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Abstrakt

Tato prace shrnuje informace o interakcich mezi kostnimi osteoblasty
a nanostrukturovanymi materialy, které v dnesni dobé nabyvaji stale vétsiho vyznamu a
nachdzeji nové perspektivni uplatnéni v medicin€ a tkanovém inzenyrstvi. Kazdoro¢né
se zvySuje mnozstvi osob s umélou nahradou nékterych tkani, ale i celych organit, jako
jsou kosti, klouby, zuby, chrupavky ¢i Slachy. Mezi nejcastéji pouzivané umélé
materialy pro kostni ndhrady patii titan a jeho slitiny. Titan ma specifické vlastnosti,
které umoznuji implantatim setrvat v misté integrace déle nez tficet let. Povrch titanu
je pro lepSi osteointegraci specificky upravovan nejriizngjSimi  zpisoby,
napft. potahovanim hydroxyapatitem, potahovanim vrstvou DLC (diamond like carbon)
nebo plazmovym sprejovanim. Nejnovéjsi metodou povrchové upravy titanu je
takzvana modifikace pomoci nanotub, které vytvaii na povrchu implantitu nanodrsnost
a zlepSuji tak fyzikalné-chemické vlastnosti umélého materidlu. Nanostrukturovany
material napodobuje pfirozenou strukturu kostni tkané, podporuje adsorpci urcitych
proteint, zlepsuje biokompatibilitu materidlu a ptiznivé ovliviiuje chovani bun€k, napft.
podporuje syntézu a vhodné uspotadani specifickych molekul bunééné adheze a

diferenciace.

Kli¢ova slova: osteoblasty, kostni proteiny, titan, biokompatibilita, integrinové

receptory, nanotuby



Abstract

This work summarizes information about the interactions between osteoblasts
and nanostructured materials, which are of growing importance and are highly
promising in regard to their application in medicine and in tissue engineering.
The number of people with artificial replacements of tissues, such as bones, joints,
teeth, cartilage, and tendons increases every year. Titanium and his alloys are
extensively used for artificial tissue replacements. Titanium is favourable for its
mechanical properties that allow the implant to remain in the place of implantation more
than thirty years. For better osseointegration the surface of titanium can be modified
with hydroxyapatite, coating with diamond-like carbon or plasma spray coating.
Another option is to prepare a layer of nanotubes, which forms nanoroughness
on material surface. The nanoroughness in turn improves physical and chemical
properties of the material surface. Nanostructured materials mimic the natural bone
tissue, support adsorption of specific proteins, improve the biocompatibility of the
implants and positively influence cell behaviour, e.g. stimulate the synthesis and

suitable conformation of specific molecules for cell adhesion and differentiation.

Key words: osteoblasts, bone proteins, titanium, biocompatibility, integrin receptors,

nanotubes
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1. Uvod

Kazdoro€né se zvySuje mnozstvi osob se ztratou kostni tkdn¢ diky
traumatickému poskozeni ¢i onemocnéni kosti. Souasna medicina se zabyva zptsoby
jak tuto poskozenou tkan nahradit. Dfive se pro rekonstrukci tkani vyuZivaly autologni
Stépy, jejichz déarce je sam pacient, bohuzel tato metoda ma né¢kolik nevyhod
napf. pacient musel podstoupit nékolik operaci, s nimiz se zvySovala doba
rekonvalescence a riziko infekce. V poslednich letech je proto vénovana pozornost
hlavné um¢lym materialim, které nabyvaji v biologii a medicing stale vétSiho vyznamu.
Tyto materidly musi byt svymi vlastnostmi pro lidsky organismus netoxické, nesmi
vyvolavat zadné negativni imunitni reakce, mély by podporovat adhezi, riist osteoblastii
a svymi Vlastnostmi by se mély co nejvice podobat Kosti.

Vyvojem takovychto materialti se zabyva mezioborova disciplina zvana tkanoveé
inzenyrstvi. Hlavnim cilem tkanového inzenyrstvi je vyvoj nanostrukturovanych matric,
které maji schopnost podpofit regeneraci kostni tkané nebo ji pln€ nahradit. Tyto
matrice by se mély svou povrchovou strukturou co nejvice podobat nanostruktuie
piirozené kostni tkan¢. Existuje fada modifikaci, diky nimz lze upravit fyzikalné-
chemické vlastnosti umélych biomateriali pro zlepSeni adheze, proliferace
a diferenciace bunc¢k a nasledné osteointegrace samotného implantatu. Mezi tyto
modifikace patii predev§im vytvoreni vrstvy nanotub na povrchu materialu, které svoji
nanodrsnou strukturou napodobuji pfirozenou kostni matrix a umoziuji adsorpci
specifickych proteinit mezibunéné hmoty z kultivaéniho média ¢i t€lnich tekutin
ve spravné konformaci, mnozstvi a vyrazné tim piispivaji ke zméné chovani bunék.

Cilem této prace je pochopit strukturu kostni tkané ve vztahu k vlastnostem
umélych kostnich nidhrad a optimalizaci jejich vlastnosti. Dal§im cilem je porovnani
jednotlivych umélych materidli pouzivanych na vyrobu kostnich implantatd se
zam&fenim na titan a jeho modifikace. Tato prace je soustfedéna piredevsim
na hodnoceni titanu modifikovaného TiO, nanotrubi¢kami, které tvofi
nanostrukturovany povrch titanu. Dal$im cilem je analyzovat interakce mezi titanem
modifikovanym nanotubami a bunéénymi liniemi osteoblastli, jejichZ pochopeni je

velice dilezité pro navrh spravného biomaterialu pro konkrétni typ postizeni.



2. Kost

Kost je jednou z nejtvrdsich tkani v lidském téle, tvoii hlavni podil skeletu
dospélého jedince a jeji hlavni funkeci je strukturalni podpora téla. Kosti jsou odpovédné
za té€lesny pohyb, vytvéreji totiz tzv. systém pak, ktery nasobi sily vzniklé svalovou
kontrakei. Kosti chradni dilezit¢ organy v dutin€ hrudni a lebecni a ve své dieni
piechovavaji krvetvorny organ. Kost je specializovana pojivova tkan s moznosti opravy
a regenerace, je pro ni typicka strukturalni nehomogenita a anizotropie. Kost jako organ
se sklada ze spongidzni a kompaktni kostni tkdné€, vaziva ale i cévniho zasobeni a
inervace. Vlastni kostni tkan je tvofend builkami a mezibunéénou hmotou
s mineraly, které poskytuji kosti pevnost, a proteinovymi vlakny, ktera naopak
biomechanickymi vlastnostmi kosti. Osteogenni builkky jsou obsazené v endostu,
resp. periostu, coz je vrstva tkan€, jimz je lemovan vnitini i vnéj$i povrch kosti.

(Dylevsky 2009; Nordin a Frankel 2001).

2.1 Stavba kosti

Kostni tkan se skldda z bun¢k a mezibunééné hmoty, zvané kostni matrix,
kterd na rozdil od ostatnich pojiv obsahuje vysoky podil anorganickych latek (asi 50 %

celkového objemu) (web 2).

2.1.1 Kostni buiiky

V kostni tkdni se vyskytuji Ctyfi typy bunék tj. osteoprogenitorové buiiky,
osteoblasty, osteocyty a osteoklasty. Tyto builkky formuji kostni matrix a plni funkci
metabolického centra kosti. Pfitomnost a funkce téchto bunék je pro fyziologii kosti
zcela zasadni.

Osteoprogenitorové buiiky jsou kmenové bunky, které derivuji z mezenchymu.
Buriky jsou vietenovité protahlé a nachdzeji se na vnitini strané periostu, dale v endostu
a v kandlcich kompaktni kosti podél krevnich cév. Bunky si uchovavaji schopnost
mitoticky se délit a diferenciovat ve zralé kostni bunky (web 2).

Osteoblasty (nevyvinuté kostni buriky) jsou jednojaderné osteoprogenitorové

buniky vzniklé z mezenchymalnich kmenovych buné¢k. Jejich hlavni funkci je produkce



organickych slozek kostni matrix (kolagennich vldken typu I, proteoglykanii a
glykoproteinli) a syntéza proteini kostni matrix (alkalické fosfatazy), diky které se
osteoblasty podileji také na mineralizaci kostni tkan€. Jedna z funkci osteoblasti je také
produkce amorfni proteoglykanové mezibunééné hmoty. Jeden osteoblast vyprodukuje
asi 500 um3 mezibunééné hmoty denné, tj. tiikrat vice nez je jeho hmotnost (web 3).
Mineralizace je fizena hladinou parathormonu a kalcitoninu - udrzuji kalcemii.

