také v adipocyty, chondrocyty a osteocyty.
Progenitorové bunky diferenciaci reguluji tkanoveé specifickymi transkripénimi faktory.
Osteoblasty ptezivaji mezi 1-10 tydny, po dokonceni tohoto obdobi dojde k jejich zaniku
nebo se mohou premeénit v osteocyty, ve které se dokaze preménit zhruba 15 % osteoblastii.
Vyvojovou linii prochazi kazdy osteoblast tfemi stadii: proliferaci, diferenciaci a
mineralizaci. Jejich tvorba probihd neustdle jak béhem embryogeneze, tak i v pribéhu

fyziologické remodelace nebo reparace kosti. (1)
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Osteoblasty jsou tvofeny bohatym granularnim endoplazmatickym retikulem a zcela
bazofilni cytoplazmou. Patii mezi velmi metabolicky aktivni buriky z kostni tkdn¢, najdeme
je na povrchu kosti, kde jsou lokalizované ptesné vedle sebe podobné jako epitely. (Obr. 2)
Aktivni osteoblasty secernuji matrix, maji kubicky tvar s bazofilni cytoplazmou a zvySenou
aktivitu alkalické fosfatazy (ALP). Kdyz nastane stadium, kdy jsou osteoblasty ve snizené

metabolické aktivité jejich tvar se oplost'uje, snizi Se bazofilni zabarveni cytoplazmy i ALP.

1)

Osteoblasty tvofi organickou slozku mezibunécéné kostni hmoty a sekreci signalnich
molekul: kostnich morfologickych proteini (BMP), transkripéniho faktoru (TGF-beta),
ristového faktoru podobného inzulinu typu I a II (IGF I a II), interleukinu-1 (IL-1),
rastového faktoru odvozeného ztrombocyti (PDGF). Hlavnim produktem sekrece
osteoblastt je kolagen typu I a i dalsi, nekolagenni proteiny, napt. osteopontin, osteokalcin
a kostni sialoproteiny. Pfi prolifera¢ni fazi dojde k maximalni sekreci kolagenu typu I,
v diferencia¢ni fazi je maximum ALP béhem tvorby matrix a osteopontinu a osteokalcinu
Vv pribehu mineralizacni faze. U osteoblastl je jejich diferenciacni faze nejvice obtiznou,
protoze béhem ni dochazi ke komunikaci mezi bunikami osteoblastli a osteocytid diky

vybé&zklim na jejich povrchu pies ,,gap junctions®. (1)

1.3.2 Osteocyty
Osteoblasty postupné vytvareji material, ktery je obklopuje, a tak vyzravaji

Vv osteocyty. Posléze jsou samostatné uzavieny v lakunach s mezibunéénou mineralizovanou
hmotou. Maji tvar mandle a jsou nejhojné¢jsi skupinou bunék kostni tkdn€. V cytoplazmé
obsahuji mensi mnozstvi drsného endoplazmatického retikula, Golgiho komplexu a jaderny
chromatin je daleko vice kondenzovany. (3) Jedna se o neaktivni osteoblasty, které uvizly
Vv kostni matrix. (16) (Obr. 2) Pfi samotné pfeméné z osteoblastu na osteocyt dojde k vysani
dlouhych  cytoplazmatickych  vybézkd  postupné obklopenych  mineralizovanou
mezibunéénou hmotu. Tyto vybézky bunkam vychazeji z lakun a vypliuji kostni kanalky,
které¢ maji primér cca 300 nm. Bunky s vybézky a mezibunécnou hmotou nevypliuji
vSechna mista. V téchto volnych prostorech proudi malé mnoZzstvi intersticialni tekutiny,
ktera pomaha k difuzi metabolitli mezi osteocyty a cévami. Ke komunikaci dochazi jak mezi
osteocyty navzajem, tak i mezi osteoblasty prostiednictvim ,,gap junctions®. Osteocyty jsou
dulezité pro udrzeni funkéniho sloZeni kalcifikované matrix, jejich zivotnost je fadu let.
Kdyz dojde k jejich smrti, nasleduje resorpce kostni matrix osteoklasty. Osteocyty maji

schopnost detekovat poSkozeni kostni tkdné, kdy reaguji pomoci svych vyb&zki. Témito
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vybézky spolecné komunikuji osteocyty s osteoblasty a osteoklasty. Kdyz dojde u osteocytii
k detekovani poskozeni tkané, spusti se procesy obnovy. (3, 2) Poruchy v rastu bun¢k

osteocytti vedou ke kiehkosti kosti a mohou mit za nasledek vznik osteoporozy. (16)

1.3.3 Osteoklasty
Osteoklasty jsou velké pohyblivé mnohojaderné buriky, obvykle maji acidofilni

cytoplazmu, ve které jsou Cetné volné polysomy a mitochondrie, drsné endoplazmatické
retikulum, Golgiho aparat a znateln¢ velké mnozstvi lysozomu. Vznikaji fuzi vétsiho poctu
monocytil, proto V priméru osteoklasty mohou obsahovat 10-12 jader. (Obr. 2) Jejich
hlavnim ukolem je odbouravat mineralizovanou kostni matrix pii prestavbé kosti. (1, 2, 3)
Osteoklasty jsou ke vzniku indukovany dvéma polypeptidy, které produkuji osteoblasty, a
to cytokinem stimulujicim makrofagy (M-CSF) a membranovym proteinem oznacovanym
jako nuklearni faktor kappa beta ligand (RANKL). (3) Aktivni osteoklasty nal¢haji tésné na
mineralizovanou kostni matrix, hloubi jamky v povrchu trameckl a navrtavaji kanalky do
kompakty. Vyhloubené dutinky jsou znovu vyplnény Kkostnimi lamelami ¢innosti

osteoblastll. Takovato piestavba kosti, probiha po cely Zivot. (2)

Dulezitou soucasti diferenciace osteoklasti jsou interleukiny IL-1, IL-3, IL-6, IL-11,
ale také TNF-alfa, transkrip¢éni faktor alfa (TGF-alfa). Hlavnim fidicim faktorem jejich
diferenciace bude s nejvétsi pravdépodobnosti IL-11. Pro osteoklasty je charakteristicka
tvorba tartrat rezistentni kyselé fosfatazy (TRAP), kterou najdeme v lysozomech a Golgiho

aparatu. (1)

U aktivovanych osteoklastil se ve sméru ke kostni matrix na povrchu tvoti hruby
kartaCovy lem, ktery zvétsuje aktivni resorpéni plochu podilejici se na enzymatické destrukei
prilehlé kosti. Enzymy, které se zapojuji do této ¢innosti, jsou piedev§im TRAP, aryl-
sulfatiza, beta-glukuronidaza, beta-glycerolfosfataza, metaloproteazy, kolagenazy, katepsin
K a stromelyzin. Osteoklastickou aktivitu reguluji osteoklasty po navazani parathormonu
(PTH) a vitaminu D3 na receptor, ktery ma buiika na svém povrchu. (1) Aktivita osteoklasti

je hlidéna okolnimi kostnimi bunikami, které produkuji regulacni faktory. (3)
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Osteocyte Osteoblast Osteogenic cell Osteoclast
(maintains (forms bone matrix) (stem cell) (resorbs bone)
bone tissue)

