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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo prozkoumat keramicky material vyrobeny pomoci technologie PIM
jako potencidlni material pro tvorbu scaffoldii pro tkanové inzenyrstvi. Teoreticka Cast
prace se zabyva scaffoldy, moznostmi jejich vyroby a materidly, které jsou vhodné pro
jejich vyrobu. Dale jsou zde popsany mozné metody pro modifikaci povrchu scaffoldl
a moznosti jejich kultivace s tkanovymi kulturami v bioreaktorech. Prakticka ¢ast prace je
zaméiena na stanoveni cytokompatibility keramického materidlu, modifikaci jeho povrchu
a proliferaci bun¢k na povrchu materidlu. Série testovani byla zakoncena dynamickou kul-

tivaci keramického scaffoldu v bioreaktoru.
Kli¢ova slova:

Biomaterial, scaffold, PIM technologie, keramika, modifikace povrchu, dynamicka kulti-

vace, bioreaktor, tkanové inzenyrstvi

ABSTRACT

Main goal of this thesis is to determine wheather the ceramic material manufactured using
PIM technology is suitable as a scaffold for tissue engineering. Theoretical part is dealing
with materials and procedures for preparation of the scaffolds. This is followed by descrip-
tion of different surface modifications and options for cultivation of tissue cultures on the
scaffolds in bioreactors. The experimental part is focused on determination of cytocompa-
bility, surface modification and investigation of cell proliferation on surface of the mate-

rial. Tests were finished by dynamic cultivation of ceramic scaffold in bioreactor.
Keywords:

Biomaterials, scaffold, PIM technology, ceramic, surface modification, dynamic systems

for cultivation, bioreactors, tissue engineering
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UvVOD

Z diavodu rozvoje v oblasti mediciny se stale vyviji nové a lepsi materialy pro tvorbu na-
hrad, implantati nebo scaffoldi pro tkanové inzenyrstvi. Obor tkanového inzenyrstvi je
zaméteny na vyvoj biologickych nédhrad, jejichz cilem je obnovit, udrzet nebo zlepsit funk-
ci tkané [1]. Tato prace se zabyva scaffoldy, coz jsou umel¢é implantacni konstrukce, které
podporuji a fidi rast bunek zadouci tkané [2]. Podpofeni ristu tkané, je mozné vybranim
vhodného materialu pro tvorbu scaffoldu, proto je materidl vybiran s ohledem na misto
aplikace v hostitelské tkani. S rostoucim spektrem pouzitelnych materidli pro tvorbu
scaffoldu, se rozsifuje i oblast moznych metod pro jejich vyrobu. Riznymi technikami lze
ziskat scaffoldy s jedinecnymi fyzikalnimi, chemickymi, mechanickymi a biologickymi
vlastnostmi. Jednou z moZnosti piipravy scaffoldl je technologie Powder Incjecton Mol-
ding. Tato technologie by mohla byt pfinosna v ramci personalizované mediciny, protoze
umoznuje vyrabét produkty s vysokou preciznosti. Je mozné ziskat implantaty v riznych
tvarech s definovanou velikosti porti 1 celkovou porozitou. VSechny tyto faktory, mohou
mit vliv na pfijeti implantatu. Protoze se vétSina biologickych reakci odehrava na rozhrani
mezi biologickym systémem a povrchem implantatu, jsou velmi dilezité povrchové vlast-
nosti implantatu. Jsou to jedny z hlavnich faktorti pro aplikovatelnost scaffoldi v realném
systému. Aby byla zvySena Sance na pfijeti implantatu je mozné jeho povrch modifikovat.
Ugelem povrchovych tiprav je modifikovat povrch materidlu s cilem ziskani pozadovanych

vlastnosti.

V ramci praktické Casti prace je nejdiive popsana cytokompatibilita keramického materidlu
vyrobeného pomoci technologie PIM. Stanoveni cytokompatibility zavisi na cytotoxicité
materiald, dale na adhezi buné€k k materialu a téZ na bunécéné proliferaci. Pro zvySeni adhe-
ze a proliferace bunék je vhodné povrchy materiali modifikovat. Série testovani je zakon-

¢ena kultivaci za dynamickych podminek v bioreaktoru.
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I. TEORETICKA CAST
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1 SCAFFOLDY PRO TKANOVE INZENYRSTVi

Tkanové inZzenyrstvi je obor zaméteny na vyvoj biologickych nahrad, které obnovuji, udr-

zuji nebo zlepsuji funkci nékteré tkané [1].

Scaffold je uméla implantacni konstrukce pro regeneraci tkani in vivo [2]. Tedy jsou to
struktury, které podporuji a tidi rist bunék zadouci tkdné v kultivaénim médiu [3]. Hlavni
funkci scaffoldu je poskytnout do¢asnou podporu pro tkénovou strukturu [4]. Pro podpoie-
ni tkadnové a organové struktury a pro regulaci zakladnich bunécnych funkci (bunécna pro-
liferace, rast) je vhodné, aby scaffold co nejlépe napodobil ptirodni extracelularni matrix
(natural extracellular matrix). Pod pojmem extracelularni matrix (ECM) si lze ptedstavit
slozity komplex mnoha proteint a polysacharidu, které vzajemné vytvaii sit’ v tkanich [5].
Tato komplexni sit’ se skladd z proteinti vldknité struktury s vysokou molekulovou hmot-
nosti, jako je napiiklad kolagen, laminin a fibronektin. Polysacharidova slozka je sekreto-
vana a organizovana samotnymi buiikami. Jeji pfesné slozeni se pro jednotlivé tkané lisi
[6]. Molekuly, ze kterych se ECM sklada, pfedev§im proteiny, poskytuji mechanickou
pevnost, kterd je potebnd pro spravnou funkei tkani a také slouzi jako prostfedek pro vy-
ménu informaci mezi sousednimi bunikami a mezi bunikami a samotou ECM [7]. Hlavni
funkci ECM je poskytnout buitkam strukturni podporu, ale mize slouzit také jako fyzikalni
bariéra nebo jako selektivni filtr pro nékteré rozpustné molekuly. ECM funguje jako struk-
tura pro udrZeni tk&ni a organd, ale reguluje také mnoho aspekt chovéani buné¢k a to véetné

proliferace bun¢k a ristu, preziti a zmény tvaru bunék, migrace a diferenciace [5].

Stem cell Q
Self-

renawal

Progenitor
cell

phypowia and metaboligy,
R ——

! X Differentiation

OO

Obr. 1 Niche kmenovych bunék (Stem cell niche), ptevzato z [8]
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Volba vhodného materidlu pro implantat se fidi pfedevSim podminkami, které musi
scaffoldy splilovat pro bezpeéné pouziti implantdtu. Musi byt biokompatibilni
a v zavislosti na pouziti nékdy i1 biodegradabilni, tedy nemaji vyvolat zadnou zanétlivou,
cytotoxickou ani imunologickou odpoveéd’ [4]. Velky vyznam pro nasledujici interakci bu-
nék, jako je proliferace, diferenciace, migrace a dalsi, ma interakce mezi povrchem bioma-
terialu a bunikami. Dilezitymi faktory je také topografie, 3D geometrie, mechanické

a fyzikalni vlastnosti a chemické slozeni [9].
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Obr. 2 Tlustrace funkce a prace se scaffoldem, upraveno z [3]

1.1 Pozadavky na scaffoldy

1.1.1 Biokompatibilita

Idealni material pro opravu tkanového poSkozeni a pro jeho regeneraci musi byt biokompa-
tibilni [4]. Zpocatku se koncept biokompatibility primarn€ odvolaval na poZadavky dlou-
hodobych implantacnich materidlii, a proto se jednalo o materialy, které vykazovaly
minimalni reaktivnost s biologickymi systémy. Nésledné se definice rozsitila o pozadavek
bioaktivity [9]. Obecné je tedy dileZzité, aby byl materidl netoxicky a neimunogenni. To
znamena, Ze nesmi vyvolat Zadnou nezadouci reakcei (zanétlivost, cytotoxicita, karcinoge-
nita, mutagenita, ...) [10] S dalSim vyvojem definice biomaterialu a jeho klinického vyu-
ziti doSlo k novému porozumeéni, ze by biomaterial mél fungovat s odpovidajici reakei
hostitele a pfitom nevyvoldvat Zadné nezadouci lokalni nebo systémové Uc€inky v ramci

hostitele [9; 11].

Takze biokompatibilitu 1ze chapat jako schopnost materialu vyvolat vhodnou biologickou
odpovéd’ pro danou aplikaci v téle [12]. Jednd se o kompatibilitu s Zivou tkani, nebo
s Zivym systémem s tim, Ze materidl neni toxicky, Skodlivy, nebo fyziologicky reaktivni
a neni pfi¢inou imunologického odmitnuti. Buitky musi byt schopné adherovat k danému
materidlu, migrovat na povrch a postupné scaffoldem proristat a proliferovat, ve special-

nich ptipadech i diferenciovat [13].
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1.1.2 Biodegradabilita

Idedlem tkanového inzenyrstvi je, aby implantovany konstrukéni material byl v prabéhu
Casu nahrazen buiikami [13]. Nékteré scaffoldy nejsou urceny jako trvalé implantaty a pro-
to je biologicka rozlozitelnost dal§im dilezitym kritériem pro volbu materialu, ze kterého
bude scaffold vytvotren [14]. Kontroluji se parametry jako je molekulova hmotnost, doba

a rychlost biodegradace [10].

V piipadé, kdy se implantovany material vklada do téla za ucelem docasné podpory (Sici
material, nékteré scaffoldy pro buiiky, které regeneruji tkan ...), se vyzaduje, aby byl mate-
ridl rozlozitelny. Ocekava se jeho degradace v uréeném case a vSechny jeho produkty zis-

kané degradaci musi byt netoxické [15].

1.2 Morfologicka struktura scaffoldi

Porézni materidly by se daly klasifikovat do nékolika skupin z hlediska struktury pori.
Struktura poru je jednim ze zasadnich faktort pti vyvoji scaffoldu pro tkdnové inzenyrstvi.
Pory scaffoldi mohou byt propojené, tedy oteviené pory. Nebo mohou byt péry uzaviené,
to znamend nepropojené. Dalsi moznosti je kombinace téchto dvou variant [16]. Volba
struktury port zavisi predevsim na ucelu pouziti. Scaffoldy by mély mit vzajemné propo-
jenou strukturu pord a celkové vysokou porovitost, aby byla zajisténa bunécna penetrace
a dostatecn¢ velka difuze zivin do bun€k uvniti scaffoldu. Velice dulezité je, aby struktura
konstrukéniho materidlu umoZilovala také difuzi odpadnich a degradacnich latek
ze scaffoldu, které jsou schopné opustit télo bez zdsahu do okolnich tkani a jinych organt
[13]. Velikost pord neni neomezena, existuji hranice minimalni i maximalni velikosti pora
[17]. Ta je rozdilna v zavislosti na aplikaci scaffoldu, ale i na jeho materidlu. Maximalni
hranice porli zavisi na materialu, a tedy na jeho optiméalnich mechanickych vlastnostech
pro danou aplikaci. Studie poréznich implantatd pro kostni aplikace ukazuje, ze minimalni
velikost port pro vyznamny rust kosti je 75-100 um, pfi¢emz optimdlni rozsah je
v rozmezi 100-135 pum [18]. Primérna velikost pord scaffoldu uréeného pro regeneraci
chrupavky je vrozmezi 100-500 pm [19]. Vzdy se voli kompromis mezi pdrovitosti
a mechanickymi vlastnostmi, tedy vysoka porovitost (naptiklad 90 %) poskytuje pro pro-
rustani bun¢k dovnitt materialu velky objem pori, a umoznuje tak tvorbu velkého mnoz-
stvi extracelularni matrix (ECM), ale zaroven snizuje mechanické vlastnosti [16].V piipade
pfili§ malych pori je omezend migrace bun¢k a dochéazi k vytvoteni ,,kapsle® na okrajich

scaffoldu. To zptsobi snizenou difuzi zivin a odpadnich produktd a to vede ke vzniku ne-
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krotickych oblasti ve scaffoldu. Pokud jsou pory pfili§ velké, snizuje se povrchova plocha,
a tak 1 adheze bunck [17]. Makro-péry ovliviiyji tkanovou funkei, naptiklad pory, které
dosahuji rozméra vétsich, nez 300 um, jsou pouzivany pro rust kosti. Mikro-pory mensi
nez 50 um maji vliv na bunécnou funkci. Primérna velikost bunky se pohybuje v rozmezi
od 10 — 100 pm v zavislosti na jejich fyziologickém stavu, diferenciaci atd. Nano-
porovitost urcuje architekturu pértt v nano-métitku (1-1000 nm) [16]. Mechanické vlast-
nosti poréznich scaffoldi zavisi na praméru pori a celkové porovitosti. Kdy veétsi pory
a celkova propojenost port koreluje s nizs§i mechanickou pevnosti v disledku vyssiho ob-

jemu prazdného prostoru [20].

1.3 Adheze bunék

Bunécné interakce s ECM a se sousednimi bunikami diisledné ovlivituje fadu signalnich
drah ovliviujicich preziti a diferenciace [21]. Aby scaffold uspeésné zlepsil tkanovou rege-
neraci, musi byt buiikky schopny pouzit jejich povrchové transmembranové adhezivni re-
ceptory k vytvofeni spoje. Bunééna adheze (adhezivni interakce) mize predstavovat adhezi
bunck k povrchu, ale i bunék mezi sebou. Uskuteciiuje se prostiednictvim adhezivnich
proteint buniky. Tyto adhezivni proteiny jsou téz znamy jako adheriny. Jedna se o skupinu
proteinll tvofenou predev§im imunoglobuliny, integriny, selektiny a kadheriny (integrin,
selectin a cadheriny families) [22]. Adhezivni molekuly zajist'uji spojeni buniky k povrchu,

ale 1 propojeni mezi cytoskeletem a ECM (tento druh adheze zajist'uji integriny) [23].