Osteoblasty se nachazi na povrchu kostni tkané a jsou seskupeny do tésného
usporadani na zpusob jednovrstevného epitelu. Cytoplazma osteoblastii vybiha v dlouhé
vybézky, jimiz navazuji kontakt se sousednimi osteoblasty. Pomoci téchto kontaktl
se realizuje latkova vymeéna kosti (web 3). Jakmile se buiky zadinaji obklopovat
mezibunéénou hmotou, kterou samy produkuji a do které jsou postupné uzavirany, méni
se v osteocyty. Noveé syntetizovana, dosud nekalcifikovana, mezibunéénd hmota
ulozena v blizkosti osteoblastii se nazyva osteoid (web 2). Osteoblasty se uplatiuji
pfi vhojovani umélych implantat do kostni tkané.

Osteocyty (vyvinuté kostni bunky) jsou klidové formy osteoblastli, které maji
protahly tvar a byly zalenény do nové vytvorené mezibunééné hmoty a pozdé&ji
uzavieny mineralizovanou kosti. Vznikaji tak lakuny a kanalky, nebot’ matrix se vytvaii
kolem bunéénych tél i jejich vybézkl. Osteocyty ve srovnani s osteoblasty maji méné
organel. SpiSe se Ucastni uvolilovani mineralti z kostni tkan€ a jsou proto soucasti
regulacnich mechanism udrzujicich hladinu véapniku v télnich tekutinach, ptedevsim
v krevni plazmé. Kromé schopnosti syntetizovat a obnovovat mezibunéénou hmotu
slouzi rovnéz jako mechanoreceptory (¢idla tlaku a tahu) s moznosti ovliviiovat miru
odezvy kosti na aktualni zatiZzeni. Doba Zivota osteocytl je asi dvacet let. Rozpadlé
osteocyty se jiz nenahrazuji, jejich zanik je nasledovan resorpci matrix a drobné
prostory, ve kterych bunky v kosti lezi, zistavaji prazdné (web 3).

Osteoklasty jsou velké (i 100 um) mnohojaderné bohaté vétvené pohyblivé
buniky, jejichz hlavni funkci je resorpce kostni hmoty (remodelace kosti za ucelem
zmenSit jeji objem). Vznikaji splynutim krevnich monocyti a tvofi tak i soucast
imunitniho systému. Oproti osteoblastiim, které mezibunécnou hmotu tvofi, osteoklasty
vylucuji enzymy kyselou fosfatazu a kolagendzu. Pomoci téchto enzymii atakuji kostni
matrix a uvolnuji zvapenatélou zakladni hmotu, ¢imz rozrusuji jeji plivodni strukturu.

Enzymaticky vyleptané proldkliny matrix, v nichz lezi osteoklasty resorbujici kost,
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se nazyvaji Howshipovy lakuny. Pfitomnost osteoklastli je nezbytna pro piestavbu

kosti, uvolnuji totiz prostor pro novotvoienou kost a napomahaji tak jeji remodelaci.

2.1.2 Kostni matrix

Anorganicka slozka tvofi okolo 50% suché hmotnosti kosti. Pfevlada zde vapnik
(Ca) a fosfor (P), které tvori nanokrystaly hydroxyapatitu [HAp, Ca;o(PO4)s(OH),]
0 délce 100 nm a praméru 20 - 30 nm. V mezibunééné hmoté¢ je také znacné mnoZstvi
amorfniho (nekrystalického) fosforeCnanu vapenatého, ktery zarucuje strukturni
stabilitu kosti. V kostni matrix najdeme i dalsi ionty jako hydrogenuhli¢itan, citraty,
hoi¢ik, draslik a sodik. Organicka slozka kosti je z 95 % zastoupena kolagenem |
a amorfni matrix, kterd obsahuje glykosaminoglykany spolecné s proteiny. Kostni
sialoprotein a osteokalcin velmi dobfe vazi vapnik a podporuji tak Kkalcifikaci
(vapenaténi) kostni matrix. Ostatni tkan¢ obsahujici kolagen I nejsou kalcifikované,
protoze neobsahuji tyto glykoproteiny (Lowestan a Weiner 1989; web 1). Vazbou HAp
na kolagenni vlakna je zajiSténa tvrdost a zaroven odolnost a pruznost kosti. Odvapnéna
kost si sice diky velkému mnozstvi kolagenu zachova svuj tvar i po dekalcifikaci, ale je
ohebna jako Slacha. Pivodni tvar zlstane zachovan i po odstranéni organickych casti
matrix, pfedevsim kolagennich vlaken, ale kost se stdvd velmi kifehkou, lamavou

a drobivou (web 1).

2.1.3 Periost a endost

Zevni 1 vnitini povrch kosti je obalen vrstvou osteogennich bun¢k a vazivovou
tkani, zvanou periost a endost. Periost je sloZzen ze zevni vrstvy kolagennich vladken
a fibroblastii. Svazky kolagennich vlaken pronikaji do kostni matrix a pomahaji
piidrzovat periost na kosti, jsou to Sharpeyova vlakna (web 1). Vnitini, vice buné¢na
vrstva periostu je slozena z plochych bunék se schopnosti mitoticky se délit a
diferenciovat v osteoblasty. Tyto osteoprogenitorové bunky hraji vyznamnou roli
pfi ristu a reparaci kosti. Endost vystyld vnitini povrch dutiny kostni, je tvofen pouze
jednou vrstvou plochych osteoprogenitorovych bunék a velmi malym mnozstvim
vazivové tkané. Proto je endost mnohem tenci nez periost. Hlavni funkci periostu a
endostu je vyziva kostni tkdné (ve vazivu lezi kapilarni sit€¢ i vétSi cévy) a zajisténi
nepretrzité dodavky novych osteoblastti pro rust a hojeni kosti (web 1).
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2.2 Struktura kosti

Histologicky lze rozliSit dva typy kostni tkdné: primarni, nezrala ¢ili vlaknita
kost a sekundarni, zrala neboli lameldzni kost. Ackoliv oba typy obsahuji stejné
stavebni jednotky, v nezralé¢ vlaknité kosti probihaji kolagenni vlakna nahodné,
neusporadané, ve zralé kosti jsou usporadana do lamel (web 1). Pii tvorbé kazdé kosti
v embryondlnim vyvoji, stejné jako pifi hojeni zlomenin a ostatnich reparac¢nich
procesech, je vytvofena nejprve nezrala vlaknita kost. Je pouze do€asné a u dospélych je
postupn¢ nahrazena zralou sekundarni kosti. V1aknita kost ztistava pouze v blizkosti §vi
plochych kosti lebky, v kostnich alveolech a v tuberositas ossium. Kromé
neuspotadanych kolagennich vlaken je tato kost méné kalcifikovdna a ma vice
osteocytd (web 1).

Pii makroskopickém pozorovani kosti na pficném fezu lze kost rozdélit
na kompaktni kost skladajici se z celistvych usekil bez mezer a na spongidzni kost, ktera
tvofi oblasti s velkym mnoZstvim navzajem propojenych dutinek. Ale na mikroskopické
urovni maji kompaktni kost 1 trabekuly odd¢€lujici dutinky spongidzni kosti ptiblizné
stejnou zakladni stavbu. Hlavni funkce kompaktni kostni tkdn¢ je odolnost vici tahu
a tlaku. To je zajisténo kolagennimi vlakny uspofadanymi do fibril. Fibrily v pocétu
od ctyf do dvaceti paralelné obkruzuji cévni kanal. Komplex téchto lamel s centralnim
(Haversovym) kanalkem se nazyva Haversiv systém neboli osteon (Mays 1998).
Ve sténach lamel jsou mélké jamky (lakuny), ve kterych jsou uloZeny kostni bunky:
osteoblasty a osteocyty. Osteon je zdkladni stavebni i cirkula¢ni jednotkou kompaktni
kosti. Centralni kanalky jsou mezi sebou spojeny pfi¢nymi a Sikmymi Volkmannovymi
kandlky, takze krevni ob&h osteonil je vzajemné propojen. Moznost oboustranné latkové
vymény mezi krvi a kostnimi buiikami je tak zajisténa cestou: kapiladry v centralnim
Haversové kanédlku < kostni kandlky <> osteoblasty (0steocyty) <> mezibunécna kostni
hmota. Pomoci této komunikace se uskuteciiuje jednak mineralizace kostni tkané€,
ale také transport vapenatych a hofecnatych ionti uvoliiovanych z kompaktni kosti
do krevniho ob&hu. Transport iontli umoziuje tkanova (extracelularni) tekutina proudici
lakunami a kostnimi kanalky, kterd je v kontaktu s velkou plochou anorganickych
krystald (Mallat a Marieb 2005). Kompaktni tkan tvoii silnou plastovou vrstvu
dlouhych kosti a tenkou tuhou vrstvu na povrchu kosti kratkych a plochych. Spongidzni
kost je slozena z tramcii (trabekul) a plotének vytvafejicich prostorové struktury,