Obrdazek 2: Bunky kostni tkané (prevzato 7 [16])

1.4 Vznik a vyvoj kostni tkané

Kostni tkan ma dvé cesty vzniku, a to bud’ desmogenni osifikaci na podkladé vaziva
nebo endochondralni osifikaci remodelaci chrupavky. Béhem obou procesti za¢ina vznik
kosti zahusténim mezenchymu a vznika nezrala kost, ktera je v nejblizsi dobé zménéna na
lamelozni kost. Proces probiha jak v rostoucich kostech, tak i u kosti zcela vyvinutych, ale

0 poznani pomaleji. (1, 2, 3)

1.41 Desmogenni osifikace
Vétsina plochych kosti vznika desmogenni osifikaci, jako kosti lebky, lopatky, kli¢ni

kosti. Osifikace probiha v misté kondenzované mezenchymové vrstvy, kde vznikaji primarni
osifika¢ni centra pro diferenciaci osteoprogenitorovych bunék, které proliferuji a tvofi vrstvy
osteoblastii kolem vznikajicich siti kapilar. Osteoblasty jsou schopné syntetizovat kostni
matrix, ktera kalcifikuje a dochazi k zachyceni bunék do lakun. Osteoblasty v lakunach uz
dale nemohou tvofit dal$i kostni matrix a dochazi k jejich zméné na osteocyty. Vzniklé
ostrivky maji podobu trabekul a po jejich splynuti vznikd spongidzni kost ve vazivové tkani
do které pronikaji krevni cévy. (3) Zaroven dochazi k odbouravani prebytecné vzniklé kosti

osteoklasty. Dalsim rastem kosti vznika kompakta, do které také pronikaji kapilary. (2)

1.4.2 Endochondralni osifikace
Timto typem osifikace vznikaji kratké i dlouhé kosti téla. Endochondralni osifikace

probihd uvniti hyalinni chrupavky v pribéhu chondrogeneze, kdy chrupavka se zméni na

kost. Pfred a béhem procesu se tvofi transkripéni faktor SOX-9, ktery napomaha
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k diferenciaci chondrocytii. (1) Béhem endochondralni osifikace vznikd na povrchu
chrupavky perichondrium, kde se diferencuji osteoblasty. Tak se vytvoii kostni manzeta,
ktera se nasledné prodluzuje. Pivodni perichondrium se zméni na periost, vnéjsi povrch
kosti. Vznikla kostni manzeta okolo chrupavky zabranuje prichodu Zivin a kysliku dovnitf
chrupavky. Dochazi ke zvétsovani chondrocyti, které tla¢i na mezibunéénou hmotu a tento
tlak spusti kalcifikaci a postupné uvolfiovani osteokalcinu a ALP, coz vede k tvorbé kostni
tkdn€. Chondrocyty zanikaji a vytvaii se prazdné prostory obklopené kalcifikovanou
mezibunénou hmotou. Pfes kostni manzetu pronikaji cévy, které S sebou pfindseji
osteoprogenitorové buiiky. Do vzniklych volnych prostor se usazuji osteoblasty, které
produkuji kostni matrix a na misté, kde byla diiv chrupavka, vznika kostni tkan. (3, 1)
Transkripéni faktor RUNX2 je dlleZity pro pfeménu chondroblastii na osteoblasty. Rust

kosti je kontrolovan celou fadou riistovych faktort. (1)

1.5 Prestavba a hojeni kosti

Rist a prestavba kosti probihd neustale po cely Zivot. (3) Mezi odbouravanim a
tvorbou kostni tkdné pozorujeme rovnovéhu, ktera je ovlivilovdna vyZivovymi a
hormondlnimi faktory. Podle mechanického namahéni je kost schopnd se adaptovat na
prestavbu. V dospélosti dochazi k pozvolnému tbytku kostni hmoty, proto piimétena zatéz

k v&€ku podporuje dobry stav kosti. (6)

Bé&hem poranéni dochazi jak k naruseni stavby, tak k chemickému poskozeni kostni
tkang. Pii poranéni kosti dojde k celym fadam biochemickych, fyziologickych a bunéénych
reakci, které nasledné vedou ke spusténi koagulacni kaskady. Rozviji se zanét, aktivace
angiogeneze, epitelizace, fibroplazie a ulozeni nové mezibunécné matrix. Bufiky Gcastnici
se a umoznujici tuto reakci jsou trombocyty, leukocyty, fibroblasty, buniky cévnich endotelii
a epitelie. Vsechny tyto procesy jsou fizeny rustovymi faktory a cytokiny, a hodné se
podobaji tém, které probihaji béhem embryogeneze. Pozistatkem embryogeneze je
regenerace, béhem které se kost dokaze hojit bez vzniku jizvy, kdy samoziejmé tato funkce
je limitovana rozsahem svého poskozeni. Kostni defekty vétSiho rozsahu jsou nahrazovany

kostnimi $tépy. (1)

Remodelace kosti je proces, pii kterém dochdzi k obnove za ticelem udrzeni pevnosti
a homeostazy mineralti. Dochdzi k resorpci staré kosti a vytvateni nové, aby se zabranilo
nahromadéni kostniho mikroposkozeni, provadéji to skupinky osteoklasti a osteoblasti,

které postupné provadéji resorpci a vytvareji novou kost. (21) Obnova kosti ma tfi vzajemn¢
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se prolinajici postupy: zanét, tvorba kosti a remodelace kosti. Po zlomeni kosti se okamzité
zaCina rozvijet zanét, ktery trva nékolik dni. Jakmile je kost zlomena, dochazi ke krvaceni
do oblasti zlomeniny, coz ma za nasledek zanét a tvorbu koagula v misté zlomu. Tvorba
kosti zac¢ind, jakmile je koagulovand krev nahrazena vléknitou tkdni a chrupavkou —
oznacovanou jako mekky kalus. Jak regenerace kosti postupuje, mékky kalus se vymeéni za
tvrdou kost — oznacovanou jako tvrdy kalus, coz miZeme pozorovat na rentgenovych
snimcich nékolik tydnd po trazu. Remodelace kosti je kone¢nou fazi hojeni kosti, ktera

pokracuje jesté nékolik mésici. (12) (Obr. 3)
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Obrazek 3: Prestavba Kosti (prevzato z [18])
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2 TKANOVE INZENYRSTVI

2.1 Kostni tkanové inZenyrstvi

Tkanové inzenyrstvi je velmi slibné se rozvijejici multidisciplindrni védni oblasti
zaloZenou na nejnovéjsich poznatcich z mediciny, chirurgie, molekularni biologie i bunécné
biologie, chemie polymert a fyziologie. Uplné ptivodni naplni byla kultivace bunéénych
kultur a biologickych mediatora v syntetickych nebo biologickych pidach. Pacientim byly
podavany tyto mediatory za uc¢elem usnadnéné regenerace. (1) Hlavnim cilem tkanového
inZenyrstvi je obnovit a zlepsit funkci tkdni ptipravou poréznich trojrozmérnych skafolda a
jejich osazeni buiikami a rastovymi faktory. (19) Dodnes se definice rozsifila o jakykoliv

pokus regenerace tkan¢ jak in vivo, tak in vitro. (1)

