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Souhrn

Tato bakalarska prace je zaméfena na nanomaterialy vhodné pro kostni bunky. Prvni ¢ast
prace se tyka popisu kostnich bunék, co se tyce jejich stavby, procesu diferenciace a jejich
funkci v téle. Druha cast obsahuje vztah mezi bunkami a materidlem. Tteti Cast je
zamé&fena na materialy vhodné pro kultivaci téchto bunék, jak in vitro, tak in vivo.
Zamgéiuje se na popis vlastnosti samostatného materidlu a také na kombinace dvou

odli$nych materiali.

Kli¢ova slova: Kostni buriky, nanomateridly, tkanové inzenyrstvi, proliferace



Summary

This bachelor thesis focuses on nanomaterials suitable for cultivation of bone cells. The
first part of the thesis deals with the description of bone cells in terms of their structure,
the process of differentiation and their function in the body. The second part comprises
the relationship between cells and material. The third part focuses on materials suitable
for cultivation of these cells, both in vitro and in vivo. It focuses on the description of the
characteristics of a separate material as well as on the combinations of two or more
different materials, which, when combined, become more advantageous for tissue
engineering.

Keywords: bone cells, nanomaterials, tissue engineering, proliferation
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1. Uvod

Kost je zakladni tkani lidského téla. Hlavni funkci je podpora a ochrana ostatnich
organt. Hraje dulezitou roli v pohybu, ale také pii tvorbé krevnich bunék. Kosti tvoii dva
hlavni typy kostni tkané: 1) hutna kostni tkan, jejiz zakladni stavebni jednotkou jsou
osteony, které tvoii tzv. Haversiv systém, a 2) houbovitd kostni tkan, ktera vytvari
architektoniku kosti. Bunky, které tvoii kostni tkan, jsou osteoblasty, osteoklasty
a osteocyty. Osteoblasty zajist'uji tvorbu kostni hmoty, osteoklasty naopak odbouravaji
kostni hmotu a osteocyty jsou bunky, ze kterych je kostni tkan tvofena. Osteocyty
se vytvareji z osteoblastové linie. Pii defektech ¢i onemocnénich kosti se na fadu dostava
tkanové inzenyrstvi, které se snazi pomoci riznych materialti kost nahradit. Cilem
tkanového inZenyrstvi je nahradit tradi¢ni implantity, coz by eliminovalo pacienta
podrobit druhé operaci a vyhnout se problémim s infekci organismu. Zakladem tohoto
oboru je trojrozmérny porézni material nazyvany scaffold. Scaffold v podstaté funguje
jako templat pro tvorbu tkani, a mél by splnovat biokompatibilitu, biodegradaci,
mechanickou pevnost a poréznost struktury s propojenou siti. U scaffoldu se bere v potaz
také jeho sloZeni, tvar a schopnost podporovat mnozeni bun¢k. Vyznamnym kritériem
je také reakce hostitele na dany material. Tuto reakci je vhodné hodnotit az po 2 az 10

letech po implantaci do téla.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Kostni bunky

Existuji tfi typy diferencovanych kostnich bun¢k: osteoblasty, osteocyty
a osteoklasty. Osteoblasty a osteoklasty, které maji odlisny pivod a funkci, jsou

rozhodujici pro remodelaci kosti (Marquis M. E. et al., 2009).

2.1.1 Osteoblasty

Osteoblasty jsou specializované, kulaté, jednojaderné fibroblastové buiky.
Vyvijeji se z preosteoblastt, které se diferenciuji z mesenchymalnich kmenovych bun¢k
(MSC) v kostni dieni a periostu (Kushwaha P., Wolfgang M.J., Riddle R.C., 2018). Maji
vyrazny Golgiho aparat a dosahuji velikosti 20-30 um. Dikaz MSC jako prekurzort
osteoblasti je zaloZen na schopnosti kosti regenerovat se jak in vivo, tak i in vitro pomoci
bunécnych populaci. Osteogenni diferenciace in vitro vyzaduje pfitomnost rustovych
faktori, jako je naptiklad glycerofosfat a kyselina askorbova. Dulezitou soucasti
je také dexametazon, patiici do skupiny glukokortikoidii. V posledni transformaci
na osteoblasty je nutna regulace pomoci transkripénich faktord, jako je Runx5
(také nazyvany jako Cbfa-1) a Osterix. Béhem osteogeneze se méni repertoar kadherint,
cozjsou membranové glykoproteiny, které zprostfedkovavaji Ca®" dependentni
bunéénou adhezi (Marquis M.E. et al., 2009). V aktivni form¢& maji osteoblasty tvar
kvadru a nachazeji se na kostnim povrchu, kde dochazi k aktivni tvorbé kosti. Osteoblasty
se neobjevuji ani nepisobi samostatné, ale vzdy v klastrech podél kostnich povrchi. Jsou
to specializované buriky, jejichz primarni tlohou je syntetizovat kostni komponenty, které
tvoii extracelularni matrici kosti (Favus M.J., 2010). Patii mezi n¢ strukturni
makromolekuly, jako je kolagen (COL) typu I, ktery tvoii asi 90 % organické matrice,
stejn¢ jako tada proteoglykani, proteint, které netvoii kolagenni a bunééné vazby.
Osteoblasty také podporuji mineralizaci organické matrice matricovymi vezikuly,
které obsahuji alkalickou fosfatazu (ALP), ATP-azu a anorganickou pyrofosfatazu.
Po skonceni prestavby kosti se n€které osteoblasty méni v buiiky lemujici kost, n€které
z nich jsou usmrceny pomoci apoptozy, fada z nich se po obklopeni mezibuné¢né hmoty
stava osteocyty (Mohamed A.M., 2008). Jejich ukolem je také udrzovani kostniho
anabolismu. Tato funkce je ovlivnéna inzulinem, jehoz sekrece je regulovana osteoblasty

(Clemens T.L., Karsenty G., 2011). Osteoblasty nejsou tradi¢n¢ povazovany za soucast
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imunitniho systému, nicmén¢ bylo zjisténo, Ze jsou tyto buiiky schopny navodit imunitni
reakci pomoci cytokini a chemokinl pii zanétu zptisobeného bakterii Staphylococcus
aureus (Bost K.L. et al., 1999).

Obrazek 1: Volné osteoblasty bez vyuziti nanomaterialu, focené ve fazovém kontrastu pod
zvétSenim 200x.

2.1.2 Osteoklasty

Osteoklasty jsou gigantické, pohyblivé, mnohojaderné fagocytujici buiky,
odvozené od hematopoetickych prekurzori zlinie makrofagovych monocytt
(Boyle W.J., Simonet W.S., Lacey D.L., 2003). Migruji z kostni dien¢ do urcitého mista
skeletu. Mohou se spojit bud’ s existujicimi mnohojadernymi osteoklasty, nebo se spoji
navzajem, aby vytvorily de novo mnohojaderné osteoklasty. Posledni moznosti jejich
vyskytu v organismu je, Ze zlstavaji jako mononuklearni buriky. Kostni mikroprostiedi
hraje diilezitou roli pii tvorbé a funkci osteoklastli. Je zavislé na lokdlnich signéalech

zZ jinych bunék a rustovych faktorech v kostni matrici. P¥ikladem takovychto rustovych
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faktort jsou napiiklad cytokiny. Ty ovliviwgji jak funkci osteoblastd, tak i osteoklasti,
coz znamena, ze jsou funkéné Gzce propojené. Osteoklasty obsahuji kyselou fosfatazu,
atim okyseluji extracelularni kompartment. V prostiedi o nizkém pH se rozpoustéji
krystaly hydroxyapatitu, a v disledku toho se odkryva matrix. Osteoklasty jsou vysoce
specializované bunky, které jsou schopné degradovat mineralizované tkang,
podileji se na resorpci  kosti, ktera prispiva k jejich remodelaci. Osteoklasty
se také podileji na dlouhodobém udrzovani homeostazy vapniku v krvi. Udrzovani
homeostazy je regulovano hormonalné pomoci parathormonu, kalcitoninu, vitaminem D,
nebo pomoci cytokinti (Clarke B., 2008). Osteoklastogeneze, at uz normalni
nebo patologicka, je zavisla na podpofe pomocnych bungk, které exprimuji cytokiny,
potiebné pro diferenciaci osteoklastii. Jeden z nich je nezbytny pro formovani osteoklastu
VvV pribéhu Zivota. Jednd se o receptorovy aktivator NFkB ligand, jinak znamy
jako RANKL. Ten je sekretovan vSemi typy bunék. RANKL nalezi k rodin¢ tumor
nekrotizujici faktor. M4 tii izoformy, a to RANKLI1, RANKL2 a RANKL3-solubilni.
Parathormon a glukokortikoidy podporuji produkci RANKL (O‘Brien C.A., 2010).
Kdyz osteoklast dokon¢i svij resorpéni cyklus, vyluCuje proteiny, které slouzi

jako substrat pro ptipojeni osteoblasti (Mohamed A.M., 2008).