Jednou z nejbéznéjSich rodin adhezivnich proteint jsou integriny. Sklddaji se ze dvou pod-
jednotek, které jsou vazany nekovalenti vazbou. Podjednotky byvaji oznacovany jako a a B
a dokazi vytvofit pifiblizné 24 rtznych integrinovych heterodimerii [24]. V zavislosti na
kombinaci podjednotek mizou integriny zajiStovat spojeni ICAM (intercellular adhesion
molecule), VCAM-1 (vascular cell-adhesion molecule-1) [23], tedy navazat se na recepto-
ry na jinych bunkéch. Vétsina integrinti se dokdze vazat na komponenty ECM jako je ko-
lagen, fibronectin, laminin, fibrinogen, krevni proteiny a dal§i [25]. Transmembranovy
protein integrin je tvofen nékolika podjednotkami. Sklada se z globularni hlavy, kde
se vyskytuje vazebné misto pro ligand, stopky (stalk) a z kratkého cytoplazmatického regi-
onu, ktery je tvofen piiblizné¢ 40 — 60 aminokyselinami. Integriny se mohou vyskytovat ve
trech stavech. S nizkou afinitou (neaktivni), s vysokou afinitou a s vdzanym ligandem (ak-
tivni). Jednotlivé stavy jsou urovany konformacnimi zménami v oblasti hlavy proteinu

[23].
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Obr. 3 Prechod z neaktivniho integrinu na aktivni formu vyzaduje odd¢leni integrinovych
,hohou“. Vazba Talinu na podjednotku B-integrinu podporuje konformaci otevieného (ak-
tivniho) integrinu s vysokou afinitou pro extraceluldrni ligandy. Kdezto vazba SHARPIN

na podjednotku a-integrinu udrzuje integrin v neaktivnim stavu, upraveno z [26]

Skupina kadherinti (cadherins) pfedstavuje opéct transmembranové proteiny. K jejich nava-
zani pottebuji Ca®" [27]. Zprostiedkuji homeotypickou adhezi buiika-buiika, kde vystupuji
jako ligand i receptor. Jsou charakteristické tim, ze ve své struktuie obsahuji alespon dvé
po sobé¢ jdouci extracelularni domény typické pro kadheriny, znamé jako kadherinové re-
petice. Obsahuji i 110 aminokyselin se zachovanym vazebnym mistem pro vapnik. Nekteré
kadheriny maji az 34 kadherinovych repetic, ale u vétSiny se vyskytuje pouze Ctyii az pét
repetic [23]. Lokalizuji se na specifickych mistech v plazmatické membrané a interaguji

s podobnymi kadheriny na sousednich butikach [27]

Buniky v in vitro podminkach rozpoznaji cizi povrch a jsou schopny se pfipevnit pomoci
vrstvy adsorbovanych proteinti. Molekuly fibronektinu, kolagenu, lamininu a vitronektinu,
které se vyskytuji v kultivacnim médiu doplnéném o sérum, se spontanné¢ formuji do ten-
kého filmu na povrchu kultiva¢ni nadoby nebo na povrchu biomaterialu [28]. Stejny pro-
ces adsorpce nastava i v ptipadé implantace biomateridlu do téla. Jakmile jsou biomaterialy
obklopeny biologickym prostiedim, dochazi k povrchovému navazani proteinli pfirozené
se vyskytujicich v tomto prosttedi [24]. Receptory na povrchu bun€k jsou schopny rozpo-
znat specifické aminokyselinové sekvence, které jsou pfitomny na ECM molekulédch
a dokdZou se na tyto aktivni mista navazat. Stupenn adheze je ovlivnén homogenitou
a mnoZzstvim adsorbovanych proteini spolecné s mnoZstvim téchto aktivnich vazebnych

mist a jejich dostupnosti. Na adsorbovanou vrstvu proteinli maji vliv ptedevsim povrchové
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vlastnosti implantovaného materialu, tedy chemické a fyzikalni vlastnosti povrchu materia-
lu [28]. Determinujici faktor v urovni adheze bunck k povrchu je drsnost, hydrofilita
a chemie povrchu (funkcni skupiny). Adsorpce proteint je rychlejsi nez migrace bunék na
cizi povrch, proto se predpoklada, ze pocatecni adsorbovand proteinova vrstva je rozhodu-

jicim faktorem rychlosti bunééné adheze [22].

1.4 Technologie vyroby schaffoldii

Aby byl scaffold klinicky a komercné akceptovatelny, mél by byt samoziejmé také nakla-
dové vyhodny [13]. Zvoleni techniky pro vyrobu syntetickych polymernich konstrukci
zavisi nejen na vlastnostech polymeru, ale i na jeho zamyslené aplikaci. Zpracovani poly-
mertt do pozadovaného tvaru 3D matrice se mlze provadét hned nckolika zplisoby [29].
Existuje fada vyrobnich technik pro scaffoldy, kdy kazda technika ma své vyhody a ome-
zeni. Riznymi technikami se ziskaji scaffoldy s jedineCnymi fyzikalnimi, chemickymi,
mechanickymi a biologickymi vlastnostmi [30]. V nésledujici kapitole budou popsany né-

které z moznych metod ptipravy scaffoldi.

1.4.1 Odlévani

Jednou z moZnosti vyroby, ktera se vyuziva naptiklad pii vyrobé chitosanovych scaffolda,
je odlévani. Pti tomto zpiisobu vyroby se nejprve rozpusti polymer v organickém rozpous-
tédle. Do takto pfipraveného roztoku se pfimichaji ¢astice se specifickymi rozméry [31].
Tyto &astice se nazyvaji porogeny a jejich velikost ovliviiuje vyslednou velikost porti. Cas-
to se pouzivaji porogeny jako je naptiklad sul, gluk6za nebo zelatina, a to predevsim kvuli
jejich biokompatibilité a snadnému odstranéni, protoze se jedna o Castice ve vodé rozpust-
né [30]. Vzhledem k riznym hustotdm porogent a polymernich roztoku je obtizné dosah-
nout rovnomérné distribuce ¢astic v celém objemu scaffoldu [32]. Pro zlepSeni poréznosti
a distribuce port lze vyuzit pro dispergaci porogenit ultrazvukovou disperzi nebo centrifu-
gaci roztoku polymeru [33]. Roztok s porogenem se nalije do formy, ktera bude urcovat
tvar scaffoldu a umozni odpareni rozpoustédla. Poté nasleduje ponofeni kompozitniho ma-
teridlu do rozpoustédla, které rozpusti ¢astice, takto vznikne porézni struktura konstrukéni-
ho materialu. Tato technologie je pomérné jednoducha, avsak nelze u ni kontrolovat propo-

jenost port, navic takto ziskané scaffoldy maji pomérné nizké mechanické vlastnosti [31].
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Obr. 4 Pritez polymernim (PLGA) scaffoldem ziskanym pomoci technologie odlévani

s vyuzitim procesu solné fuze, pievzato z [32]

Obr. 5 SEM fotografie polyurethanového scaffoldu pripraveného odlévanim rozpoustédla

s vyluhovanim ¢astic s distribuci porogenu pomoci centrifugace, prevzato z [33]

1.4.2 Gas-foaming

Abychom se vyhnuli pouzivani toxickych organickych rozpoustédel a pevnych ¢astic, lze
pouzit procesu plynového zpénovani (gas-foaming). Dillezité u této techniky je dobré na-
syceni plynu (napf. oxidu uhli¢itého) v polymeru za pomoci ptetlaku. Po snizeni tlaku na
atmosfericky tlak dochézi ke vzniku plynovych bublin CO>, které polymer zpéni [31]. Pti
této metod¢ funguje jako porogen plyn, ktery po zaclenéni nevyzaduje dalSi odstranéni
[30]. Velikost poru lze usmérnit reakéni dobou, teplotou a typem biopolymeru [31]. Pfi-
kladem, kdy bylo pouZito této technologie, mtizou byt pevné disky PLGA (kopolymer ky-
seliny mlécné a glykolové), ptipraveny bud’ lisovanim, nebo odlévanim s rozpoustédlem,
které byly vystaveny vysokému tlaku CO> (5,5 MPa pfi teploté 25 °C), tim byl polymer
plynem nasycen. Po vytvofeni termodynamické nestability byl sniZen tlak plynu na troven

tlaku okolniho prostiedi, to zptisobilo nukleaci a expanzi plynovych bublin CO>
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v polymeru. Timto postupem byla ziskdna matrice PLGA s poréznosti dosahujici az 93%

[29].

V Clanku Salerno et al. (2009) byla popséna vyroba scaffoldu pomoci kombinace plynové-
ho zpénovani a vyluhovanim porogenu. Byla pouzita kombinace poly (e-kaprolactonu)
(PCL) a termoplastické zelatiny (TG) jako poromeru, kterd byla z napénéné smesi odstra-
néna selektivni polymerni extrakci. Jako nadouvadlo pfi procesu pénéni plynem byla
pouzita smeés No/CO,. Zména polymerni kompozice anebo procesnich parametrii péniciho
plynu muze ovliviiovat tvorbu pori. Napiiklad je-li pouzita ptili§ vysoka péniva teplota,

PCL nebude krystalizovat a bude dochazet k hrouceni scaffoldu [34].

Obr. 6 SEM fotografie PCL/TG napénéné smési, (a) pted odstranénim TG, (c,e) po odstra-

néni TG, upraveno z [34]

1.4.3 Termalné indukovana fazova separace

Dalsi moznosti ptipravy porézniho scaffoldu je fazova separace, ktera se mize uskutecnit
prostiednictvim chemickych zmén nebo zmén tepelnych jako termalné indukovana fazova
separace (thermally induced phase separation) [35]. Pfi této metod¢ se dosahuje fazové
separace homogenniho polymerniho roztoku podchlazenim polymerniho rozpoustédla. To
vede k tuhnuti kapalnych ¢asti, tedy ke vzniku krystalii rozpoustédla a k vzniku oblasti
s vysokym a nizkym obsahem polymeru. Krystaly rozpoustédla jsou odstranény vakuovou
sublimaci. Vyslednou porovitost 1ze ovlivnit volbou polymeru a jeho koncentraci [31]. Na
vysledné velikosti a struktufe portt ma vliv i zména podminek mrznuti, kterd mize zménit
strukturu ledového krystalu [36]. Na zacatku je polymer rozpustén v rozpoustédle, tim mii-
ze byt fenol, naftalen a jiné. DalSim krokem miize byt pfidani bioaktivni latky do polymeru
a rozpoustédla za vzniku disperze. Oddéleni faze kapalina-kapalina je vyvolano sniZenim
teploty roztoku. Vysledny scaffold s bioaktivnimi molekulami je ziskan sublimaci ztuhlého

rozpoustédla. Z vySe zminénych ptikladi rozpoustédel mé fenol nizsi teplotu tani, a mize
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se proto jevit vhodné&jsi. Je vSak polarnéjsi nez naftalen, a tak moznou nevyhodou je, ze
muze interagovat s bilkovinami, a oslabit tak vodikovou vazbu ve struktute bilkoviny. To
muze vést ke ztraté aktivity proteinu. Na druhou stranu lze fenol pouzit pro zachyceni
malych molekul 1€kt a kratkych peptida [29]. U scaffoldu vyrobeného touto metodou je
obtizné ovladani velikosti port a téz reprodukovatelnost scaffoldl je sporna kvili ndhod-

nosti pii tvorbé a sublimaci krystala ledu [30].

1.4.4 3D tisk

Technologie rapid prototyping vyuziva pro tvorbu komplexnich 3D struktur, scaffoldu,
CAD (computer-adided design) modely. V tomto modelu mohou byt definovany charakte-
ristiky jako je porozita, propojenost por, jejich velikost a distribuce. 3D tisk je jednim

typem technologie, které se fadi pod rapid prototyping [30].

Bioprinting je technologie, ktera je nckde mezi bunécnou biologii, materidlovou védou
a inzenyrstvim. Tato technologie umoziuje vytisténi scaffoldii z riiznych biomaterial spo-
lu s zivymi buitkami do idedlniho komplexniho uspofadani pro zhotoveni tkéni. Bioprin-

tingem lze ziskat scaffoldy riznych tvart, velikosti a rozliSeni [37].

Schopnost vytisknout komponenty extracelularni matrice ve tiech rozmérech umoziuje
sestaveni jednoduchych biologickych tkdni. Vytisknout funk¢ni pevné organy je narocné.
Proto se pro scaffoldy tvrdych tkani vyrabi pouze prekurzor pro chtény orgéan, ktery je
pouzit jako nosnd matrice pro naslednou organogenezi in vivo. Studie 3D Bioprinting of
Developmentally Inspired Templates for Whole Bone Organ Engineering se zabyvala vy-
vojem chrupavky. Tato chrupavka se skladala z kmenovych bun¢k v nosném gama ozaro-
vaném alginatovém bioinkoustu obsahujicim adhezni peptidy Arg-Gly-Asp. Tato Sablona

chrupavky byla dale zesilena siti tiSténych polykaprolaktonovych vlaken [38].

1.4.5 Metoda replikace polymerni houby (polymer sponge replication method)

Pti této metod€ je namacena polymerni houba (vétSinou z polyurethanu) do keramické su-
spenze, kde je ponechana po dobu 48 hodin, aby doslo k usazeni suspenze. Takto pfiprave-
ny polotovar se vysusi a poté sintruje vysokou teplotou (az 1300 °C). Pfi tomto procesu
dojde k vypaleni polymerni houby a ziistane pouze replikovand keramicka ¢ast. Vysledkem

je scaffold s propojenymi pory [39].
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14.6 PIM

Praskové vstikovani (PIM — Powder Injection Molding) je vyrobni proces, ktery je téméf
shodny s vstiikovanim termoplasti. Technologie se obvykle pouziva pro komplexni, vyso-
ce kvalitni Iékaiské a zubni komponenty [40]. Pfed procesem je kovovy (MIM) nebo
keramicky (CIM) prasek smichan s polymernim pojivem [41]. Takto pfipravend smeés je
vstiiknuta za vysokého tlaku pomoci vsttikovaci jednotky do formy [42]. Vysledkem toho-
to kroku je tzv. zelené téleso, které je nezbytné dale upravit. Po ochlazeni je vyrobek, zele-
ny produkt, vyjmut z formy a prenesen do pece k vypaleni polymeru. Dojde k odstranéni
pojiva z keramického materidlu, to se provadi v pecich pii teploté zhruba 450 °C a vysled-
kem je vyrobek, nazyvany hnédy produkt, s minimalnim objemem polymerniho pojiva.
Poslednim krokem je vysokoteplotni slinovani v pecich pfi teplotach (do 2000 °C), odpo-
vidajicich pouzitému druhu praSku [43]. Ve studii S. N. Abd Aziz et al. (2015) byla uvede-
na CIM technologie (Ceramic Injection Molding), kdy byl pouzit keramicky prasek hydro-
xyapatitu s pojivem z palmového stearinu polyethylenu, a byl tak ziskan porézni scaffold
s piijatelnymi mechanickymi vlastnostmi. V tomto ¢lanku byly zkouméany mechanické
vlastnosti scaffoldii pfi riznych teplotach slinovani. Byl méfen Youngiiv modul a tvrdost
[44]. Dalsim piikladem studie, kdy bylo vyuzito technologie PIM, je ¢lanek od M. R. Raza
et al. (2015), ve kterém byla popsana ptiprava porézniho kompozitu z titanu v kombinaci
s hydroxyapatitem (Ti/HAp). Do smési Ti/HAp byly pfidany ¢astice NaCl, které udrzuji
misto pro budouci pory (space holder). Jako pojivovy systém bylo pouZito polymerni poji-
vo na bazi polyethylenglykolu (PEG), které bylo ze zeleného télesa odstranéno ve dvou
krocich. Prvnim krokem bylo extrahovani PEG vodou. Druhym krokem bylo odstranéni
zbytkového PEG pojiva, proto byla télesa zahtata na 500 °C v argonové atmosféte. Poté
byla télesa sintrovana. V této studii byly optimalizovany parametry extrakce PEG 1 slino-
vani. Ziskané porézni struktury by bylo mozné vyuzit naptiklad v biomedicinskych aplika-
cich, ale bylo by potieba provést stanoveni biokompatibility a provedeni testd in vitro

a in vivo [45].
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Obr. 7 FEMSEM fotografie kompozitu Ti/HAp sintrovaného pii 1300 °C po dobu 5 h,

upraveno z [45]
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2 BIOMATERIALY

Jako biomaterial oznacujeme veskeré materidly, které se pouzivaji v mediciné a dochézi
u nich ke kontaktu s biologickym systémem. I kdyz jsou biomaterialy pouzivany ptede-
v§im pro 1ékatské aplikace, vyuzivaji se také pro rist bunéénych kultur v klinickych labo-
ratofich [15]. Biomaterialy se obvykle déli do tii kategorii, kovy, keramika a polymery
[46].