Kostni tkanové inzenyrstvi by mohlo byt zptisobem, jak opravit defekty kosti vzniklé
z riznych pficin. Tento obor zahrnuje tfi hlavni ¢asti in vivo nebo in vitro — vysev bunék,
rastové faktory a skafoldové materialy. (20) Dochazi k vyuzivani tfi zakladnich slozek
uplatnujicich se v Zivych tkdnich: matrix, rizné typy bun¢k a signalnich molekul. U TI méme

nové moznosti 1é¢by kostnich defektt. (1) (Obr. 4)

Velka vyhoda kostni tkdn€ je jeji pfirozena samoobnova, remodelace a regenerace.
Cilem je vytvofit nosice, které budou schopné poskytovat regeneracni signaly a velmi dobte
napodobovat piirozené prostiedi. (19) Tl zesiluje v naSem organismu proces reparace i
regenerace tkani. Pro tvorbu kosti je velmi dilezitd ptitomnost kostnich bunék, rlistovych i
diferenciacnich faktorti, dostatecné krevni zésobeni a tvorba kosti mize byt podpotfena
uzitim biomimetickych osteokonduktivnich mediatori. Ke spravné regeneraci dosahujeme

pomoci ristovych faktord. (1)

Celosvétovy vyskyt poruch a patologickych stavii kosti prudce stoupa zejména v
populacich, kde je stdrnuti spojeno se zvySenou obezitou a Spatnou fyzickou aktivitou. (4)
Kazdy rok potfebuje mnoho pacientd kostni ndhrady, z divodii poSkozeni kostni tkané,
vrozenych chorob nebo rakoviny. Kost je druhd nejvice transplantovana tkan, jeji plna
obnova muze byt obtizna a nemusi byt vzdy funk¢ni. Transplantace kostni tkané je omezena
nedostatkem kompatibilnich darci, imunitni reakci nebo pfenosem nemoci na pacienta. (10,
17) Pii tézkych, rozsadhlych defektech dochazi k aplikaci kostnich nahrad, Stépu. Jestlize
kostni $tép pro transplantaci pochéazi od stejného pacienta, nazyva se autologni Stép. Tento

zakrok, ale muze byt limitovan pro dostupnost kostni tkdn€ a nese s sebou riziko zatizeni
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pacienta dalsi operaci. Alogenni (5té€p z jiného ¢loveéka) a xenogenni §tépy (St€p z jiného
druhu organismu) nejsou doporuc¢ované z mozné imunitni reakce, kdy dojde k odmitnuti
Stépu organismem pacienta. (5) Tl je proto alternativou, kdy jeho cilem je pouze regenerovat

poskozenou tkan namisto jejiho nahrazovani. (10, 17)

V kostnim TI hraji kli¢ovou roli skafoldy. Tento termin se pouziva pro 3D
biomaterial, ktery buiitkdm poskytne vhodné prosttedi pro regeneraci tkani a organt. (19) Na
jejich vyrobu se pouziva celd fada materidll, rozdélujeme je do tfi skupin na kovoveé,
keramické a polymerni. (5) Jejich ticelem je napodobit strukturu a funkci ptirozené kostni
extracelularni matrix (ECM), ktera mize poskytnout trojrozmérné prostiedi pro podporu
adheze, proliferace a diferenciace, a mit adekvatni fyzikalni vlastnosti pro opravu kosti.
Idealni skafoldy by mély byt biologicky odbouratelné, biokompatibilni, bioaktivni,
osteokonduktivni a osteoinduktivni. (7) Implantovany skafold by mél mit dostate¢nou
mechanickou integritu, aby dokézal fungovat od okamziku implantace az do dokonceni

procesu remodelace, coZ zavisi na véku a zdravotnim stavu pacienta. (10)
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Obrazek 4: Schéma kostniho tkanového inZenyrstvi (prevzato z [17])

2.1.1 Biomaterialy
Materidly v TI jsou bud’ pfirodni nebo syntetické. Tyto materidly nesméji mit

Skodlivy vliv na organismus a vyvolavat imunitni reakci, proto musime vybirat

biokompatibilni materialy. V TI jsou biomaterialy pouzivany jako matrice Kk osidleni zivymi
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bunikami a nésledné vlozeny do Zivych organism za ucelem regenerace poskozené tkang.
Matrici prostupuji cévy z okolnich tkani a zajistuji bunkam vyzivu. Pfi jejich vyrobé je
snaha, aby se matrice co nejvice podobaly stavbé a funkci mezibunééné hmoty. Jejich
strukturalni uspotfadani byva 3D a povrch je upraven tak, aby doslo ke spravné adhezi a
proliferaci bun€k. Matrice by m¢ly zajiStovat dostatecné¢ vhodné prostiedi pro transport
bun¢k a ristovych faktorti na misto implantace, protoze buniky se museji na svém novém
misté spravné uchytit a plnit svoji funkci. (9) Idealni skafold by mél byt schopen napodobit

mechanické a biologické vlastnosti pfirozené kostni tkané. (12)

2.1.2 Historie tkanového inZenyrstvi
V dlouhé historii lidského vyvoje se tkan€ a organy vyvijely s ohledem na funkci po

miliony let, ale lidé pouZzivaji umélé nahrazky k opravé poskozenych tkani teprve po
desetileti. (7) Lidé hledali tisice let zptisob, jak nahradit a vylécit ztracenou, poskozenou
kost. Archeologové v Peru objevili pozistatek lebky, ktera zifejmé patiila nacelnikovi kmene
z obdobi 2000 let pt. n. 1., kdy Vv Celni ¢asti byl defekt piekryty platem tepaného zlata o
tloust'ce 1 mm. U Inkii byly nalezené trepanované lebky s piekryvanymi platy stiibra a zlata
nebo muslemi. Lebka, ktera byla nalezena v centru stfedovéké Arménie z doby 2000 pf. n.
I., m¢la 7 mm defekt nahrazeny zviteci kosti. Snahy nebyly pouze v nahradach lebe¢nich
kosti. Ve sttedovékém Egypté méli dobré znalosti v ortopedickych a traumatologickych
postupech, kdy dokazali nahradit kolenni kloub Zeleznou protézou jiz 600 let pt. n. |., cozZ je
dokazané diky dochovanym mumiim. (8) U egyptskych mumii byly rovnéz nalezeny um¢lé

o¢i, usi, nosy i zuby. (5)

Nahrazenim mékkych i tvrdych tkani tedy neni zcela novou védni disciplinou, jak by
se mohlo zdat. Také ve starovéké Indii a Ciné dochazelo k pokustim o odstrafiovéani

telesnych defektli pomoci riznych lepidel, tmeld i vlastnich tkani. (5)