Obrazek 2: Osteoklasty — Cl piedstavuje volny osteoklast, v jehoz blizkosti jsou pozorovatelné
dalsi osteoklasty, v nékterych jsou také pozorovatelna jadra, B (bone) je oznaceni pro kost, svétlé
z6ny piedstavuji vakuoly (Dudley H.R., Spiro D., 1961).
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2.1.3 Osteocyty

Osteocyty jsou tvofeny =z osteoblastl, tzn., ze jsou puvodem z bunék
osteoblastové linie, kdy z MSC vznika preosteoblast, z néj osteoblast, ze kterého se vyviji
osteocyt. Diky jejich dlouhé délce zivota a akumulaci v kostech predstavuji nejhojné;si
skupinu bunék a n€kolikrat prevysuji mnozstvi ostatnich kostnich bun¢k. Délka zivota
se odhaduje na 10-20 let a jejich podet na 19000-28000 bun&k/mm? (Riddle R.C.,
Clemens T.L., 2017). V osteocytu se nachazi jedno jadro, na jehoZ membrané
se vyskytuji jaderné pory, anebo jedno ¢i dvé jadérka. Jejich soucasti je taktéz granularni
endoplazmatické retikulum (Dudley H.R. et al., 1961). Tyto buiiky jsou morfologicky
I funkéné jedinecné. Obsahuji metabolicky aktivni slozky skeletu. Osteocyty exprimuji
nékolik matricovych proteind, které podporuji intercelularni adhezi a reguluji vyménu
minerali. Osteocyty jsou aktivni béhem osteolyzy a mohou fungovat jako fagocytujici
bunky, jelikoz obsahuji lysozoémy. VétSina studii naznacuje, Ze osteocyt ma funkci
senzorické buiky a je také hlavnim zdrojem fosfat regulujiciho hormonu FGF23,
coz je fibroblastovy rustovy faktor, ktery je syntetizovany v kostech, a zaroven pusobi
V ledvinach. Dale je zdrojem sklerostinu, coz je antagonista Wnt. Wnt je dilezita
signalizaCni kaskada. Diky tomu je u osteocytl ptedpoklad, ze mohou mit endokrinni
funkci (Riddle R.C., Clemens T.L., 2017). Pfitomnost prazdnych mezer v kosti starSiho
Clovéka nasvédcuje tomu, ze jsou tyto builkky schopny apoptézy ¢i autofagie
(Clarke B., 2008). Apoptéoza osteocyti  se uskuteCiuje napiiklad pii  1é¢bé
glukokortikoidy nebo pfi snizené hlading estrogenu (Bonewald L.F., 2011).

Mesenchymal Preosteoblast Osteoblast Osteocyte
stem cell
B
-
. . /
Hematopoietic Monocyte, Preosteoclast
stem cell Macrophage
Obrazek 3: Diferenciace osteoblastu a osteoklastu — (A) Diferenciace osteoblastu

z mesenchymalnich bungk, ktery se dale vyviji v osteocyt, (B) Stadiovy vyvoj osteoklastu
z hematopoetické kmenové buiiky (Marquis M.E. et al., 2009).
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2.2 Nanomaterialy

Nanomaterialy jsou definované tak, ze maji minimaln¢ jeden ze svych rozméra
mensi nez 100 nm. Vykazuji jedinecné fyzikalni a chemické vlastnosti, které se lisi
od béznych materialt. Ve srovnani s materidly o velikosti mikrometrii disponuji
naptiklad lepsimi funkcemi v piesnéjSim napodobeni struktury kosti. AvSak problémem
se muze jevit fakt, Ze nanocastice by mohly pisobit vyssi toxicitu nez mikronové Castice.
Diivodem vzniku nanotoxicity je produkce reaktivnich kyslikovych radikald. Tyto
chemické interakce mohou indukovat apoptdzu in vitro vznikem kyslikovych radikalu,
jejich akumulaci a vyCerpanim antioxidantii. AvSak udaje, které se projevily in vitro,
se nemusi projevit in vivo (Wang Q. et al., 2016). V poslednich letech vyvoj
anorganickych a organickych nanomaterialti vedl také Kk novym strategiim poskytovani
1€kt pomoci materialu pro 1é¢bu chorob kosti (Cheng H. et al., 2017).

Nekteré zlomeniny kosti a nestabilni kostni struktury jsou v soucasné dob¢ 1é¢eny
kostnimi $t€py nebo kostnimi materialy (Marquis M.E. et al., 2009). Materialy pouzivané
K opravé zlomenin kosti zahrnuji autostépy, alo$tépy, xenostépy a syntetické kostni
materialy. Nekteré kostni vady mohou vyuzivat tyto materidly pouze jako nosice.
Za takzvany ,zlaty standard“ materidlu pro opravu kosti je povazovan autostép,
ktery spliiuje vSechny nezbytné vlastnosti vyzadované pii regeneraci kosti z hlediska
osteokondukce, osteoindukce a osteogeneze (Wang W., Yeung K.W.K., 2017).
Avsak autostép muze zpusobit nové komplikace nebo traumata. Implantace alostépt
a xeno$tépti muze byt nachylna pro vyvolani imunitni reakce, kdy mize dojit k odmitnuti
tkané (Wang Q. et al., 2016). Aby se piedeslo témto nepiijemnostem, zacaly se pouzivat
syntetické kostni §t€py, coz znamena vytvoreni scaffoldu, ktery mize doc¢asné stimulovat
a podporovat regeneraci kosti (Mota R.C.A.G., Silva E.O., Menezes L.R., 2018).

Po vyvoji se materialy uréené pro biomedicinské ucely rozdélily do tfech
odliSnych generaci. Prvni generace byla tvofena ze snadno dostupnych materiald.
Hlavnim pfedpokladem materidli prvni generace je, aby byly bioinertni, a to proto,
aby se snizila jejich koroze. Dale pak vykazuji minimalni nebo Zzadnou interakci
S hostitelskou tkani. Druhd generace je definovana vyvojem schopnosti bioaktivnich
materidlll interagovat s prostfedim a schopnosti degradovat, zatimco se nova tkan
regeneruje. Treti generace predstavuje nejnovejsi pokrok v materialech, ty jsou totiz
schopné stimulovat specifické bunécné odpovédi na molekularni arovni (Navarro M.,

Michiardi A., Castano O., Planell J.A, 2008). Dle Williamse (Williams D.F., 2009)
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existuje rozdeleni podle vazby, kdy rozliSujeme tii skupiny. Kovové, které jsou zalozené
na kovové vazbé, keramické, zaloZzené na iontovych vazbach, a polymerni, zalozené
na kovalentnich vazbach. Krom¢ toho pak existuji hybridy, které jsou zcela syntetické
nebo kompozity, coz je obvykle kombinace keramiky, polymeru nebo ptirodniho
materialu (Williams D.F., 2009).