Pojem biomaterial je Siroky, proto budou v nésledujici kapitole rozebrany materialy, které
se pouzivaji predevs§im pro tvorbu scaffoldd. Volba materialu zalezi v prvni fad¢ na aplika-
ci scaffoldu. Jednou z nejvice vyuzivanych skupin pro tvorbu scaffoldd jsou polymery. Za
prvé, protoze se snadno zpracovavaji do pozadovaného tvaru s vhodnou morfologii pora.
Za druhé, polymery maji dobré mechanické vlastnosti, tedy lze mit polymer s vysokou
houzevnatosti, dobrymi tahovymi vlastnostmi atd. Dals$i vyhodou je moznost ménit mole-
kulovou hmotnost zménou délky fetézce polymeru [47]. Polymerni materidly maji fadu
jedineénych vlastnosti, diky kterym jsou uzite¢né pro pouziti v Siroké Skale medicinalnich
aplikaci. Polymery se vyuzivaji naptiklad v ortopedii, zubnim lékatstvi, jako ndhrada mek-

kych i tvrdych tkani [15].

pro scaffoldy
I

‘ Biomaterialy

: i
Pfirodni Synteticks
biomaterialy biomatenialy
- | Pal E idovy Pal e | K icke
L olysacharidovy olymerni eramicke
F'rcntemivy puvod pﬂ\ind biomaterialy
¥
Hedvabi Hyaluronan Palyethylenglykol (PEG) Alumina (oxid hlinity)
Kolagen Alginat N
Fibrin Agardsa Polyglykolid (PGA) Zirconia
Zelatina Chitosan L .
Rasy Kopolymer kyseliny a nebo p tricalcium fosfat
milééné a glykolové (o TCP nebo B TCF)
(PLGA)
Tetracalcium fosfat
Poly-D.L-aktid (PDLLA)
Calcium fosfat
Puoly-e-kaprolakton (PCL)
Hydroxyapatit
Bioaktivni sklo

Obr. 8 Biomaterialy pouzivané pro tvorbu scaffolda, upraveno z [39]
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2.1 Prirodni biomaterialy (prirodni polymery)

Pod piirodni biomateridly spadaji materialy, které jsou naptiklad proteinového nebo tieba
polysacharidového piivodu. Jedna se tedy o pfirodni polymery, které vyuzivaji vyhody
lep$i bunécné biokompatibility nez maji naptiklad polymery syntetické. Pfirodni biopoly-
mer, jako je kolagen, fibrinogen nebo hyaluronan, mize poskytnout biochemické podnéty
pro podporu bunécné adheze nebo diferenciace. Hlavni nevyhodou ptirodnich biopolymert
izolovanych z ptirodnich zdroji je jejich hife definovatelné slozeni a také nachylnost
k biologické kontaminaci. Tim, Ze jejich slozeni mize byt proménlivé, se problematickym
stava také jejich reprodukovatelnost [46]. Pfirodni polymery jsou Casto obtizné zpracova-
telné, napt. z divodu nehomogenity materidlu z riiznych zdroji, a jsou s nimi také spojena
rizika pfenosu patogeni [16]. Dalsi potencidlni nevyhodou jsou omezené moznosti pro
manipulaci s jejich fyzikalné-chemickymi vlastnostmi. Pfirodni biopolymery jsou biolo-
gicky rozlozitelné a jejich biodegradace se uskutecnuje prosttednictvim enzymu [46]. Riz-
né prirodni biopolymery, jako je napiiklad chitosan, kolagen nebo zelatina, byly studovany

jako vhodné materialy pro tvorbu chrupavkovych scaffolda [30].

2.1.1 Biomaterialy proteinového piivodu

V ptirod¢ se vyskytuje mnozstvi riznych proteintl, ale vSechny se skladaji z dvaceti ami-
nokyselin. Proteiny vznikaji polykondenza¢ni reakci aminokyselin za vzniku peptidové
vazby. Sterické struktura proteinu a jeho funkce zavisi naptiklad na potadi aminokyselin.
U proteind se rozliSuje primarni, sekundarni, terciarni a kvarterni struktura. Primarni struk-
tura je vyjadiena sekvenci aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Sekundarni strukturu
oznacuje lokalni prostorové uspotadani atoml hlavniho fetézce polypeptidu [16]. RozliSu-
jeme ji na a-helix a B-skladany list. Tercidrni struktura je spojena s trojrozmérnou struktu-
rou celého peptidu. Hydrofobni ¢asti fetézce maji tendenci se sbalit do sttedu molekuly
a tvoti tim celkovy tvar proteinu. Je ji dosazeno riiznymi intermolekularnimi interakcemi,
jako je vodikovy mustek nebo disulfidovy mustek. Molekuly proteinu se mohou dale aso-
ciovat a vytvaret tak vetSi sestavy, které se oznacuji jako kvarterni struktury [48]. To
v ptipad¢€, Ze jsou proteiny tvoieny vice nez jednou podjednotkou, tedy vice nez jednim
polypeptidovym fetézcem [16].

Proteiny maji bud’ linearni, nebo globularni konformaci. Linerani proteiny se nachazeji
napiiklad v pojivové tkani zvitat. Polypeptidové fetézce jsou uspoiadany paralelné, a tvofi

tak dlouha vlakna. Vlaknité proteiny maji vysokou mechanickou pevnost a jsou nerozpust-
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né ve vodném prostiedi. Mezi takovéto proteiny se fadi kolagen a keratin. Globularni pro-
teiny tvoifi kompaktni konformace. Tyto proteiny se ve vodném prostiedi rozpoustéji

a Ucastni se transportnich procest uvnit bunky [48].

Z ptirodnich polymert, které jsou proteinového ptivodu, se pro tvorbu scaffoldi vyuziva

napiiklad kolagenu, fibrinu, a hedvabi.

2.1.1.1 Kolagen

O vyuziti kolagenu v biomediciné a tkanovém inzenyrstvi existuje fada studii. Je jednim
z materidll, ktery se pouziva pro tvorbu scaffold pro mékké tkang, zejména protoze se ve
velkém mnozstvi vyskytuje v ECM pojivovych tkéani. Je bioaktivni a mé vlastnosti podpo-
rujici bunécnou adhezi [46]. Nevyhodou kolagenu a vSech proteinti ziskavanych ze zvifat
je jejich potencialni imunogenita. Kolagen se skldda z péti tropokolagenovych molekul.
Tropokolagen je sloZen z trojité pravotoCivé Sroubovice, kterd je tvofena tiemi polypepti-
dovymi fetézci, které jsou vzajemné stabilizovany vodikovymi mustky [16]. Ptirodni
polymery, které se skladaji z kolagenu a kolagen-glykosaminoglykanti, maji vyhodu, ze
kolagen, ktery matrice obsahuje, mize byt rozpoznan bunéénymi enzymy a muize byt de-
gradovan a remodelovan, aby poskytoval prostor pro rostouci tkan. Scaffoldy, které jsou
takto tvofené, mohou stimulovat novou produkci kolagenu transplantovanymi bunkami
[49]. JelikoZ kost obsahuje kolagen typu 1. a chrupavka kolagen typu II., je kolagen pro
tvorbu scaffoldii vhodny [9]. Nezesitované matrice tvofené kolagenem mohou ¢asem ztra-
cet tvar a maji sklon k rychlejsi degradaci (ta je zplisobena kontaktem s télnimi kapalinami,
pfipadné s bunéénym médiem), proto se kolagenni matrice sit'uji pomoci dialdehydii nebo

karbodiimidu. Sitovani vede ke zlepSeni mechanickych vlastnosti [49].

2.1.1.2 Hedvabi

Dal8im z pfirodnich polymert, ktery se mlize pouZzivat pro regenerativni medicinu, je hed-
vabi. Jedna se o vldkno, které je produkovano nékterymi druhy hmyzu, pfedev§im larvami
motylt fadu Lepidoptera, naptiklad bourcem morusovym (Bombyx mori) nebo riznymi
druhy pavoukovcti. Sklada se hlavné z bilkovin a mensiho mnozstvi polysacharidii a lipida
[50]. Strukturné je hedvabi produkované hmyzem tvofeno dvéma hlavnimi druhy proteint,
sekretinem a fibroinem [31]. Fibroin tvoii vlaknitou ¢ast hedvabného vldkna. Tyto vldkna
fibroinu jsou obklopena povlakem ze sekretinu a jsou diky jeho adhezivni povaze drzena

pohromadég. Sekretin je ve vodé rozpustny protein, ktery tvoii pfiblizné 25 % hmotnosti
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[50]. Pro biomedicinské aplikace se pouziva pievdzné¢ hedvabny fibroin ziskany od
B. mori. Hedvabi je stale cCastéji vyuzivano ve formé vlaken, netkané textilie, filmu,
scaffoldti a gelt [31]. Pouziva se jako chirurgické Siti nebo také jako biokompatibilni
membrany propustné pro kyslik [29]. V tkanovém inzenyrstvi ho lze vyuzit naptiklad pro
zpevnéni zelatinovych scaffoldd, coz vede k vyssi pevnosti v tahu a ohybu [10]. V oblasti
tkanového inzenyrstvi se hedvabny fibroin vyuziva kvili jeho vyborné biokompatibilité,
vysoké pevnosti, pomalé rychlosti degradace a minimalni zéanétlivé odpovédi [50].
Ve studii Y. Zhang et al., (2010) byl zkouman vliv rizné koncentrace hedvabného proteinu
fibroinu na trojrozmérnou mikrostrukturu péra scaffoldu. Scaffoldy pro tuto praci byly
pfipraveny technikou termdlni fazové separace. Bylo zjisténo, ze s rostouci koncentraci
fibroinového proteinu se zmenSuje velikost port. Pomoci konfokalni mikroskopie byla
potvrzena migrace bunck ve scaffoldech. Déle bylo zjiSténo, ze porézni scaffoldy tvorené
hedvabnym proteinem fibroinem s optimalni porozitou mizou usnadnit osteogenni dife-

renciaci a indukovat tvorbu novych kosti [51].

2.1.2 Biomaterialy polysacharidového piivodu

Polysacharidy predstavuji dillezitou slozku Zivé hmoty a vykazuji vynikajici vlastnosti jako
je biokompatibilita, bioaktivita a biologicka rozloZitelnost. Zajem o polysacharidy jako
biomaterialy stale roste a to nejen z hlediska jejich biologické odbouratelnosti a Setrnosti
k Zivotnimu prosttedi. Jsou snadno zpracovatelné a cenové vyhodnéjsi nez syntetické po-
lymery. Jejich vyuziti je mozné v oblasti farmacie, biomedicing, potravinovych dopliicich
a kosmetice. Jsou to pfirozené obnovitelné materidly a maji Siroké spektrum fyzikalnich
vlastnosti [52]. Nevyhodou polysacharidl je ovSsem nizkd mechanické pevnost ve srovnani

se syntetickymi materialy.

Polysacharidy jsou kondenza¢ni polymery. Jsou tvofeny z opakujicich se jednotek, mono-
sacharidli nebo disacharidi, které jsou spojeny prostrednictvim glykosidickych vazeb. Mo-
nosacharidem muze byt aldosa nebo ketosa [16]. Vzhledem k pfitomnosti mnoha hydroxy-
lovych skupin v molekule maji polysacharidy tendenci k tvorb¢ inter- a intramolekuldrnich
vodikovych miustki. Tyto vazby pak mohou byt pfic¢inou snizené rozpustnosti nebo tvorby
agregatl. Polysacharidy lze ziskdvat biosyntézou pomoci rostlin, Zivocichl
a mikrobialnich zdrojt. Z této skupiny polymerti se nékteré povazuji za potencialné¢ vhod-
ny material pro biomedicinské aplikace, zejména chitosan, alginat, kyselina hyaluronova,

dextran, Zelatina, Skrob a n¢které dalsi [52; 53].
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2.1.2.1 Hpyaluronan - kyselina hyaluronova (HA)

Hyaluronan, také zndmy jako sodné sul kyseliny hyaluronové (HA), je jedine¢nou makro-
molekulou s velkym piislibem pro tkanové inzenyrstvi. Vyskytuje se v epitelidlnich,
nervovych a pojivovych tkanich [52]. Hyaluronan je ptitomen v ECM tkéni, a proto vyka-
zuje vysokou biokompatibilitu. Rovnéz je to polysacharid, ktery podporuje buné¢nou proli-
feraci a migraci [31]. Je to pfirozené se vyskytujici polysacharid v téle. Hyaluronan lze
extrahovat z zivoc¢iSnych zdroji, ale je také vyrabén ve velkém mnozstvi bakteriemi Strep-
tococcus zooepidemicus a Streptococcus equiwit, s dobrym vytéZzkem a vysokou Cistotou.
U bakterialni extrakce je HA izolovana ve formé sodné soli [53]. Hyaluronan je kopolymer
slozeny z opakujicich se monomernich jednotek kyseliny B-(1,4)-D-glukuronové a B-(1,3)-
N-acetyl-D-glukosaminu [52]. Sestava se tedy z glykosaminogylkanu (GAG), jenZ je tvo-
fen opakujicimi disacharidovymi jednotkami [54]. V zévislosti na aplikaci se pouziva HA
v ruznych koncentracich a molekulovych hmotnostech. Lze ji vyuzit také pro modifikaci
povrchu [53]. Nemodifikovand HA byla klinicky pouzita v riznych aplikacich, naptiklad
pro 1écbu poskozenych kloubtli. V regenerativni mediciné nachdzi HA vyuziti ve formé
vldken, filmt a hydrogeli [54]. KdyZ se vaze na povrch scaffoldu, potfebuje tento ve vodé
rozpustny polymer ptidavek dalSich komponent, které umozni zesitovani. HA lze vyuzit

1 pro vychytavani volnych radikala [31].
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Obr. 9 Chemicka struktura hyaluronanu, upraveno z [16]

2.1.2.2 Alginat

Dalsi volbou pro regenerativni medicinu je alginat. Alginat je line4rni pfirodni polymer,
ktery je ziskavan predevS§im z hnédych moiskych fas (Pheaphyta). Je to blokovy kopoly-
mer skladajici se z kyseliny a-L-guluronové (G) a f-D-manuronové (M) [16]. Alginat je

formovan tfemi typy blokd. Prvni moznost je alternujici M a G blok, coz je nejvice flexi-
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bilni ¢ast fetézce. Dalsi moznosti je blok GG a blok MM [53]. Sitovani alginatu se odehra-
va iontové pomoci bivalentnich kationtl (jako je napiiklad Ca*") ve vodném roztoku.
Gelace a zesitovani polymeru se uskutecituje vyménou sodnych iontii z guluronové kyseli-

ny s bivalentnimi kationty [16].