jejichz tvar je vysledkem riiznych mechanickych sil ptisobicich na kost.
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Prostorovd orientace a uspofadani pribéhu trdmci a lamel spongidzy v kosti je
oznacovano jako kostni architektonika, kterd neni neménnd a pfi jednotlivych zménach
kostniho tvaru (napf. pfi kostni zlomenin¢ a nasledném odlisném tlakovém zatéZovani
zhojené, ale deformované kosti) se tramce piestavuji a vznikd architektonickd uprava
trdmc jiz typicka pro nové tlakové zatizeni. Spongidza neobsahuje Haversiv systém a
ziviny zde difunduji do kosti pfimo z kapilar. Spongiéza se vyskytuje v dlouhych
kostech vSude tam, kde neni vytvofena souvisld a jednotna dfeniova dutina (kloubni

hlavice) (web 3).

y =

3 ™
" e ——Chrupavka
opityz 7 l?\ \11 _—Haversovy
£ houbovita anatcy
r kost hutna kost
_céva
houbovita
kost
—diefiova
diafyza J Haversiv
systém
ckostice
R RN = ;
okosw:e/f; ‘Y'Q‘\\\S‘.’T//ﬂi" ®
\\\ S e houbovitd
2 &c kost
. kostni tamely
&
. (06,
r B (o ‘
NEEHTD C‘_
i i (0 0’
2 X ok e
epifyza < ; f&
= e cévy
.
Obr, 3 A Dlouhs kost. Celkovy pohled a podélny fez:
B a C vnitin{ organizace Kosti C

Obr. 1. Stavba kosti (zdroj: http://www.giobio.ic.cz/obrazky/clovek/clovek/kost.JPG).
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2.3 Kostni proteiny
2.3.1 Vitronektin

Vitronektin je glykoprotein, ktery se hojné vyskytuje v séru a extracelularni
matrix a podporuje adhezi bunék a jejich rozprostieni. Jedna se o sekre¢ni protein, ktery
existuje bud’ v jednoifetézcové ¢i dvouietézcové formé, kde jednotlivé fetézce drzi

pohromadé pomoci disulfidové vazby (web 4).

2.3.2 Vinkulin a g-aktin

Vinkulin je bunéfny protein asociovany s integrinovymi receptory,
které zprostiedkovavaji bunécnou adhezi na extracelularni matrix ¢i na umély material.
Propojuje bunécny aktin s integriny v plasmatické membrané. Vinkulin je spolu
s dalSimi proteiny (napf. talin) a integrinovymi receptory sdruzovan do tzv. fokalnich
adheznich plaka, které jsou ukazatelem spravné adheze bunck, umoznuji signalizaci
mezi bunikou a extracelularni matrix obéma sméry a jsou signalem pro dalsi vyvoj a
diferenciaci kostnich osteoblasti (pro pichled viz Bacakova a kol. 2011).

B-aktin je nejvice rozSifenym aktinem ve vétSiné bun€k, ktery se nachazi
predevsim v cytoskeletu a bunécném jadie. Je asociovany s fokalnimi adheznimi plaky,

hraje roli v uchyceni bunék a jejich rozprostifeni na materialu.

2.3.3 Kolagen |

Kolagen je hlavnim proteinem organické slozky kosti. Je zde zastoupen
85 - 90 %. Kolagen je specifickd bilkovina, kterda se vyskytuje v riiznych tkanich,
zejména pojivovych. Velké mnozstvi kolagenu obsahuji kosti a klouby, ale i cévy
a pokozka (Vokurka a Hugo 2002). Vldkna kolagenu jsou mekka, ohebnd, nepruzna a
vysoce pevna v tahu. Zakladni jednotkou kolagenu je tropokolagen slozeny z fetézct
a 1 a a 2 usporadanych do triple-helixu. Co se ty¢e chemické podstaty kolagenu, jeho
molekula je tvofena hlavné aminokyselinami glycinem, prolinem, hydroxyprolinem

a hydroxylysinem (web 5, web 6).
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2.3.4 Alkalicka fosfataza

Existuje nekolik typti tohoto enzymu. V membrané osteoblasti se nachazi kostni
izoenzym alkalické fosfatazy. Alkalicka fosfatiza je ukazatelem casné diferenciace
bunék a je produkovana samotnymi osteoblasty. Je to enzym, ktery se podili

na mineralizaci kostni tkan¢ a na inkorporaci Ca®* do kosti.

2.3.5 Osteokalcin

Osteokalcin je glykoprotein extracelularni matrix vyluCovany kostnimi
osteoblasty. Vaze vapnik a je povazovan za ukazatel osteogenni diferenciace.
Je vyznamny pro regulaci mineralizace obnovujici se kostni tkané, fidi potfebnou
rovnovahu mezi osteoblasty a osteoklasty pifi kostni remodelaci. Pro syntézu
osteokalcinu je dulezitd piitomnost vitaminu K. Vitamin K aktivuje osteokalcin
a umoziuje tak vazbu osteokalcinu s vapnikem, coz je dulezité¢ pro ukladani vapniku

v kostech.
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3. Vlastnosti umélych materiala

Umély materidl pro kostni ndhrady by mél co nejvice napodobovat slozeni
a strukturu pfirozené kostni tkan€. Podpiirnd matrice (scaffold) pro kultivaci tkané musi
splilovat néktera kritéria jako napiiklad snadnou zpracovatelnost do pozadovaného tvaru
a velikosti. Material musi mit mechanické vlastnosti odpovidajici aplikaci - naptiklad
v pfipad¢ nahrad cév material nesmi prasknout nebo se ,,0dhojit* z mista, kde byl pfiSit
k zivé tkani, musi byt dlouhodob¢ stabilni a odolavat i vykyviim krevniho tlaku (web 7)
nebo v pfipad¢ nahrazeni dlouhych kosti, kde dochazi k intenzivni zatézi, musi byt
zvlast’ mechanicky pevny a odolny.

Pro nékteré aplikace je zadouci vstiebatelnost materidlu, v takovém piipade
hovofime o biodegradovatelné¢ nahrad¢, kdy je tvorba tkdn€¢ doprovazena degradaci
puvodni matrice, az dojde k jejimu postupnému vylouceni z téla. V téchto ptipadech je
samoziejm¢ dulezitd i povaha degradacnich produktl a jejich bezpec¢nost pro lidsky
organismus (web 7). Rychlost degradace by neméla vyrazné ptesahovat rychlost ristu
nové tkané. V neposledni fadé je velice dilezité, aby byl umély material dobfe snasen
lidskym organismem, nebyl pro télo toxicky a nevyvolaval zadné jiné nezadouci reakce
(napft. karcinogenni, alergické ¢i zanétove).

Biomaterialy mohou byt bioinertni nebo bioaktivni. Bioinertni materialy
tzv. biomaterialy prvni generace jsou navrhovany tak, aby odpovidaly mechanickym
vlastnostem nahrazované tkané¢ a aby nedovolovaly adsorpci proteinit a bunécnou
adhezi (pfilnavost) za i¢elem omezeni mozné negativni imunitni odpovédi nebo srazeni
krve na povrchu implantatu (Hench a Polak 2002). Bioinertni materialy vSak nejsou
dokonale neutrdlni a casto dochazi k urCitym interakcim s lidskym organismem.
Naptiklad krevni builky mohou svymi enzymy naruSovat cévni nahrady vyrobené
zZ biologicky inertniho plastového materidlu tim, Ze na jeho povrch umistuji své vlastni
bilkoviny. Proto se dnes védci specializuji na vyvoj materidld, oznacovanych jako
biomateridly druhé generace, které jsou specidlné navrzeny tak, aby byly bioaktivni.
To znamend, ze material by mél vyvolavat specifické zadouci bunécné reakce jako
napiiklad adhezi bun¢k k materialu, proliferaci a diferenciaci bunék (specializace
kmenovych bunék do konkrétnich bunécnych typt s urcitou funkci). Dochazi tak
napt. Kk diferenciaci kostnich buné€k, které budou tvofit novou kostni tkan a tim

integrovat implantat do okolni pivodni tkané (Hench a Polak 2002).
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3.1 Materialy pro kostni inzenyrstvi

Materidly, které se dnes vyuzivaji v kostnim inzenyrstvi, lze rozd¢lit do nékolika
skupin: keramické materidly, syntetické polymery, kompozity (spojuji vlastnosti dvou
¢1 vice materialt riznych kategorii) a kovy.

