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Abstrakt

Existuje mnoho typt platforem, které jako povrch, bezprostiedné interagujici s bunikami, vyuzivaji
diamant. Hlavni rozdily jsou vtypu pouzitych diamantd. Jednda se o nanodiamanty
a ultrananokrystalické diamanty, které mohou byt rizn¢ strukturované a také dopované o atomy boru.

Ackoli by pravdépodobné bylo hezké, kdyby na platformach nemusela byt zadna povrchova uprava.
Podle vysledkl vyzkumt to nevypada jako lehky tkol, vyzkum v tomto sméru probih4, ale zatim bez
vyznamnych uspéchi. Nejlepsich vysledkii se pii kultivaci bun€k na platformach dosahuje, kdyz je
povrch potazen alesponi ¢asteckami molekul extracelularni matrix. Jako o trosku méné ucinné se jevi
vyuziti molekul, které na zaklad¢ elektrostatickych sil navodi adhezi buriky. Jednd se naptiklad
o molekulu lysinu.

Dal$im krokem ve vyzkumu je ovéfeni, zda povrchy, které se v prvni fizi zkoumani jevily jako
biokompatibilni, budou i po dopovani stale optimalni pro rist bun¢k. Z nize uvedenych vyzkumui
zatim vyplyva, ze naptiklad dopovani nanodiamantu borem nemé vyznamny vliv na prosperitu bunék.
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Abstract

In these days exists few types of platforms, which have on surface diamond. The main difference of
these platforms is in types of diamonds, which are uses. It can be nanodiamonds and
ultrananodiamonds. These crystals can make various structure and also can be doped with boron
atoms.

Although it would be propably great, if there were no coating molecule, it isn’t easy. Best results came
from researches, where on platform were at least fragments of extracellular matrix molecules. Not so
great outcomes are when on platform is molecule, which induce adhesion of cell only on the base of
electrostatic interactions. Like electrostatic induction molecule is mostly use lysine.

Next step in research is verified, if surfaces are after doping still biocompatible. From articles cited
bellow outcome, that it looks like doping with atoms of boron have no significant influence on
prosperity of cells.
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Seznam zkratek

Zkratka

CAM
CMFDA
CSPGs
CVD
DND
ECM
GAG
GFAP
HPHT
LDH
MEA

MTT

NCAM
NCD
ND
OMO
UNCD
EGF

FGF2

Cely nazev

Cell adhesion molekule
5-Chloromethylfluorescein diacetate
Chondroitin sulfate proteoglycan
Chemical vapour deposition
Detonation nano diamonds

Extra cellular matrix

Glykosaminoglykany

High pressure high temperature
Laktat dehydrogenaza

Micro electrode array
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)
Neural cell adhesion molecule
Nanocrystaline diamid
Nanodiamond
Homoepitaxialni

Ultra nanocrystaline diamond
Epidermalni rastovy faktor

Zakladni rustovy fibroblastovy faktor
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1. Uvod

Otazkou poslednich let, se stavaji neurodegenerativni onemocnéni, kterd postihuji populaci stfedniho
a vy$siho véku. Ackoli se vyviji farmakoterapeuticka 1éCba, neopominutelna je i terapie pomoci
mozkovych sond, které do budoucna mohou t€émto pacientiim pomoci.

Ve své bakalafské praci se zaméfim zejména na vyvoj nanodiamantovych platforem, které snad do
budoucna budou mit své uplatnéni pii hloubkové stimulaci mozku v rdmci Parkinsonovy choroby.
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2. Co to vlastné je Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je onemocnéni, které obecné vzato postihuje centradlni nervovou soustavu.
Primarnim projevem této nemoci je pozvolna neschopnost ovladat pohyb téla.

Za tizeni pohybu jsou z velké ¢asti zodpovédnd bazalni ganglia, ktera jsou regulovana dopaminem.
A pravé dopaminu je pfi této chorobé nedostatek, z divodu pozvolné ztraty neuronti v oblasti
Substantia nigra, které dopamin tvofi.

Stav ¢loveka s Parkinsonovou chorobou je proménlivy a jeho potize se mohou v urcitych fazich dne
mirnit. Jednd se o onemocnéni, na které v souCasné dob€ neni lécba, ktera by zaruCovala uplné
uzdraveni, existuje pouze lécba udrzovaci, kterda mirni pfiznaky. Jednd se o aminokyselinu
L dihydroxy- fenylalanin, kterd funguje jako prekurzor dopaminu, ktery se v mozku pfeméni na
dopamin. Nevyhoda této 1écby je jednak v nutnosti postupné navySovat davky léku, vedlejsi ucinky
a také to, ze nelze Ucinek této 1éCby upravovat dle aktualnich potfeb uzivatele. Jinak feceno, kdyz ma
pacient fazi, kdy jsou pfiznaky minimalni, nelze utlumit u¢inek léku.

s

K chirurgickym zakrokim se samoziejmé pristupuje jen v nejkrajnéjSich pripadech, kdy nezabira
medikamentdzni 1éCba. Jednou z chirurgickych moznosti 1éCby je zavedeni elektrod do mozku. Tyto
elektrody pak maji tu schopnost, Ze stimuluji bazalni ganglia.
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3. Buriky CNS

3.1. Neurony
Pfi testovani elektrod pro hloubkovou stimulaci mozku, je nejvétsi diiraz kladen na neurony. Protoze
pravé s neurony by platformy pravdépodobné mely byt primarné ve spojeni. Neurony jsou plné
diferencované buiiky, které jiz nemaji schopnost proliferace. Neuron se sklada z téla, kterému se fika
také soma, dendritd, které vedou signal smérem do bunky a axont, které vedou signal z buiky,
a nékdy se jim fika neurity.

Vyse zminéné dendrity se vétvi do dendritickych trnil, které pfijimaji postsynapticky signal. Axony
maji na svém zacatku tzv. axonovy hrbolek, kterym je axon
propojen s télem neuronu. V tomto misté¢ vznika akcni potencidl,
ktery se axonem vede k efektorové jednotce — at’ uz je to jiny neuron
nebo svalova bunika. Axony maji po téméf celé délce gliové buiiky, Dendrite
které tvofi Schwanovy pochvy. Schwanovy pochvy jsou zasadni pro
rychlé vedeni vzruchu, ale piesto se u nékterych neuronti ptirozené

nevyskytuji.

|Synaptic
junction

Puncta

junction

Jednotlivé  neurony jsou propojeny pomoci specialnich
mezibunéénych spojl, kterym se fika synapse. Synapse se utvari
spojenim axonu a dendritického trnu, kdy pocatecni interakce
axonu a dendritu navodi signalizaci na zakladé¢, které se zacnou
specializovat membrany v tvofici se synapsi a zacne se spojeni
upeviiovat (1). Synapse je drzend pospolu diky dvéma typim
adheznich struktur. Jsou to synaptické spoje a puncta adherentia
junctions (1). Synapticky spoj je spojen s presynaptickou zénou,
kde je ulozeno mnoho vack obsahujicich neurotransmitery.

Obrazek 1
spojeni synaptickd a spojeni
puncta adherentia (77)

Presynapticka zona je také bohata na vapnikové kanaly (1).

Pti kultivaci neuralnich buné€k, ne jen neuront mohou vychazet neptiznivé vysledky kvili lyzi
bun¢k, coz ma za nasledek okyseleni media anebo uvolnéni cytotoxického glutamatu (2).
[

3.2. Neuralni kmenové buriky — NSC neural stem cells
Pti vyvoji a testovani nanodiamantovych platforem in vitro se vétSinou vyuziva neurdlnich kmenovych
bungk, ackoli tyto buiiky s vysokou pravdépodobnosti, v piipadé biokompatibility in vivo s elektrodou
ve styku nebudou. Neuralni kmenové buiiky jsou nediferencované sebeobnovujici se a tripotentni.
NSC maji schopnost dat vznik neuroniim, astrocytlim a oligodendrocytlim, cemuz se fika asymetrické
déleni. Mohou se také délit symetricky, kdy z jedné kmenové bunky vzniknou dve.