CO: o
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Obr. 10 Chemicka struktura opakujicich se jednotek alginatu: (A) L-glukuronova kyselina
(G); (B) D-manuronova kyselina (M); (C) alternujici L-glukuronova kyselina

a D-manuronova kyselina (GM), pievzato z [53]

K L{é

Obr. 11 Schématické sitovani alginatu v piitomnosti Ca**, prevzato z [53]

Alginat je pro biomedicinské aplikace vyuzivan predevsim kvili jeho nizké toxicite, dobré
biokompatibilité, biodegradibilit¢ a diky snadnému procesu gelace. Je schopen snadného
formovani do hydrogelu v pfitomnosti vapenatych iontil [52]. Alginat je jednou z moZnosti
pro vyrobu scaffoldii pro mékké tkan€. Tento polysacharid se také pouziva jako nosic¢ 1éCiv

a jako materidl pro bunéfnou enkapsulaci [46]. Jeho strukturni podobnost
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s glykosaminoglykany nabizi aktivni mista pro navazani jinych molekul a zvySuje bunéc-

nou adhezi [31]. Snadno dostupna je sil alginatu sodného, nebo piimo alginat sodny [54].

2.1.2.3 Chitosan
Chitosan je derivat chitinu, coz je druhy nejrozsifenéjsi ptirodni polysacharid vyskytujici
se prevazné ve skordpkach koryst a v bunééné sténé hub. Chemicky je chitin tvotfen mole-

kulami glukosaminu spojenymi prostiednictvim vazby B(1—4) glykosidové vazby [55].
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Obr. 12 Struktura chininu a chitosanu, pfevzato z [55]

Jedna se tedy o kopolymer glukosaminovych a N-acetylglukosaminovych jednotek. Pomér
téchto segmentii urCuje vlastnosti jako je naptiklad rozpustnost a rozloZzitelnost [16].
Chitosan obsahuje chemicky reaktivni funkéni skupiny. V glukosaminovych jednotkach
chitosanového fetézce jsou pritomny primarni aminové a primarni sekundarni hydroxylové
skupiny [55]. Tyto skupiny mohou mit nejvétsi piinos jako modifikaéni mista. Z hlediska
chemické modifikace se mize jednat o nukleofilni substituci aminoskupin a hydroxylo-
vych skupin. Dal$i moZnosti je roubovani malych molekul nebo polymernich fetézcii na
chitosan [20]. Chitosan muze byt modifikovan riznymi funk¢énimi skupinami, a lze tak
fidit jeho hydrofobni, aniontové a kationtové vlastnosti. Chitosan ma také antibakterialni
a hemostatické vlastnosti. Stupent deacetylace v opakujicich se jednotkéach urcuje fyzikalni
vlastnosti chitosanu, véetné jeho rozpustnosti ve vodném prostfedi a miry degradace riz-

nymi enzymy [46].

JelikoZ se chitosan vyznacuje vhodnou biokompatibilitou, bioaktivitou, netoxicitou

1 dobrymi biodegrada¢nimi vlastnostmi, jevi se jako vhodny biomateriadl pro biomedicinské
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aplikace. Nejvétsi potencial pro vyuziti chitosanu v oblasti scaffoldd predstavuje jeho
schopnost napoméhat regeneraci tkani. Chitosan byl také zkoumdan jako nosi¢ 1éCiv
a raznych ristovych faktorti [20]. Dalsi moznosti vyuziti chitosanu by mohly byt senzory,
bunécné zobrazovani nebo pii 1€be¢ a diagnostice neékterych onemocnéni jako je napiiklad

rakovina [56].

2.2 Syntetické biomaterialy

V nasledujici podkapitole budou popsany syntetické biomaterialy, kde jsou zarfazeny mate-

ridly keramické, kovové a syntetické polymerni biomaterialy.

2.2.1 Polymerni biomaterialy (syntetické polymery)

V oblasti tkanového inzenyrstvi se pro vyvoj scaffoldl vyuzivaji jednak polymery ptirodni,
ale 1 syntetické polymery. Vyhodou syntetickych polymert mizou byt jejich mechanické
vlastnosti, které mohou byt pfizpisobeny na zaklad¢ aplikace [39]. Syntetické polymery
maji Siroky rozsah fyzikalné-chemickych vlastnosti. U tohoto typu biomateridlti Ize upra-
vovat vlastnosti jako je mira biodegradace, mechanické pevnost, rovnovaha hydrofobnosti
a hydrofilinosti [46]. Vyhodou syntetickych polymeril je moZznost vyroby ve velkém mnoz-
stvi a také moznost delsi doby skladovani. Lze je snadno zpracovat do rlznych tvari

a formy.

Do skupiny biodegradabilnich syntetickych polymert 1ze zaradit linearni alifatické polyes-
tery jako je kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a jejich kopolymer
(PLGA). K degradaci téchto polymerti dochazi hydrolyzou esterovych vazeb hlavniho fe-
tézce. Jelikoz jejich produkty odbouradvani (kyselina mlécnd a glykolova) jsou soucasti

Krebsova metabolického cyklu, jsou tyto polymery resorbovany in vivo [16].
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Tab. 1 Vlastnosti vybranych syntetickych polymernich biomaterialti pouzivanych

v tkdnovém inzenyrstvi, upraveno z [16]

) ) o Aplikace v tkano-
Degradabilni polymer Biokompatibilita .
vém inzenyrstvi

Kyselina polymlécna PLA (Enzymatickd) hydrolyza

Kuze, chrupavka,
kost, vazy, Slachy,
cévy, nervy, mocovy
méchyft, jatra

Produkty degradace

Kyselina polyglykolova PGA v metabolické draze

Kopolymer kyseliny

mléené a glykolové PLGA Lokalizovany zanét

Hydrolyza Kize, chrupavka,

poly-e-kaprolakton PCL L kost, vazy, Slachy,
Minimalni zanét cévy, nervy

Hydrolyza
Polyfosfoestery PPEs Minimalni reakce cizich téles Chrup a.\fka, kost,
nervy, jatra

Minimalni zanét

Hydrolyza
Polyanhydridy PAs Minimalni reakce cizich téles  Kost

Minimalni zanét

Hydrolyza
Pplyeth}llenglykol PEGDA y . y | Kize, cévy, nervy
diakrylat Minimalni reakce cizich téles

2.2.2 Keramické biomaterialy

Keramické materialy se vyznacuji vysokou tepelnou a chemickou stabilitou, pevnosti
v tlaku a trvanlivosti. Na zéklad¢ odezvy tkané lze biokeramiku rozdélit do tfi hlavnich
kategorii. Prvni kategorii tvofi téméf inertni keramika, tim muize byt oxid hlinity a oxid
zirkonicity. Dale mame skupinu bioaktivni, kam fadime bioaktivni sklo, a posledni skupi-
nou je resorbovatelna keramika, kterou piedstavuje hydroxyapatit (HAp), a a B tricalcium
fostat (a-, B-TCP) [39]. Napiiklad kombinace HAp a TCP se vyuziva pro regeneraci kosti.
Ptinosem keramickych matric je jejich vysokd mechanicka tuhost (vysoky Youngliv mo-
dul) a nizka elasticita. Dale diky podobné struktufe mineralni faze nativni kosti
s keramickym scaffoldem je zde vybornd kompatibilita s lidskou tkani [13].
Z anorganickych absorbovatelnych materiald se pro kostni scaffoldy nejcastéji pouziva
keramika z fosfore¢nanu vépenatého (jako napiiklad HAp). Fosforecnany vapenaté jsou

biokompatibilni, bez bilkovin a maji minimalni imunologickou a systémovou toxicitu.
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U téchto scaffoldti pouzivanych pro kosti bylo zjisténo, ze modifikace povrchu lamininem

nebo fibronektinem zvysi bunécnou adhezi [54].

2.2.3 Scaffoldy tvorené kovy

Kovy jsou anorganické materidly vazané nesmérovymi kovovymi vazbami s vysoce mo-
bilnimi elektrony. Jsou to krystalické materialy, které jsou schopny vytvofit mnoho variant
krystalickych struktur [57]. Hlavni nevyhodou kovovych scaffoldi je nedostatek biologic-
kého rozpoznani povrchu buinikami. Piekonani této zdbrany se uskutecniuje pomoci povr-
chovych uprav. DalSim omezenim kovovych biomateriali je mozné uvolnéni toxickych
iontli nebo castic vzniklych diky korozi nebo opotfebeni. Tyto ¢astice mohou vést

k zanétlivym a alergickym reakcim [58].

V oblasti stomatologie a ortopedie se zvySuje zdjem o mnoho riznych slitin, jako jsou na-
ptiklad slitiny na bazi kobaltu, slitiny hot¢iku, titan a jeho slitiny nebo nerezova ocel. Tyto

materialy maji dobrou biokompatibilitu, mechanickou pevnost a odolnost proti korozi [39].

Tab. 2 Ptiklad aplikaci kovovych scaffoldti, upraveno z [39]

Material Aplikace
. . .. Maxilofacialni, orédlni, kardiovaskularni chirurgie, kyc¢elni
Titan a jeho slitiny . .
implantaty
Slitiny kobaltu Umélé kloubni implantaty
Slitiny hot¢iku Bioresorbovatelné scaffoldy, regenerace kosti
Nerezova ocel Dentalni implantaty

Kromé hojné vyuzivanych kovovych biomaterialli jako je titan, existuji studie, jez pouka-
zuji na potencialni vyuZiti méné Castych materiald, kterymi jsou napiiklad tantal nebo hot-
¢ik a jeho slitiny. Porézni tantal je konstrukéni materidl, jenz méd dostatecnou pevnost,
vysokou objemovou porovitost dosahujici az 80 % a pln€ propojené poéry. Tantal je zatim
v pocatecnim stadiu vyvoje, ale pocatecni klinické studie a preklinické studie podporuji
jeho pouziti jako alternativu k tradi¢nim ortopedickym implantatim [58].

Hoft¢ik a jeho slitiny jsou vyuZzivané pro chirurgické aplikace. Tyto slitiny maji velky po-
tencidl zejména z toho diivodu, Ze jsou pln€ bioresorbovatelné a nevyvolavaji zadné neza-

douci systémové ani zanétlivé odezvy. DalSim pifinosem téchto slitin je, ze podporuji riist
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kosti a pozitivn¢ ovliviiuji navazani bunc¢k. Matridl se jevi jako slibny pro nékteré aplikace,

jako je naptiklad regenerace trabekularni kosti [58].

2.3 Povrch biomateriala

Pfijeti nebo selhani implantovanych biomateridll zavisi pfedev§im na fyzikalnich
a chemickych vlastnostech jejich povrchu. Zda bude implantovany material tolerovan nebo
odmitnut zélezi na povrchovych vlastnostech, které urcuji interakce mezi materidlem

a prostfedim [15].

2.4 Modifikace povrchu

Vétsina biologickych reakci se odehrdvd na rozhrani mezi biologickym systémem
a povrchem implantatu (biointerface) [59]. Povrchové vlastnosti scaffoldu jsou jednim
z hlavnich faktorti, které¢ ovliviiuji jeho aplikovatelnost v redlném systému. V tkanovém
inzenyrstvi miize chemicka a fyzikalni charakteristika povrchu biomateridlu ovlivnit bu-
nécéné funkce, napiiklad proliferaci nebo migraci [60]. Proto je vyhodné nalézt metody mo-
difikace povrchu s cilem ziskani pozadovanych vlastnosti. Hlavnim ucelem povrchovych
uprav je modifikovat vrchni vrstvu materidlu. Modifikaci se na povrch mohou navazat n¢-
které funkeni skupiny, které predevs§im zlepSuji bariérové vlastnosti, smacitelnost, naboj,
adhezi k jinym materialiim nebo interakce k biologickému prostiedi. Aby doslo ke zlepSeni
interakce s biologickym prostfedim, méni se chemické sloZeni povrchu a tim se zvysi ad-
sorpce proteint ze séra nebo plazmy [61]. Metody pro upravy povrchi 1ze délit nékolika
zpusoby. Jednou moznosti je déleni do dvou kategorii: (1) chemické nebo fyzikalni zmény
atomd, slou€enin nebo molekul na existujicim povrchu materialu nebo (2) prekryti stavaji-
ciho povrchu povlakem z odlisného materialu od podkladového nosice [29]. Zmény pokryti
povrchu zahrnuji nekovalentni a kovalentni povlaky, roubovani (véetn€é navazani biomolekul)
a depozici tenkého filmu. S aplikaci se specifické poZzadavky na modifikaci povrchu lisi, ale
pro vétsinu aplikaci je zZddouci modifikovat tenkou povrchovou vrstvu. Tlustsi povlaky ¢asto
negativné ovliviiuji mechanické vlastnosti materidlu. Modifikace povrchil biomaterialti pred-
stavuje moznost k ziskani biologické funk¢nosti na rozhrani material-tkan a moznost modulace
biologické reakce bez zmény vlastnosti materialu [62]. Povrchovd modifikace pomoci poly-

mernich materiali je jednou ze slibnych cest.
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2.4.1 Fyzikalni a chemické metody