Historie tkanového inZenyrstvi by mohla byt datovana zhruba od 16. stoleti, kdy
profesor chirurgie a anatomie Gasparo Tagliacozzi na univerzité¢ v Bologni nahradil nos,
ktery dokézal vytvoftit z ptedlokti. Jeho prace byla publikovana roku 1597 pod ndzvem ,,De
Custorum Chirurgia per Institionem®. (10) V roce 1820 popsal némecky chirurg Phillips von
Walters prvni klinické pouziti kostniho autotransplantatu k rekonstrukci defekt lebky u
pacientl po trepanaci. Walters uspéSné opravil trepanacni otvory po operaci ke zmirnéni
nitrolebniho tlaku pomoci kouski kosti odebranych z lebky pacienta. V roce 1881 popsal

skotsky chirurg William MacEwen prvni postup transplantace alogenniho kostniho $tépu. K
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rekonstrukcei infikované pazni kosti u tfiletého ditéte pouzil kliny holenni kosti od tii darct,

ktefi podstoupili operaci pro korekci deformity skeletu (zpsobené kiivici). (8)

Moderni biomateridlové inzenyrstvi je novou védeckou disciplinou vyvijejici se
Zhruba od padesatych let 20. stoleti. (5) Prvni biomaterialy byly pfipraveny Vv 60. letech
minulého stoleti. Mezi prvni biomateridly patiily kovy, syntetické polymery a keramika.
Termin tkanové inzenyrstvi byl poprvé pouzit v roce 1987, ale zaveden byl v roce 1988 na
seminaii Narodni védecké nadace. (7, 19) Langer a Vacanti pouzili tento termin v

ptehledovém ¢lanku publikovaném v ¢asopise Science v roce 1993. (19)

Syntetické nahrady kostnich §tépti byly vyvinuty béhem poslednich desetileti a trh s
nahradami kosti se v roce 2013 zatadil mezi Spickové produkty v ortopedickém primyslu s
pfijmem pfiblizné¢ 2 miliard dolarG s trendem preferovat syntetické produkty pted

ptirodnimi. (17)

2.2 Buiiky pouzivané pro testovani biokompatibility skafoldi
Pro in vitro testovani biokompatibility materiali se pouzivaji lidské buné¢né kultury
rizného pivodu, od malignich bunék, pies mezenchymalni kmenové buiiky az po primarni

osteoblasty.

o 4

2.2.1 Lidské maligni bunécné linie
Diky snadngjsi kultivaci se Kk prvotnim testim cytokompatibility biomaterialt

pouzivaji osteosarkomové bunky. Osteosarkomové buiky jsou dostupné ve velké fadé
bunéénych linii, které se 11§ mutantnimi geny, 1ze jich ziskat velké mnozstvi, cozZ je jejich
vyhoda, ale nevyhodou by mohl byt patologicky fenotyp. Bunécné linie, které jsou odvozené
od osteosarkoml, maji charakteristické rysy osteoblastil, jako jsou specifické receptory pro
vitamin D3 a PTH, vykazuji aktivitu ALP a produkuji proteiny kostni matrix. Nadorovy
puvod osteosarkomu se ale mize od primarnich osteoblasti zcela lisit svou morfologii,
mitotickou rychlosti, expresi cytokind, rastovymi faktory, matrixovymi proteiny a
mineraliza¢ni aktivitou. Bunky osteosarkomu se také lis§i svou velikosti, kdy primérna
velikost je pfiblizné 1/6 velikosti osteoblastu. Jejich doba zdvojnasobeni populace (PDT) je
2-3 rychlejsi nez u osteoblastd. (11) (Tabulka 1)

Velmi casto se ktestovani pouzivda bunéfna linie MG-63 podobna lidskym
osteoblastim (ATCC, Manassas, VA, USA), ktera byla ziskana z osteosarkomu 14letého

chlapce. Tyto buniky maji vietenovitou morfologii fibroblastti s adherentni schopnosti. Jsou
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mensi, nez buinky osteoblastd (hOB). (11) Buinky MG-63 maji fenotyp nezralych
osteoblastil, bézné jsou pouzivané in vitro k posuzovani 3D skafoldt jako materialu pro Tl
nebo ke zkoumani cytokompatibility kovovych implantatt s riiznou povrchovou tpravou.
(12, 13) Tato linie bunék produkuje velké mnozstvi interferonu, coz je protein nespecifické

imunity s antivirovym u¢inkem. (15)

MG-63 bunky vykazuji rychly bunécny rist bez kontaktni inhibice, coz vede k tvorbé
agregati. Jejich hormonalni profil je podobny jako u hOB, ale nevyhodou je, ze ziistavaji ve
stadiu preosteoblastu a maji pomérné nizkou mineralizaci bunék. Aktivita ALP se zvySuje
az 15. den a poté klesa na zakladni Groven. K akumulaci vapniku dochéazi az po 28. dni
kultivace. U exprese kolagenu I je hodnota vy$$i 7. a 15. den nez 29. den. Exprese
osteokalcinu a osteonektinu byla pozorovana mezi 15. a 29. dnem, zatimco RUNX2, kostni
sialoprotein a osteopontin nebyly detekovany. Buiky MG-63 maji rovnéz niz$i expresi genu
Sp-7, ktery smétuje diferenciaci mezenchymalnich bun€k do osteoblastl a osteocytll, nez

burniky Saos-2 a hOB. (11)

Buniky MG-63 vykazuji znaky bunc¢k spiSe prosteoblastickych nebo fibroblastickych
nez osteoblastll. Maji rychlou proliferaci a diky snadné kultivaci slouzi jako dobra modelova
bunééna linie in vitro pro pocate¢ni testy cytokompatibility a adheze. Nicméné maji malou
schopnost ukladat vapnik, nedostate¢né osteoblastické funkce, rozdilnou proliferaci, aktivitu
ALP atvorbu ECM. (11)

Tabulka 1: Osteosarkomové bunky nejcastéji pouzivané pro testovani biomateridli
(prevzato a upraveno z [11])

Buiiky Pouziti v Tl Vyhody Nevyhody

MG-63 k testovani adheze a rychly riist a snadna patologicky fenotyp, nizka
cytotoxicity kultivace mineralizace
testy adheze, rychly riist, snadna

Saos-2 | biokompatibility, kultivace, vysoka aktivita | patologicky fenotyp
osteodiferenciace ALP

27



2.2.2 Lidské mezenchymalni kmenové buiiky (hMSC)
Bunky hMSC jsou multipotentniho adherentniho typu fibroblastli s potencidlem se

diferencovat do riznych typa bunék, jako jsou osteoblasty, chondrocyty a adipocyty, za
specifickych podnétl z kultivaénich médii nebo biomaterialti. Tyto bunky maji jedine¢nou
schopnost reparace a pouzivaji se v Siroké skale bunécnych osetieni, pfevazne ve spojeni se
skafoldy, kdy testujeme kompatibilitu skafoldt s implantaty in vitro. Umozni nam tak Iépe
hodnotit vliv biomaterialti na buné¢nou linii. (11) (Tabulka 2)

Mezi nejvice prozkoumané zdroje hMSC patii kostni dienn (BM-MSC), tukova tkan
(AD-MSC) a pupeénikova krev (HUC-MSC). Z nedavnych studii vyplyva, Ze slibny
potencial maji také kmenové buiiky zubni diené¢ (G-MSC), jako jsou kmenové buiky z
lidskych exfoliovanych mléénych zubii, gingivalni mezenchymadlni kmenové bunky