Diferenciace probiha zejména béhem embryonalni faze a v malém mnozstvi i béhem nasledujiciho
zivota. Neuralni kmenové bunky jsou po embryonalni fazi po vét§inu Casu v takzvané spici formé (3).
V piipadé lokalniho poranéni jsou schopné proliferace a nasledné diferenciace.

Jedna z moznosti, jak vyuzivat elektrody je kultivace kmenovych bunck na elektrod¢ a indukce
diferenciace do neuront a gliovych bungk, které se po implantaci integruji do hostitelské tkané
@
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3.2.1.Pavod neuralnich kmenovych bunék
Pro ucel vyzkumu biokompatibility nanodiamantovych platforem se ziskavaji neuralni kmenové
buiiky z fetalniho nebo dospé€lého mysiho centralniho nervového systému a nésledné se kultivuji.

U vyvijejiciho se mozku se kmenové bunky nachazeji v takzvané ventrikularni zoné (3). V mozku,
ktery je jiz vyvinuty vznikaji nové neurdlni kmenové buniky v oblasti gyrus dentatus v hippokampu
a v subventrikularni zon¢, ktera se tahne podél prvni a druhé komory mozkové. Prave z gyrus dentatus
dochazi k obnove nervové tkané naptiklad pii neurodegenerativnich onemocnénich u hlodavca, bunky
zng) migruji kmistu poranéni (5). V pfipadé kultury hlodavéich NSC pochézejicich ze
subventrikularni zony dospé€lého jedince, je pro jejich uspésné pasazovani a udrzeni jejich schopnosti
sebeobnovy je nutné do média ptidavat bud’ epidermalni ristovy faktor EGF anebo zdkladni rastovy
fibroblastovy faktor FGF2. Na diferenciaci NSC do astrocytt se vyznamné podili glykoprotein GP130
nekdy v literatufe oznacovany jako CDI130. Problémem ale je, ze vétSina neurodegenerativnich
onemocnéni se projevuje u star§ich jedinct, u kterych se vlivem starnuti snizuje schopnost
neurogeneze v této oblasti a tudiZ i schopnost obnovy postizené tkan¢ (6).

3.2.2.Neurosféry
Neurosféry jsou neuralni kmenové buniky, které in vitro rostou ve sférovitych ttvarech, které se
vznaseji. U bunek, které jsou schopné neurosféry tvofit se prokazala produkce GFAP (7).

3.3. Gliové buriky

Gliové buiiky jsou nekolika typl. Jsou to mikroglie, astrocyty, kterym se né€kdy fikd makroglie
a oligodendrocyty. Jsou schopné pouze velmi pomalé proliferace. Mikroglie jsou velmi pohyblivé
amaji schopnost fagocytdzy. Astrocyty maji hvézdicovity tvar a maji schopnost vychytavat
neurotransmitery ze synaptické Stérbiny (1). Tento typ gliovych bunék je také dulezity pfi utvareni
synapsi (1). Astrocytl jsou minimalné tfi typy a to vlaknité, které jsou lokalizované v bilé hmotg,
protoplazmatické, které jsou v Sedé¢ hmoté¢ (8) a radialni glie, coz jsou bipolarni bunky. Ackoliv
radialni glie maji na svém povrchu receptory pro neuropfenasece, metabotropni receptory a iontové
kanaly nevytvari akéni potencialy (9). Pri testovani biokompatibility NCD elektrod, jsou v kulturach
gliové buniky také. Je ale dilezité, aby po nasazeni in vitro na platformu neptertistaly neurony, které se
ned¢li.

3.4. Makroskopické znaky napovidajici o viabilité bunék
V souvislosti se stanovovanim biokompatibility mé napada, jestli se da uz od pohledu na bunky
mikroskopem fict, v jakém stavu se nachazi. Jestli se jim v ramci moznosti dafi nebo nikoli.

Kazdy typ z vySe zminénych bun€k se ve stejnych podminkach chova jinak, coz vychazi z jejich
odlisného funkéniho uréeni. Naptiklad v médiu bez séra se podpofi rust neuronalnich bunék, ale
gliovym bunkam toto prostfedi vyhovovat nebude. Zde je pak na misté otazka, jak udrzovat kulturu
napiiklad s gliovymi bunikami a zaroven neurony tak, aby oba typy bun¢k mohly fungovat co
nejpodobnéji podminkdm in vivo. Samoziejmé napodobit pfesné podminky, ve kterych by se
potencialné platforma nachazela in vivo je nemozné, ale alesponi zakladni prostfedni napodobeni je
podminkou.

Pii testovani biokompatibility neurontt s NCD platformami se pouziva médium bez séra, které

? potlac¢uje rust gliovych bunék. DéEla se to tak ztoho diuvodu, aby délici se gliové bunky

B nepfertstaly neurony, kterym nepiitomnost séra nevadi z divodu obsazeného suplementu —
naptiklad B27.
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Zpét ale k prvni otazce, zda se da odhadnout stav kultury pouhym pohledem. Prvni bez mikroskopu
viditelnd véc je, ze v ptipadé, Ze v kultufe dochazi k mohutné apoptéze projevi se to uz na barveé
média. Médium se na zakladé nizkého pH v cytoplazmé okyseli a mirn€¢ zméni zabarveni. Pti pohledu
na neuronalni buniky se soustfedime na jejich adhezi k povrchu. V pfipadég, Ze povrch platformy neni
pro bunky vhodny, za¢nou tvofit takzvané klastry. Jedna se o uskupeni mnoha neuroni, které davaji
prednost mezibunécnému kontaktu pred adhezi k povrchu. Tyto struktury jsou snadno pozorovatelné
ve svételném mikroskopu diky jejich velikosti. Klastry mohou byt vzijemné propojené a tvofit
jednoduchou neuralni sit. Dal$im projevem nepfili§ vhodného prostiedi je v ptipad¢ kultury gliovych
bunék a neuronl navrstveni neurondlnich bun€k na bunky gliové. Ackoli bunky tvofi sit€¢ na
platformé, gliové bunky tvoii ,,0dstinéni* proti impulziim, které by pochazeli z platformy. Je to
podobné, jako v pfipadé soucasné pouzivanych elektrod, které jsou postupné obalované gliovymi
buiikami, které tvoti gliovou jizvu.

Jestlize se neuroniim na platformé dafi, jsou zplostélé, maji mnoho vybezkl, kterymi se vzajemné
propojuji a tvoii tak neurondlni sit’. Nicméné takto viditelna sit” pravdépodobné jesté nezarucuje jeji
funkénost. Muze se stat, ze bunky budou vzajemné propojené, ale nebudou schopné si vzajemné
predavat vzruchy, coz by byl zasadni problém. V optimalnich podminkidch se nebudou v médiu
vznaset apoptické buiniky. UZ apoptdza casti bunééné populace muize spustit fetézovou reakci, na
zaklad¢ snizeni pH kultiva¢niho roztoku.

3.5. Bazalni ganglia
Bazalni ganglia jsou struktury (uzliny) v $edé kaie koncového mozku, kterd se uplatiuji primarné pii
tizeni pohybu. Mezi bazalni ganglia patii oblasti nucleus caudatus, putamen a globus pallidus v $irSim
pojeti mezi bazalni ganglia lze fadit i substantia innominata Reicherti, nucleus subthalamicus
a substantia nigra, délici se dale na dvé jadra, a to pars compacta, kterd je v souvislosti
s Parkinsonovou chorobou zasadni pro jeji schopnost produkovat dopamin a pars reticularis (10).
Neurony pars compacta dopamin pienaseji axondlnim proudénim do nucleus caudatus a putamen

(11).