Do které skupiny se bude fadit dana metoda modifikace povrchu, zalezi na tom, jak proces
ovliviiuje povrch. U fyzikalnich metod ve vétsiné pripadi zlstava chemické slozeni povrchu
nemeénné. Fyzikalnimi metodami mize zménit drsnost povrchu, velikost zrn atd. Tyto metody
vyuzivaji napt. laseru ¢i tepelnou tpravu. K nejstar§im metodam fyzikalni modifikace patii
lesténi a brouseni povrchu. Dalsim procesem muze byt tepelna uprava. Naopak pro chemic-
ké modifikace jsou typické zmény v chemickém sloZeni povrchu materialu [63]. Uprava po-
vrchii biomateriall se mize uskutecnovat pomoci UV, leptani povrchu, roubovanim nebo

zménou Ci zesitovanim povrchovych skupin [62].
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Obr. 13 Schematické znazornéni béZnych fyzikalné-chemickych povrchovych modifikaci

biomateriall, upraveno z [62]

2.4.2 Technologie potahovani povrchu

Do této kategorie povrchovych uprav spadaji nejcastéjsi aditivni procesy, které umoziuji tvor-
bu povrchovych vrstev. Povrchova vrstva mize byt vazana bud kovalentné, nebo fyzikalné
spojena [63]. Aby byl povlak vhodny, musi spliiovat n¢které pozadavky, jako je naptiklad
pfilnavost k podkladu a musi mit mechanické a funkéni vlastnosti, to mize byt naptiklad
odolnost proti poskrabani a opotfebeni, antibakteridlni nebo antistatické vlastnosti aj. De-
terminujici podminkou muze byt zejména teplota nanaseni povlaku, ktera musi byt vhodna
1 pro material scaffoldu. U polymernich scaffoldi mize dochazet s vysokou teplotou ke
zméné mechanickych vlastnosti v diisledku nezadoucich jevii, jako je naptiklad deformace

nebo chemické degradace [64]
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Obr. 14 Schematické znazornéni béznych povlakovych technologii pro povrchové tpravy,

upraveno z [62]

2.4.2.1 Fyzikadlni adsorpce proteinit ECM na biomateridly

Adsorpce proteini miize byt podpofena nebo znemoZnéna fadou entalpickych a entropic-
kych zmén uvniti systému povrch-voda-protein. Témito zménami mulze byt (Castend)
dehydratace proteinu a povrchu sorbentu, redistribuce nabitych skupin v rozhrani a kon-
formacéni zmény proteinové molekuly [65]. Do vzniku pokryti povrchu v prvni monovrstveé
plati, ze adsorpce se zvySuje s ¢asem a s koncentraci proteinti v roztoku. K poklesu rych-
losti adsorpce dochazi s klesajicim poctem vazebnych mist a postupné se rychlost adsorpce

stava vice zavisla na afinité proteinu [62].

NejdilezitéjSim aspektem pro bioaktivaci povrchu je zachovani biologické aktivity protei-
nu po piipojeni k bioinertnimu povrchu. Po adsorpci prochézi nékteré proteiny konformac-
nimi zménami od nativni formy k denaturovanym staviim [65]. Denaturovany protein méni
dostupné vazebné sekvence pro adhezivni integriny, a tim ovlivituje schopnost bun¢k adhe-

rovat k biomateridlu. Ke zménam konformace proteinu miize dochazek kvili povrchovym
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vlastnostem biomateridlu, jako je naptiklad hydrofobicita, elektricky naboj, topografie atd.
[66]. Pro adsorpci nejsou vhodné povrchy, které jsou ptilis hydrofobni (kontaktni tihel pro
vodu > 30°) ani vysoce hydrofilni (kontaktni thel pro vodu < 150°). Je to predevsSim
zdavodu, ze u vysoce hydrofobnich povrchii dochazi k t€ésnému navazani protein
z vodného roztoku. Tésnd vazba mize zpisobit denaturovanou strukturu proteinu a tim se
snizi celkova bioaktivita [67]. Také nejsou vhodné povrchy, které vykazuji vysokou hydro-

filitu, nebot’ miizou vylu¢ovat molekuly bilkovin, a inhibovat tak adsorpci
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3 KULTIVACE V BIOREAKTORU

Vhodna metoda kultivace pro bunécné kultury je volena podle toho, zda jsou, ¢i nejsou
buniky adherentni k povrchu [68]. Pro kultivaci buné¢k mizeme vyuzit né¢kolika riznych
technik. Ke kultivaci 2D struktur se vyuziva staticka kultivacni technika in vitro, kterd ma
jista omezeni. Hlavni nevyhodou této metody je kumulace odpadnich latek. Zasazeni bu-
nek do 3D matrice pfi statické kultivaci nezajistuje rovhomérné rozmisténi bun¢k a to
zejména kvuli omezenému piisunu zivin a difuze kysliku do vnitiniho prostiedi scaffoldu
[29]. Proto se pro kultivaci 3D struktur pouzivd dynamické kultivace, ktera napodobuje
in vivo podminky. Touto metodou lze mnozit kmenové buiiky pro transplantaci, ziskat 3D
struktury vhodné pro implantaci. Pomoci bioreaktoru Ize simulovat interakce, které se b¢éz-
né odehravaji v in vivo systému, jako jsou interakce buiika-burika, ale i1 bunka-prostiedi.
Ugelem bioreaktoru je zajistit proliferaci a diferenciaci bunék stejné jako v in vivo prostie-
di. V tkanovém inzenyrstvi se bioreaktory pouzivaji pro fizenou a reprodukovatelnou proli-
feraci bunék a tkani [69]. V nasledujici kapitole budou ponechany nékteré ndzvy bioreak-

tord v anglickém jazyce, protoze ekvivalenty v ¢eském jazyce jsou téméf nevyuzivany.
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Obr. 15 Bunééné kultivaéni systémy pouzivané v tkanovém inzenyrstvi, prevzato z [70]

Na obrazku 15 je znazornén piehled kultivacnich systému a bioreaktort pouzivanych pro
kultivaci bunék. Pro jednovrstvou kulturu adherentnich bunék byly vyvinuty kultivacni

systémy, jako jsou T-lahve, Petriho misky a vicejamkové desticky. Tyto systémy jsou
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levné a umoziluji snadné pouziti a sterilni manipulacni postupy. Je u nich potreba individu-
alniho zachdzeni, naptiklad pfi vyméné média, a neni u nich mozno kontrolovat parametry

prostiedi, jako je pH, koncentrace kysliku, teplota [70].

3.1 Bioreaktor

Kultivace eukaryotickych bun¢k uvniti scaffoldli vyzaduje bud’ techniky zalozené na experi-
mentalnim uspotfddani vyuzivajici in vivo, nebo vyuziti specidlniho pfistrojového vybaveni
umoznujiciho kultivaci v dynamickych podminkach, predevsim bioreaktory [71]. Bioreaktory
byly vyvinuty jako reakce na omezeni statické kultivace [72]. Bioreaktory, které se pouzivaji
v tkdnovém inZenyrstvi, 1ze povazovat za prostor, kde mohou probihat biologické reakce.
Proto je dulezité, aby bioreaktor zajistil vhodné prostiedi (biosféru) a tyto biologické reak-
ce se v ném mohly odehravat [71]. Bioreaktor by m¢l spliiovat alespon jednu z nésleduji-
cich funkci: vytvofit prostfedi, které umoznuje bunécnou proliferaci a diferenciaci jako
v in vivo podminkach; vytvofit prostorové jednotnou distribuci bunék uvniti 3D scaffoldu;
udrzovat zadouci koncentraci zivin; poskytnout G¢inny pienos hmoty do tkang; vystavit
tkan fyzikdlnim stimulim [69]. Hlavnim ukolem bioreaktoru je fizeni biologickych pod-
minek, jako je pH, teplota, tlak, koncentrace Zivin, odvod odpadnich produkti, rychlost
prutoku média a dalSich podminek [16; 68]. Je potfeba pamatovat, Ze kultivacni a tkanove

specifické parametry se v ¢ase meni [69].

3.2 Sazeni bunék na scaffold

V prvni fad€ je potieba scaffold osadit bufikami. Sazeni bunék mtze byt oddélenou opera-
ci, kdy se buniky naadheruji na scaffold a poté se osazeny scaffold zavede do bioreaktoru.
Nebo druhou variantou miiZze byt sazeni buné€k na scaffold, ktery je umistén v cele bioreak-
toru [69]. Vyznamny vliv na kone¢nou strukturu scaffoldu ma jiz pocatecni hustota
a distribuce bunek. U poréznich scaffoldi nebo u velkych skeletl je proces distribuce bu-
nék obtizny a reprodukovatelnost ndrond. Nejcastéjsi technika seti bun€k je tzv. statické
sazeni (static seeding). Jednd se o napipetovani koncentrované bunétné suspenze na
scaffold [16]. Ackoli je to nejbézngji pouzivana technika, n€kolik studii uvedlo nizkou
ucinnost a nerovnomérnou distribuci bun€k v ramci scaffoldu. Vyssi U€innosti a rovno-
mérnéjSiho rozmisténi bunék bylo dosazeno, kdy byl scaffold (v tomto ptipadé v podobé

netkané textilie) osazen v stirred-flask bioreaktoru [73].
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3.3 Procesni podminky kultivace ovliviiujici riist a morfologii bunék

Ptisun zivin a plynt do vznikajici tkané je jednim z limitujicich faktorii pro tvorbu scaffol-
da [69]. Tkan¢ a organy téla jsou vystaveny vysoce komplexnimu biomechanickému pro-
stiedi s dynamickym napétim, pritokem tekutin a hydrostatickym tlakem. Ve snaze uspisit
tvorbu funk¢ni tkdné pomoci bioreaktort byly vyvinuty bioreaktory, které dokazi tidit je-
den nebo vice fyzikalnich stimulta. Timto stimulem muze byt dynamickd komprese, ktera
zvys$i produkce ECM u chrupavek. Jinymi stimuly lze zlepSit strukturni organizaci
buné¢k/tkani, podpofit pfimou bunécnou diferenciaci anebo posilit specifickou tkaiiovou

funkei [16].

33.1 pH

vvvvvv

buiky nachdzeji. Jednim z divodu pro€ je pH tolik dilezité je, Ze ovliviiuje enzymovou
aktivitu [74]. Nastaveni hodnoty pH zavisi pfedevsim na dosazeni rovnovahy mezi opti-
malnim pH pro rist bunék a pro produkci bilkovin [75]. V bioreaktorech se pH méii
pomoci sond, které jsou umistény v bo¢ni stén¢ pies sterilni spojovaci port. Diky tomuto
ulozeni je umoznén piimy kontakt pH elektrody s kultivaénim médiem. Ta v médiu méti

volné H" ionty [76].

3.3.2 Teplota

Zivé organismy jsou citlivé i na teplotu, kdy, stejné jako u pH, se optimalni teplota pro riist
bunc¢k miize lisit od teploty vhodné k produkci bilkovin. Pfi pfekroceni tepelného rozsahu

dochazi k tepelné smrti bunék [76].

3.3.3 Rozpustény kyslik

U kultivace aerobnich bunék je samoziejmé dalsi velmi dilezitou podminkou ptistup kys-
liku. Soucasti bioreaktoru jsou galvanické, pfipadné polarografické sondy, které vétSinou
mefi parcidlni tlak rozpusténého kysliku v médiu (pfimé koncentrace Oz se méti méng).
Plynny kyslik je do média pfivadén rozprasovanim vzduchu nebo O pfimo do reaktorové
nadoby. Sondy jsou v misté, kde dochazi k dobrému michéni kultivatniho média a kde

v blizkosti nejsou pevné latky, které by mohly méfeni naruSovat [76].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 40

3.3.4 Koncentrace oxidu uhlicitého (CO2)

Stejné jako u kysliku, se parcidlnim tlakem oxidu uhli¢itého rozumi mira rozpusténého
COas. Aby byla udrZzena miniméalni hladina CO», byva v malém métitku pridavan do oblasti
nad bunécnou kulturou. Kdyz je koncentrace oxidu uhlic¢itého pftilis velka, snizuje se rych-
lost ptenosu hmoty a to mtize vést v dsledku bunééného dychani k hromadéni parcidlniho
tlaku C vmédiu. To vSe mulze nepfiznivé ovlivnit bunéfny metabolismus, naptiklad
snizenim vnitiniho pH bunék [77]. Pro méfeni parcialniho tlaku CO, muazou byt pouzity
analyzatory krevnich plynii. OvSem pro pfesny odecet je nezbytnd pecliva manipulace se
vzorkem. I mala produkce kyseliny buitkami mize ovlivnit vysledek nespravného odhadu
na zaklad¢é pH [76]. Dalsi pomérné novou metodou méfeni jsou parou sterilizované sondy

pCO., které funguji jako modifikovana pH elektroda [77].

3.4 Typy bioreaktoru

Vzhledem ke specifi¢nosti tkani a jejich kultivaénim pozadavkim existuje vice typt biore-
aktorl, aby bylo mozno co nejpiesnéji napodobit podminky in vivo v dané tkani. Na biore-
aktory jsou kladeny rtzné specifické podminky, jako je tvar, velikost, dynamika tekutin,
smykové napéti atd [74]. Pokud jde o klasifikaci tkanovych bioreaktort, Ize reaktory rozli-
Sit podle hlavnich provoznich reziml na perfuzni reaktory (Perfusion Systems), nadoby
umoznujici michdni (Stirred Vessels) a rotacni reaktory (Rotating Wall Vessel) [69]. Pro-
toZe nebyly zavedeny ceské ekvivalenty, které by byly komunitou akceptovany, jsou nazvy
uvedeny v anglickém jazyce. Typickymi bioreaktory bézné€ pouzivanymi v tkdiiovém inze-
nyrstvi jsou stirred (batch nebo continuous) vessels, packed bed, luized bed a membrane

reactors [78].

3.4.1 Perfuzni bioreaktor (Perfusion Systems)

U statické kultivace miize dochazet ke Spatné migraci bunék do vnitiniho prosttedi scaffol-
du. Na povrchu scaffoldu se vytvoii bunécna skotapka, a nedojde tedy k pozadované rov-
nomérné distribuci. U perfuznich systéml miize byt slaby bunécény rhst prekonan [79].
Staly prutok média skrz pory a okolo scaffoldu usnadiiuje transport zivin k bunkdm uvnitf
scaffoldu [69]. Tim dochazi k orientaci bun¢k ve sméru toku média, coz je pro nekteré
tkdn€ nezadouci. Napftiklad u kloubni chrupavky je dalezita orientace povrchovych bunck

kolmo na tok [79].
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3.4.2 Nadoby umeoziiujici michani (Stirred Vessels) — Spinner flasks

Z bioreaktorti typu Stirred Vessels jsou nejznaméjsi Spinner Flasks. Jedno z nejvice rozsi-
fenych pouziti bioraktoru tohoto typu je dynamické seti scaffoldi. Scaffold je umistén do
kultivacniho média, které obsahuje bunky [69]. Bioreaktor typu Spinner Flask byl navrhnut
tak, aby produkoval hydrostatické sily, které napomahaji hromadnému transportu. Sklada
se z valcové sklenéné nadoby a michaciho prvku, ktery zajist'uje michani kultivaéniho mé-
dia. Michacim prvkem miize byt naptiklad magnetické michadlo. Tento systém napomaha
rovnomeérné bunécné distribuci. Pouziva se zejména pro kostni scaffoldy. Michani média

muze zpusobit turbulentni proudy [80].