I pfesto zadna zuvedenych generaci neptedstavuje piedpoklad pro vznik
idealniho materialu. Idealni material, ktery by splnoval vS§echny niZze uvedené pozadavky,
neexistuje. Obecné, aby se materialy piiblizily k idedlnimu materialu, mély by spliovat
urcité vlastnosti jako jsou: atoxicita, biologicka degradace, plasticita, osteokonduktivita,
sterilizovatelnost a moznost zpracovatelnosti do 3D struktury, kterda napodobuje strukturu

kosti (Wang Q. et al., 2016).
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Obrazek 4: Proces tkanového inZenyrstvi — (A) izolace cilovych bunék z heterogenni populace
(B) spojeni in vitro s nanomateridly (C) pfeneseni bunék do cilovych tkani pro regeneracni terapii
(D) buiky pouzité na in vitro modelovani patologickych onemocnéni a pro screening léku (E)
bunécné inzenyrstvi in situ (Wang Q. et al., 2016).

2.2.1 Adheze bunék

Béhem regenerace kosti kostni bunky, jako jsou MSC, uzce spolupracuji,
aby zajistily tispé$nou regeneraci tkané (Tautzenberger A., Kovtun A., Ignatius A., 2012).

Interakce mezi bunkami a materialy hraje také kliCovou roli v celistvosti a oprave tkani.
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Ovliviuji preziti bunék, proliferaci, diferenciaci a migraci. Integriny jsou hlavnimi
bunéénymi receptory, které se ucastni adheze bunc¢k k biomateridlim. Bunééné
povrchové integriny interaguji s biomaterialy ptes extracelularni ligandy, coz mohou byt
proteiny adsorbované ze séra nebo extracelularni proteiny sekretované buiikami.
Tyto interakce mohou také zahrnovat adhezni peptidy z povrchu materidlu. Kostni
extracelularni proteiny nejsou pouze strukturalni proteiny, reguluji také fyziologicky stav
bunék a jejich okoli (Marquis M.E. et al., 2009). Chovani adsorp¢nich proteinti je zavislé
na rtiznych vlastnostech daného povrchu, jako je chemické slozeni, elektrostaticky naboj,
topografie, smacivost a povrchovému napéti. Tyto vlastnosti dale uréuji mnozstvi

adsorbovanych proteind, typ a také jejich konformaci (Coutinho D. et al., 2011).
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Obrazek 5: Adheze bunék na material — zjednoduSené schéma po sob¢ jdoucich udalosti, které
se odehravaji na biomaterialu po implantaci. Samotna adsorpce proteinti na povrch materialu
z okolniho prostiedi je pomérné slozity proces (Coutinho D. et al., 2011).

2.2.2 Vlastnosti povrchu

D¢je vedouci k integraci biomaterialii na kost probihaji primarné na bazi kostniho
rozhrani. Tyto udalosti vyzaduji pocatecni adhezi bunék a jejich rozsifeni po povrchu
pres extracelularni proteiny. Pfilnavost bun€k k biomaterialu a jejich nasledné chovani
zavisi na vlastnostech povrchu biomateridlu, jako je topografie, smacivosti, naboj,
chemicka apovrchovad energie. To vSe ovliviluje konformaci, orientaci a mnozstvi
adheznich bilkovin. Adhezni bilkoviny jsou napfiklad vitronektin nebo fibronektin,
které jsou adsorbovdny, a tim zprostiedkovavaji interakce mezi bunkami

a implantovanym materialem (Marquis M.E. et al., 2009).
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2.2.3 Buné¢na opora — scaffold

Potencionalni alternativou K transplantaci organti je tkanové inzenyrstvi,
kdy zakladnim kamenem tuspéchu jsou dva prvky, a to bunky a scaffold. Vytvafi se
zaucelem 3D struktury surCitym tvarem, velikosti, architekturou a fyzikalnimi
vlastnostmi. Scaffold poskytuje vhodné prostredi intercelularniho kontaktu (Zhao Ch. et
al., 2013). Tento scaffold v podstaté funguje jako templat pro tvorbu tkani. Bunécné
struktury jsou bud’ kultivovany in vitro, aby nasyntetizovaly tkan, ktera je dale
implantovana do poranéného mista anebo jsou implantovany piimo do poranéného mista,
kde dochazi in vivo kregeneraci tkan¢ (O’Brien F.J., 2011). Scaffold musi byt
biokompatibilni, biologicky odbouratelné a bioabsorbovatelné, tzn., ze se degraduje
stejnou rychlosti, jako se nova kost tvoti. Vlivem prostiedi a ¢asem se stav scaffoldu
zhorSuje, a tim ztraci svou mechanickou pevnost. AvSak pokud je tato degradace fizena,
dochazi k postupnému piemistovani mechanickych vlastnosti ze scaffoldu na nové
vytvotenou kostni tkan. Dal§im pozadavkem je degradace pouze na télu netoxické
produkty, které organismus snadno absorbuje nebo vylucuje (Mota R.C.A.G., Silva E.O.,
Menezes L.R., 2018). V n&kterych piipadech burniky a scaffold spolupracuji s faktory
indukujici diferenciaci. Mezi tyto faktory patii naptiklad ristové faktory a chemické
induktory. Mezi nejsilngjsi rastové faktory patii kostni morfologické proteiny (BMP),
jako jsou BMP-2 a BMP-7, které fidi osteogenezi kmenovych bunék. Chemické latky
se Casto pouzivaji pii diferenciaci in vitro, patii sem napiiklad dexamethazon, kyselina
askorbova a -merkaptoethanol. Vzhledem k tomu, ze kostni matrice je pfevazné slozena
z COL a hydroxyapatitu (HAP), tak se v kostnim inzenyrstvi napodobuje tato struktura
pro vznik a vyvoj scaffoldu. Nevyhodou COL je $patna strukturalni stabilita a nano-HAP
je velmi kiehky. Pro celkovou stabilizaci scaffoldu je vyhodné ptidat biologicky
odbouratelny polymer (Zhao Ch. et al., 2013). 3D scaffold hraje dulezitou roli
pii manipulaci s funkcemi osteoblastl a pii tvorbé nové kosti. Materialy bunééné opory
by mély byt osteokonduktivni, aby osteoprogenitorové buniky mohly pfilnout a migrovat
na scaffoldu, diferencovat se a vytvotit novou kost (Wei G. et al., 2004). 3D modely tkani
1épe reprezentuji prostorovou a chemickou slozitost Zivé tkané nez jejich 2D protéjsky
(Jang J. et al., 2018). 2D a 3D systémy se lisi hlavné v typu bunééné adheze a bunécné
polarizaci. Tvorba a studium kosti tkan€¢ v 3D polymerovych strukturach dostaly zna¢né
mnozstvi pozornosti v poslednich letech. Jedna velka nevyhoda téchto struktur se tyka

omezené prepravy zivin, Oz a odstranéni nezédoucich latek. V disledku toho bunky
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kolonizuji pouze povrch struktur, protoze v hlubsich lokalitdch se stavaji nekrotickymi.
Idealni 3D kostni §tép je proto ten, ktery ma vysoky pomér povrchu k objemu,
diky umoznéni pfipojeni bun¢k a latkovou vymeénu, a to nejen difuzi. Tento scaffold
by také mél fungovat jako struktura, na které mohou bunky proliferovat a diferencovat
se (Marquis M.E. et al., 2009). Dulezitou roli pti urCovani mechanickych vlastnosti
scaffoldu je porozita a velikost port. Poréznost napomaha migraci a proliferaci bunék,
coz dale ovliviluje pfenos zivin do struktur. ZvySena porovitost scaffoldu ma nekolik
vyhod, avSak ohrozuje pevnost scaffoldu, coz vede ke snizeni mechanickych vlastnosti.
Primérna porovitost se pohybuje v rozmezi od 50 % do 90 % (Prasadh S., Wong
R.Ch.W., 2018).