Bazalni ganglia pravdépodobné pohyb pouze nefidi, ale také tento pohyb planuji, jelikoz jejich
aktivace zacina jeSté pred zacatkem samotného pohybu. Pravé do oblasti bazalnich ganglii jsou
stimulovany pti hloubkové stimulaci mozku, jedna se o globus pallidus nebo subthalamicka jadra
a v pripad¢ pouze tremoru ventralniho intermedialni jadra.
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4. Bunky a adheze

V prubéhu testovani platforem se vyzkumné tymy snazi navodit adhezi neuronti. Nékdy se pfilnuti
bun¢k dati i bez specidlnich povrchovych molekul, a nékdy neuronalni bunky nepfilnou ani tak, jako
je tomu v ptipadé, kde mysi dosp€lé neuronalni bunky se pfi ristu v kultufe radé€ji nedostavaji do
kontaktu s povrchem platformy, ackoli je potazen . _____ _ -
poly- L- ornitinem a vrstvi se na gliové buiky, které :
jsou v kontaktu s povrchem (12). . U mysich neuronélnich bunék in vitro je
. pro adhezi zésadnich prvnich 10 minut po
Zésadni pro rist bunék je také pfitomnost | nasazeni do média, pokud k adhezi
extracelularni matrix, jejiz lokalni naruseni zpisobuje | nedojde béhem této doby,

|

|

|

|

1

programovanou buné¢nou smrt piilehlych bunék. | pravdépodobnost, Ze se buriky nasledné
prichyti je nizka (12).

Tento pfipad apoptézy se nazyva anoikis
(deatachment induced apoptosis). Pfi testovani této ~ - - - —-—-~---------------=-------~-
teorie s cévnimi epitelialnimi buiikami in vivo se ukazalo, ze apoptizujici buiiky jsou v kontaktu
casteCkami extracelularni matrix, a tedy k vyvolani apoptdzy staci rozruseni ECM (13). Je tedy
pravdépodobné, Ze stejny princip funguje i u neuralnich bunék.

Pti testovani adheze dospélych neuronti by se mélo brat v potaz, ze maji obecné tendenci misto
? samostatného rustu se shlukovat. Je pravdépodobné, Ze je to dano nutnosti signalu od

sousednich bun€k (12). Tento fakt lze zmirnit pouzitim men$iho mnozstvi média z divodu

mensiho ziedéni exkretovanych faktorti a zaroven vétsiho mnozstvi bunek v kultute (12).

4.1. Mezibunééna adheze

Kromé ptichyceni bunék k podkladu, je také dulezitd mezibunécna adheze. Aby buitky mezi sebou
komunikovaly a byly schopné tvofit funk¢ni neuronalni sit’. Pfi vyzkumu je snaha, tuto adhezi mezi
neurony podpofit a aby tato podpora byla moznd, musi se alespon trochu pochopit mechanismus
tohoto typu adheze. Timto smérem tedy jde vyzkum také. Naptiklad v jednom z vyzkumu zjistili, ze
v pfipad¢ kultury progenitorovych bunék krysiho hipokampu, NCAM inhibuji proliferaci a zvySuji
mnozstvi vzniklych neuront (14). Zaroven kontinudlni ptitomnost FGF2 spolu s N-CAM nebo
neurotrofnim faktorem odvozenym z mozku, které piisobi vice nez 12 dnil na kulturu, zna¢né zvysuji
mnozstvi jak progenitorovych bunek, tak neuront (14). Dulezité je ale hlavné zjisténi, ze takto vzniklé
neurony, pak tvoii neurotransmitery, neurotransmiterové receptory a synaptické proteiny, které jsou
stejné jako ty, které produkuji maturované neurony hipokampu (14). Lze tedy takto in vitro
nasimulovat prostfedi, ve kterém by se mohly elektrody vyskytovat a nasledné teoreticky takto
osazené elektrody implantovat, coz by mohlo zvysit Sance na piijeti implantatu. Ackoli elektrody pro
terapii Parkinsonovy choroby se umistuji do jinych oblasti mozku, tato analogie by mohla fungovat
i pro bazalni ganglia.

4.2. Cell adhesion molecules — CAMs
Kdyz ¢lovek poprvé vidi mikroskopem bunky, jak jsou pfilnuté k podkladu v Petriho misce, jednou
z otazek, které ho napadnou je, jakym zplsobem se k povrchu pfichycuji. Odpovédét na tuhle Gplné
jednoduchou otazku, neni vibec lehké a dodnes asi nezndme vSechny mechanismy, jak buiky
k povrchu adheruji.

Dnes uZz je znamo, Ze na adhezi bunék k podkladu tcastni takzvané CAM molekuly, které jsou
umisténé na bunééném povrchu. Aby v nich nebyl chaos, déli se na CAM, které jsou zavislé na
vapniku a na CAM nezavislé na vapniku.
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4.2.1.CAM zavislé na Ca**

Cadheriny

Mezi tyto molekuly patii naptiklad cadheriny, které pro navazani se na ligand potiebuji kation
vapniku. V ptipad¢€, ze vapnik nemaji, ,,sbali“ se do konformace, ktera je rozstépena protézami. Na
svém N konci, ktery vy¢niva ven z buiilky, maji vazebnou sekvenci pro ligand. Cadheriny jsou CAM,
které zprostiedkovavaji spojeni bunka-buiika a jsou lokalizované v oblasti puncta adherentia junctions
a ve spojeni neuron — gliova buiika (1). Jen u obratlovci je znamo pies 100 druhti cadherind (15). Pro
cadheriny je typické pét opakovani cadherinovych domén a jeden priichod membranou. Cateniny jsou
intracelularné spojeny s cytoskeletem pomoci proteinti, kterym se fikd kateniny a jejich funkci je
regulace polymerizace aktinu (1).

Integriny

Dalsim zastupcem CAM jsou integriny, které jsou
transmembranové a buiika je pouziva k navazani sebe sama na
ECM nebo na jinou buiku a tim udrzuji celistvost tkani.
Z pohledu vyvoje nanodiamantovych platforem jsou zasadni pro
pfisednuti bun€k k povrchu. Integriny po navazani ligandu
mohou regulovat organizaci cytoskeletu, bunéény cyklus nebo
distribuci receptorti na membrané spolu s receptory pro ristoveé
faktory. Intergriny aktivuji tyrosin kinazy, které jsou

vnitrobunécnymi prenaseci signalu.
Obrazek 2

Integriny maji bézné B a o podjednotky. Kazda z té&chto dvou  Integrinovy receptor (16)

podjednotek se vyskytuje vriznych pevné danych

modifikacich. Konkrétné¢ u savcti se a podjednotka nachazi ve 24 modifikacich a  podjednotka

v deviti (16). Vysledkem je mnoho

druhii integrinovych receptort podle

kombinace podjednotek.

V ptipad€, ze se buiika chce navazat
na ECM, ligandem  jejiho
integrinového receptoru muze byt

laminin, kolagen, vitronektin nebo
fibroenktin. Integriny patii mezi
CAM receptory, které pro svou |l & o | et N\ o

. . ., o Integrin o, FAK Paxillin Talin ~ Vinculin  Zyxin VASP  w-Actinin Actin
funkci vyzaduji pritomnost
dvojmocnych iontt, podle toho o jaky integrin se jedna jsou to bud’ Ca*" nebo Mg®* kationty. Tuto
bunécnou adhezi pomoci integrini

nazyvame fokalni a spolu s integriny Obrazek? . 5 L o
© , " . Komplex integrin( a dalSich proteind Ucastnicich se fokalni
se ji ucastni dalsi cytoplazmatické
adheze (76)

proteiny jako vinkulin, talin, nebo
paxillin a cela tato struktura (integrin, ligand intergrinu a plakovy protein) je pospojovana s aktinovym
cytoskeletem.

Proc¢ by nds méli integriny zajimat?
Z toho divodu, Zze se ucCastni adheze bun€k nervové tkan¢ a ECM (17) a nasledného pienosu
informace z ECM do buiiky.
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4.2.2.CAM nezavislé na Ca”*
Jedna se o Cleny rodiny imunoglobulinti. Miizeme zminit nectiny, které zprostfedkovavaji interakci
buiika-burika a s aktinovym cytoskeletem jsou propojeny pomoci proteinu afadinu a nebo neurogliny,
které se nachazeji v postsynaptické casti a tvoii spojeni s B neurxinem a podili se tak in vitro na
formovani synapse (1). Dalsimi CAM tohoto typu jsou napiiklad nectin-like molecules, NCAM, Syg-
1, Syg-2 a Sidekicks (1).