(DPSC), kmenové buniky ziskané z moc¢i (USC) a dermalni mezenchymalni kmenové bunky

(D-MSC). (11) (Obr. 5)

Vytézek hMSC z odebrané tkang¢ je vsak obvykle velmi nizky. V kostni dfeni tvoii
hMSC méné nez 1 % bunééné frakce a ve stromalni vaskularni frakci ziskané z tukové tkané
asi 1,4 %. To zduraznuje potiebu dosahnout zvySeného poc¢tu hMSC kultivaci in vitro, aby
bylo mozné ziskat potiebny pocet bun¢k pro implantaci nebo vyzkum. (14) Abychom
dosahli spravné osteogenni diferenciace, tak se do rustového média nejcastéji

piidavaji osteogenni doplniky jako B-glycerolfosfat, kyselina askorbova, dexamethason. (11)
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Obrazek 5: Zdroje hMSC (prevzato z [11])

Tabulka 2: Mezenchymalni buniky (prevzato a upraveno [11])

s !Eé &

DERMAL
TISSUE

aplikace

Buiky Pouziti v TI Vyhody Nevyhody
testy cytokompatibility, nizsi diferenciacni
AD- . . snaz$i odbér nezZ BM- |
pouziti pro terapeutické potencial pro osteogenezi
MSC ] MSC
aplikace nez BM-MSC
invazivni odbér, nadorovy
potencial
o imortalizovanych BM-
testy cytokompatibility, ' .
BM- . . vysoky diferenciacni MSC; pro pfistup k
pouziti pro terapeutické ] ) ) .
MSC potencial pro osteogenezi primarnim bunkam je

nutné schvaleni etickou
komisi a informovany

souhlas pacienta
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HUC-
MSC

lepsi pro regenerativni
medicinu a terapii
nervového systému, jater a

cukrovky

neinvazivni odber,
ptizniva proliferacni
kapacita, nizka

imunogenicita

opozdéna a nedostatecna

osteogeneze

DPSC

testovani zubnich

implantata

snadny odbér z mlécnych
zubl a zubti moudrosti,
rychlejsi PDT ve
srovnani s BM-MSC a
AD-MSC

slaba kalcifikace,
diferenciace predevsim v

odontoblasty

G-MSC

osteointegrace zubnich
implantatl, testovani
skafoldu pro regeneraci
kosti, aplikace
V regenerativni

stomatologii

snadny odbér z désni,
zadny nadorovy
potencial,
rychlejsi PDT ve

srovnani s BM-MSC a
AD-MSC,

snizeny osteogenni
diferenciacni potencial ve

srovnani s BM-MSC

usC

moznost pouZiti pro
regeneraci chrupavek a
kosti

snadny, levny odbér

mo¢i

pouziti v kostnim
inZenyrstvi zatim neni
bézny, spise pro
rekonstrukéni operace
mocovych a pohlavnich

cest

D-MSC

1éEba osteoartrozy

snadnd dostupnost kiize
s vysokou regeneracni

schopnosti

pouziti v Tl zatim neni

zcela bézné

2.2.3 Lidské osteoblasty
Hlavni vyhodou pouziti primarnich lidskych osteoblasti je jejich klinicka

pouzitelnost a absence potieby feSit mezidruhové rozdily. Nevyhodou je omezena

dostupnost a fenotypova heterogenita. Modely zalozené na primarnich osteoblastech

poskytujici vysoce citlivé odpoveédi na hodnoceni cytokompatibility materiélu.
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Tabulka 3: Osteoblastické burnky (prevzato a upraveno z [11])

potencialnich testovani
biokompatibility kostnich

nahrad

na osteocyt

Buiiky Pouziti v Tl Vyhody Nevyhody
vyuziti pro studium vlivu daleko snadng;jsi
hFOB cytokint a ristovych opakovani pokust nez u transfekovana bunécna
1.19 faktort pro fyziologii a hOB, spontanni linie
diferenciaci osteoblastl diferenciace
omezené zdroje hOB,
studium mechanismu dlouhodoba kultivace vede
tvorby kosti, regulace ' . k fenotypovému driftu, pro
‘ ‘ fyziologicky fenotyp ‘
diferenciace, pro sledovani ) ] pristup k primarnim
hOB diferenciace osteoblastu

bunikdm je nutny souhlas
etické komise a
informovany souhlas

pacienta
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PRAKTICKA CAST

3

CiL A UKOLY PRACE

3.1 Hlavni cil

Hlavnim cilem prace bylo otestovat in vitro biokompatibilitu nové vyvijeného 3D

skafoldu, ktery by mé¢l slouzit jako nahrada kosti. Pro tento pokus bude pouzit sklokeramicky

skafold a zakoupena linie osteogennich bunék MG-63.

3.2 Diléi cile

1.

4

Testovani adheze a proliferace bunék MG-63 pomoci kitu Cell Counting Kit-8

2. Mgfeni cytotoxicity materidlu testem CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay
3.
4

Barveni bun¢k na materialu krystalovou violeti

. Fluorescenc¢ni barveni bunék na materialu

VYZKUMNE OTAZKY

1. Na kterém z testovanych materialii adheruji a proliferuji buiiky nejlépe?
2. Je ngjaky z testovanych materialt cytotoxicky?

3. Ktery z téchto testovanych materialii by byl pro kostni TI nejvhodné&;jsi?
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5 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Experiment byl proveden na Ustavu lékatské chemie a biochemie na LF UK v Plzni
za pouziti zakoupené lidské bunécné osteosarkomové linie MG-63 na sklokeramickych
kompozitnich skafoldech piipravenych doc. Ing. Toméasem Kovaiikem, PhD., NTC ZCU

v Plzni.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Skafoldy

Testovali jsme 3 typy skafoldl, zde oznaené jako T1, T2, T3. Jednalo se o
sklokeramicky kompozit modifikovany praskovym fosforeCnanem vapenatym a amorfni
silikou. Vzorky byly pfipraveny unikatnim zptisobem rozpousténi jemného metakaolinu a
hydroxyapatitu ve vodném roztoku kiemicitanu sodného. K napénéni kulicek dochazi pti
teploté 150 °C a Kk sintrovani pii teploté 900 °C. Vyslednym krystalickym fazim dominuji
fosfore¢nan vapenaty a kiemicitan vapenaty. Jednotlivé vzorky T1, T2 a T3 se lisily
vzristajicim podilem CaO a P20s u vzorku T1 = 9 wt%, T2 = 11 wt%, T3 = 14 wt%. Zbytek
je Na2O. Piesnd metodika piipravy téchto skafoldi je vlastnictvim NTC ZCU Plzei (doc.
Ing. Tomas Kovaiik, PhD.), odkud byly v ramci spoluprace ptredany k otestovani na LF UK

Plzen.
Pramér skafolda byl cca 14 mm a jejich vyska asi 4 mm. (Obr. 6)

Pred zacatkem pokusu byly skafoldy dezinfikovany 2 hodiny 70% etylalkoholem,
ktery byl pfipraven z absolutniho etylalkoholu a deionizované vody. Nasledn¢ byly skafoldy
oplachnuty deionizovanou vodou a vysuSeny jiz ve sterilnim prostfedi v laminarnim boxu.
Pfed vlastnim nasazenim bunék na skafoldy bylo nutné namoceni do kompletniho

kultiva¢niho média, aby se podpofila adheze bunék.