Obrazek 6: Scaffold s nanovlakennou matrici — (A) Obraz kosti Zenské levé ruky (fialova barva
oznacuje vadnou ¢ast), (B) SEM obrazy vnéjsiho povrchu a priafezu scaffoldu pii malém zvétSeni,
(C) Obrazek SEM (skenovaci elektronova mikroskopie) scaffoldu, ktery ukazuje strukturu
nanovlakenné matrice pozorovanou pfi vysokém zvétseni (Wang P., Hu J., Ma P.X., 2009).

2.3 Kostni nahrady vyuzivané pro bunéénou regeneraci

Materialy uréené pro opravu kosti mohou byt rozdéleny do dvou skupin,
a to na biologicky inertni a biologicky rozloZitelné. Bio-inertni jsou vétSinou implantaty,
které ztstavaji v t€le do chirurgického odstranéni, proto hlavnim cilem vyzkumu je rozvoj
biologicky rozlozitelnych materialt, které nevyzaduji druhou chirurgickou akci
pro odstranéni materialu (Sheikh Z. et al., 2015). V tkanovém inZenyrstvi by mél byt
idealni scaffold osteokonduktivni, osteoinduktivni a osteogenni. Pokud jsou tyto
podminky splnény, jedna se o tzv. biomimeticky material, ktery je pfitomny V nativni
kosti (napt. HAP a COL) (Gong T. et al., 2015). Cilem téchto materiala je zlepSeni
spojitosti mezi biomateridlem a bunikami, které napodobuji tlohu extracelularnich

proteini. Proteiny jako fibronektin, osteopontin, vitronektin, laminin a kolagen jsou
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vSechny pouzity k vyrobé funkénich biomaterialii. Tyto proteiny jsou vSak extrahovany
z jinych nez lidskych druht, coz zvySuje riziko nezaddoucich imunitnich odpovédi
ainfekci. Biomimetickd strategie se zaméiuje na pouziti kratkych bioadhezivnich
oligopeptidii na neznecisténych povrsich. Hlavnim problémem s ndhradami kosti jsou
jejich mechanické vlastnosti, jako jsou modul pruznosti, inava materialu ¢i permeabilita

(Marquis M.E. et al., 2009).

Tabulka 1: Rozdéleni kostnich nahrad podle materialu

Polymery Piirodni Syntetické
kolagen kys. polyglykova

poly kaprolakton kys. polymlééna
chitosan kys. polymlé¢no-ko-glykova

hedvabny fibroin
Keramika| fosfore¢nan vapenaty
hydroxyapatit
bioaktivni sklo
Kovy titan

zinek

2.3.1 Polymery

Na zékladé jejich pivodu mohou byt polymery klasifikovany jako pfirodni
nebo syntetické. Polymery spliiuji odbouratelnost a biokompatibilitu, avsak zadny
polymerni material nemtze dosahnout mechanickych vlastnosti podobnych kostem.
Ztoho divodu byly vytvofeny polymerni nanokompozity, které se skladaji
z keramickych ¢i kovovych nanocastic, a ty jsou rozptyleny v polymerni matrici
(Mota R.C.A.G,, Silva E.O., Menezes L.R., 2018).

Ptirodni polymery jsou tvofeny polysacharidy (kyselina hyaluronova, alginat,
Skrob, chitosan) nebo proteiny (COL, fibrin). Vykazuji dobrou bunéénou adhezi a rist,
jsou biologicky rozlozitelné a umoziuji tak nahrazeni degradovaného skeletu
(O’Brien F.J., 2011). Tyto polymery maji osteokonduktivni vlastnosti, ale nevyhodou
jsou $patné mechanické vlastnosti a $patna zpracovatelnost (Marquis M.E. et al., 2009).
Mohou byt pouzity spolu se syntetickymi polymery k piekonani jejich nevyhod.
Syntetické polymery mohou zlepSit rychlost degradace a mechanické vlastnosti

(Kenar H. et al., 2019).
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Syntetické, biologicky odbouratelné polymery, zejména polyestery,
jako je kyselina polymlécna (PLA), kyselina polyglykolova (PGA) a jejich kopolymery
(PLGA), jsou S$iroce pouzivany k rozvoji porézniho 3D scaffold. Tyto syntetické
materidly vykazuji vysokou miru biokompatibility (Wei G. et al., 2004). Jsou Siroce
studovany, jelikoz jsou snadnéji zpracovatelné a oproti keramice a koviim a maji vyssi
mechanickou odolnost nez ptirodni polymery. Pfi pouziti téchto materiald je mozné 1épe
kontrolovat kone¢né vlastnosti scaffoldu, jako je stupen krystalinity ¢i molarni hmotnost
(Mota R.C.A.G., Silva E.O., Menezes L.R., 2018). Dale syntetické materialy zahrnuji
polyethylenglykol, poloxamer, polyalfa-hydroxykyseliny, polyortoester, polyanhydrid,
polyfosfazen a polyfosfonat. Chovani bunék vzniklych pomoci odbourdvéani polymert
zavisi také na jejich chemickém sloZeni, molekulové hmotnosti a moznosti krystalizovat.
Degradace polymeru mize vést k uvoliovani produkti, jako jsou katalyzatory, aditiva,
vedlejsi produkty a zbytkové monomery, které mohou vyvolat zanétlivé reakce a ovlivnit
adhezi, pteziti a proliferaci bun¢k (Marquis M.E. et al., 2009). Kromé¢ toho existuji obavy
o procesu degradace PLLA a PGA, jelikoZ se degraduji na oxid uhli¢ity, ¢imz se snizuje
pH v téle, coz mize mit za nasledek nekrézu bunék a tkani (O’Brien F.J., 2011).
Pro pfekonani nevyhod mohou byt syntetické polymery kombinovany s jinymi
kopolymery pro zlepSeni vlastnosti ur¢itého materialu (Prasadh S., Wong R.Ch.W.,
2018).

2.3.1.1 Kolagen

v

COL je nejhojngjsi protein v lidském téle a je hlavni slozkou kosti a koznich tkéni
(Sheikh Z. et al., 2015). V tkanovém inzenyrstvi je jednim z nejpouzivanéjsich prirodnich
polymera (Kenar H. et al, 2019). Je biokompatibilni, biologicky odbouratelny
a osteokonduktivni (Sheikh Z. et al., 2015). Vysoka pevnost v tahu umoziuje, aby byl
zpracovan do rtiznych forem, jako jsou trubky, desky, pény, prasky, roztoky nebo nano-
vlaknité matrice. Ostatni vlastnosti mu vSak nedovoluji, aby byl pouzit sdm pro regeneraci
kosti (Prasadh S., Wong R.Ch.W., 2018). Za nejvice pouZzivany systém pro nahradu
a regeneraci kosti je kompozit skladajici se z HAP a predevsim COL. Ty dohromady tvorii
snadno tvarovatelné biomateridly pro klinické pouziti. Kolagenové povlaky
na substratech a implantatech fosfore¢nanu vapenatého zlepSuji bunéfnou adhezi
a proliferaci matrice (Sheikh Z. et al., 2015). A to diky nékterym zbytkim kolagenu,
jako jsou lysin a arginin, které adhezi podporuji. Ziskani kolagenu z xenogennich tkani
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vyvolava imunitni reakci, proto je vhodné&jsi vyuzit lidskou pupecnikovou Sitru,
kterou Ize povazovat za potencionalni zdroj biomateridlu pouzivaného v tkanovém
inzenyrstvi (Kenar H. et al., 2019). Dal§im kompozitem vhodnym pro regeneraci kostnich
tkani je kombinace hydroxyapatitu, kolagenu a chitosanu. Scaffold z tohoto kompozitu
vykazuje piiznivé Gcinky na pfipojeni a proliferaci bunck, byla také zvySena exprese

osteogennich genti Runx2 a Ocn (viz obr.7) (Xie J. et al., 2016).

oe

CTS HANCTS HAp/Col/CTS

Obrazek 7: Imunofluorescenéné obarvené iPSC-MSC (indukované pluripotentni kmenové
buriky) bunky na trikalcium fosfat (TCP), chitosan (CTS), HAP/CTS a HAP/COL/CTS pro
detekci proteinové exprese Ocn a Runx2 po 14 dnech kultivace. Barveni bunétného skeletu
faloidinem (Cervena), barveni jadra pomoci DAPI (fluorescencni barvivo-modré), specifické
barveni osteogenniho proteinu Ocn (A-D) (zelend) a (E-H) Runx2 (zelend) (Xie J. et al., 2016).