’ burfka
” ) Jaké proteiny ECM preferuji neurondini buriky /B
wr v v s . , N
V ptipadé, ze je potieba platformy potahnout

B proteiny ECM, je =zasadni veédét, které RV GGSR

. . , L. . ., , 2%, ¢ @
aminokyselinové skupiny jsou pro jejich adhezi zasadni. *
Neuronalni buiiky preferuji sekvence YIGSR a IKVAV
lamininu, na které se navazuji integrinovymi o ; a o platforma
B receptory (18). Pro nandSeni molekul naptiklad
zminovaného lamininu pfesné na dané misto lze pouzit

metodu mikrokontaktniho tisku.

adsorbované proteiny

integrinovy receptor

Obrdzek 4

interakce mezi neuronalni
burkou s integriny a lamininem -
prekresleno podle (78)
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5. Extracelularni matrix — ECM

Jak jsem zminila vySe, pro GspeéSny rust bunék je také dalezitd extracelularni matrix. Ale co to vlastné
je za hmotu? Je to hmota, ukladajici se v mezibunénych prostorech tkani a tvofi bazalni laminu.
Sklada se z molekul glykosaminoglykanti a glykoproteind. A k molekulam glykoproteini se buiiky
pfichycuji pomoci integrinovych receptori umisténych bunécném povrchu. Ale funkci ECM neni
pouze to, ze paklize se narus$i, zpusobi to apoptozu. Extracelularni matrix je pro tkané dulezita
z mnoha duivodd, podili se na homeostaze, ptichyceni bunék, jejich ristu proliferaci a diferenciaci,
polarizaci, migraci a rozmisténi (19).

5.1. Extracelularni matrix v CNS
V mozku ECM ovliviiyje strukturni a funkéni plasticitu a funguje jako degradovatelny stabilizator
neurontl. Mlize naptiklad podporovat rast dendritickych filopodii a trnti (20). ECM je také dulezita
v ramci uceni a paméti, protoze reguluje a stabilizuje synaptickou plasticitu a vyvoj myelinovych
bunék (20).

Aby $lo bazalni laminu na platformach ,,nasimulovat®, je potfeba védét, které proteiny extracelularni
matrix jsou pro dany ucel nejvhodnégjsi. Extracelularni matrix je tvofena molekulami dvou tfid. Jedna
se o glykosaminoglykany (GAG) a vlaknité proteiny. GAG se dale d€li do nékolika skupin podle typu
cukru, poctu vazeb mezi nimi a lokalizace a poctu sulfitovych skupin. Hlavni typy GAG jsou
hyaluronan, ktery neobsahuje sulfat, chondroitin sulfat, dermatan sulfat, heparan sulfat a keratin sulfat
(21). A mezi vlaknité proteiny patii laminin, fibronektin, kolagen a elastin (22). A mezi poslednimi
zminénymi je molekula, kterd se pro ucely testovani platforem casto pouziva. Molekula, o které
mluvim, je laminin, ktery je hlavni slozkou bazalni laminy. Ale to, Ze je hlavni slozkou by nemuselo
byt tak zasadni jako to, Ze in vitro podporuje expanzi, migraci a diferenciaci neurdlnich kmenovych
bun¢k (23). Také zphsobuji rust neuriti na zakladé aktivace integrinovych receptort (24).
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6. Platformy —obecné
Neuralni implantaty (elektrody) se pouzivaji pro \ e o
premosténi postizené nervové tkang€, zaroven ale také pro AR
modifikaci a obnoveni neurologické funkce pomoci | )

elektrické stimulace reagujici na vstupujici podnéty :
z tkdn€ (25). Jinak feceno, pfistroje umi zaznamenavat \ 3

elektrickou aktivitu bunc¢k a také bunky elektricky

stimulovat, coz umoziiuje omezeni projevii nemoci (26). Obrazek 5
Jeden z typl elektrod pro hloubkovou

Pii vyvoji elektrod, které budou kooperovat v lidském stimulaci mozku (75)

téle s neurony, je dilezité, aby material byl elektricky

aktivni a zaroven biokompatibilni (27). V dnesni dob¢ se implantaty vyrab¢&ji z uslechtilych kovi a
jejich slitin, coz jim proptjcuje dlouhou zivotnost a odolnost proti korozi (28). Nevyhodou téchto
souCasnych elektrod, je jejich obalovani astrocyty, z divodu lokalniho zanétu (29). Napojeni na
neuronalni buiiky se pak stava velmi obtizné. Zaroven zde velmi Casto vznika tzv. gliova jizva, ktera
také velmi omezuje vedeni signalu z elektrody (30).

Figure B

Na obrazku vpravo jsou v ¢asti A vlakna, ktera maji na svém konci kazda ¢tyfi elektrody, které
stimuluji pozadovanou oblast v mozku. V ¢asti B je samotny stimulator s baterii, ktera neumoziiuje
opctovné dobijeni. Konkrétn¢ v tomto pfipadé se jedna o model, ktery se pouziva jak pro stimulaci
u pacientd s Parkinsonovou chorobou, tremorem, dystonii a také vyrobce uvadi pouziti pii obsedantné
kompulzivni poruse (31).

Budeme-li mluvit obecné, tak se materidly pro jakékoli implantaty déli na dve skupiny: na materidly
bioinertni, které nepodporuji adhezi bunék (naptiklad nitroocni ¢ocky) a materialy bioaktivni, které se
pokouseji napodobovat napiiklad strukturu ECM, jinymi slovy buiiku mohou navést k proliferaci,
diferenciaci nebo apoptoze (32) (18). U elektrod se tedy snazime o material bioaktivni. Tyto bioaktivni
materidly na sob€ ale nemuseji vzdy mit molekuly ECM, k adhezi bun¢k lze pouzivat naptiklad
i polylysin, ktery je nabity kladn€ a na sebe pfitahuje negativné nabitou membranu bunky, ktera pak
k povrchu platformy adheruje.

6.1. Diamant, hlavni slozka platforem q Q
V minulém odstavci jsem obecné uvedla, co si predstavit QQ
pod pojmem platformy pro bunéénou stimulaci. A ted’ by se :

hodilo fict, z ¢eho se tyto platformy, o kterych v této praci
bude fec¢ vlastné skladaji. Hlavni slozkou je uhlik, ve své
krystalické podobé — diamantu.

Diamant je  nerost, ktery se skladd  pouze
z krystalického uhliku uspofadaného do kubické soustavy.

Velmi pravdépodobné diamanty v pifirodé vznikaji za velmi
vysokych teplot — a kdyz fikam velmi vysokych, myslim
tim 900 az 1300°C. Také tlak neni pii ristu krystalu ~ Obrazek 6

zanedbatelny a pohybuje mezi 4,5 — 6 GPa. Ackoliv Kubicka soustava (79)

v ptirod¢ a v primyslové vyrobé vznikaji za velmi extrémnich podminek, jejich vyroba neni nijak
vyznamné finan¢n€ naro¢na.
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O diamantu by se s trochou nadsazky dalo fict, Ze je to takovy ,,super nerost”. Je chemicky inertni,
velmi mechanicky odolny coz se odrazi uz v piivodu jeho nazvu, ktery pochazi zteckého slova
adamas, coZ znamena nezniitelny. Dalsi vitanou vlastnosti je jeho propustnost pro IC az po UV
zafeni. Ptate se, pro¢ je propustnost pro fotony téchto vlnovych délek uzite¢na? Napiiklad z toho
divodu, ze pokud je potieba in vitro fluorescencné znacit bunky naptiklad pro zjisStovani zavislosti
elektrickych vlastnosti na biochemické aktivit¢é na takovémto povrchu, nepotkd nas problém
s optickymi vlastnostmi. Nejde zapomenout ani na moznost upravit povrch diamantu k obrazu
védcovu a diamantovy povrch obohatit napiiklad o H zakonceni, které mu proptj¢i vodivost
a hydrofobicitu anebo o O zakonceni, které zptsobi, Ze diamant bude hybdrofobni a bude mit vysoky
elektricky odpor. A jako posledni bych neméla zapomenout na jeho bioinertnost.