Keramické materialy jsou tvrdé, nepruzné a biologicky nedegradovatelné.
Jejich nevyhodou je, Ze jsou velmi kiehké. Na druhé strané materidl jako
napt. hydroxyapatit (HAp), ktery byva nejcastéjsi anorganickou piimesi kompoziti,
je vysoce biokompatibilni, nedochdzi u néj ke korozi a v kombinaci s polymery se
vyznacuje silnou bioaktivitou. U materidlti s obsahem HAp byl prokadzan stimulacni
efekt na bunéénou proliferaci (Vagaska a kol. 2006).

Polymery jsou biokompatibilni chemické latky s nizkou hmotnosti. Ve své
struktufe obsahuji atomy uhliku, vodiku a kysliku, chloru, dusiku a jinych prvka
(Duchacek 2006). Mezi syntetické polymery pouzivané v mediciné jako biomaterialy
patii polyetylentereftalat, polytetrafluoroetylen, poly(mlééna kyselina), poly(glykolova
kyselina), poly(kaprolakton), polyetylen ¢i silikony (Griffith 2000). Polymery maji
slabsi mechanické vlastnosti, nedochazi u nich ke korozi, alergickym reakcim a mohou
byt resorbovatelné.

Kovy se diky své pevnosti pouzivaji hlavné¢ pro konstrukci ortopedickych
implantati. Maji vynikajici mechanické a fyzikalni vlastnosti napft. elektrickou
a tepelnou vodivost. Negativnimi vlastnostmi kovi jsou koroze (nasledkem ptisobeni
télnich tekutin) a uvolilovani iontii, které mohou snizit tvorbu kostni tkdn¢. Diky pfili§
vysoké denzité muze dochazet k vymilani kosti a uvoliovani nahrady (Park a Kim
2000). Nejcastéji se pro kostni nahrady vyuzivaji: slitiny kobaltu a chromu, nerezova
ocel 316L a titan a jeho slitiny. A pravé titan je povazovan za nejvhodnéjsi material

pro kostni inZenyrstvi.

3.2 Pouziti titanu v mediciné

Titan se pouziva jako material pro implantaty uz od 60. let minulého stoleti.
Titan vykazuje skvélé antikorozni chovani a vyteéné piijeti tkanémi ve srovnani
s nerezovou oceli ¢i slitinami na bazi chromu a kobaltu. Na druhou stranu jeho
mechanické vlastnosti a tribologické chovani zabranuji v nékterych piipadech jeho

pouziti jako biologicky material. To plati zejména tehdy, kdy je vyzadovana velmi
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vysoka mechanicka pevnost, jako napfiklad u nahrazeni tvrdych dlouhych kosti anebo
tam, kde dochazi k intenzivnimu vyuziti - u ky¢elniho kloubu (Oliveira a kol. 1998).

Diky témto omezenim se od surového titanu postupné pieslo k titanovym
slitinam, ty nejrozsifenéjsi jsou titanové slitiny Gr 5 Ti-6Al-4V typu o+f, které byly
puvodné vyvinuty pro letecky primysl. I kdyZ tento typ slitiny je povaZzovan za dobry
material pro chirurgické implantaty, nedavné studie prokéazaly, Ze vanad miize reagovat
s lidskou tkani. Kromé toho, 1 hlinik mize byt spojovan s nékterymi neurologickymi
poruchami a Alzheimerovou chorobou (Wang 1996). Pozd¢ji se pieslo na titanové
slitiny Ti-6Al-4V typu B, které nevykazuji takovou toxicitu viéi lidskému télu, maji
niz8i modul pruznosti, vyssi korozni odolnost a biokompatibilitu. V 1ékatstvi naleznou
své uplatnéni také slitiny titanu s tvarovou paméti.

Z hlediska biomedicinského pouziti vlastnostmi zajmu JSou vysoka
biokompatibilita, korozni a mechanické chovani, zpracovatelnost a dostupnost titanu
(Katti 1998). Také materidly na bazi titanu maji, ve srovnani s jinymi kovy a jejich
slitinami, pomérné nizky modul elasticity, ktery se méni od 110 GPa az na 55 GPa,
a tim se blizi k modulu elasticity kosti, ktery je 30 GPa. Vysoky modul elasticity mtize
vést k uvolnéni a poskozeni protézy nebo k fraktufe okolni kosti. Pro spravnou
funk¢nost implantatu je tedy vyhodné, aby modul elasticity um¢lého materidlu byl co

nejvice podobny kosti (Geetha a kol. 2009).

3.3 Fyzikalné - chemické vlastnosti titanu

Titan je velmi tvrdy a lehky kov ocelového vzhledu patiici mezi prechodné
prvky. Jeho vysoka odolnost vii¢i korozi pievySuje v nékterych prostiedich i specidlni
nerezavéjici oceli a antikorozni slitiny (Sedlacek 1963). Z chemického hlediska je titan
velmi reaktivni kov. Tiebaze je titan pevny jako nékteré druhy oceli, jeho hustota je
oproti nim polovi¢ni. M4 nejvyssi pomér mezi pevnosti a hustotou ze vsech kovovych
materiali. Vyhodou je, Ze nedochéazi k vymilani kosti vlivem nadmérné zatéze protézou.
Titan na svém povrchu vytvaii ochrannou vrstvu. Tento mechanismus se nazyva
pasivace titanu a napomahd ji piitomnost oxidac¢nich latek. Pasobi tak kyslik
(i vzdusny), ktery na titanu vytvoii ochrannou vrstvu oxidu titanic¢itého. Na pasivaci
titanu dobfe pisobi také vlhkost. Dobrd korozni odolnost ve vodnych roztocich je

zpusobena disociaci vody (web 10). Ochranna vrstva TiO; se ovSem ucinkem vysoké
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teploty rozpada a titan se stava velmi reaktivnim, coz se nepfizniveé projevuje na jeho

vyrob¢ a zpracovani.

3.4 Biokompatibilita kostnich implantati

Biokompatibilita je vlastnost materialu, jenz nevyvolava neptiznivou odezvu
na povrchu ani uvniti tkdn€. Jedna se o piijeti umélého implantatu okolni tkani a télem
jako celkem. Jakmile je néjaky cizi material umistén do prostiedi lidského téla, nastane
reakce na cizi téleso, kterd mize byt v rozsahu od mirného podrazdéni nebo zanétu
az po prudkou reakci, jez muze vést i ke smrti pacienta. Kazdy material pro vyrobu
implantatd musi byt biokompatibilni, coZ znamena, Ze musi zplisobovat minimalni
odmitavou reakci. Biokompatibilita je zavisla na umisténi implantatu v téle, stejné tak
jako na jeho chemickém slozeni a tvaru (Callister 2000). Biokompatibilita materiali je
obvykle urCovana empiricky. Material je implantovan laboratornim zvifatim
a biokompatibilita je posuzovana na zakladé¢ odmitavé reakce, stupné koroze, vzniku
toxickych latek, apod. Tento proces je pozdéji opakovan na lidech a to s materialy,
které jsou shledany jako biokompatibilni u zvifat. Chirurgické procedury mohou byt
neuspésné diky infekci. Problémy infekce maji tendenci se zhorSovat v pfitomnosti
biomaterialli, ponévadz bakterie se pfednostné vazou na cizorody material a implantat
mize zpusobit, ze se oblast stane nepfistupna imunologicky kompetentnim bunikdm
(Callister 2000; Koutsky 1997).