3.4.3 Rotacni bioreaktor (Rotating Wall Vessel)

Hlavnim ucelem rota¢niho pohybu bioreaktori je zvySeni rovnomérné distribuce bunek,
usnadnéni transportu zivin a odpadnich latek. Nevyhodou bioreaktorti tohoto typu je turbu-
lentni proudéni, které mulze mit za nasledek vysoké smykové napéti, které by mohlo
poskodit bunky [54]. Ac¢koli je smykové napéti nezbytné pro modulaci nékterych mecha-
nickych vlastnosti tkdnovych scaffoldl, vysoké smykové napéti mlze vést ke tvorbé

nezadoucich kapsli obklopujicich tkdné [79].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 TESTOVANI CYTOKOMPATIBILITY PIM KERAMIKY

Testovani bylo zaméfeno na keramicky material, ktery byl vyroben pomoci PIM technologie.
Vyhodou PIM technologie je vysoka preciznost, ktera umoziuje vyrabét rizné tvary implanta-
td. Tato technologie ma potencial pro vyuziti v ramci personalizované mediciny. Cilem
praktické casti bylo otestovani cytokompatibility keramického materidlu vyrobeného pomoci
technologie PIM, s potencidlnim vyuzitim jako scaffold pro tkanové inzenyrstvi. Dale byla
vramci experimentalni ¢asti provedena modifikace povrchti pomoci vodivych polymert

s vyuzitim biopolymert jako stabilizatorti filmu.

Podle normy ISO 10993-5 Ize testovat cytotoxicitu materiali n€kolika zplsoby. Prvni
moznosti je provedeni testovani pomoci extraktu materidlu. Dalsi eventualitou jsou zkous-
ky ptimym kontaktem nebo zkouSky nepfimym kontaktem. V ramci testll cytokompatibility
nejdiive probihalo stanoveni cytotoxicity extraktu vytvoren¢ho z PIM keramiky podle ISO
10993-5 Biologické hodnoceni zdravotnickych prostiedki — Cést 5: Zkousky na cytotoxicitu
in vitro. Extrakt pro toto testovani byl vyroben podle stejné normy z ¢asti 12: Piiprava vzorka
a referenéni materialy (ISO normy CSN EN ISO 10993-12). U vzorki s modifikovanym povr-
chem byla provedena zkouska pfimym kontaktem. Dale byla testovana schopnost bun¢k adhe-
rovat a rist na PIM keramice. Série testovani byla zakon¢ena dynamickou kultivaci scaffolda

v bioreaktoru.

4.1 Pouzita bunéc¢na linie, material

Pro testovani biologickych vlastnosti scaffoldi byla pouzita bunécnd linie NIH/3T3
(ATCC CRL-16658™), coz je linie adherentnich mysich embryonalnich fibroblastd. Kul-
tiva¢ni médium pro tuto bunécnou linii se skladd z DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium, Biosera) s obsahem 10 % Calf Sera (Biosera) a s 1 % Penicilinu/Streptomycinu
(Biosera). Pro kultivaci byly pouzity lahve a misky z tkanového polystyrenu znacky TPP.
Kultivace probihala za stalych podminek v inkubatoru (Heracell 1501, Thermo Scientific)

pti 37 °C, s koncentraci CO2 5 %, za stalé relativni vlhkosti 90 %.
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ATCC Number: CRL-1658
Designation: NIH/3T3

Low Density

Scale Bar = 100pm High Density

Obr. 16 Bunécna linie NIH/3T3, ptevzato z [81]

Pro testovani byl pouzit material, ktery byl vyroben v Ustavu vyrobniho inZenyrstvi FT

UTB. Keramické vzorky byly vyrobeny pomoci technologie PIM. Vzorky se liSily jednak

velikosti port, ale také obsahem jednotlivych sloZzek, ze kterych byl materidl vyroben.

Smés se skladala z keramického prasku (Al>O3), pojivového systému (Licomont EK583)

a z KCI, ktery plnil funkci space holderu. Koncentrace jednotlivych slozek jsou uvedené

v tab 3.

Tab. 3 Objemové slozeni smési, pievzato z [82]

Objemové sloZeni smési [obj. %]

Smés

Pojivovy systém Keramicky prasek
(Licomont EK583) (A1203) Space holder (KC1)
40 40 40
10 10 10
50 50 50
40 40 40

4.2 Kultivace NIH/3T3

Pouzitd bunécnd linie mysich fibroblastli (NIH/3T3) byla pfed pasaZzovanim bunék zkon-

trolovana pomoci mikroskopu. Z kultivaéni nadoby (T-lahev, T75, TPP) bylo odsato médi-

um a bunky byly oplachnuty pomoci fosfatového pufru (PBS, Biosera), ktery vyplachne

a odstrani zbytky kultivaéniho média. PBS bylo odsato a k bunikam v kultivaé¢ni nadob¢ byl
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pfidan trypsin (Biosera), ktery uvolni naadherované bunky. Jedné se o enzymatické oddé-
leni bunék od povrchu kultivaéni nddoby. Dochazi k pieruseni interakci mezi buitkami
navzajem a mezi builkami a tkanovym plastikem. Kultivaéni nddoba byla umisténa do
inkubatoru, pfiblizné na 5-10 minut. Béhem této doby, byly buiky kontrolovany pod mi-
kroskopem. Po uvolnéni bunék bylo pfidano pro neutralizaci trypsinu stejné mnoZzstvi
média. Obsah kultiva¢ni nadoby byl pieveden do zkumavky. Zkumavka s roztokem bun¢k,
trypsinu a média byla vlozena do pfedem vyhiaté centrifugy na 37°C. Centrifugace trvala
po dobu tii minut pfi otd¢kach 1100 rpm. Po odstfedéni byly buniky usazeny na dné zku-
mavky a roztok nad bunikami byl odsat. Pomoci média doslo k nafedéni bunék na pozado-

vanou koncentraci.

4.3 Cytotoxicita PIM materialu

Cytokompatibilita materialu byla stanovena pomoci testovani cytotoxicity extraktu dle
ISO 10993-5 a dale pomoci bunééné adheze a proliferace na povrchu testovaného materia-
lu. Buniky, které byly testovany na cytotoxicitu extraktu z keramického materidlu vyrobe-
ného pomoci technologie Powder Injection Molding, byly nejprve zpasaZovany. Dale byly
vysazeny v koncentraci 10° bungk na 1 ml kultivaéniho média do 96 jamkovych desticek,
které byly nasledné predkultivované po dobu 24 h. Extrakt z materidlu byl vyroben podle
ISO normy CSN EN ISO 10993-12, kdy extrakéni pomér byl 0,2 g vzorku (vyrobeného
vstiikovanim) na 1 ml kultivaéniho média. Zkumavky s pfipravenym extraktem byly vlo-
zeny do tfepacky, kde byly protfepavany po dobu 24 h pii teplot¢ 37 °C. Poté bylo
extrakéni médium vysterilizované pomoci stfikackového mikrofiltru s velikosti port
0,22 um. Takto zhotoveny extrakt byl pfidavan k buiikdm nasazenym v platu v riznych
koncentracich ve ¢tyfech opakovanich. Extrakt byl k buikdm ptfidavan v koncentracich 1,
10, 25, 50, 75 a 100 %. V jedné z 96 jamkovych desti¢ek bylo pouze vyménéno médium
a buniky byly ponechany jako reference. Po 24 hodinach byly pomoci mikroskopu Olym-
pus IX81 potizeny mikrofotografie bun€k. Cytotoxicita testovaného extraktu byla vyhod-

nocena pomoci testu MTT.

4.3.1 Test MTT

Pomoci testu MTT lze vyhodnotit viabilitu bun¢k na zdkladé spektrofotometrie. Test je
zalozen na schopnosti Zivych organismill s aktivnim metabolismem pfeménit rozpustnou

thiazolovou stil na nerozpustné fialové krystalky formazanu. U mrtvych bun€k zanika
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schopnost premény MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazolium bromidu) na

formazan, takze tvorba barvy je vhodny ukazatel pro zjisténi viability bunék.

U bunék, na kterych byl testovan extrakt, bylo nejprve vyménéno médium. Do nového
média bylo do jednotlivych jamek napipetovano 0,5 mg/ml MTT (Duchefa Biochemie).
Roztok MTT pisobil po dobu ctyt hodin a poté byl obsah jamek odsat. Dale bylo
k buitkdm pfidano DMSO (Dimethylsulfoxid, Duchefa Biochemie). Toto organické roz-
poustédlo rozpusti purpurové krystalky formazanu. Po uplynuti patnacti minut byla zméte-
na absorbance pii 570 nm pomoci pfistroje Infinite M200 (Tecan). Jako referen¢ni vinova
délka bylo nastaveno 690 nm. Srovnani vysledkti bylo provedeno s buiikami kultivovany-
mi v ¢istém médiu bez extraktu. Vysledky jsou uvedeny jako snizeni viability bunék
v relativni bunécné viabilité ve srovnani s referen¢nimi buitkami. Reference odpovida

100% bunecné viabilité a byla nastavena na hodnotu 1.

4.4 Modifikace povrchu

Pro modifikaci povrchu keramického scaffoldu byly zvoleny ¢tyii typy filma. VSechny
filmy byly na bazi polyanilinu (PANI). Cast vzorkli byla pokryta &istym PANI bez
stabilizatorti. Dale byly pfipraveny vzorky s filmy z PANI v kombinaci s chitosanem
(CHIT), hyaluronatem sodnym (SH) nebo alginatem sodnym (ALG. S.). Pro vyrobu stabi-
lizovanych filmi byly vybrany biopolymerni stabilizatory, u kterych se dalo ocekavat, Ze
pfizniv€ podpoii bunécénou fyziologii. Modifikované povrchy vzorkid PIM keramiky byly
vyfoceny pomoci laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu. Tytéz filmy byly

pfipraveny stejnym postupem do kultiva¢nich misek.

4.4.1 Polyanilinovy film bez stabilizatoru (PANI)

Pro vyrobu PANI filmt byl pouzit 0,2 M anilin hydrochlorid (AH, Lach-Ner) a 0,25 M
peroxodisiran amonny (APS, Sigma Aldrich). Roztoky AH a APS a reakéni smés byla na-
lita na vzorky a polystyrenové misky. Polymerece probihala po dobu 1 hodiny. Poté byly
pokryté vzorky promyty 0,2 M HCI a oplachnuty methanolem.

4.4.2 Polyanilinovy film s hyaluronatem sodnym (PANI+SH)

Pro ptipravu filmi PANI SH bylo pouZzito AH 0,2 M, APS 0,1 M a SH 1 %. Byl pfipraven
roztok hyaluronatu sodného (Contipro) v demineralizované vod¢. Aby doslo k dokonalému

rozpu$téni SH, byla zkumavka s roztokem pfes noc protiepavana na tfepacce pii teploté
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55°C. Do tohoto roztoku hyaluronatu sodného byl ptidan AH, do néj byl nalit roztok APS,
ktery byl ptipraven rozpusténim APS v demineralizované vodé. Reak¢ni smés PANI SH
byla pielita pfes vzorky PIM keramiky a na polystyrenové misky. VSe bylo ponechano
polymerovat po dobu 4 hodin. Nasledovalo promyti 0,2 M HCI a oplachnuti methanolem.

4.4.3 Polyanilinovy film s chitosanem (PANI+CHIT)

Filmy PANI CHIT byly ptipraveny z AH 0,2 M, APS 0,01 M a 2 % CHIT. Prvni den pro-
behla ptiprava chitosanového roztoku. Chitosan (Sigma Aldrich) v 1 M HCI byl umistén na
ttepacku pii teploté 55 °C a byl pies noc rozpustén. Byla provedena filtrace chitosanového
roztoku ptes Biichnerovu nalevku. Do ziskaného chitosanového roztoku byl ptfidan AH
a zaroven byl v demineralizované vod¢ rozpustén APS. Oxidacni ¢inidlo, tedy APS, byl
pfilit do roztoku AH s CHIT. Vznikly roztok byl dale pfelit pfes vzorky keramiky a na
polystyrenové misky. Reakéni smés byla ponechdna polymerovat po dobu 12 hodin. Poté

byly pokryté vzorky promyty 0,2 M HCI a oplachnuty methanolem.

4.4.4 Polyanilinovy film s alginatem sodnym (PANI+ALG.S.)

Ctvrty typ filma byl PANI s ALG. S. Tyto filmy se skladaly z AH 0,2 M, APS 0,25 M
a2 % ALG. S. Byl pfipraven roztok alginatu sodného (IPL, Ing. Petr Lukes), kdy zkumav-
ka s ALG. S. a demineralizovanou vodou byla pfes noc umisténa na tfepacku a protiepava-
na pii teplot¢ 37 °C. Dale nasledovala ptiprava PANI SH koloid. Do ziskané¢ho roztoku
alginatu sodného byl pfidan AH a zaroven byl v demineralizované vodé rozpuStén APS.
Poté byl APS pfilit do roztoku AH s ALG. S. Vzorky PIM keramiky byly pfelity reakcni
smési a byly ponechany polymerovat po dobu 4 hodin. Nasledovalo promyti 0,2 M HCI

a oplachnuti methanolem.

4.5 Sterilizace vzorku

Pred kontaktem bunck se vzorkem bylo nutné provést sterilizaci vzorkl. Vzorky, u kterych
byl modifikovéan povrch, byly po dobu 4 hodin ponotfeny do 70% ethanolu, poté byly pies
noc ponofeny do ultra Cisté vody (UPW). Dalsi den byly vzorky pfesunuty do kultiva¢niho
média.

Sterilizace vzorki PIM keramiky bez upravené¢ho povrchu probihala v susarné, kde byly

vzorky umistény po dobu 4 hodin pfi teploté 160 °C.
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4.6 Bunécna proliferace na polymernich filmech

Na kultiva¢ni misky o priiméru 4 cm byly piipraveny polymerni filmy PANI bez stabiliza-
torl 1 se stabilizatory. Od kazdého typu filmu byly pfipraveny misky v ¢tyfech opakova-
nich. Pfed nasazenim bunék byla provedena sterilizace pod UV svétlem po dobu 30 minut.
Do misek s pfipravenymi polymernimi filmy a prazdnych kultivacnich misek (reference)
bylo piidano médium s buitkami o koncentraci 10° bunék na 1 ml média. Misky byly umis-
tény do inkubatoru s kontrolovanymi podminkami (37 °C a 5 % COz.). Po dvou dnech

rustu byly buiiky zafixovany a byla obarvena jejich jaderna DNA spolu s aktinovymi vlak-
ny.