Pravé kvili témto vlastnostem se diamant zacal testovat jako vhodny materidl pro tvorbu
mikroelektrod MEA, které by mohly zaznamenavat ak¢ni potencialy neuronalnich bun€k bez nutnosti
invaze do bunky (33). Nékteré védecké tymy by chtély, aby jejich vyzkum vedl k Cipiim pouzitelnym
in vivo jako retinalni implantdt a nékteré se soustfedi na neurodegenerativni onemocnéni, nicméné
spole¢né témto vyzkumnym tymam je, fascinace diamantovymi vlastnostmi.

6.1.1.Jak se vyrabi diamanty pro tvorbu platofrem
Existuje nékolik moznosti jak zakladni krystalky pro tvoru platforem vyrabét. Uvedu zde tfi, se
kterymi jsem se v ¢lancich setkavala.

Jako prvni uvedu detonation nanodiamonds DND, které¢ se vyrab&ji z vétSich krystald pomoci
trinitrotoluenu a hexogenu, pfi¢emz v zavislosti na tom, zda je pfitomno chladici medium, které je
oxidujici nebo neni, mize na povrchu nanodiamatd vznikat povlak grafitu (34). Grafit lze nasledn¢
odstranit oxidaci na vzduchu pii vysokych teplotach (35). DND ale nelze zformovat do kompaktnich
vrstev — nemohou byt pouzity pro ploché nebo 3D elektrody (36).

High-pressure high-tempeature HPHT diamanty se vyrabéji, jak uz nazev napovida za vysokych teplot
a tlakti a naslednym drcenim (35). Tyto diamanty maji na svém povrchu vétsi mnozstvi sp2 uhliku nez
DND (37).

Posledni varianta, kterou zde uvedu, jsou NCD vznikajici pomoci chemical vapour deposition —
depozice z plynné faze (CVD), ktera poskytuje $irsi uziti mimo jiné kvili tomu, Ze se nanodiamanty
mohou nasyntetizovat na rozliéné druhy materiali (38) jako naptiklad sklenéné nebo kiemikové
matrice. Typt CVD je mnoho a li§i metodou aktivace plynt, ze kterych se nasledné vytvari NCD.
Aktivace probiha tak, ze dochazi k rozkladu smési methanu a vodiku, pfi snizeném tlaku a teploté
desticky 700-1000°C (39). Ptijde mi, Zze pravé CVD NCD jsou pouZivané pro vyrobu potencidlnich
elektrod nejcastéji. Nedovedu ale fict, z jakého divodu
jsou pro vyzkumné tymy vyhodnéjsi.

6.2. Nanodiamant o e
Jednou z mnoha piinosnych vlastnosti diamantu je jeho

Seeds

dlouha zivotnost, ktera umoziuje ptredstavu elektrody,

Contiuous re-

kterou nebude potfeba ménit. Zarovenn je diamant je yorm 1
vysoce rezistentni proti bakterialni kolonizaci (40). Tato W Iy =

rezistence je velmi cennou vlastnosti a je dal§i vyhodou

Fig 2.2: Top: Schematic of NCO morphology.  Bottom: Schematic of UNCD morphology. [4]

tohoto materialu.

Pro lepsi pfehlednost existuje systém oznacovani Obrazek 7
diamantovych filmd, podle velikosti zrn diamantu. Schéma NCD a UNCD platformy (80)
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Velikostné mezi nanodiamanty patii ultra-nanocrystalline diamond UNCD, kde s velikost jednotlivych
zrn pohybuje kolem 5nm (tento typ zrn ale dle definice diamantu neni typicky diamant, protoze je
amorfni, tedy nevytvaii krystalky a spada do kategorie diamond-like carbons (DLC)) a nanocrystalline
diamond NCD, kde je vétSina zrn o rozmérech 5 -100nm (38).

6.3. Typy diamantovych platforem

Platformy se daji riznymi postupy povrchové upravovat,
aby naptiklad mely H nebo O zakonceni. DéEl4 se to z toho
divodu, Ze zakonceni diamantu vodikem nebo kyslikem
meéni jeho povrchovou vodivost (39) a zaroveil se touto
upravou méni hydrofobicita vzorku. Vzorky sH
zakon¢enim se chovaji jako hydrofobni (41). Ale
i poréznost vzorku ma vliv na hydrofobicitu jsou krystalky — napfiklad rtist NCD
a pravdépodobnost adheze neuronu k platformé NCD | nj sjpodiozce.

8 T

|

|

|

|

1

|

:

| Homoepitaxialni je rlst krystalkd na
| podloZce stejneho materialu

! Heteroepitaxidlni je naopak rdst na
: podloZce zjiného materidlu, nez
1

|

|

I

6.4. Déleni NCD platforem podle povrchové Upravy
Elektrody s NCD filmy by se tedy podle zptisobu povrchové tpravy daly roziadit takto
o Platformy s fragmenty ECM nanesenymi na povrchu platformy
e Platformy s molekulami nanesenymi na povrchu, které navozuji adhezi bunky k povrchu na
zaklad¢ elektrostatickych sil
e Platformy, jejichz povrchova struktura sama o sob€ navozuje adhezi bun¢k

6.4.1.Platformy s fragmenty ECM nanesenymi na povrchu platformy
V piipadé, Ze se material snazi o imitaci extracelularni matrix ECM, na platformu jsou naadsorbované
molekuly, které jsou obsazeny v ECM a buiika se svymi receptory na tyto molekuly vaze. Nemusi to
byt ani celé proteiny ECM, ale pouze klicové sekvence aminokyselin. To, jestli se platformu podati
potahnout proteiny ECM, nebo jejich ¢asti je vyznamné ovlivnéno pfitomnosti funkénich skupin (OH,
NH,), smacivosti povrchu, morfologii povrchu, mechanickymi vlastnostmi (napiiklad tuhost)
a elektrickymi vlastnostmi (vodivost, naboj). Hydrofobicita platformy neni idealni v ptfipadé, Ze se
povrch potahuje, protoze na takovyto povrch nelze naadsorbovat potfebné molekuly ve vhodném
postaveni. Ale ani opacny extrém neni vhodny. V pfipad€, Ze je povrch extrémné hydrofilni, nanesené

Z I ‘e
L ]
bufika . bufika ¢
(.5 A °° ,7 P rj bunka
NS e N g N e
bl —/ L —/ .. ../
platforma platforma platforma
integrinovy receptor = alfa aktin adhezni ligand
e  paxillin aktin adhezni protein
& talin . vinculin
Obrazek 8
mirné hydrofilni povrch hydrofébni povrch extrémné hydrofilni povrch

prekresleno podle (42)
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proteiny nejsou piilnuty stabilné a spojeni mezi bunikou a proteinem neni odolné (42).

6.4.2.Platformy potazené molekulou, ktera navozuje adhezi buriky k povrchu na zakladé
elektrostatickych sil

V tomto pfipadé se, jak je v nadpise uvedeno vyuziva elektrostatickych sil, kdy bunéénd membrana je
zaporng nabitd a molekula na platformé je nabité kladné. Je to pomérné jednoduchy nenaro¢ny postup,
jak v bunikach podnitit adhezi k povrchu. Pfi vyvoji elektrod pro hloubkovou stimulaci mozku je ale
snaha se takto pfidanym latkdm vyvarovat. Divodem je potencialni vliv téchto molekul na elektrickou
interakci mezi diamantovym povrchem a neuronalni membranou, nebo miize jednoduse vadit prostor,
ktery tyto exogenni molekuly zabiraji mezi destickou diamantu a butikou (43).

Ve vyzkumu biokompatibility elektrod se tedy takovychto molekul vyuziva. Jako ptiklad lze uvést
molekulu polylysinu, ktery funguje jako kontrola pro ovéfeni schopnosti bun¢k adherovat k povrchu.
Jamky se vétSinou potahuji pomoci roztoku poly-D-lysinu v PBS a tento roztok se po dob¢ v ramci
jedné az dvou hodin v 36°C odsaje a ususi (44).