Obrazek 6: Skafoldy T1, T2, T3 (viastni zdroj)

6.2 Bunéc¢na kultivace
Lidska bunécna linie podobna osteoblastim MG-63 (ECACC 86051601) (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA), byla kultivovana v Dulbeccové modifikovaném médiu
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Eagle's Medium (DMEM, Biosera Europe, Nuaille, Francie) doplnéném 10 % (v/v) fetalniho
hovéziho séra (FBS, Biosera Europe, Nuaille, Francie), 100 U/ml penicilinu a 100 mg/ml
streptomycinu (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko) a 2,5 mM stabilniho
glutaminu (Diagnovum GmbH, Ebsdorfergrund, Némecko) pii 37 °C a 5 % CO:
Vv inkubatoru se zvlhéenou atmosférou. Hustota vysevu byla 1 000 000 bun¢k/ml. To

odpovida 50 000 bun¢k v 50 ul na 1 skafold. (Obr. 7)

Obrazek 7. Adherujici bunky MG-63 na kultivacni lahvi, vyfoceno na mikroskopu Olympus
CKX41, objektiv 10x) (viastni zdroj)

6.3 Adheze a proliferace bunék

Adheze bun¢k byla hodnocena po 24 hodinach a proliferace 7., 14. a 21. den od
nasazeni bunék na skafoldy pomoci kitu Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Bimake, Mnichov,
Némecko). Roztok CCK-8 byl pifidan do kazdé jamky podle navodu k pouzité soupravé a
nasledovala inkubace pfi 37 °C. Hodnota absorbance byla métfena ve ¢tyiech opakovanich z
kazdého implantatu pti 450 nm pomoci desti¢kového readeru Cytation 5 (BioTek, Winooski,
VT, USA). Pro méfeni adheze a proliferace trvala inkubace s CCK-8 1 hodinu a bylo pouzito
5 vzorkt z kazdého typu skafoldu.

Princip metodyCell Counting Kit-8:

Cell Counting Kit-8 (CCK-8) umoziiuje pohodlné testy ve vodé pomoci rozpustné
tetrazoliové soli WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-
2H-tetrazoliova, monosodna stl). Reakce je zaloZena na redukci rozpustné soli enzymy
v zivych buiikdach na oranzové zbarvené formanové barvivo. MnoZstvi produkovaného

35



formazanu je ptimo umérné poctu zivych bunék. Protoze je roztok CCK-8 velmi stabilni a

ma malou cytotoxicitu, je mozna delsi inkubace, naptiklad 24 az 48 hodin.

Cell Counting Kit-8 umoznuje citlivé kolorimetrické testy pro stanoveni poctu
zivotaschopnych buné€k v testech proliferace a cytotoxicity. Absorpcni spektrum formazanu

WST-8 je pii 460 nm umérné hodnoté poctu zivotaschopnych bun¢k v médiu.

6.4 Cytotoxicka aktivita materialu

K meéfeni cytotoxicity materialu byl pouzit test CYQUANT™ LDH Cytotoxicity
Assay (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS, USA). Supernatanty byly odebrany 24
hodin po nasazeni bunék a smichany v poméru 1:1 s reakéni smési v 96-jamkové desticce,
inkubovany ve tmé po dobu 30 minut pfi pokojové teploté, poté byl ptidan Stop Solution.
Intenzita zabarveni byla méfena pii 490 nm a 680 nm pomoci desti¢kového readeru Cyation
5 (BioTek, Winooski, VT, USA). Pro stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy (LDH) byla

hodnota absorbance 680 nm (signal pozadi pfistroje) ode¢tena od absorbance 490 nm.
Princip metody CyQUANT "™MLDH Cytotoxicity Assay Kit:

LDH je cytosolovy enzym pfitomny v mnoha riznych typech bun€k a je dobie
zavedenym a spolehlivym indikétorem toxicity. Poskozeni plazmatické membrany mé za
nasledek uvolnéni LDH do okolniho bunééného kultivaéniho média. Tato extracelularni
LDH mitize byt kvantifikovana sdruzenou enzymatickou reakci, ve kter¢ LDH katalyzuje
pfeménu laktatu na pyruvat prostiednictvim redukce NAD+ na NADH. Oxidace NADH
diaforazou pak vede k redukci tetrazoliové soli (INT) na Cerveny formazanovy produkt,
ktery lze méfit pii 490 nm. Urovei tvorby formazanu je pfimo uméma mnozstvi LDH

uvolnéného do média.

6.5 Barveni krystalovou violeti

Barveni krystalovou violeti bylo pouzito k analyze zdkladniho tvaru bunék a
populacni hustoty jednotlivych skafoldi 24 hodin a 14 dni po nasazeni bun¢k. Skafoldy s
buiikami byly promyty fosfatovym pufrem (PBS) a fixovany 2,5% glutaraldehydem v PBS
(pH =6,7-7,1) po dobu 30 minut pii pokojové teploté. Po fixaci byly skafoldy opét promyty
PBS a obarveny 0,5% roztokem krystalové violeti po dobu 20 min pii pokojové teploté. Poté
byl barvici roztok odstranén a skafoldy byly podle potieby oplachovany deionizovanou

vodou, dokud neuvolnily nadbyte¢né barvivo. Po zaschnuti byly buiikky na skafoldech
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pozorovany a fotografovany digitalnim mikroskopem Keyence VHX-7000 (Keyence,

Japonsko).

6.6 Fluorescen¢ni barveni

Pro vizualizaci populaéni hustoty byly kultivované bunky na skafoldech obarveny
barvivem CellTrackerTM Green CMFDA 4 uM (ThermoFisher Scientific, Waltham, MS,
USA), které¢ zvyraznuje cytoplazmu bunék. Pfi barveni bylo postupovéano podle pokynt
vyrobce. Po promyti bunék PBS byl pfidan premix skladajici se z kultivaéniho média
DMEM bez suplementti a 4 uM roztoku CellTracker™ Green CMFDA. Po 30minutové
inkubaci pti 37 °C byly buniky promyty opét PBS. Po ptidani média Live Cell Imaging
Solution (LCIS) byly zivé bunky pozorovany a fotografovany pomoci fluorescenc¢niho

stereomikroskopu Leica M205 FCA (Leica Microsystems, Wetzlar, Némecko).

6.7 Statisticka analyza

Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit Studenttv t-test (p < 0,05).
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7 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

7.1 Adheze a proliferace bunék

Po 24hodinové kultivaci se adheze bunék MG-63 na skafoldech statisticky lisila u
Tlod T2, Tlod T3,aT20d T3 - tzn. Ze vSechny se mezi sebou liSily. Prvotni adheze bun¢k
MG-63 je nejlepsi u skafoldt T3.