4.6.1 Fixace a barveni jaderné DNA a aktinovych vliken

Prvnim krokem pfi fixaci bunck je odsati stdvajiciho obsahu misek. Poté byl pfidan na pat-
nact minut 4% formaldehyd (PENTA chemicals). Po odsati formaldehydu byly misky pro-
plachnuty PBS. Dale byl k bunkdm nasazenych v miskach pifidan 0,5% Triton X-100
(Sigma Aldrich), ktery byl po péti minutach odséat. Nasledovalo promyti PBS, které se
opakovalo tfikrat. VSechny nasledujici kroky probihaly za zhasnutého svétla. Do nového
PBS bylo pfidano barvivo Hoechst (Sigma Aldrich) v koncentraci 10 pg/ml, které barvi
jadernou DNA, a zarovei byla pfiddna 1 kapka na ml barviva ActinRed™ 555 (Invitrogen)
pro obarveni aktinovych vlaken bunécného cytoskeletu. Po tficeti minutach, kdy byly mis-
ky uchovany v inkubatoru ve tmé&, bylo vyménéno PBS a byly pofizeny mikrofotografie
morfologie bun¢k. K foceni byl pouzit fluorescen¢ni inverzni mikroskop s fadzovym kon-

trastem, Olympus [X81 (Japonsko).

4.7 Cytotoxicita v pfimém kontaktu

Vzorky s modifikovanym povrchem o piiblizné stejné velikosti byly po sterilizaci testova-
ny na zkouSku cytotoxicity v pfimém kontaktu. Vzorky byly vlozeny doprostfed misek
s predkultivovanymi butikami o koncentraci 10° bungk na 1 ml kultivaéniho média. Po
dvou dnech kultivace byly bunky zafixovany. Fixace probihala stejné¢ jako je popsané
v kapitole 4.6.1 Fixace a barveni jaderné DNA a aktinovych vldken. Buniky v okoli vzork
byly po zafixovani nafoceny pomoci inverzniho fluorescencniho mikroskopu s fazovym

kontrastem (Olympus IX81).
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4.8 Osazeni scaffolda bunkami

Osazeni scaffoldu bunikami probihalo za statickych podminek. Buiiky byly pomoci trypsi-
nu oddé€leny od povrchu kultivaéni nddoby, odstfedény a nafedény kultivaénim médiem na
pozadovanou koncentraci. Scaffoldy byly umistény na 24 jamkova plata. Na kazdy
scaffold bylo naneseno 100 ul média s butikami v koncentraci 107 bunék na 1 ml média. Po
hodiné, kdy probihala adheze bun€k na povrch, byly vzorky pielity médiem. Scaffoldy
osazené¢ buitkami byly ponechany proliferovat po dobu dvou dnii v inkubotaru pii 37 °C

a5 % COa,.

4.9 Barveni DNA bunék bez fixace

Po dvou dnech proliferace byla obarvena DNA bun¢k pomoci Hoechst. Pti barveni pomoci
fluorescencni latky Hoechst, je dalezité pracovat ve tmé, aby nedochazelo k vysviceni. Do
kazdé jamky se stavajicim médiem bylo pfidano 10 ul Hoechst (Sigma Aldrich). Desticky
se vzorky byly umistény na 30 minut do inkubatoru. Poté byl odsat obsah jamek a pfidano
nové médium. Z takto pripravenych scaffoldii s obarvenou DNA byly pofizeny mikrofoto-
grafie pfimého kontaktu vzorku s buiikami a povrchu vzorka porostlého bunkami. Fotogra-

fie byly pofizeny pomoci invertovaného fazového kontrastniho mikroskopu.

4.10 Bioreaktor

Pted spusSténim bioreaktoru byly jednotlivé soucasti bioreaktoru vysterilizovany v parnim
autoklavu. Sterilizace kohoutd, Spunti a Sroubll byla provedena pomoci 70% ethanolu, ve

kterém byly ponofeny pies noc.

Ptfed osazenim scaffoldu bunikami, byly vzorky keramiky s nemodifikovanym povrchem
vysterilizovany. Do bioreaktoru byly vlozeny bunikami osazené vzorky PIM keramiky.
Z vyrobenych vzorkli byly vybrany scaffoldy s 30 obj. % KCI. Byly testovany vzorky

s velikosti port (125-250) um i s pérovitosti vyssi nez 250 pm.

Nejdiive byl sestaven bioreaktor a poté byla médiem naplnéna zasobni lahev. Kazdy vzo-
rek osazeny buiikami byl opatrné vloZen do jedné cely. Poté byly komory naplnény pomoci
injekénich stiikacek kultivaénim médiem. Dvé€ stfikacky byly vsunuty do kohoutl prvni
komory. Jednou stfikackou bylo pfidavano médium a druhou stikackou byly nasadvany
vzduchové bubliny. Obdobné byla naplnéna druhé cela. Poté byly naplnény ptivody ke

komoram. Po uzavieni kohoutii byly odsaty zbytky média z ptivodu kohoutu.
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Obr. 18 Sestaveny rotacni bioreaktor umistény v inkubatoru

Bioreaktor se vzorky byl umistén do inkubatoru (37 °C a 5 % CO>). Rychlost otacek byla
nastavena na 9,6 rpm a pumpa na 256 rpm. Dynamicka kultivace probihala po dobu ¢trnac-
ti dnti. Poté byl bioreaktor opatrné rozebran a z komor byly pinzetou vyjmuty vzorky. Ke-
ramické scaffoldy byly presunuty do kultiva¢nich desticek, kde probihala fixace a nasledné
barveni jaderné DNA pomoci barviva Hoechst (Sigma Aldrich). Fixace 1 barveni probihalo

stejné jako v kapitole 4.5.1 Fixace a barveni jaderné DNA a aktinovych vlaken.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Vysledky cytotoxicity

Prvnim testem pii stanoveni biokompatibility materidlu bylo stanoveni cytotoxicity. Byl
testovan extrakt keramickych vzorka, vyrobenych technologii PIM. Vyhodnoceni cytoto-

xicity extraktti bylo provedeno pomoci metody MTT
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Obr. 19 Graf relativni bunééné viability v zavislosti na koncentraci extraktu PIM keramiky

s velikosti port v rozmezi 125-250 um s 20 %, 30 %, 40 % nebo 50 % KCl
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Obr. 20 Graf relativni bunécné viability v zavislosti na koncentraci extraktu PIM keramiky

s velikosti port 250 um a vétsi s 20 %, 30 %, 40 % nebo 50 % KCl

Hodnota relativni bun&cné viability 1 odpovida 100 %, tedy viabilité rovnajici se referenci.
Podle normy ISO 10993-5 je extrakt povazovan za necytotoxicky, kdyz hodnoty relativni
bunééné viability jsou nad 0,8. V rozmezi 0,6-0,8 je extrakt mirn¢ cytotoxicky a od 0,4 do
0,6 je extrakt klasifikovan jako stfedné cytotoxicky. Pod hodnotou 0,4 relativni bunécné
viability vykazuje extrakt zdvaznou cytotoxicitu. Extrakt byl u vSech vzorkli vyhodnocen
jako necytotoxicky, nebo byl shledan jen mirn¢€ cytotoxickym. Ani u nejvyssi koncentrace
extraktu neklesla hodnota relativni bunééné viability pod hodnotu 0,6. Na obr. 17 jsou gra-
fy cytotoxicity pro extrakt keramiky s velikosti porti v rozmezi 125-250 pm a s riznym
obsahem KCIl. Na téchto grafech lze vidét, ze bunky byly schopny ristu i ve 100% extrak-
tu, avSak pro extrakty z keramiky, ktera obsahovala 30-50 obj. % KCIl, je u 100% extraktti
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vyhodnocena mirna cytotoxicita. U extraktu z keramiky s objemem space holderu KCl
20 % byl 100% extrakt tésné nad hranici 0,8 relativni bunécéné viability a je tedy povazo-

van za necytotoxicky.

5.2 Vysledky bunééné proliferace na polymernich filmech

Po dvou dnech proliferace byla obarvena jaderna DNA a aktinové vlakna buné¢ného cy-
toskeletu a byly pofizeny mikrofotografie pomoci invertovaného mikroskopu s fazovym

kontrastem.

. 0

200 ym

Obr. 21 Reference NIH/3T3 na tkanovém plastiku, (A) bunécéna jadernd DNA (modré

barva) a aktinova vldkna (Cervend barva), (B) aktinova vlakna
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Obr. 22 Obr. 23 NIH/3T3 na PANI filmu, (A) bunécna jadernd DNA (modra barva)

a aktinova vlakna (Cervena barva), (B) aktinova vladkna

Obr. 24 NIH/3T3 na PANI filmu stabilizovaném SH, (A) bunécna jaderna DNA (modra

barva) a aktinova vlakna (Cervend barva), (B) aktinova vlakna
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Obr. 25 NIH/3T3 na PANI filmu stabilizovaném CHIT, (A) bunécna jadernd DNA (modra

barva) a aktinova vlakna (Cervena barva), (B) aktinova vlakna

Obr. 26 NIH/3T3 na PANI filmu stabilizovaném ALG.S., (A) buné¢né jaderna DNA (mod-

r4 barva) a aktinova vldkna (Cervena barva), (B) aktinova vldkna

Na obr. 21 je zobrazena reference buné¢k, kterd byla kultivovana na tkanovém plastiku bez
modifikovaného povrchu polyanilinovym filmem. U snimku reference miZzeme pozorovat,

ze se buiky zacaly shlukovat. Na obrazcich 22 az 26 pak lze vidét buné¢nou proliferaci
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mysich fibroblastli na polyanilinovych filmech bez stabilizatori i se stabilizatory. Jako
stabilizatory byly pouzity biopolymery jako je hyaluronat sodny, chitosan a alginat sodny.
Vlevo na obrazcich (A) jsou mikrofotografie, na nichz je modfe vidét obarvena bunécna
jaderna DNA a Cerven¢ obarvena aktinova vlakna bunécného cytoskeletu. Vpravo na ob-
razcich (B) jsou pro lepsi zobrazeni morfologie snimky jen aktinovych vldken. Na obr. 22
jsou snimky PANI filmu, kde mlzeme pozorovat, ze buniky v tomto prostfedi nebyly
schopné proliferace. Neschopnost bun¢k adherovat a proliferovat na PANI filmu muze byt
zpusobena vedlej$imi nizkomolekularnimi produkty, které mohou vznikat pii syntéze. Ve
studii Kaspdarkova et al. (2019) je uvedeno, ze cytotoxicita polyanilinu je ddna predev§im
ptitomnosti zbytkd persiranu amonného a nizkomolekuldrnich polarnich latek [83]. Na obr.
23 vidime bunécnou proliferaci na povrchu pokrytém PANI filmem stabilizovanym hyalu-
ronatem sodnym. Snimky povrchu s SH podporuji fakt, ze SH podporuje bunéénou prolife-
raci. Aktinova vldkna na obr. 23 (B) jsou v porovnani s vlakny referencnich bunck vice
vlaknitd. Mira proliferace na PANI filmu stabilizovaném pomoci chitosanu (obr. 24) je
obdobna jako na PANI SH filmu stejné jako morfologie aktinovych vldken. Bunék na po-
vrchu, ktery byl modifikovan PANI filmem stabilizovanym alginidtem sodnym (obr. 26), je
v porovnani s PANI filmy stabilizovanymi SH nebo CHIT, méné¢. V kapitole 2.1.2.2 Algi-
nat je zminéno, Ze alginat podporuje bunécnou adhezi. Na obr. 26 1ze pozorovat malé kula-

té bunky. Tyto buiiky se naadherovaly na povrch, ale neproliferovaly.

5.3 Modifikovany povrch

U vSech typt keramickych vzorkti byl modifikovan povrch polyanilinovym filmem
s ptidavkem vybranych biopolymert. Celkem bylo 64 typt vzorkd, kazdy vzorek byl zho-
toven ve dvou opakovanich. Pomoci laserové skenovaci konfokalni mikroskopie byly pofi-
zeny fotografie povrchi. V prvni fadé bylo u modifikovanych povrchii provedeno testovani
cytotoxicity prostfednictvim zkousky pfimym kontaktem. Na takto upravenych povrSich
byla déle testovana bunétnd proliferace. V nasledujici kapitole jsou uvedeny pouze vybra-

né snimky povrchii, na shodnych typech vzorki je dale ukazana i bunécna proliferace.

5.3.1 Laserova skenovaci konfokalni mikroskopie

Na nasledujicich obrazcich jsou snimky modifikovanych povrchtt PIM keramiky, které
byly pofizeny laserovym skenovacim konfokalnim mikroskopem. Rozlozeni snimkl na

obréazcich 27 az 30 je nasledovné. Na snimcich (A) je zobrazena keramika s pory vétSimi
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nez 250 um a s 30 obj. % KCI (space holder), na snimcich (B) je keramika s pory vétSimi
nez 250 pm a s 40 obj. % KCl, (C) velikost pori keramiky je vrozmezi 125-250 pm
a 30 obj. % KCl, (D) velikost porit v rozmezi 125-250 um a 40 obj. % KCl.

Obr. 27 Modifikovany povrch keramického scaffoldu polyanilinovym filmem (PANI)

Obr. 28 Modifikovany povrch keramického scaffoldu polyanilinovym filmem stabilizova-

nym pomoci hyaluronatu sodného (PANI+SH)
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Obr. 29 Modifikovany povrch keramického scaffoldu polyanilinovym filmem stabilizova-
nym pomoci chitosanu (PANI+CHIT)

Obr. 30 Modifikovany povrch keramického scaffoldu polyanilinovym filmem stabilizova-
nym pomoci alginatu sodného (PANI+ALG.S.)
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Na snimcich z laserového skenovaciho konfokalniho mikroskopu, které jsou na obr. 23 lze
vidét polyanilinem modifikovany povrch keramického vzorku. Na obrazcich lze vidét svét-
1¢ krystalky, které pravdépodobné mohou byt zplisobeny vykrystalizovanim jednoho z re-
aktantli, nebo by se mohlo jednat o nizkomolekularni necistoty. Polymerni film je po celém
povrchu vzorku. Distribuce porti na obr. 23 (A, B) neni rovhomérnd a pory jsou vice pro-
pojené nez u mensi velikosti port (C, D). Na obr. 28 (A, B), kde maji pory velikost vyssi

nez 250 um, l1ze opét vidét vyssi propojenost pora.