P W May et al (30) konstatuje, ze platformy s CVD diamanty s O zakonc¢enim, které jsou potazené
poly- lysinem se jevi jako velmi dobry povrch pro kultury neuronti, nicméné pouze po tu dobu, kdy je
na povrchu poly-lysin. V piipad€, ze na platformé neni poly-lysin, neni pozorovatelny zadny rlst
neuront (30).

6.4.3.Platformy, jejichZ struktura materialu sama o sobé navozuje adhezi bunék
Obecné bunky Spatné interaguji s cizorodymi materidly, proto je potfeba myslet na to, aby pouzity
material co nejlépe mimikoval bunkdm ptirozené prostiedi (20). Vyzkum A. Vosse et al (45) se
zabyva pravé rastem neuronalnich bunék na ND platformach, které na sob¢ nemaji Zzadnou molekulu
ECM. Vystupem z jejich prace je zjisténi, ze bunky, které L

P —
jsou na ND platformach zakoncenych NH, skupinou nebo E‘S b

kyslikem podporuji rist bunék vice nez kontrola (45). BAOF -
Zaroven si vtomto pokusu ani ND platformy sH gj: :
zakonCenim nevedly Spatné aneurony na nich rostly =25}

srovnateln€ jako na kontrole (45) viz obrazek 9. Dokazuje to A |

. . . .. c 15

i pokus s GTI1-7 proliferujici bunéfnou linii mysiho S0l

hippokampu, kde neurony adherovaly jak kNCD se B sf

zakoncenim pomoci vodiku, tak s kysliku (41). Divodem 4 B h o 0T

snahy péstovat neurony na NCD bez dalSich ptidanych latek Obrazek 9

na povrchu jako je napfiklad laminin je fakt, Ze tyto porovnani koncentrace bunék na
molekuly diky své velikosti vytvaii relativné velky prostor  jednotlivych povrsich (45)

mezi elektrodou a buikou, coz mize mit vliv na elektrické interakce mezi povrchem elektrody
a membranou neuronu (41).

Opravdu je laminin tak ,,uZasny“?

Ve studii Christiana G. Spechta 2004 (44) byl diamantovy povrch poti§tén pomoci mikro-kontaktniho
tisku my$im lamininem. Laminin na povrchu diamantu tvofil miizku a po nasazeni fetalnich neuront
na tyto desticky se ve vysledku neurony uchytily z vétSiny na potisténych mistech. Ale nejsem si jista,
jak s touto informaci nalozit, protoZe na to zda se neurony na povrch pfichyti ma vliv z nezanedbatelné
¢asti 1 poréznost povrchu, ktera v tomto ¢lanku uvedend neni. Lze zde tedy pouze vyvodit, Ze laminin
naneseny mikrokontaktnim tiskem opravdu umoznuje adhezi neuronalnich bunék a lze ho vyuzivat
jako pozitivni kontroly.
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6.5. NCD platformy

Souslovim NCD platformy v tomto textu oznacuji desticky, které se vyvijeji pro pouziti pii hloubkové

stimulaci mozku. Nanodiamantové desticky, jsou slozené
slozeni, zrnek diamantu nanoskopickych rozmért, ktera
slouzi jako nuklea¢ni centra pro rlst diamantovych
krystalkt, které tvofi nejsvrchnéjsi vrstvu sondy. NCD jsou
vhodnym materidlem pro biotechnologické uziti z divodu
jejich chemické a biochemické odolnosti, odolnosti vici
naleptani, vybornym mechanicko-optickym vlastnostem
a poréznimu povrchu (46). A jejich optickd transparentnost
(od IR do UV) umoziiuje pozorovani fluorescencné
barvenych bunék in vitro (41).

Vroce 1995 védci ze skupiny L Tanga udélaly prvni
srovnavaci analyzu nanodiamantového filmu vytvofeného
metodou CVD. Nejednalo se o testovani biokompatibility se
specifickym typem bunék. Vyzkum byl obecny a zaméteny
na to, zda je mozné tento typ materialu pouzit jako implantat
(47). Vzorek byl implantovan do peritonealni dutiny mysi
anasledné po vyjmuti z byl zkouman elektronovym
mikroskopem (47). Autofi ¢lanku se domnivaji, ze buiiky,
které se dostaly do kontaktu s implantatem, radé€ji nez aby
adherovaly k NCD jako takovému, rad¢ji preferovaly mista,

z matrice, kterd mtize byt rozmanitého

Pro vznik NCD s vodikovym
zakoncenim je potieba na Cisty
(¢isténi vede k oxidaci povrchu NCD
a odstranéni karbid nebo
grafitovych formaci) NCD vzorek
nechat plsobit vodikové plazma po
dobu 60 minut pfi teploté 2270K
(41) coz je pro predstavu priblizné
1997°C. NDC s kyslikovym
zakoncenim se vyrabéji tak, ze se
NCD vzorek necha ozafovat UV
svétlem z deuteriové lampy (ma
vinovou délku 160 — 400nm) po
dobu jednoho nebo vice dn(i na
vzduchu pfi pokojové teploté (41).

kde byla vrstva proteinti (47). Mira biokompatibility byla urCovana dle produkce fibrinogenu, ktery by
se v piipad¢ nepfijmuti implantatu produkoval na povrch bunék. CVD diamant se projevil jako velmi

dobry material, ktery je biokompatibilni.

6.5.1.Jak se dafi burikdm na NCD pIatformach?
Kultura primarnich embryonalnich (E17)
bun€k hipokampu a bun¢k hipokampu
cerstveé narozenych krys (neurony, glie) pfi
péstovani na neoSetteném NCD a
neoSetfeném skle velmi Spatné adherovaly
a tvorili bunécné shluky (36). Pii péstovani
stejnych kultur na NCD a skle oSetfeném
PLD-lamininem bunky adherovaly
dostatecné a tvofili sité neuritd (36)
Shlukovani bunék (buiiky se prednostné
vazi na bunky ve svém okoli)je problém

z ditvodu malého kontaktniho povrchu mezi Obrazek 10

buikami a destickou (36). Jinak fecCeno, dva obrazky z optického a jeden elektronového
buniky radsi nez aby adherovaly k povrchu mikroskopu zobrazujici tvofeni shlukl neuronalnimi
platformy daji pfednost mezibunécné burikami (81)

adhezi. Nékdy se tomuto stavu fika klastry, a jak mohou vypadat je vidét na obrazku 10. V pokusech,
kde se zjistuje schopnost nervovych bunék adherovat k NCD se Casto vyuziva pravé bunécné linie

GT1-7 coz jsou mysi neurony hypothalamu, které jsou diferencované a elektricky excitovatelné (41).
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Ke kyslikem zakonéenym NCD a vodikem zakonCenym NCD, které nejsou potazené zadnou
chemickou latkou GTI1-7 buitkky adheruji se stejnou
intenzitou a tato intenzita je porovnatelna s riistem na plastu
(41) — polystyrenu. Oproti tomu GT1-7 buitky na OMO | e
destickdch  (hohoepitaxidlni  diamant) sH nebo O |
zakonCenim rostou hiife nez na plastu a NCD (41). Nicméné
i na OMO mohou neurony GT1-7 prosperovat, jestlize se ¢ Lt - A
povrch oSetii poly-L-lysinem, ktery zlepSuje bunéénou w"I'\ i | ﬁ‘ f JJH" \JI"n] 'J"‘. P "“-\i‘. A
adhezi (48). MY Y - S Yy

gt ey

v |

Yool

1 T
rovteser s e warg v rms.

U OMO desticek bez povrchového osetfeni hodné zalezi na @ ®
tom, jak moc je povrch hydrofilni, tedy ¢im vic hydrofilni je, tim rad€ji na ném bunky rostou (41). Na
obrazku 11 je 3D model homoepitaxidlni a heteroepitaxialni platformy, kde je vidét, rozdilnost takto

pfipravovanych povrcht.