OCN

RUNX

2.3.1.2 Chitosan

Chitosan je biopolymer odvozeny od chitinu. Jedna se o linearni polysacharid,
ktery je nerozpustny ve vodnych roztocich nad pH 7 (Sheikh Z. et al., 2015). Jedna se
0 druhy nejlépe dostupny biopolymer vyskytujici se v ptirodé (Prasadh S., Wong
R.Ch.W., 2018). Muze se extrahovat z korysi nebo se vyrabét deacetylaci chitinu
(Soundarya S.P. et al., 2018). Je biokompatibilni a mtze byt tvarovan tak, aby vytvarel
scaffold, ktery ma porézni mikroarchitekturu, ktera podporuje osteokondukci (Sheikh Z.
et al., 2015). Neni toxicky a je hydrofilni, coz usnadniuje bunécnou pfilnavost k povrchu.
Z tohoto divodu je pouzivan v tkdnlovém inZenyrstvi. Velkou vyhodou tohoto materialu
je, ze muze byt zpracovan do rtznych podob, jako je napiiklad gel, mikrocastice,
nanocastice ¢i nanovlakna (Mota R.C.A.G., Silva E.O., Menezes L.R., 2018). Scaffold
S chitosanem o vys$i molekulové hmotnosti vykazuje lepSi mechanické vlastnosti
nez konstrukce s chitosanem o stfedni molekulové hmotnosti. CTS spolu s fosfaty

vapniku nebo s kolagenem po pfidani HAP zlepSuje mechanickou pevnost matrice
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(Sheikh Z. et al., 2015). Pro zvySeni mechanické pevnosti se do CTS pridavaji
také polymery, kovy ¢i biokeramika (Soundarya S.P. et al., 2018).

2.3.1.3 Polykaprolakton

Polykaprolakton (PCL) je polykrystalicky linearni polyester, ktery se pouziva
jako material scaffoldu pro inzenyrstvi kostnich tkani, a to kvili dobré biokompatibilité
apomalé biologické rozlozitelnosti (Yang X., Chen X., Wang H., 2009).
PCL se degraduje do produktl, které lze snadno vyloucit nebo se mohou vyuzit
v Krebsové cyklu. Nevyhodou PCL je hydrofobni povaha, kterd zabranuje interakci
S télnimi tekutinami a nasledné zabranuje bunécné adhezi a proliferaci (Mota R.C.A.G.,
Silva E.O., Menezes L.R., 2018). Pro zlepSeni osteogenni kapacity PCL nanovlaken jsou
pridavany dalsi stimulujici slozky, jako je naptiklad chitosan. CTS je polysacharid,
ktery zvySuje tvorbu kosti jak v in vitro, tak in vivo studiich. Podporuje upevnéni
arozsifovani osteoblastli. Zahrnuti chitosanu do PCL nanovldken zvySuje adhezi
a proliferaci preosteoblasti a dale urychluje diferenciaci na kostni tkan se zvySenou
aktivitou ALP (Yang X., Chen X., Wang H., 2009). Gi Hoon Yang vyrobil 3D PCL
scaffold se spiralovitou vzpérou. Bunétnd reakce provadéna in vitro s bunikami
podobnym osteoblastim (MG63) vykazovala indikativni vysledky na bunééné proliferaci
a diferenciaci bunék ve srovnani s béznymi vzpérami (Yang G.H., Kim M., Kim G.H.,
2016).

Obrazek 8: PCL scaffold — Morfologie a vyrovnani vlaken pozorovano v SEM na PCL scaffoldu,
vlakna se prilezitostné spojila, coz zvysilo pramér vldkna (Kenar H. et al., 2019).
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2.3.1.4 Hedvabny fibroin (SF-silk fibroin)

SF je extrahovany ze zamotkl bource morusového a sklada se ze dvou hlavnich protein:
sericinu (globularniho) a hedvabného fibroinu (vlaknitého). Odstranéni sericinu z
hedvéabného fibroinu mize byt provadéno odstranénim slizovitych latek, pficemz ztistava
pouze hedvabny fibroin. Hedvabné fibroinové aminokyseliny jsou slozené ze dvou
odlisnych tetézovych dil¢ich slozek, tj. lehkych fetézcli, obsahujicich neopakujici se
hydrofobni vazby, a tézkych fetézcli, ve kterych jsou opakujici se hydrofobni
aminokyseliny. Nekovalentni P25 glykoprotein je vdzan na pfedem uspotradanou Sestici
lehkych a tézkych fetézcl. Hedvabi ptedstavuje jedineénou rodinu strukturalnich
proteinli, které jsou biokompatibilni a degradovatelné. Nabizi také fadu vynikajicich
mechanickych vlastnosti. Tyto vlastnosti, které mohou byt ptizpusobeny pro Gpravu
vodnych rozpoustédel a mohou se chemicky pfizplsobit tak, aby vyhovovaly riznym
aplikacim. Jako biomaterial poskytuje vlastnosti, které funkéné podporuji fungovani
organt v lidském téle. Hedvabny fibroin je vynikajici ptirodni polymer, ktery je Siroce
pouzivan jako biomateridl. Diky svym vynikajicim vlastnostem, at’ uz mechanickym ¢i
biomedicinskym, je pouzivan jako kostni implantat. Vykazuje biokompatibilitu a nema
zadné cytotoxické G¢inky na fenotyp ¢i na funkci bunky (Purnomo P., Putu H.S., Ana M.,
2018). MSC kultivované na hedvabnych vlaknech vykazovaly zvySeni ALP a po 12
dnech lécby byla zvySena mineralizace (Soundarya S.P. et al., 2018). Je povazovan za
slibny material pro nahradu kostni tkan¢, naptiklad pro opravu chrupavky (Purnomo P.,
Putu H.S., Ana M., 2018). Mezi vyrobni metody patii suSeni pomoci vymrazovani a solné
louhovani (Karageorgiou V., Kaplan D., 2005). SF pouzity s jinymi material vykazuje
zvySenou regeneraci kosti. Naptiklad SF s HAP zvySuje bunécnou proliferaci, ALP
aktivitu, mineralizaci a expresi osteokalcinu, coz dokazuje, Ze podporuje tvorbu kosti
(Soundarya S.P. et al., 2018). SF byl také soucasti vyzkumu, kdy byl vyvinut hydrogelovy
kompozit na bazi hedvabného fibroinu s vyztuzi uhlikovych nanotrubicek (Purnomo P.,

Putu H.S., Ana M., 2018).
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kompozitu z hedvabného fibroinu a polyakrylamidového hydrogelu. Kompozity byly inkubovany
V nasimulované télni tekutiné (Purnomo P., Putu H.S., Ana M., 2018).

Dal$im vhodnym kompozitem je SF/HAP, pficemz dojde ke =zlepSeni
osteogenniho potencialu. Pfidanim HAP do SF se zlepSuji jeho biologické a mechanické
vlastnosti, jelikoz se slozenim pfiiblizuje pfirozené strukture kosti. Pfi vyzkumu
se ukazalo, ze osteoblasty vykazuji vyssi Zivotaschopnost na scaffoldu SF/HAP
(Farokhi M. et al., 2018).