5.4 Cytotoxicita v pfimém kontaktu

Jelikoz vysledek testd cytotoxicity pfimého kontaktu byl u vSech typa vzorkl stejny, jsou
na nasledujicim obrazku uk4zany pouze vybrané vzorky. Na snimku (A) je keramika pota-
zend PANI filmem s velikosti pori vétsi nez 250 pm a s obsahem space holderu KCI
50 obj. %. (B) keramika potazena PANI filmem stabilizovanym SH a péry vétSimi nez
250 um a s obsahem KCI 40 obj. %. (C) keramika potazend PANI filmem stabilizovanym
CHIT a pory v rozmezi 125-250 pm a s obsahem KCI 30 obj. %. (D) keramika potazena
PANI filmem stabilizovanym ALG. S. a pory v rozmezi 125-250 um a s obsahem KCI
20 obj. %.

Obr. 31 Testovani cytotoxicity pomoci pfimého kontaktu vzorku s buiikami, (A) povrch

modifikovany PANI filmem, (B) PANI SH, (C) PANI CHIT, (D) PANI ALG. S.

Na obr. 31 jsou snimky z kultivace buné¢éné linie mysich fibroblast v pfimém kontaktu se
vzorky PIM keramiky s modifikovanym povrchem pomoci PANI filml. Ze snimku lze

vidét, ze bunky byly schopny v pfimém kontaktu se vzorkem rist. Vzhledem k tomu, ze
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pramérnd doba zdvojeni populace u mysich fibroblastd NIH/3T3 je ptiblizné 24 hodin, je

mozné fici, Ze buniky byly schopny i proliferace.

5.5 Vysledky osazeni scaffoldu buitkami (bunéc¢na proliferace)

Interakce buné€k s povrchem materidlu zavisi pfedev§$im na fyzikalnich a chemickych
vlastnostech jejich povrchu. Zda bude implantovany material tolerovan nebo odmitnut za-

lezi na povrchovych vlastnostech, které urcuji interakce mezi materidlem a prostredim.

5.5.1 PIM keramika s modifikovanym povrchem

Bylo ptipraveno celkem 64 riznych vzorkd, kazdy po dvou opakovanich. Jelikoz bylo
vzorkd mnoho, jsou v nasledujici podkapitole vybrany pouze n¢které fotografie bunééné
proliferace. Mikrofotografie byly potfizeny pomoci invertovaného mikroskopu s fazovym
kontrastem, Olympus IX81. Na obrazcich 31 aZ 34 jsou zobrazeny fotografie bunécné pro-
liferace na keramickych scaffoldech s modifikovanymi povrchy. Na snimcich (A) je kera-
mika s pory vétSimi nez 250 um a s 30 obj. % KCI (space holder). (B) keramika s pory
vetsimi nez 250 um a 40 obj. % KCl, (C) velikost porti v rozmezi 125-250 um a 30 obj. %
KClI, (D) velikost porti v rozmezi 125-250 um a 40 obj. % KCl

Obr. 32 PIM keramika potaZena polyanilinovym filmem bez stabilizatorti (PANI)

s obarvenou jadernou DNA buné¢k

Na obr. 32 jsou mikrofotografie keramického scaffoldu s modifikovanym povrchem poly-
anilinovym filmem. Ve srovnani s bunécnou proliferaci na samotnych filmech jsou bunky

schopny riist na modifikovaném povrchu scaffoldu. Avsak oproti ostatnim modifikovanym
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vzorktim, kdy byly pro vyrobu filma pouzity stabilizatory, je mira bunécné proliferace niz-
§i u vzorkli s PANI filmem bez stabilizatort. Z fotografii je dale patrné, ze adherovalo
a proliferovalo vice bunék na scaffoldech, které maji velikost port vyssi nez 250 um

(A,B).

Obr. 33 PIM keramika potazend polyanilinovym filmem stabilizovanym hyaluronatem

sodnym (PANI+SH) s obarvenou jadernou DNA bunék

Na obr. 33 je ukdzana bunécna proliferace mysich fibroblastli na keramickém povrchu mo-
difikovaném PANI filmem stabilizovanym SH. Na snimku (A) Ize vidét bunky okolo port
v keramice a také lze pozorovat, jak tyto pory prosvitaji svétlou barvou. Z toho lze tedy
tici, ze bunky byl schopné migrace poéry do vnitini struktury scaffoldu. Pfi porovnani
mnozstvi bun¢k na tomto konkrétnim ptikladu, 1ze konstatovat, Ze vice bun¢k se nachazi

na scaffoldech s vétSimi pory.

Obr. 34 PIM keramika potazend polyanilinovym filmem stabilizovanym chitosanem

(PANI+CHIT) s obarvenou jadernou DNA bunék
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Na snimcich na obr. 34 je vidét, Ze na scaffoldech s velikosti portt 125-250 um (C, D), Ize
pozorovat vice bun€k nez na snimcich (A, B). Opét Ize pozorovat svétlejsi oblasti na snim-
cich, které pravdépodobné¢ zna¢i migraci bunék dovnitt pori. Na snimcich 34 C, D neni

distribuce rovnomeérnd, coz by mohlo byt zptisobeno statickym typem seti.

Obr. 35 PIM keramika potazena polyanilinovym filmem stabilizovanym alginatem sodnym
(PANI+ALG.S.) s obarvenou jadernou DNA buné¢k

Na obr. 35 jsou uvedeny snimky keramického scaffoldu s modifikovanym povrchem po-
moci PANI filmu stabilizovaného ALG.S. Na snimcich 35 A, C, kde je keramika ve které
byl obsah space holderu KCI 30 obj. %, je mozné pozorovat vyssi bunécnou proliferaci

oproti snimkim 35 B, D.

5.5.2 PIM keramika bez povrchovych uprav

Buniky byly po tficeti minutach prvotni adheze ptelity médiem a poté byly bunky, které se
nestacily naadherovat, splachnuty pomoci média do kultivacni misky. Po tfech dnech sta-
tické kultivace byla bez fixace obarvena jadernda DNA bun¢k pomoci barviva Hoechst
a byly pofizeny snimky povrchu vzorki. Lze tedy fici, ze buinky linie NIH/3T3 byly
schopny adheze i1 nasledné proliferace na testovaném vzorku. Takto osazené scaffoldy byly
dale ptesunuty do komor bioreaktoru, kde probihala dynamicka kultivace po dobu ¢trnacti

dni.
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200 pm

Obr. 36 Mikrofotografie povrchu keramického scaffoldu, vyrobeného technologii PIM,
s velikosti porh vétsi nez 250 um a s 30 obj. % KCI (space holder), osazeného bunikami

s obarvenou jadernou DNA (na obr. svétlé tecky)

200 pm

Obr. 37 Mikrofotografie povrchu keramického scaffoldu, vyrobeného technologii PIM,
s velikosti port v rozmezi od 125 pm do 250 um a s 30 obj. % KCI (space holder), osaze-

ného bunkami s obarvenou jadernou DNA (na obr. svétlé tecky)

Z mikrofotografii na obr. 36 Ize vidét osazeny povrch keramického scaffoldu. Svétlé tecky,
které jsou na snimcich, jsou obarvend jadra bunék. Osazeni scaffoldu je témef rovnomerné
na obou snimcich. Lze také vidét pory v keramice, které sviti, z toho se da usuzovat, ze
buiiky byly schopny migrovat pory do vnitini ¢asti scaffoldu. Na obr. 37 lze vidét fotogra-
fie porovitého keramického povrchu osazeného buiikkami. V porovnani se snimky na
obr. 36, je na tomto obrazku mén¢ bun¢k a jejich distribuce neni rovnomérna. Opét ale

muzeme pozorovat svétlé pory, které dokazuji migraci bunék dovniti keramické struktury.
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Vzorky, které jsou na obr. 36 a 37, byly pfesunuty do bioreaktoru, kde probihala dynamic-

ka kultivace.

5.6 Vysledky dynamické kultivace v bioreaktoru

Pro porovnani jsou v nésledujici kapitole ukazany i snimky ze statické kultivace vzorkd,

ktera probihala soucasné s dynamickou kultivaci.

Obr. 38 PIM keramika bez povrchovych uprav s velikosti pori 250 um a vice, osazena

NIH/3T3 s obarvenou jadernou DNA, staticka kultivace po dobu 14 dni

Obr. 39 PIM keramika bez povrchovych tprav s velikosti pord 250 um a vice, osazena

NIH/3T3 s obarvenou jadernou DNA, dynamicka kultivace v bioreaktoru po dobu 14 dni
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Obr. 40 PIM keramika bez povrchovych uprav s velikosti pori 250 um a vice, osazena

NIH/3T3 s obarvenou jadernou DNA, dynamicka kultivace v bioreaktoru po dobu 14 dni

Na obrazcich 38 az 40 jsou uvedeny fotografie povrchu keramického scaffoldu osazené¢ho
buitkami s obarvenou jadernou DNA po kultivaci, kterd probihala po dobu ¢trnacti dnd. Na
obr. 38 jsou snimky ze statické kultivace. Na snimku 38 A je zobrazen povrch scaffoldu,
kde jsou vidét keramické pory, které maji svétlejsi barvu. Na obr. 38, kde jsou zobrazeny
vzorky pfi statické kultivaci po dobu ¢trnacti dnti, je na povrchu vzorkl vidét méné bunck,
nez lze vidét na obrazcich 36 a 37, kde je zobrazen povrch keramickych scaffoldii po kulti-
vaci za statickych podminek po dobu tii dnti. JelikoZ se jedna o ty samé vzorky, je to prav-
dépodobné z diivodu, ze buiikky mély tendenci migrovat do stiedu scaffoldu. Ve srovnani
s dynamickou kultivaci, jsou buriky u statické kultivace vice u povrchu, a proto sviti pory
bunék na povrchu scaffoldu. Mohlo by to byt zplsobeno rychlou cirkulaci média
v rota¢nim bioreaktoru. Tedy buniky mohly mit vlivem smykového napéti vétsi tendenci
migrovat do vnitini struktury scaffoldu ¢i naopak kviili smykovému stresu byly z povrchu
odstranény. Nicménég ze snimkl na obrazcich 39 a 40 lze fici, Ze buiiky byly schopny osa-
dit scaffold. Pro ovéfeni pfitomnosti bun€k ve vnitini struktufe keramiky bylo potieba
vzorky rozlomit. Protoze nebyly k dispozici prostiedky, kterymi by mohl byt proveden
rovny fez keramiky, byly vzorky po zafixovani opatrné rozbity a stfed scaffoldu byl zkon-
trolovan pod mikroskopem. Fotografie rozlomené keramiky zde nejsou uvedeny, protoze
povrch nebyl rovny a snimky nebylo moZzno normalnim invertovanym mikroskopem
s fazovym kontrastem poftidit ostré. Lze ovSem konstatovat, ze stied scaffoldu byl bunkami

osazen.
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ZAVER

Teoreticka Cast prace se zabyvala literarni reSerSi se zaméfenim na scaffoldy pro tkanové
inZzenyrstvi. Na zacatku prace byl nejdiive definovan pojem scaffold. V navazujici kapitole
byly probrany pozadavky na scaffoldy, jako je biokompatibilita a biodegradabilita. Dalsi
¢ast prace byla zaméfena na morfologickou strukturu scaffoldii. Jeden usek se zabyva
technologiemi vyroby scaffoldd. Jelikoz se scaffoldy po implantaci nachazi v pfimém kon-
taktu s lidskou tkani, je velmi dilezity material, ze kterého bude scaffold zhotoven. A pro-
to byla znacna ¢ast prace zameétena na biomaterialy. V tomto segmentu prace byly nejdiive
biomaterialy rozdéleny do n€kolika kategorii. Kazda kategorie byla stru¢n€ popsana a bylo
vybrano par zastupcl biomateridli z kazdé kategorie. Dalsi usek prace byl vénovan po-
vrchu biomateridll a jejich mozné modifikaci, protoze hlavni roli k ptijeti scaffoldu okolni
hostitelskou tkani hraje interakce mezi materidlem a prostiedim. V posledni pasazi teore-

tické ¢asti byla rozebrana dynamicka kultivace pomoci bioreaktora.

Prakticka cast prace byla zaméfena na testovani keramického materidlu vyrobeného pomo-
ci technologie PIM. Nejprve byl proveden test cytotoxicity extraktu. Z materialu byl vyro-
ben extrakt, ktery se zkoumal v riznych koncentracich na buné¢éné linii mysich fibroblastt.
Vyhodnoceni cytotoxicity bylo stanoveno na zékladé bunécné viability pomoci testu MTT.
VSechny extrakty byly vyhodnoceny jako netoxické, piipadné mirn¢ toxické. Dale byla
provedena modifikace keramického povrchu pomoci polyanilinovych filmt. Nekteré
z polyanilinovych filmii byly stabilizovany pomoci biopolymert, jako je hyaluronat sodny,
chitosan nebo alginat sodny. Pted testovdnim cytotoxicity pomoci zkousky pfimym kon-
taktem s modifikovanymi vzorky, byla nejdiive otestovana buné¢na proliferace na samo-
statnych polyanilinovych filmech. Buiikkdm se na polyanilinovych filmech se stabilizatory
povedlo adherovat a byly schopny i proliferovat. OvSem u PANI filmu bez stabilizatori
nebyly buiiky schopné adheze. Poté byl proveden test pfimého kontaktu. Tento test ukazal,
ze bunky jsou schopny riist v blizkosti keramickych vzorkli s modifikovanym povrchem.
Dale bylo provedeno testovani bunééné proliferace na povrchu modifikovanych vzorkd.
Toto testovani ukdzalo, ze buiiky byly schopny bunécné adheze i proliferace na vSech mo-
difikovanych povrSich. AvSak na vzorcich, které¢ byly modifikovany PANI filmem bez
stabilizatorti, bylo méné bunék nez na vzorcich, kde byl povrch potazen PANI filmem se
stabilizatory. Jako posledni testovani probihala dynamicka kultivace keramickych vzorka
bez povrchovych uprav v bioreaktoru za podminek simulujicich in vivo prostiedi. Vysled-

kem kultivace v bioreaktoru je, ze buiiky byly schopny keramicky scaffold osadit.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AH
ALG.S.
APS
ECM
HA
HAp
CHIT
PANI
PCL
PLGA
SH
TG

PIM

Anilin hydrochlorid

Alginat sodny

Peroxodisiran amonny (Ammonium persulfate)
Extracelularni matrix

Kyselina hyaluronova

Hydroxyapatit

Chitosan

Polyanilin

Poly(e-kaprolacton)

Kopolymer kyseliny mlééné a glykolové
Hyaluronat sodny

Termoplasticka zelatina

Powder Injection Molding (praSkové vsttikovani)
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