Po dalSich 7 dnech kultivace se skafold T1 1i8il od T3 a skafold T2 se lisil od T3.
Mezi skafoldy T1 a T2 neni velky rozdil v proliferaci bunck.
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absorbance 450 nm
=

0,6

0,4
012 .
o mm ]
T1 T2 T3

H24h m7d m14d m21d

Graf 1: Adheze a proliferace bunék MG-63 na testovanych skafoldech mérend kitem CCK-
8 (vlastni zdroj)

14. den kultivace se proliferace lisila jen u skafoldti T1 a T3. Nejlepsi osidleni bun¢k

bylo zjisténo u skafoldt T1 a T2. Proliferace bunék se zvySovala jen do 14. dne kultivace.

Proliferace po 21. dnu kultivace se lisila u skafoldi T1 od T2 a T1 od T3. Na skafoldu
T2 byla zachycena nejvétsi hustota bunék, ale 21. den kultivace jiz dochazelo k jejich
ubytku, buiiky byly uz na materidlu zfejmé prerostlé. Maximalni pocet bunck na materialu

byl tedy zjistén 14. den kultivace. (Graf 1)
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Me¢tenim bylo zjisténo, Ze prvotni adheze bun€k MG-63 byla lepsi u skafoldii T3, ale
po 21denni kultivaci byla nejvétsi hustota bunck na skafoldu T2. Tento material se tedy jevil

jako vhodnéjsi pro kostni TI.

7.2 Cytotoxicita materialu

Po 24hodinové kultivaci byla prvotni cytotoxicita u vSech skafoldii porovnatelna
s kontrolou, ktera byla kultivovana na plastu ur¢eném pro bunécné kultury. Statisticky se od
sebe lisily skafoldy T1 od T3. U skafoldu T3 byla zjiSténa nejvétsi cytotoxicita.
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Graf 2: Cytotoxicita skafoldii testovanych kitem CyQUANT™LDH Cytotoxicity Assay
(viastni zdroj)

Po 7. dnech kultivace se materialy mezi sebou statisticky nelisily.

Zjevny rozdil mezi materialy se ukazal 14. den Kkultivace, kdy se vSechny materialy
mezi sebou statisticky lisily. Vyssi cytotoxicita mohla souviset s vétsim poctem bunék na
skafoldech. Prestoze na skafoldu T3 bylo 14. den pomoci testu CCK-8 naméfeno méné
bunék nez na skafoldech T1 a T2, byla zde zjisténa nejvyssi cytotoxicita. Test cytotoxicity

vysel nejlépe u materialu skafoldu T1.
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Pti dalsi kultivaci se 21. den lisily skafoldy T1 od T2 a T1 od T3. Tyto vysledky vsak
jiz nemiizeme povazovat za validni, protoze buiiky byly na materidlu uz ziejmé pterostlé¢ a

dochazelo tak k jejich ubytku. (Graf 2)

Méfeni cytotoxicity u skafoldd T1, T2 a T3 pomoci testu CyQUANT™ LDH
Cytotoxicity Assay bylo zjisténo, ze cytotoxicita pii prvotnim kontaktu s materidlem byla
nejvyssi u skafoldu T3. Rovnéz byla také cytotoxicita 14. den kultivace namétena nejveétsi u
T3. Nejmensi cytotoxicita byla namétena u T1 a T2, pti¢emz na T2 bylo po 21. dnu kultivace

nejvice bunck. Z naSeho testovani vyplyva, ze pro kultivaci bunék mél nejptiznive)si

vlastnosti skafolda T2, ktery by tak z téchto materialti byl pro kostni TI nejvhodné;si.

7.3 Barveni — krystalova violet’

Bunky MG-63 fibroblastového tvaru byly na skafoldech obarveny krystalovou
violeti, a tak vizualizovany. Je patrny pfirustek mezi dobou kultivace 24 hodin (24 h) a 14
dni (14 D). (Obr. 8) Detail bun¢k obarvenych krystalovou violeti na skafoldu T1 po 24

hodinach kultivace je zachycen na dalS$im obrazku. (Obr. 9)
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Obrazek 8: Buiiky obarvené krystalovou violeti. Foceno digitdlnim mikroskopem Keyence
VHX-7000, méritko = 2 mm. (vlastni zdroj)
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Obrazek 9: Detail bunék obarvenych krystalovou violeti na skafoldu T1 po 24 hodindch
kultivace. Foceno digitalnim mikroskopem Keyence VHX-7000, méritko =250 um. (viastni
zdroj)

7.4 Fluorescen¢éni barveni

Buiiky byly vyfoceny s cytoplazmou zvyraznénou barvivem CellTracker™ Green
CMFDA. Byly zachyceny kolonie, které¢ buiiky vytvarely v prohlubnich skafoldu. (Obr.10)

Obrdazek 10: Buniky obarvené barvivem CellTrackerTM Green SMFDA na skafoldu po
24hodinové kultivaci. Foceno fluorescencnim stereomikroskopem Leica M205 FCA.

Meritko = 5 mm. (viastni zdroj)
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DISKUZE

Na kterém z testovanych materialt adheruji a proliferuji bunky nejlépe?

Bunky MG-63 jsme testovali na 3 typech skafoldd oznacenych jako T1, T2, T3.
Vyrobeny byly ze sklokeramického kompozitu modifikovaného praskovym fosforecnanem
vapenatym a amorfni silikou. Adheze bun¢k byla hodnocena po 24hodinové kultivaci a
proliferace po 7, 14, 21 dnech pomoci kitu Cell Counting Kit-8. Adheze po 24 hodinach byla
nejlépe vyhodnocena u skafoldu T3, ktery mél nejvyssi podil CaO a P20s, a to 14 wit%.
Proliferace se zvySovala do 14. dne, a nejvyssi proliferace byla zaznamenana na skafoldech
T1 a T2. Material T1 obsahoval 9 wt% CaO a P.Os a material T2 11 wt%. Po 21denni

kultivaci byla nejvétsi proliferace bunék zjisténa u skafolda T2.

Je n&jaky z testovanych materiala cytotoxicky?

Cytotoxicita testovanych skafoldt T1, T2, T3 byla méfena testem CyQUANT™
LDH Cytotoxicity Assay. M¢tili jsme LDH v kultiva¢nim médiu, protoZe tento enzym se
uvolnuje z bunék do okoli po rozpadu jejich membrany vlivem toxicity. Z vysledkt vyplyva,
ze skafold T3 po prvotnim setkani bunék s materidlem i po 14 dnech vykazoval nejvétsi

cytotoxicitu.

Ktery z téchto testovanych materialti by byl pro kostni T1 nejvhodné;j$i?