Vétsina studii se zabyva moznostmi, jak chemicky upravit povrch nanodiamantovych desti¢ek, aby na
né neurony ochotné adherovaly. Jedna ze studii se ale zabyvala i vyrobou prototyptt MEA na skelnéné
matrici, kterd by byla pouzitelnd pro ex-vivo experimenty, Obrazek 11
byla t.edy dostatecne. . kompaktm. abyla vyhotovena a—OMO b—NCD drsnost (41)
z material,, které pozitivné koreluji s ochotou neuront

adherovat. Podafilo se vytvofit MEA s 264 elektrodami na povrchu o rozmérech 28,8mm? (49).

Aida Vaitkuviene et al provadéli testovani NCD jak s vodikovym, tak s kyslikovym zakoncenim
a borem dopovanym NCD. Jako vzorové buiky méli SH-SYSY, coz jsou lidské buniky neuroblastomu.
Tyto buiiky s NCD povrchy pravdépodobné nemély problém, protoze skupina vSechny vzorky (O-
NCD, H-NCD, BNCD-0O, BNCD-H) oznacila jako biokompatibilni (50). Bunky vykazovaly na v§ech
vzorcich pfiblizné stejnou hodnotu aktivity dychaciho fetézce, ktera byla stanovovana MTT reakci
(50). Tato skupina také zjistila, Ze v ptipadé, Ze v médiu neni pridano sérum, adheze a rtstovy
potencial bungk je zavisly na mnozstvi bun€k, které byly na jamku nasazeny. Kdyz nasadili vétsi
mnozstvi bunek, adheze byla pozorovatelné vyssi (50). Tento stav vysvétluji tak, ze buiky v piipade
vetsi hustoty radéji tvori mezibunééna spojeni (50).

M Amaral et al také testoval biokompatibilitu NCD platforem. Jako vzorové buiiky byly pouzity L929
a HG [human gingval] fibroblasty (51). Ackoli byly ob¢ kultury udrzovany ve stejnych podminkach,
L929 po celou dobu vykazovaly vysokou hodnotu proliferace na rozdil od gingvalnich bunék, které
byly tyden po vysazeni v lag fazi (51). Nasledné se zacCaly exponencialné mnozit, nicméné¢ ne
s takovou intenzitou jako 1929 bunky (51). Vysledkem je, ze na NCD platformach ob€ bunétné
kultury prosperovaly o malinko 1épe nez na kontrolnich vzorcich (51), ale kazda z kultur v jiném
méfitku.

Strana 14



Srovnavaci tabulka 1

X NCD E17 Hipokampus - Rat ~ Ne Velmi - Shluky Ne (37)
Spatna
v NCD E17 Hipokampus —Rat ~ Ano Ano - Sité PLD-laminin
(37)
X sklo E17 Hipokampus —Rat  Ne Velmi - Shluky Ne (37)
Spatna
X NCD N1 Hipokampus - Rat Ne Velmi - Shluky Ne (37)
Spatna
v NCD N1 Hipokampus -Rat ~ Ano Ano - Sité PLD-laminin
(37)
X sklo N1 Hipokampus — Rat Ne Velmi - Shluky Ne (37)
Spatna
v o.NeD  GT1-7 Ano Ano - - Ne (41)
v  H-NcD  GT1-7 Ano Ano - - Ne (41)
v Plast GT1-7 Ano Ano - - Ne (41)
X o.omo GT1-7 Ne Spatna - - Ne (41)
X H.omo GT1-7 Ne Spatna - - Ne (41)
‘/OI\/IO GT1-7 Ano Ano - - Poly-L-lysin
(48)
v o-NcD  SH-SY5Y Ano Ano - - Ne (50)
v H-NeD  SH-SYSY Ano Ano - - Ne (50)
v BNCD-O  SH-SY5Y Ano Ano - - Ne (50)
v BNCD-H  SH-SY5Y Ano Ano - - Ne (50)
v NCD L929 — mouse Ano Ano - - Ne (51)
v NCD HG fibroblasts Ano Ano - - Ne (51)

6.5.2.NCD platformy s uhlikovymi nanotrubi¢kami
Jednim z pfistupi k  vytvofeni
vyrazngj§tho  reliéfu je  depozice
nanokrystalického diamantu NCD na
uhlikovych  nanotrubickach. Vyroba

probihd tak, Ze se na matrici nanese

pomoci elektronového paprsku 7 nm

tenka vrstva niklu pii teplot€ 700 °C po Obrazek 12

Schéma NCD platformy s nanotrubi¢kami uplné

nahore je znazornén NCD, pod nim jsou uhlikové
nanotrubicky, nasleduje vrstva niklu a vespod je

matrice (82)

dobu tfi minut. A néasledné se na
niklovém  zakladu nechaji  vyrQst
uhlikové nanotrubicky, které se v dalSim
kroku  pokryji = nanodiamantovymi
¢asteCkami (27). Nanodiamantové ¢astecky se vét§inou pouzivaji vytvorené detona¢ni metodou.
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6.5.3.Dopované nanodiamantové desticky

Samotny diamant ale nespliiuje pro aplikaci jeden zasadni pozadavek, a to vodivost. Proto se NCD
takzvané dopuji nebo jinak feceno obohacuji o atomy boru, které NCD tuto vlastnost proptjcuji. U
se z nanodiamantu stava p-pfechod nebo ve vyssich
koncentracich (>10*° cm™ ) polovodi¢ (27). Na bor je
ale dobré dat si pozor, protoze pro moho bunék je
potencidlné jedovaty (30). Nicméné dvé prace
uvadgji, ze NCD dopovany borem nema Zzadny | piitomnost trimethylboranu (B(CHs)s) v
pozorovatelny vliv na pfichyceni, profliferaci a | plynné fazi.

zivotaschopnost bun¢k (27) (30). Ackoli NCD —--=-------=-------=-=-=----—-==-=-- :
dopované Borem nemaji prokazatelny vliv na rist neurond, k lepSimu prospivani bunék na NCD

|

I

i Postup vyroby dopovaného nanodiamantu
: (BNCD) je téméf stejny jako bez pfimésy

: boru. Rozdilem v syntéze NCD a BNCD je

|

|

|

1

platformach s nanotrubickami vede zvySeni nanostruktury (27). S vyrobou mikroelektrodového pole
zalozeného na BNCD, jiz ma zkuSenosti vyzkumny tym Piret et al, jejichz BNCD MEA schopna
zaznamenavat i bunéné impulzy o malé amplitudé (26). Pravé tento vyzkumny tym vytvofil 3D nano
strukturovany BDD povrch, ktery propojil s MEA technologii a biokompatibilitu testoval na
hipokampalnich a misnich bunikach mysich embryi (26). Vysledky tohoto testu biokompatibility byly
uspokojivé, protoze byly srovnatelné s jinymi BDD, u kterych je jejich vhodnost pro bunky ovéfena
(26) .

6.6. Casto pouzivana média a suplementy
Aby mohly vyzkumné tymy viibec testovat biokompatibilitu platforem, je nejdiive nutné, aby kultura
bunek byla vitalni i mimo testovani samotné. Existuji rizné moznosti slozeni kultivacnich latek, které
do urcité miry zarucuji prospivani kultury in vitro. Ackoli se kazdé bunky chovaji trosku jinak, nize
zminéné komponenty jim poskytuji co nejoptimalnéjsi ziviny a latky pottebné k ristu.

Casto se pouzivd neurobazalni médium a umoziiuje dlouhodobou kultivaci prenatalnich
a embryonalnich neuronalnich bun¢k (53).

Dalsi vyznamnou latkou, ktera je v ¢lancich Casto sklofiovana je B27 suplement, ktery se pouziva jako
doplnék k neurobazilnimu médiu a podporuje rast neuritt, elektrofyzikalni vlastnosti neuront

ey

a zvySuje podil bungk, které preziji (54).