Titan je sice reaktivni kov, ale od ostatnich reaktivnich kovii se lisi tim,
ze nevyvolava v lidském téle Zadné negativni ani alergické reakce. Je to dano jeho
vysokou biokompatibilitou. Nedochazi totiz k uvolnovani reaktivnich ionti z jeho
povrchu. Tomuto uvolfiovani je zabranéno tzv. pasivaci. Na povrchu kovu se tvofi
vrstvicka oxidu titani¢itého pisobenim vzduchu, vody nebo v jakémkoliv elektrolytu.
A pravé tento specificky rist oxidii na povrchu implantatu zplsobuje, Ze nedochéazi
k Zadnému uvolnéni nezadoucich iontl. Tato pozitivni bariérovd vlastnost oxidu
titani¢itého je hojné vyuzZivdna a dokonce se tyto TiO, filmy casto na povrchu

titanovych materialu aplikuji uméle pro zesileni bioaktivity.
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4. Molekularni mechanismus adheze bunka - umély material

Adheze, rozprostfeni bungk, jejich nasledny rdst, migrace, diferenciace
a zivotaschopnost na umélém materidlu, jsou zprostiedkovany proteiny mezibunécné
hmoty (ECM). Nejcastéji jsou to nasledujici proteiny: vitronektin, fibronektin, kolagen,
laminin a fibrin - tedy molekuly, které se tucastni pii procesu hojeni ran. Ty jsou
spontann¢ adsorbované ze séra kultivaéniho média nebo z t€lnich tekutin, ale mohou byt
také pfimo syntetizovany samotnymi bunikami.

Molekuly proteintt ECM jsou k povrchu materidlu poutany slabymi chemickymi
vazbami, jako jsou vodikové mustky, Van der Waalsovy sily a dalsi slabé interakce.
Buniky se na tyto proteiny vazou pomoci svych adheznich receptorti. Tyto receptory
mohou byt napt. cukerného charakteru, jako jsou proteoglykany, které se mohou vazat
i na cukerné ligandy (napiiklad galaktosovy ligand). NejcastéjSimi a nejlépe
prozkoumanymi receptory bunécné adheze jsou integrinové receptory, které jsou
piitomny na bunéné membran¢. Adhezni receptory rozpoznavaji a vazZou
se na specificka mista proteini ECM, naptiklad na aminokyselinové sekvence Arg-Gly-
Asp, tzv. RGD. Tyto sekvence rozliSujeme dle toho, zda jsou typické pro néjaky
protein, napi. RGD sekvence se vyskytuje ve fibrinonektinu a vitronektinu, pro kolagen
je naopak typickda DGEA sekvence, tj. Asp-Gly-Glu-Ala nebo preferuji vazbu
k n&jakému uréitému bunéénému typu (napf. sekvence KSRS (Lys-Arg-Ser-Arg) je
specificka pro kostni osteoblasty). Receptory se na sekvence opét vazou pomoci slabych
sil, stejn& jako proteiny ECM na povrch materialu (Ba¢akova a Svoréik 2008; Batakova
a kol. 2004).

Kromé integrinovych a neintegrinovych receptorti existuji i dalSi bunécné
adhezivni molekuly - cadheriny a imunoglobuliny, které¢ zajiStuji interakci
bunka-buiika, v€etné interakce s buiikami imunitniho systému, cestou ptimého kontaktu
(ligand-receptor). Cadheriny jsou molekuly odpovédné za selektivni adhezi urcitych
bunéénych typl, coz je nezbytné béhem vyvinu jedince. Jsou tvofeny jako
polypeptidové prekurzory, které jsou posttranslaéné modifikovany (napi. glykosylaci

¢1 fosforylaci).
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Obr. 2. Mechanismus adheze bunky k umélému materialu (Bac¢akova a kol. 2008)

Ackoliv je chemické slozeni povrchu materialu dilezitym faktorem,
ktery ovlivituje interakci buitka-umély material, neni jedinym faktorem. Existuje mnoho
dalsich fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu materidlu (napf. polarita, rigidita,
smacivost, drsnost, elektricky ndboj a vodivost), které urcuji v jakém mnozstvi,
konformaci, stabilit¢ ¢i prostorové orientaci budou k materialu adsorbovany vyse
uvedené molekuly ECM a vyrazné¢ tim mohou pfispét ke zméné chovani bunék
(Ba¢akova a Svoréik 2008; Badikova a kol. 2004). V diasledku toho je povrchova

v

modifikace tkaniovych nahrad jedna z nejdilezit&jsich kritérii pii vybéru biomateriald.

4.1 Integriny - hlavni receptory bunéc¢né adheze

Integriny jsou nejcastéji zastoupené a nejlépe prozkoumané receptory bunécné
adheze. Tyto unikdtni molekuly mohou pii signalizaci pies bunéénou membranu
fungovat obéma sméry. Pfi signalizaci dovnitf buiiky dojde k vazbé ligandu
na extracelularni doménu integrinu, zméni se konformace receptoru a signal je pienesen
do bunky. Opacny typ signalizace se objevi diky cytoplazmatickym molekuldm,
které aktivuji signalni drahy v bunice a vedou k aktivaci ¢i deaktivaci integrinti
(Gahmberg a kol. 2009). Integrinové receptory jsou heterodimerni transmembranové
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glykoproteiny skladajici se z nekovalentné¢ vazanych a a B podjednotek (Hynes 2002).
Podle typu jednotlivych fetézch a a B (napi. ai, 0z, oy, 0s, B1, B2) a jejich kombinaci
(napf. osPi, oyPs) Se integrinové receptory vazou k uréitym molekulam ECM,
tzn. k uréitym aminokyselinovym sekvencim. Naptiklad a3 integrin rozpoznava
sekvenci RGD na vitronektinu, asf; integrin je také receptorem pro RGD sekvenci,
ale na fibronektinu. Na druhou stranu mize jeden typ integrinu vazat vice ligandd,
naptiklad tento stejny integrin asPf; vaze mimo RGD sekvence také naptiklad
RRETAWA (Arg-Arg-Glu-Thr-Ala-Trp-Ala) sekvenci (Bac¢akova a kol. 2004). Jinymi
slovy, integrinové receptory nejsou zcela striktné specifické pro urcity ligand, pouze
jejich afinita maze byt k danému ligandu vétsi. Pokud se tento preferovany ligand
v prostedi zrovna nevyskytuje, mohou véazat i jiné typy molekul extraceluldrni matrix.
Z tohoto divodu byvaji nékdy integriny oznacovany jako '"nejpromiskuitnéjsi
receptory” (Hemler 1998; Horton 1997). V lidskych buiikidch je mozno nalézt 24 typa
riznych integrini (Gahmberg a kol. 2009). Po vazbé integrinovych receptort
na jednotlivé aminokyselinové sekvence se integriny sdruzuji do specifickych mist
na bunééné membrané zvanych fokalni adhezivni plaky nebo jednodusSe fokalni adheze.
V téchto placich integriny komunikuji s mnoha strukturalnimi a signdlnimi proteiny
(napf. talin, vinkulin, fokalni adhezni kinaza (FAK), paxillin, a-aktin) a spojuji
se s aktinovym cytoskeletem, ktery prostupuje celou cytoplazmou builky a vaze
se na rizné enzymy, bunécné organely 1 jadro. Diky tomu se signal z extracelularniho
prostiedi, predstavovaného umélym materidlem, pienese az ke genetické informaci
builky a muize ovlivnit jeji ndsledny vnéj$i projev (proteosyntézu), tim i celkové
fungovani bunky. Jednd se napt. o jeji schopnost adherovat, migrovat, rust, délit se,
kontrahovat se, produkovat a uvoliiovat riizné latky (Badakova a Svoréik 2008;

Bagakova a kol. 2004).

Binding site for
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Obr. 3. Integrin (pfevzato z http://coursel.winona.edu/sberg/ILLUST/Integrin.gif
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5. Fyzikalné-chemické vlastnosti povrchu materiali

Mezi nejvyznamnéj$i povrchové vlastnosti biomaterialu patii: povrchova
drsnost, polarita, smacivost, elektricky naboj a vodivost, tuhost ¢i pruznost povrchu
a daldi (Bacakova a kol. 2004; Bagakova a Svor¢ik 2008; Engler a kol. 2004).
Povrchova drsnost a topografie jsou dilezité vlastnosti pfi interakci bunka-material
a pro kvalitni integraci implantatu do okolni tkan¢ (He a kol. 2008, Hench a Polak
2002).

5.1 Povrchova drsnost

Podle miry nepravidelnosti povrchu materidlu lze rozliSovat makrodrsnost
(nerovnosti o rozmérech 100 um - milimetry), mikrodrsnost (100 nm - 100 um)
a nanodrsnost (méné nez 100 nm). Kazd4d z téchto urovni drsnosti ma na bunky
specificky vliv.