Testovanim cytotoxicity pomoci testu CyQUANT™ LDH Cytotoxicity Assay byla
zjiSténa nejmensi cytotoxicita u skafoldu T1 a pak u T2. Vzhledem k tomu, ze métenim
pomoci kitu Cell Counting Kit-8 bylo zjiSténo, ze po 21denni kultivaci byla nejvétsi hustota
bunék na skafoldu T2, neptekracovala jeho toxicita, kterd byla o néco vyssi nez u skafoldu
T1, zfejmé hodnotu, ktera by buiikdm branila v proliferaci. Jako material nejvhodné&jsi pro

kostni TI tak byl z testovanych vzorkt vyhodnocen skafold T2.
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Hojeni kosti se fe$i novymi implantovanymi biomaterialy, které maji regeneracni
schopnosti. Zkouma se napf. potazeni 3D poréznich sklokeramickych skafoldd kyselinou
hyaluronovou (HA) a komjugatem z HA-mastné kyseliny. HA je Siroce pouZivana
vV regeneracni medicing€, proto by mohla mit dobré vlastnosti pro zvySeni tvorby kosti.
Potazeni by mélo byt rovnomérné, aby nedoslo k ucpani 3D makroporézni struktury
materialu. Zkouma se perzistence povlaku pii kontaktu s vodivymi roztoky, jako jsou télesné
tekutiny. Vysledky vyzkumu naznacuji, Ze povlak konjugatu HA-mastné kyseliny nem¢l
7zadny negativni vliv na skafoldy v tvorbé hydroxyapatitu. Tvorba faze podobné
hydroxyapatitu na povrchu biomaterialii je klicem k podpofe silné fixace s zivymi tkdnémi
in vivo, protoze osteoblasty se piednostné piichyti a proliferuji na této kalcium-fosfatové
vrstvé a zaCinaji vytvaret novou kost. Tyto nové multifunkéni biomaterialy jsou slibné pro
obnovu kosti diky schopnosti tvotit hydroxyapatit a regeneracnimu potencialu zakladniho
skafoldu v kombinaci s dobfe znamymi vlastnostmi kyseliny hyaluronové pfi hojeni ran a

antibakterialnim G¢inkem ptirodnich mastnych kyselin. (23)

Sklokeramické materidly maji celou fadu vyhod a nevyhod pfi jejich pouziti

Vv kostnim tkanovém inzenyrstvi. (24)

Vyhody obnaseji biodegradaci, mechanickou pevnost, struktura, moznost jejich
tvarovani a osteokonduktivitu. Biodegradace znamena, Ze dochazi k postupnému rozkladani
materidlu v téle a k nahrazovani kostni tkdni. Mechanicka pevnost dodava dostateCnou
pevnost pro udrzeni stability v procesu remodelace kostni tkdn€. Porézni struktura je idealni
pro rast bungk, vaskularizaci. Moznost tvarovani materialu je dulezita pti pfizplisobovani
nepravidelnym tvarim kostnich defekt. Osteokonduktivita sklokeramickych materiali

podporuje ptichyceni bunék a tvorbu nové tkang. (24)

Nevyhodami je biodegradace, mechanické vlastnosti, kompatibilita a vyroba. Pii
biodegradaci mize byt jeji nevyhodou rychlost, kdy je biodegradace pfiliS rychld nebo
pomala a dochdzi ke Spatné regeneraci tkan¢. Mechanické vlastnosti materiali ukazuji na
jejich nedostateCnou pevnost a vysokou porovitost, ktera mize snizit stabilitu a naruseni
funkénosti. Kompatibilita mezi tkani a materidlem mulZe ovlivnit regeneraci tkané. Pro
vyrobu nemusi byt jednoduché vyrobit zcela dokonaly skafold, ktery nebude financéné
nakladny, technicky naro¢ny. Na skafoldy v kostnim TI jsou kladeny pozadavky, které se
musi brat v avahu pfi spravném vybéru materidlu pro vyrobu. Témito pozadavky jsou

porozita, biokompatibilita, biodegradace a mechanické vlastnosti. (24)
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Uvolilovani iontl, zejména kiemicitych a vapenatych, ze skolokeramickych skafoldt
pii rozpousténi degradujiciho bioaktivniho skla vede ke zvySenému ristu nové Kosti.
Rizenym uvoliiovanim iontll je zvy$ovana osteogeneze regulujici proliferaci, diferenciaci a
genovou expresi osteoblastl. Pro regeneraci kosti je nezbytné, aby osteoprogenitorové
buiky prosly bunéénym délenim a pfijimaly z prostfedi spravné chemické stimuly, které jim
davaji pokyn ke vstupu do bunécného cyklu. Nékteré studie naznacuji, ze nizké koncentrace
produktii rozpousténi iontdh mohou podporovat angiogenezi, coz je dilezit¢ pro vyvoj
vaskularizace, ktera byva v umélych kostnich implantatech problémem, a tak zlepSovat

regeneraci kosti. (24)

Angiogeneze hraje klicovou roli ve vyvoji skeletu a regeneraci kosti. Kost je hojné
vaskularizovand tkan a angiogeneze je velmi dulezitd pro jeji hojeni. Uméle vytvofené
skafoldy postradaji cévni zasobeni, coz byva hlavnim problémem a muze to zpusobit jejich
nasledné selhani. V nedavnych studiich bylo prokazano, ze bioaktivni sklo stimuluje sekreci
angiogennich a osteogennich faktori a mize tak podporovat hojeni a regeneraci kosti.
Vyvijeni novych skafoldi z bioaktivniho skla s fizenym uvoliiovanim iont z biologicky
odbouratelnych materidli mize prinést dal$i moznosti v oblasti vyzkumu tkanového

inzenyrstvi pti opravach kostnich defekti kritické velikosti. (24)
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ZAVER

Bakalafska prace se zabyvala analyzou 3D biomateriald pro kostni tkanové
inzenyrstvi. Hlavnim cilem bylo otestovat in vitro skafold, ktery by mél slouzit jako nahrada
kosti. Teoreticka Cast se ve své prvni ¢asti zabyvala pfedev§sim kostni tkani, kostnimi
bunikami a remodelaci kostni tkan€. Druha ¢ast popisovala kostni tkanové inZzenyrstvi a
historii kostniho tkanového inzenyrstvi. V praktické ¢asti jsem zkoumala adhezi a proliferaci
bun¢k na biomaterialech ze sklokeramického kompozitu. Zaroven byla testovana

cytotoxicita, ktera hraje dilezitou roli v biokompatibilité materialu.

Z vysledku vyplyva, ze skafoldy vyrobené ze sklokeramického kompozitu s riznym
sloZenim materidlu mely rozdilny vliv na adhezi a proliferaci bun¢k MG-63. Nejlepsi adheze
byla pozorovana u skafoldi T3, ktery obsahoval 14 wt% CaO a P.Os. Proliferace byla
naopak jako nejlepsi namétena u skafoldt T1 a T2, kdy T1 obsahoval 9 wt% CaO a P20s,
T2 obsahuje 11 wt% CaO a P20s. Cytotoxicita na testovanych skafoldech se zvlasté projevila
na skafoldu T3, jiz pti prvotnim setkani bunék s materialem a i po 14 dnech. Podle vysledki
by se dalo fict, ze slozeni skafoldi ovlivnilo jak adhezi, proliferaci tak i cytotoxicitu
materialu, a jako material nejvhodnéjsi pro kostni TI byl z testovanych vzorkti vyhodnocen
skafold T2.

Vsech dil¢ich cili prace bylo dosazeno a domnivam se, Ze vysledky znaSeho

testovani by mohly pomoci k dalsimu vyzkumu skafoldi v kostnim tkafiovém inzenyrstvi.
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