2.3.1.5 Kyselina polyglykolova

Kyselina polyglykolova je vysoce krystalicky synteticky polymer kyseliny
glykolové. Diky hydrofilni povaze dochazi K rychlé degradaci, a to vede ke ztraté
mechanické pevnosti PGA, ktera obvykle klesa po 14 dnech od doby implantace o 50 %
a po 28 dnech o 90 %. Produktem degradace PGA je kyselina hydroxyoctova
a je metabolizovana jatry nebo ledvinami (Sheikh Z. et al., 2015). Hlavni nevyhodou
PGA je moZnost zvySeni acidity v okolni tkani (Mota R.C.A.G., Silva E.O., Menezes
L.R., 2018).

2.3.1.6 Kyselina polymlécna

Kyselina polymlééna je polyester s linearnimi polymernimi fetézci, ma vynikajici
mechanické a tepelné vlastnosti, je biokompatibilni a biologicky odbouratelny. Je cenové
dostupnéjsi diky svym obnovitelnym zdrojim (Sheikh Z. et al., 2015). Jde o zdroje

v podobé¢ cukrové titiny, kukufice ¢i brambor a jejich produkty biodegradace jsou pro télo
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neskodné, proto je schvalen pro pouziti v biomedicinském oboru (Mota R.C.A.G., Silva
E.O., Menezes L.R., 2018). Existuje ve dvou formach, a to L-PLA a D-PLA. L-PLA je
znama diky svym dobrym mechanickym vlastnostem. Z téla je vyluCovana pfes jatra
nebo pies plice (Sheikh Z. et al., 2015). PLA ma ovSem nékteré nedostatky, mezi které
patii nizkd bunécné adheze, zplisobena diky hydrofobnim vlastnostem, zanétlivé reakce
in vivo, a to kvuli produktu degradace, kyseliné¢ mlé¢né. Navic ma PLA nizkou degrada¢ni
rychlost, a to mezi 10 mésici az 4 roky. Vytvoieni nanokompozitu pomoci bioaktivniho
materidlu muze zlepsit rychlost degradace, mechanické vlastnosti a také zvysit adhezi
bunék (Tajbakhsh S., Hajiali F., 2017). Nanokompozitni scaffold, slozeny z PLLA/HAP,
vykazuje dobré vazby na kostni strukturu (Sheikh Z. et al., 2015). ZvySeni mechanické
pevnosti PLLA lze zajistit také mechanickymi vlastnosti nanocastic nitridu béru a ZnO
whiskert, neboli ,,vousi“ (ZnOw). Tato kombinace slozek je vyhodna pro upevnéni,
proliferaci a zivotaschopnost bunék MG63. Nitrid boru je biokompatibilni, vykazuje
necytotoxickou cytokompatibilitu s osteoblasty a podporuje diferenciaci MSC
na osteoblasty. ZnO je taktéz biokompatibilni a podporuje buné€nou adhezi a rist (Feng

P.etal., 2016).
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Obrazek 10: PLLA scaffold — zivotaschopnost MG63 (buiiky linie lidskych osteoblastit) bunék
po 7denni kultivaci, (al — a3) scaffold PLLA, (b1 — b3) scaffold PLLA /BN, (c1 — c3) scaffold
PLLA /Zn0O, (d1 — d3) scaffold PLLA /BN/Zn0O-0,75-5, (el — e3) scaffold PLLA / BN / ZnO-1-
7, obrazy SEM (al, b1, cl, dl, el), zivé bunky (a2, b2, c2, d2, e2) byly zbarveny zelen¢; (a3, b3,
c3, d3, e3) mrtvé bunky byly obarveny ¢ervené (Feng P. et al., 2016).

2.3.1.7 Kyselina polymlécno-ko-glykolova

Kyselina polymlééno-ko-glykolova (PLGA) je tvofena kombinaci kyseliny
mlécné a glykolové (Sheikh Z. et al., 2015). Vykazuje velkou moznost bunécné adheze
a proliferacni vlastnosti, a diky tomu je vybornym kandidatem pro pouziti v tkdfiovém
inzenyrstvi (Prasadh S., Wong R.Ch.W., 2018). Scaffold vytvofeny z PLGA zesilené
pomoci HAP zlepsuje mechanické vlastnosti ve srovnani se scaffoldem vyrobeném pouze

z PLGA. Piitomnost HAP dodava scaffoldu zvysSenou schopnost pfilnuti osteoblasti
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najeho povrch. Na kulturach in vitro doslo také ke zvySené mineralizaci
(Sheikh Z. et al., 2015).

2.3.2 Keramika

Dalsi hlavni tfidou biomaterialt pro opravu kosti je keramika. Do této kategorie
patii slouceniny jako je HAP a trikalcium—fosfat, vykazuji dobrou schopnost
osteokonduktivity. Hlavnim omezenim keramiky je jeji kiehkost a obtiznost zpracovani
(Wei G. et al.,, 2004). Keramicky scaffold se typicky vyznaCuje svou vysokou
mechanickou tuhosti, jinak nazyvanou Younglv modul. Mé vynikajici biokompatibilitu
diky své chemické a strukturni podobnosti s mineralnim slozenim kosti. Keramika
zvySuje diferenciaci a proliferaci osteoblastii (O’Brien F.J., 2011).

Kompozitni biomateridly kombinujici vétSinou syntetické polymery, zejména
s anorganickou keramikou, jsou zajimavé pro pfipravu scaffoldu. Maji pfiméfené
biologické a mechanické vlastnosti. Tyto kompozity mohou také napodobovat vlastnosti
a morfologii kompaktni a trabekularni kosti. Rustové faktory mohou byt piidany
k nahradam kosti, a tim regulovat aktivitu bunék a podporovat tvorbu kosti. Vé&tSina studii
pouzivala ristové faktory rodiny BMP, zejména BMP-2. Ristové faktory maji kratky
biologicky polocas in vivo, je proto dulezité tyto proteiny chranit pfed degradaci dodanim
do systému. Takové systémy se mohou uvolnit v malych koncentracich a zabramuji
toxickym a karcinogenni G¢inklim v suprafyziologickych davkach. Genova a bunétna
terapie také umoziuje produkcei ristovych faktori a jejich uvolnéni. Je mnoho parametrt,
které ovliviiuji uvolnéni rastovych faktort z distribu¢niho systému, jako je povrchova
chemie a naboj scaffoldu, jeho geometrie, objem, porozita, hydrofobicita, krystalinita,
mira, s jakou jsou degradovany a snadnost vyroby. Uvolnéni riistovych faktorti mize byt
tizeno difuzi, externi stimulaci, enzymatickymi ¢i chemickymi reakcemi nebo jejich
kombinaci (Marquis M.E. et al.,, 2009). Potteba druhé operace k odstranéni
neabsorbovatelnych vldken vede k pouziti reabsorbovatelnych, anebo biokeramickych
latek, které vedou k vyztuzi v kompozitnich materialech. Patii zde naptiklad HAP/PLA,
TCP/PLGA ¢i fosfatové skelné vlakno/PLA (Sheikh Z. et al.,, 2015). Polymerni-
keramické kompozitni scaffold vyuziva kombinaci fosfore¢nanti vapenatych, diky jejich
osteokonduktivité a polyestert, kvili jejich dobré biologické degradaci. Toto polymerni-
keramické kompozitni scaffold se tvoii bud pifimym miSenim, nebo biomimetickym

zpusobem. Ve srovnani S prostym polymernim scaffoldem, ve kterém se tkdfiova matrice

30



vytvoftila pouze v povrchové vrstve (<240 um), kompozitni scaffold podporuje rist bunek
a tvorbu nové tkané vcelém objemu, vcetné¢ samostatného centra scaffoldu.
Tyto kompozity napodobuji do urcit¢ miry kost, ta je totiz slozena z anorganické
slouceniny, zejména HAP a organické slouceniny, zejména COL. Kompozitni scaffold
také potlacuje apoptdzu osteoblastil, a to zvySenou adsorpci sérovych proteint, jako je

vitronektin a fibronektin, na scaffoldu (Wei G. et al., 2004).