Makrodrsnost se jevi piizniveé, protoze zlepSuje upevnéni implantatu v piirozené
tkani a obvykle nijak negativné neovliviiuje napt. adhezi a rozprostfeni bunék.
Mikrodrsnost na jednu stranu pfiznivé stimuluje rostouci osteoblasty smérem
k jejich diferenciaci, jak ukéazala genova exprese navozujici osteogenni diferenciaci
a vysSi stupeil mineralizace extracelularni matrix ve srovnani s bunéénym rastem
na hladkych povrsich (Lossdorfer a kol. 2004; Schneider a kol. 2003). Na druhou stranu
byla zpozorovana snizena adheze a proliferace bun¢k rostoucich na mikrodrsném
povrchu (Lossdorfer a kol. 2004; Schneider a kol. 2003), coz mtze byt zapfi¢inéno tim,
ze velikost adhezni plochy je limitovana topografii povrchu materialu. Jinymi slovy,
bunky, jejichZ plocha adheze mé obvykle rozméry fadové v desitkdch mikrometrti, jsou
na mikrostrukturovanych povrsich nuceny vyhybat se nerovnostem (napt. adherovat jen
v prohlubnich mezi nimi) ¢i nerovnosti pfemostovat, coz omezuje kontakt jejich
povrchu s materidlem. Napiiklad osteoblasty ziskané z kostni dfené¢ mysi a pestované
na mikrodrsném titanu tryskaném hlinikem nebyly zcela rozprostieny a jejich
proliferace, viabilita a aktivita alkalické fosfatazy byly ve srovnadni s hladkymi povrchy
niz$i (Sader a kol. 2005). Podobné¢ tomu bylo v pokusu s kompozity uhlik-uhlik,
tj. materidly s uhlikovou matrici vyztuZenou uhlikovymi vldkny, které mély na svém
povrchu mikrometrové nerovnosti zpusobené vyvySenim uhlikovych vlaken
nad matrici. Zde kostni buitky MG 63 piednostné adherovaly a rostly v brazdach mezi

vyvySeninami a mely pomérné¢ malo vyvinuté fokalni adhezni plaky. Pokud vsak byla
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na materidlu mista s alespon ¢astecné vyrovnanymi vyvyseninami, rist téchto bunék byl
rychlejsi, mély dobtfe vyvinuté fokalnich adhezni plaky a koncentrace osteokalcinu
a osteopontinu (tj. markerti osteogenni diferenciace) byla v bunikdch vyznamné vyssi
(Bacakova a kol. 2001b; Stary a kol. 2003a). Je obtizné srovnavat vysledky téchto
studii, nebot’ chovani bun¢k na mikrodrsnych povrsich je urovano nejen velikosti
nerovnosti, ale 1 tvarem a vzdalenosti. Naptiklad oblé nerovnosti s velkymi mezerami
mezi sebou spiSe podporuji adhezi bun¢k nez nerovnosti husté rozlozené ostré a Spicaté.
Vétsina studii vSak porovnava pouze velikosti povrchovych nerovnosti, popisované
parametrem R, (aritmeticka stiedni hodnota drsnosti), ktery je definovan jako primérna
odchylka profilu drsnosti od stfedni linie.

Zatimco vliv mikrodrsnosti na chovani buné¢k se ukazuje byt stale sporny,
znacna pozornost byla v poslednich letech vénovédna studiu efektu nepravidelnosti
v rozmérech nanometrd. Nanostrukturovany povrch se ukazal jako pozitivni
a jednoznacné¢ podporujici inicidlni adhezi, naslednou proliferaci a expresi
diferencia¢nich markerd bun¢k, piedevS§im kostnich osteoblastu. Vyplyva to ztoho,
ze nanostrukturovany povrch se zna¢né podoba architektuie piirozené extracelularni
matrix, kterd je také organizovand v nanorozmérech. Je slozena predev§im
z kolagennich vldken o tloustce 50 - 200 nm a anorganickych hydoxyapatitovych
nanokrystaltl o velikosti pfiblizn¢ 4 nm (Stevens a George 2005). Na nanostrukturovany
povrch se také adsorbuji proteiny ECM (zprostiedkovavajici adhezi bung¢k)
ve vyhodnégjsi prostorové konformaci, kterd poskytuje adhezivnim receptorim lepsi
pristup ke specifickym mistim v téchto adsorbovanych proteinech, jako je naptiklad
aminokyselinova sekvence Arg-Gly-Asp (RGD), ktera slouzi jako ligand pro tyto
receptory (Price a kol. 2004; Webster a kol. 2000).

5.2 Smacivost povrchu

Dalsi z dtlezitych parametri adheze bunck je smacivost povrchu. Smacivost
neboli hydrofilie ¢i hydrofobie povrchu, se obvykle méfi pomoci kontaktniho thlu
kapek polarnich kapalin (voda) a nepolarnich kapalin (benzylalkohol) na povrchu
materidlu. Velikost kontaktniho Uhlu kapky je nepfimo imérnd smacivosti materialu,
kterd totiz vyplyva z jeho polarity - vyska polarni slozky povrchové energie materialu je

ptimo umeérna jeho hydrofilii. Pfi vy$§im kontaktnim thlu polarni tekutina (voda) snizi
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svij kontakt s povrchem materialu, ktery je hydrofobni, zatimco mensi thel udava
vyraznéj$i rozprostieni tekutiny na povrchu, tzv. smacivost materidlu. Bunky
nejptiznivéji reaguji na stiedné hydrofilni povrch, ktery umozni adsorpci proteind
v dostatecném mnozstvi a vyhodné konformaci. Nektefi autofi ve své studii
kombinovali efekt nanodrsnosti se smacivosti a porovnavali riist a osteogenni
diferenciaci  kalvaridlnich osteoblasti (ziskanych z neonatidlnich potkant)
na silikonovych substratech pokrytych vrstvou TiO; filmi ve formé anatasu, rutilu
a amorfniho TiO;) s nerovnostmi s fadu nanometrd (8 - 10 nm), ale s rGznou
povrchovou smacivosti. Adheze, rozprostfeni, proliferace a aktivita alkalické fosfatazy
téchto osteoblastli byla vyssi na sttedné smacivém povrchu anatazu (He a kol. 2008).
Dalsi z cest, kter¢ by mohly vést ke zlepseni interakce bun¢k s povrchem
fyzikalné-chemickych vlastnosti povrchu materialu. Dilezité je najit co nejdokonalejsi
systém s kvalitni osteointegraci a dlouhodobou funk¢nosti pii zatizeni. Toto mohou
zajistovat bioaktivni materidly, které urychluji vznik pevné vazby mezi kostni tkani a
povrchem implantatu bez jakékoliv mezivrstvy vazivové tkané. Drsné neboli
texturované titanové povrchy ptivodni hladky povrch témér vytlacily, protoze vedou
k lepsi integraci implantatu do kostni tkdn€¢ béhem hojeni. Zdrsnény povrch implantatu
se podoba struktufe kosti a ta do n¢j ochotné vrista, tedy se zvysujici se drsnosti
povrchu se zvySi 1 uroven osteointegrace. Mezi modifikace povrchu lze zaradit
1 nandseni jinych materiald napf. atoml, molekul anorganickych ¢i organickych
sloucenin. Na povrch lze nanést rizné molekuly extracelularni matrix, ligandy
pro adhezni receptory bunék, fibrin, keramické vrstvy (napt. hydroxyapatit) (Bacdkova
a Svor¢ik 2008; Vagaska a kol. 2010). Potahovani vrstvou hydroxyapatitu je stale
napadano. Namitky proti potahovani se tykaji chovani tenké vrstvy z dlouhodobého
hlediska. Zpochybniovadna je predevs§im stabilita hydroxyapatitu v biologickém prostiedi
(web 8). Proto se hledaji nové technologie fyzikalnich nebo chemickych uprav titanu,
které by urychlily vznik a zvysily kvalitu osteointegrace. Zajimavymi technologiemi
povrchovych tprav titanovych implantata jsou anodicka oxidace ve vodnych roztocich
mineralnich kyselin a soli, potahovani povrchu vrstvou diamantu podobnému uhliku

(DLC - diamond like carbon) a pfedev§im modifikace povrchu pomoci nanotub.
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5.3 Modifikace pomoci nanotub

Nanotrubka ma - jak sdm néazev hovofi - tvar trubicky a jeji povrch se sklada
jsou totiz velmi pevné, az tisickrat pevnéjsi nez ocelova vldkna a ptitom Sestkrat leh¢i.
Mohou slouzit i napiiklad jako jehly v injekénich stiikackach, které budou schopné

propichnout buné¢nou sténu a dopravit do buiiky piesné mnozstvi chemikalii (web 9).

Obr. 3. Schéma jednosténné (A) a mnohosténné (B) uhlikové nanotuby s typickymi
rozmgéry Sitky, délky a vzdalenosti mezi jednotlivymi vrstvy grafenu u MWCNT (lijima
2002, upraveno).
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5.3.1 Uhlikové nanotuby

Uhlikové nanotuby (CNT) byly poprvé objeveny a popsany Sumio Iijimou
v roce 1991 (Iijima 1991). Uhlikové nanotuby jsou jednorozmérné valcovité
nanostruktury, které jsou vytvofeny z uhlikovych atomt o priméru 1 - 100 nanometrii a
délkou do 100 um. Nanotuby jsou velice popularni diky svym netradi¢nim vlastnostem
a moznostem pro praktické aplikace, které z téchto vlastnosti vyplyvaji. Mezi tyto
vlastnosti patfi elektronicka struktura ¢i mechanickd pevnost, uhlikové nanotuby jsou
asi desetkrat pevnéjsi nez ocel a pfitom desetkrat leh¢i. Diky tomu jsou nanotuby velmi
vyhodné praveé pii konstrukci pevnych a zarovenn lehkych materiald. Lze je rozdélit
na trubkové konstrukce, které¢ jsou tvofené jednou vélcovitou grafenovou vrstvou se
zakonCenim ve tvaru polokoule (tzv. jednosténné nanotuby, single-walled carbon
nanotubes = SWCNT) nebo nékolika koncentricky upotfadanych vrstev grafenu
(tzv. mnohosténné nanotuby, multiple-walled carbon nanotubes = MWCNT)
(Merkogi a kol. 2005). Jednotlivé jednosténné uhlikové nanotuby je mozné vyuzit jako
mikroelektrody nebo jako sondu u technik skenovaci mikroskopie. Uhlikové nanotuby
ve smési s polymernim nosi¢em davaji vzniknout uhlikovym pastdm a kompozitim
(Merkogi a kol. 2005).

Rada autort se ve svych studiich zaméfila na vyuZiti uhlikovych nanotub také
v tkanovém inzenyrstvi. Napiiklad Abarrategi a kol. (2008) testovali adhezi,
zivotaschopnost a proliferaci mySich myoblasti C2C12 na mnohosténnych uhlikovych
nanotubach, které byly soucasti kompozitniho materidlu obsahujiciho chitosan a lidsky
morfogeneticky protein kosti (BMP-2). Autofi prokazali, ze nanotuby podpoftily vyvoj
bunééné linie myoblastt C2C12 smérem k osteoblastim. Kromé toho by uhlikové
nanotuby mohly byt pouzity pro elektrickou stimulaci osteoblastt, coz by podpoftilo
jejich proliferaci, diferenciaci a tvorbu mineralizované kostni matrix a tim i hojeni
poskozené kosti. Po splnéni této funkce by se daly nanotuby pomérné rychle odstranit
z téla glomerularni filtraci (McDevitt a kol. 2007, Supronowicz a kol. 2002, Zanello
a kol. 2006).
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5.3.2 TiO, nanotuby

TiO, se v ptirod¢ vyskytuje v n€kolika krystalickych fazich. Ty nejvice znamé
a roz$ifené jsou brookit, rutil, anataz a TiO, ve své amorfni formé. Brookit neni pfilis
stabilni a zatim neni znamo jeji SirSi vyuziti. Nasledujici dvé faze jsou vSak mnohem
zajimavéjsi. Jednak je to nizkoteplotni anatdz, ktery je zndmy piedevSim pro své
intenzivni fotoaktivni G€inky (ty budou vysvétleny pozd¢ji) a rutil, stabilni pii vysokych
teplotach, ktery vykazuje slabsi fotoaktivitu a je dobrym substratem pro rust a
zivotaschopnost riznych bunék, naptiklad lidskych koznich fibroblasti (Popescu a kol.
2007). Vzhledem ke své bioinertnosti, tj. antiadhezivni vlastnosti, se rutil pouziva
v kombinaci s bioaktivni molekulou zprosttedkovavajici adhezi, jako je fibronektin
(von Walter a kol. 2005).

Anataz jako forma TiO; ma silnéj$i fotoaktivni G€inky neZ rutil. Do fotoaktivity
patii jednak superhydrofilicita, Cili vysoka smacivost povrchu, a fotokatalyza. Diky
fotokatalytickym ucinkim dokaZe rozkladat nejen vodu, ale i rGzné organické
slou¢eniny, mnohdy zdravi $kodlivé, ale napiiklad také bakterie. Jak superhydrofilicita,
tak fotokatalyza se projevuji po ozafeni materialu UV zafenim. Navic se oba tyto jevy
projevuji soucasné¢ a dokonce jeden podporuje druhy, coz ma za néasledek
tzv. samocistici efekt. Anatdz se také ukéazal byt nejlepsi fazi TiO, pro adhezi, rist
a diferenciaci osteoblasti (He a kol. 2008).

Nanotuby umoziuji mnohem vétsi kontrolu chemického nebo fyzikalniho
chovani. Nejednd se jen o velikost plochy, ale rizné nanotuby mohou mit i jiné
elektronické vlastnosti. Praveé tyto efekty se podileji ke zlepSeni interakce materidlu
s okolnimi médii. Oxid titani¢ity mize byt pfipraven ve formé trubek o priméru
nekolika nanometri a délce 1 n€kolik mikrometri. Takové nanostruktury mohou byt
na titanu vytvofeny jeho elektrochemicko-anodickou oxidaci v elektrolytu s obsahem
fluoridovych ionti. Rust takovych nanotrubicek je v tomto piipadé souhrou dvou
zaroven probihajicich procest. Prvni z nich je anodické oxidace povrchu (vznik souvislé
pasivni vrstvy TiO;) a druhy je lokalni rozpusténi rostouciho TiO; fluoridovymi ionty.

Nanotuby nemusi byt pouze titaniit¢, ale mohou byt tvofeny i jinymi oxidy
prechodnych kovi. Atraktivni je vSak TiO, ptredevSim diky jeho vlastnostem. Tyto
struktury pfedstavuji jedine¢nou kombinaci vysoce funkénich vlastnosti TiO;
s pravidelnou a kontrolovatelnou nanogeometrii (délka, primér trubky a vlastni

uspotadani lze nastavit dle pozadovanych parametrti). Struktura trubek je amorfni a lze
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ji upravit tak, aby byla podpofena jejich biologickd aktivita (napf. doping pomoci
fosforu ¢i vapniku). Bioaktivni povrch stimuluje depozici kostnich osteoblasti a tim

usnadnuji interakci implantatu s kosti (Balasundaram a kol. 2007; Kodama a kol. 2009;
Kunze a kol. 2008; Macak a kol. 2007; cit dle Fojt a kol. 2010).

WD: 5.12 mm

View field: 2.89 ym | Det: SE
SEM MAG: 50.0 kx | Date(m/dAy): 11/05/12 |

500 nm

Obr. 4. SEM fotografie povrchové topografie TiO, nanotub (pofizeno v Ustavu

kovovych materiald a korozniho inZenyrstvi, Fakulta chemické technologie, VSCHT
Vv Praze).
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6. Interakce bunék s povrchovou vrstvou nanotub

Nanotuby jsou velice dulezité pro regeneraci kostni tkdn¢, protoze napodobuji
pfirozenou kostni matrix a umozuji tak buitkdm lépe adherovat na biomaterial. Prvnimi
kroky pro hodnoceni biokompatibility materialu jsou in vitro a nasledné in vivo testy
na laboratornich zvifatech. In vitro se provadi testy cytotoxicity a adheze s bunéénymi
liniemi osteoblastii. Nejcastéji pouzivané lidské linie osteoblastli odvozené z kosti jsou
linie CPC-2, MG-63, Sa0S-2 ¢i U-20S, u kterych se testuje schopnost adheze, rustu,
proliferace na materidlu a syntézy markeri osteogenni diferenciace (napt. alkalické
fosfatazy, osteopontinu a osteokalcinu). Pro kultivaci buné€k na umélém materidlu se
pouziva bud’ staticka kultivace bunék (vhodna pro planarni vzorky tzv. dvojrozmérné)
¢i kultivace v dynamickém systému (vyzadovana pro vzorky trojrozmérné). Vzorky
jsou vloZeny do kultiva¢nich nadob, které jsou naplnény suspenzi bun¢k v kultivaénim
médiu. Bunky jsou pak prvni den po nasazeni ponechdny ve statickych podminkéch,
aby mély dostatek Casu pro adhezi a rozprostfeni se na materialu, a pak je pokracovano
ve vybrané kultivaci a néslednych testech cytotoxicity materidlu a viability bunck
(pro ptehled viz Vandrovcova a Bac¢adkova 2011).