2.3.2.1 Fosforecnan vapenaty

Tricalcium fostat je resorbovatelny a bioaktivni keramicky materidl. M4 dvé
krystalické formy: a-TCP a B-TCP (Sheikh Z. et al., 2015). a-TCP je reaktivnéjsi
ve vodnych systémech oproti B-TCP (Tajbakhsh S., Hajiali F., 2017). TCP vykazuje vyssi
rychlost biodegradace nez HAP po implantaci iv vivo (Sheikh Z. et al., 2015).
Je vstiebatelny 10-25x rychleji nez HAP (Marquis M.E. et al., 2009). Ptredklinické
experimenty na tibiich potkantli prokézaly, ze se TCP témét po mésici a ptl po implantaci
zcela resorbuje s novou tvorbou kosti. TCP kostni nahrady ukazaly, ze jsou rychle
infiltrovany pomoci kosti a dochazi k pomalé resorpci osteoklastt, a to v dobé mezi 6-24
meésici (Sheikh Z. et al., 2015). Materialy ztéto slouceniny jsou vysoce zadané
kviili jejich vynikajici biologické degradaci a kviili podobnosti s anorganickymi mineraly
v kosti (Cheng H. et al., 2017). Bifazicky fosfore¢nan vapenaty, tvofeny kombinaci HAP
a B-TCP, maze byt pouzit jako material pro nahradu kosti ¢i vypln v kompozitni vyrob¢.
Déle pak existuje amorfni fosfore¢nan vapenaty, ktery ma velkou schopnost
remineralizace a vysokou rozpustnost ve srovnani s jinymi fosforeCnatymi materialy
(Tajbakhsh S., Hajiali F., 2017). Kompozity TCP a polymeru byly vyrobeny
z biopolymerd, jako je CTS, PLGA a PCL. Kompozity TCP/PCL po in vivo studiich
ukazuji, ze napomahaji pti podpote dal§iho hojeni kosti (Prasadh S., Wong R.Ch.W.,
2018).

2.3.2.2 Hydroxyapatit
Hydroxyapatit (HA/HAP) je bioaktivni a bioresorbovatelny fosfore¢nan
vapenaty, ktery tvofi vétSinu anorganické slozky kostni tkané. Diky tomu, ze je HAP
primarni sloZzkou kosti, se mize zdat byt idedlnim adeptem na kostni nahrady,

avsak problémem je obtizna kontrola rychlosti degradace (O’Brien F.J., 2011). Byly
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snahy o vyvinuti biokeramickych materiali na bazi HAP s pfidavkem iontt. Stroncium-
HAP, magnézium-HAP a kiemik-HAP byly testovany pro zlepSeni mechanickych
a biologickych vlastnosti, av§ak kvuli stiedni az nizké rozpustnosti HAP po implantaci
se jako materidl pro scaffold neosvédcil. Ukazalo se, ze HAP je vhodnym nosi¢em
pro osteogenni bunééné populace a osteokonduktivni rustové faktory (Sheikh Z. et al.,
2015). Tvar a velikost nanokompozitu HAP/PCL, potazeny dvojfazovym TCP, hraji
vyznamnou roli pti zlepSovani mechanickych vlastnosti. Nejvyssi dosaZzenou pevnost (2,1
MPA) vykazuje tvar jehly s nano velikosti (Prasadh S., Wong R.Ch.W., 2018).

Hydroxyapatit/uhli¢itan vapenaty (CHACC) je biologicky odbouratelny
a osteokonduktivni material, ktery podporuje in vitro proliferaci a osteogenni diferenciaci
MSC lidské kostni dfené a funguje jako funkéni scaffold pro tvorbu kosti in vivo.
Syntetické biomateridly se nepodobaji pfirozené kosti v architektufe, poréznosti,
ani co se tyce obsahu organickych slozek a nejsou optimalni, pokud jde o biologickou
degradaci a integraci hostitelské tkan€. Pfirozeny koralovy exoskeleton mé porézni
architekturu, kterd je podobnd trabekuldrni kosti. Vzhledem k tomu, ze jeho hlavni
slozkou je uhli¢itan vapenaty, byla vyvinuta hydrotermalni technika k Giplné pfeméné
uhli¢itanu vapenatého na keramicky koralovy hydroxyapatit pro klinické pouziti. In vitro
bunécné 3D struktury vytvorené z kmenovych bunék piipominaji zivou tkai a jsou zndmé
jako organoidy. Byly vyvinuty jako modely pro transplanta¢ni medicinu a genovou terapii
(Day A.G.E. et al., 2018).

Obrazek 11: Srovnani COL, HAP a komp021tn1ho COL HA Scaffoldu - (A) COL scaffold
s vysokou porozitou, ale Spatnymi mechanickymi vlastnostmi (B) hydroxyapatitovy scaffold
s dobrymi mechanickymi vlastnosti, ale Spatnou bunécnou infiltraci (C) kompozitni COL — HA
scaffold s vysokou porovitosti a rovnomérnym rozlozenim ¢astic (O’Brien F.J., 2011).
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2.3.2.3 Bioaktivni sklo

Bioaktivni materidl je definovan jako materidl, ktery podléhd specifickym
povrchovym reakcim po implantaci do téla, coz ma za nasledek tvorbu vrstvy,
ktera je podobna HAP, ta je dale zodpovédna za tvorbu pevného spojeni mezi tkanémi.
Nazev bioaktivni maji proto, protoze se vazou na kost a zlepsuji tvorbu kostni tkané
(Tajbakhsh S., Hajiali F., 2017). Bioaktivni sklo je osteokonduktivni anorganicky
material, ktery je ¢asto pouzivan v klinické praxi a je taktéZ znamo pod pojmem bioglass.
Bioaktivni skla, zejména 45S5, jsou dulezité keramické kompozity fosfore¢nanu
vapenatého. Slozeni 45S5 v hmotnostnich procentech je: 45 % SiO2, 24,5 % Na2O,
24,5% Ca0 a 6 % P.0s. Pritomnost CaO a P20s v téchto sklech vysvétluje jejich
bioaktivitu, definovanou jako schopnost materialu vyvijet povrchovou vrstvu obsahujici
karbonatovy hydroxyapatit, podobny kostni mineralni slozce (Marquis M.E. et al., 2009).
Tento tenky hydroxyapatitovy povlak absorbuje proteiny a ptitahuje osteoprogenitorové
bunky (Wang W., Yeung K.W.K., 2017). Jejich iontové produkty a povrchova
modifikace podporuji proliferaci a diferenciaci osteoblastil, a také stimuluji produkci
fenotypovych markerti. Nicmén¢ 45S5 nema vliv na tvorbu osteoklasti nebo na resorpci
kosti (Marquis M.E. et al., 2009).

2.3.3 Kovy

Nejcastéji pouzivanym materiadlem z kovi, které obvykle tvoti zaklad kovovych
implantatl pro regeneraci kosti je titan a nerezova ocel. Jejich hlavni vyhodou jsou
vynikajici mechanické vlastnosti, které znich tvofi nejrozSifenéjSi material
pro implantaci, nicméné nevyhodou je nezanedbatelna degradace, kterd vede k druhému
chirurgickému zakroku. Dals§i nevyhodou miZze byt mira toxicity v téle, zplisobena
akumulaci kovovych ionti v disledku koroze materialu (Karageorgiou V., Kaplan D.,
2005).

2.3.3.1 Titan

Titan patii mezi bézné kovy, pouZivané pii vyrob¢ kostnich implantati, na zakladé
jeho pevnosti, odolnosti vii€i korozi a biokompatibilité (Cheng H. et al., 2017). Napftiklad
MSC pfipojené na Ti vlaknité sité¢ se mohou diferencovat na osteoblasty in vitro. Nicméné
nékteré¢ experimenty in vivo maji zdlraznit zlepSeni osteogennich vlastnosti optickych

vlaken Ti s pouzitim proteinovych nebo HAP povlakt (Marquis M.E. et al., 2009).
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Pro zvyseni osteogenetické diferenciace a osteointegrace byly vyvinuty rlizné zpisoby
upravy povrchu, fyzikalnich vlastnosti a topografie. Mezi tyto Upravy patii naptiklad
piskovani, elektrolytické Stépeni, leptani pomoci kyseliny ¢i mikroobrabéni. Zménou
povrchovych parametri pak dochdzi k lepsSimu uchyceni bunék na povrch materialu
(Lin L. et al., 2014). Témito Gpravami jsou kostni implantaty modifikovany tak, aby se
zvysila interakce s adherentnimi buitkami, a tak podpoftila osteointegraci (Cheng H. et al.,
2017). Napiiklad alkalické oSetieni spolu s tepelnym zpracovanim zlepSuje biologickou

aktivitu titanu (Liu X., Chu P.K., Ding Ch., 2004).

Obrazek 12: Povrch titanu po alkalickém a tepelném zpracovani (Liu X., Chu P.K., Ding Ch.,
2004).

Lin L. a kolektiv (Lin L. et al., 2014) testovali tfi typy hierarchickych struktur
TiO2, a to TiO2 nanotrubicky S pouzitim potenciostatické anodizace, TiO2 houbovité
struktury, pfipravené pomoci eloxovani a nano/mikro struktura podobna TiOz, ktera byla
hydrotermalné osetiena. Z vysledku testl se ukazalo, ze alkalicky hydrotermalné oSetieny
Ti substrat byl nejlep$im materialem pro integraci kosti a implantatu z hlediska in vivo
I in vitro testovanych parametrd. Tento povrch vykazoval vétsi drsnost, vEtsi specificky
povrch a hydrofilni smécivost.

Oxid titanicity (TiO) predstavuje tii krystalické struktury: anatas (tetragonalni),
rutil (tetragondlni) a brookit (ortorombicky), avSak brookitova forma je nestabilni
a Spatn¢ syntetizovatelna, oproti tomu anatas a rutil jsou syntetizovany v laboratofich.
Jsou polovodicové a vykazuji katalytickou aktivitu. Jsou velmi pouzivany v tkdiiovém
inzenyrstvi diky jejich netoxickym a baktericidnim vlastnostem, chemické stabilité,

vynikajici biokompatibilit¢ a maji nizké pofizovaci naklady (Mota R.C.A.G., Silva E.O.,
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Menezes L.R., 2018). TiO2 nanostruktury, zavedené do struktury hydrogelu (chitosan,
COL), maji vyznamny vliv na bobtnavé vlastnosti vzniklého kompozitu a jsou vhodnym

materialem na vyrobu bioaktivniho scaffoldu (Zazakowny K. et al., 2016).

Obrazek 13: Osteoblasty na TiO; zvétSseno 200x — A) osteoblasty barveny faloidinem pro
zviditelnéni aktinovych vlaken, B) osteoblasty barvené pomoci hoescht barviva pro zvyraznéni
jader.

2.3.3.2 Zinek

Zinek je zakladnim prvkem lidského téla, vyskytujici se hlavné v kostech. Je
dalezity pfi regulaci a katalyze ALP, kterd hraje dulezitou roli pii osteogenezi
a mineralizaci. Tento kov ma dobrou chemickou stabilitu, kompatibilitu, antibakterialni
aktivitu a je netoxicky jak in vitro, tak in vivo (Mota R.C.A.G., SilvaE.O., Menezes L.R.,
2018). U zinku je vSak velmi dulezit¢é kontrolovat koncentraci, protoze vysoka
koncentrace zineCnatych iontd muze v téle zplsobit cytotoxickou reakci. Diky
antibakterialnimu G¢inku se ve studiich zinek implantuje do titanu. Vysledky studie
ukazuji, Ze titan s implantovanym zinkem stimuluje pocatecni adhezi, proliferaci
a diferenciaci MSC, kdy zinek zvySuje osteogenni vlastnosti, stimuluje tvorbu kosti
a vykazuje ¢aste¢ny antibakterialni u¢inek na E. coli, a také na S. aureus (Jin G., Cao H.
et al., 2014). Pro zlepSeni antibakterialnich schopnosti implantatu se pouziva stiibro,
které vykazuje dobrou kompatibilitu s osteoblasty a titanovym substratem (Jin G., Qin H.
etal., 2014).
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Obrazek 14: Bunécna adheze MSC na Cistém Ti, Zn, Ag a Zn/Ag — testovano barvenim FITC

(fluorescein isothiokyanat) pro vizualizaci aktinu a jader, buiiky s mitézou jsou znaceny bilou
Sipkou (Jin G., Qin H. et al., 2014).
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3. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo popsat typy a funkce kostnich bunék, poté se
zaméfit na nanomateridly vhodné pro kultivaci a regeneraci kostnich bun¢k, a tyto
materidly dale rozd¢lit na zaklad¢ jejich vlastnosti.

Mezi kostni bunky patii tfi typy bunck: osteoblasty, osteocyty a osteoklasty,
z nichz kazd4d ma jiny tvar a funkci. Osteoblasty se vyviji z mesenchymalnich bunék
kostni dfen¢ a maji za ukol tvofit novou kostni hmotu. Poté se obklopuji kostni matrici
a diferencuji na osteocyty. Osteocyty oproti osteoblastim nevytvareji mezibunécnou
kostni hmotu. Za to obsahuji metabolicky aktivni slozky a diky lysozémiim mohou
fungovat jako fagocytujici bunky. Osteoklasty se tvoii z hematopoetické fady za pomoci
cytokint a jejich hlavni funkci je odbouravani kostni hmoty.

V tkanovém inzenyrstvi je hlavni myslenkou poskytnout pacientim takovy
material, ktery by plné nahradil kostni hmotu bez jakéhokoliv vedlejsiho rizika, jako je
infekce i sepse. VyuZivaji se pii tom nanomaterialy, jelikoz vykazuji lepsi vlastnosti nez
makrometrické materialy. Zakladni jednotkou je, spolu s kostnimi buiikkami, scaffold,
ktery piedstavuje trojrozmérnou porézni strukturu daného materidlu, které mohou
napodobovat kostni extracelularni matrix, podporovat proliferaci a diferenciaci bunék.
Mezi dulezité vlastnosti scaffoldu patii: rychlost degradace, porovitost a pevnost.
Nanomaterialy se déli na pfirodni polymery, syntetické polymery keramiku a kovy.
Pfirodni polymery jsou biologicky rozloZitelné, ale maji Spatné mechanické vlastnosti.
Proto se vyvinuly syntetické polymery s lep§imi mechanickymi vlastnostmi, ale produkty
degradace mohou byt pro ¢lovéka toxické. Mezi keramické materialy patii hydroxyapatit
a fosfore¢nan vapenaty, coz jsou hlavni slozky kosti a vykazuji tak nejlepsi vlastnosti pro
pouziti v tkanovém inZenyrstvi, ale nevyhodou je kiehkost a Spatnd manipulace pfi
zpracovani. Kovy vykazuji dobré mechanické vlastnosti, ale velkou nevyhodou je
biologickéd nerozloZitelnost, a proto je pacient nucen podstoupit operaci pro vyjmuti
implantatu. Kazdy material vykazuje jiné vlastnosti, a proto se kombinuji tyto materidly
mezi sebou, kdy vznikaji tzv. nanokompozity. Ty vykazuji lepsi vlastnosti nez samostatny
material. Nejvhodné€j§i kombinaci je napiiklad pouziti keramického materidlu
se syntetickym polymerem. V soucasné dobé se také casto pouzivaji kombinace
s pfirodnimi polymery, jako je naptiklad hedvabi, které vykazuje zvySenou adhezi,

proliferaci a diferenciaci bunék.
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