V poslednich letech se mnoho autort zabyva vlivem uhlikovych i TiO, nanotub
na bunécné linie osteoblasti. Napiiklad Lobo a kol. (2010) zkoumali rtst lidskych
osteoblasti SaOS-2 na vertikdlné uspofadanych uhlikovych nanotubach (VACNT)
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (SEM). Testovali zivotaschopnost bunék
pomoci enzymu laktat dehydrogenaza (LDH), ktery se nachazi v cytoplasmé bunék
a jeho extracelularni pfitomnost signalizuje mechanické poSkozeni cytoplasmatické
membrany. VACNT neprokazali Z4dnou toxicitu vici bunkam SaOS-2, které podle
uvedené¢ studie vykazovaly vysokou Zivotaschopnost a proliferanci a vytvofily
na povrchu VACNT souvislou vrstvu. Dalsi studie se zabyvaji adhezi osteoblastli
Sa0S-2 na rtzné formy uhlikovych nanotub. Bunky vice adheruji na MWCNT navic
s vy$8i rychlosti adheze zejména v pocate¢ni fazi po nasazeni, nicméné povrch
MWCNT brani dostateénému rozprostieni bunék oproti SWCNT. Adheze bun¢k je také
znaéné ovlivnéna inkubaci nanotub se sérem pred nasazenim bunék, coz podle
nékterych vysledki jesté zvySuje adsorpci specifickych proteint ze séra kultivaéniho
média (Akasaka a kol. 2009).
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Nejvyuzivanéj$im biomateridlem pro kostni ndhrady je titan a jeho slitiny a to
pfedev§im diky jeho mechanickym vlastnostem, stabilité¢ v biologickych roztocich,
biokompatibilité atd. OvSem existuji 1 ptipady, kdy doslo u pacientli zfejmé k neuspesné
osteointegraci titanového implantatu a vyskytly se u nich negativni imunitni reakce.
Nékteré tyto ptiznaky byly popsany jako kozni vyrazky, selhani implantatu a dokonce
nespecifické imunosuprese (Sicilia a kol. 2008). Proto se v poslednich letech védci
zabyvaji biokompatibilitou mezi vrstvou titani¢itych nanotub a lidskymi osteoblasty.

Kli¢ovou roli pro integraci implantatu hraje pravé stupen adheze osteoblastl
na material. Naptiklad Portan a kol. (2012) hodnotili interakci osteoblasti s Cistym
titanem, TiO, nanotubami a TiO, nanotubami potazenymi HAp Ccasticemi,
které vykazovaly nejvys$$i biokompatibilitu. Ve své studii doSli k zavéru,
7ze osteoblasty efektivné adheruji na jakykoliv titanovy povrch (Cisty Ti nebo
nanotubové vrstvy). Nicméné toto silné ukotveni osteoblasti ke kovovému materialu
muze vést k jejich apoptéoze, coz mize mit za nasledek zminované nelspéSné
implantace (Portan a kol. 2012). Také Oh a kol. se ve své praci zabyvali vlivem TiO,
nanotub na rdst mysich progenitorovych bunék MC3T3-E1 a dosli k zavéru,
ze nanotuby zna¢né¢ meéni topografii materidlu, ktery diky nim podporuje adhezi a
rozprostieni bunék. Osteoblasty kultivované na TiO, nanotubach mohou svymi filopodii

zasahovat piimo aZ do porli nanotub a vytvatet tak slozité propletenou strukturu.

Obr. 5. SEM mikrofotografie osteoblastii linie MC3T3-El na ¢istém titanu (a)
a na TiO, nanotubach (b) po 2 hod inkubace (Oh a kol. 2006)
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Pfitomnost nanotrubi¢ek vyvolavd vyrazné zrychleni tempa rastu osteoblastl
az o 300 - 400% v porovnani s rychlosti ristu bun¢k na cistém titanu, coz je
pravdépodobné zpiisobeno pravé zmeénou topografie povrchu materidlu a zvétSenou
plochou pro adhezi bunék (Oh a kol. 2006). Adheze a rozprostieni bunck
na nanostrukturovany materidl zavisi také na struktuie nanotub, ptedev§im na jejich
praméru. Zda se, Ze nanotuby s mens$im priimérem (pfiblizné 100 nm) tvoti na povrchu
materidlu vice ostrych hran na jednotku plochy nez nanotuby s vétSim primérem,
coz zlepSuje nanodrsnost materialu a afinitu bunék k jeho povrchu (Gongadze a kol.
2013). Stejné jako predchozi autofi, tak i Das a kol. (2009) poukazali na fakt, ze Cisty
titan jako bioinertni materidl neni vhodny pro bunéfnou adhezi v porovnani
s bioaktivnim povrchem materidlu, ktery zajiStuji pravé nanotuby. Prokazala to fada
pokusu, ve kterych se titani¢ité nanotuby ukazaly byt ptiznivé pro adhezi a rozprostieni
bunék. A ptredevsim nanoporézni morfologie materialu vytvaii vynikajici kotevni mista
pro prodluZzovani filopodii osteoblastli. Adheze bun¢k na vzorky byla testovdna pomoci
imunofluorescenniho barveni a nasledného foceni vzorkl, kde se projevila vyssi
syntéza vinkulinu, proteinu asociovaného s integrinovymi receptory, na materialu

s nanotubami (Obr. 6.). Vyssi drsnost, nizky thel smaceni a nanoporézni morfologie

nanotub vede k vyznamnému zlepSeni interakci bunka-umély material (Das a kol.

2009).

Obr. 6. Imunolokalizace vinkulinu v osteoblastech po 5 dnech kultivace v kultufe
na &istém titanu (a) a povrchu s TiO, nanotubami. Sipky ukazuji fokalni adhezni mista,
zelend fluorescence indikuje protilatka vdzand na vinkulin, Cervena fluorescence

indikuje jadro (Das a kol. 2009).
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7. Zavér

Umeély material, ktery je vyvijen tkdnovym inzenyrstvim pro kostni nahrady,
musi umoznovat kostnim bunkam adhezi, rist, spravnou diferenciaci a zachovat jejich
zivotaschopnost. Chovani osteoblastu velice ovliviiuji fyzikalné-chemické vlastnosti
materialu, jako je povrchova drsnost, chemické sloZeni ¢i smacivost. Kostni osteoblasty
adheruji k umélému materidlu prostiednictvim proteinii extraceluldrni matrix
adsorbovanych k povrchu materidlu. MnoZzstvi, konformaci, stabilitu ¢i prostorovou
orientaci adsorbovanych proteint ovliviiuji pravé tyto povrchové vlastnosti. Jednou
parametry drsnosti mohou mit na bunky odliSny vliv, napfiklad drsnost v fadu
mikrometrt stimuluje diferenciaci osteoblasti, ale na druhou stranu negativné ovliviiuje
adhezi bun¢k a snizuje jejich proliferaci. Naopak jednoznacné pozitivni vliv na bunky
prokézala drsnost v fadu nanometrt.

Interakci buiika - kovovy materidl (zejména titan) 1ze vyznamné ovlivnit pomoci
povrchovych tprav materialu, jedna se predev§im o0 modifikaci vrstvou nanotub.
Nanotuby zvySuji povrchovou drsnost titanu, napodobuji ptirozenou strukturu kostni
tkané¢ a podporuji tak adhezi, rist a osteogenni diferenciaci bunék. Zjistili jsme,
7e samotna struktura nanotub mulZe ovlivnit chovani bunck. Nanotuby s menSim
primérem vyrazné&ji podporuji afinitu bunék k materialu. Studie, které srovnavaji rust
bunék na Cistém titanu a titanu s povrchovou vrstvou nanotub, jednozna¢né prokazaly
leps$i bunécnou adhezi na materidlu s nanotubami. Ten ma proto velky potencial
pro budouci vyuziti v tkdnovém inzenyrstvi. Povrchova vrstva nanotrubi¢ek mnohem
vice podporuje inicialni adhezi osteoblastl a nasledné jejich proliferaci, takze dochazi
k vytvoreni souvislé vrstvy bunék na materialu. Tato vlastnost je zasadni pro rychlou
integraci implantatu do okolni tkané. Pravé pro to se domnivame, Ze protézy na bazi
titanu s TiO, nanotrubickami jsou vhodné pro dalsi zkoumani a testovani in vitro a
in vivo na laboratornich zvitatech a ptipadné i pro klinickou aplikaci, kde by mohly
urychlit osteointegraci kostnich implantatt a zlepsit kvalitu Zivota pacientti s umélymi

kostnimi nahradami.
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