6.7. Méreni viability bunék na NCD desti¢kach

Pro posuzovani miry viability bun¢k na NCD se da vyuzit barveni methylmodii, kterd umoziuje
pozorovat a kvantifikovat buiky, které jsou zivé, tedy '~ """ """ Tm T m
neobarvené (barvivo se do bun€k dostava kvili zvysené

propustnosti cytoplazmatické membrany) (27). Z diuvodu

1 |
| |
, Viabilita je schopnost bunék se mnozit :
' a byt metabolicky aktivni. |

|

toxicity methylové modfi se poc€itani bun€k musi . _____ _____________________

provadét ihned po barveni. Nevyhodou této metody je, Ze pocitani obarvenych bunék mulze byt
vyrazné ovlivnénou chybou osoby, ktera bunky analyzuje.

Dalsi moznosti je méfeni laktatdehydrogenazy LDH obsazené v médiu. Pokud by kultura byla zdrava,
obsah LDH by byl nizky, protoze se jedna o cytoplazmaticky enzym, ktery se dostane ven z buiky
pouze pfi jejim poruseni. LDH je obsazeny ve vSech buiikach, protoze je soucasti laktatového cyklu,
kde katalyzuje oxidaci L-laktatu na pyruvat. Testovani probiha tak, Ze se odebiraji supernatanty
z jamek, kde je NCD desticka a LDH se oznaci a nasledné je spektrofotometricky urcena hodnota
LDH. Metoda LDH ani barveni methylmodii nevypovida o schopnosti bun¢k mnozit se.
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Také lze viabilitu métit pomoci propidium iodidu PI. PI prostoupi pouze do bunék s porusenou
cytoplazmatickou membranou a nasledné je hodnota bunék, které obsahuji PI kvantifikovana na
pritokovém cytometru.

Pomoci PI se da také délat analyza bunécného cyklu. Protoze PI je molekula, ktera se vaze na DNA,
pokud se membrana bunky permeabilizuje, PI miZe prostoupit do buiiky a na DNA se navazat.
Pomoci priitokového cytometru se pak ur¢i podle hodnoty fluorescence buiiky, v jaké fazi bunééného
cyklu je. A to na zaklad¢ toho, Ze se v bunice méni mnozstvi DNA — naptiklad pied délenim bunka
syntetizuje novou DNA, a tudiz je v tuto chvili v dané bunice dvakrat vice DNA nez po bunééném
déleni (55). Existuje mnoho dalSich metod, kterymi lze zjistovat, jestli buniky rostou, jestli jsou
metabolicky aktivni nebo jestli se mnozi. Napiiklad pomoci MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) se zjistuje metabolicka aktivita.

Ani jedna z metod neni specificka, a tak nelze zjistit, kterym buiikdm se na povrchu nedati.

Specificky lze barvit buniky podle markert, které produkuji. Barvivo je fluorescenéni, takze platformy
se nasledn¢ foti na fluorescencnim mikroskopu. Specifickych markerti je spousta a je nutno si
uvédomit, jaké bunécné typy je potieba fluorescenéné oznacit. Napiiklad B-III-tubulin je marker pro
nematurované neurony (56). Neurony, které jsou jiz plné¢ diferencované nebo neuralni progenitorové
buiiky takto odlisit nelze.

6.8. Typy bunék diferencovanych na NCD hodnoceni jejich pfichyceni
Pro budouci pouziti desticek jako elektrod je také dulezité hodnotit, zda se buiiky ochotné ptichycuji
k povrchu NCD a jakou maji morfologii (zda netvoii nepfirozené struktury napovidajici o Spatném
stavu bun¢k).

Bunky, které se nepfichytily se odmyji a pfi barveni jsou vidét pouze adherované bunky. Na
fluorescencni znaceni 1ze pouzit napiiklad CMFDA, ktery 1ze pouzit napiiklad, kdyZ je potieba oznacit
celou buiiku, ne naptiklad jen jeji cytoskelet (27) (ptfiblizné hodnoty excitace 492nm, fluorescence
517nm (57)), Hoechst pro barveni jadra (pfiblizné hodnoty excitace 350nm, fluorescence 461nm (58))
a Phalloidin pro znafeni F-aktinu (pfiblizné hodnoty excitace 495nm, fluorescence 518nm (59)).
Existuji 1 specifické protilatky pro molekuly, které se vyskytuji pouze u neuronti. Timto zptisobem lze
napiiklad zjistit, jaké procento bunck prichycenych k NCD platformé jsou neurony. To je dulezité,
protoze vyzkum NCD platforem smétfuje k tomu, aby mezi NCD platformou a neurony bylo co
nejméné gliovych bungk, které by neurony izolovaly.

Dalsi podstatnou véci, kterd se musi ovéfit pfi kultivaci mozkovych bun€k na NCD je, jaké je
zastoupeni bunék od kazdého typu. Napiiklad jaké procento ptichycenych bun¢k tvoii gliové bunky
v porovnani s neurony. Vzhledem k tomu, do jakych podminek jsou elektrody vyvijeny, je dilezité,
aby rostly na NCD desti¢kach butiky co nejpodobnéji jako in vivo.

Buné¢na linie mysich neuronti hypotalamu GT1-7 adheruje na platformy bez jakékoli dalsi povrchové
upravy kromé H- a O- zakonéeni na NCD platformé
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7. Studie biokompatibility platforem
7.1. Z nanokrystalickych diamanti NCD

7.1.1. Bez povrchové Upravy pouze s Upravami hydrofobicity
Jeden zvyzkumil se také zamétoval na rist neurondlnich bunck [krysich embryondlnich bunck
hippokampu E17] na NCD s H- nebo O- povrchovym |——-----=-=-=----=-----=------—----~-
zakoncenim. Jejich hipokampalni bunky se na téchto
substratech shlukovaly a upiednostiovaly
mezibunécny kontakt pfed adhezi k NCD povrchu.

|
1
1
1
I
B L :KaidéztéchtometodV\’/robyprodukuje
Kontakt spovrchem NCD mély primarné gliové :
1
1
|
1
1
1
1

¢astecky o jinych vlastnostech. Krystalky
NCD nemaji tak ostré hrany jako pfi
vyrobé nanodiamant( detonacni metodou
(36)

bunky (36). Zde se tedy NCD povrch nechoval jako
biokompatibilni. Jako kontrola byl pouzivan PLD-
laminin na NCD. Jak piSe (36) tak jednim
zvysvétleni pro¢ vnekterych studiich se na
nanodiamantové platformy neuronalni bunky adheruji a v naptiklad jejich ptipadé to tak neni, by mohl
byt rozdil mezi platformami slozenymi z nanokrystalického diamantu a diamatu, ktery je vytvoreny
detonacni metodou.

7.1.2.S povrchovou Upravou

Thalammer et al studoval adhezi neuronalnich bunék [mys$i hipokampalni neuronalni buiky, E18,
Neurobasal, B27, GlutaMAX-I] na NCD povrch, ktery byl jesté povrchové upraven druhou vrstvou
nanodiamantti, ve srovnani s NCD bez povrchové upravy se dafilo 1épe buitkdm na platformach se
dvéma vrstvami ND (60). Na zakladé vyhodnoceni stejnomérného rdstu jak neurond tak gliovych
bunek Thalammer et al usuzuje, ze by zde byl potencial pro adhezi a rlist neuronti piimo na ND vrstveé
a ne na vrstveé gliovych bunék (60). Ve stejném ptipadé byl také testovan rist neuritli a méteni, zda
jsou neurony elektricky aktivni. Vysledkem bylo, Ze rist neuriti je srovnatelny a neurony jsou
elektricky funk¢ni a neuronalni sit’ je propojend (60)

7.2. Studie biokompatibility platforem z ultra nanokrystalickych diamanti UNCD
Vyvoj probihd i na platformach UNCD. Y C Chen et al poukazuje na to, ze pravdépodobné uz
samotnd morfologie povrchu UNCD platformy, mize mit vliv na diferenciaci bun€k. Vyzkum
probihal na H- UNCD platformach, na kterych byla kultura neuralnich kmenovych bunék

Vyzkum, ktery testoval UNCD povrch s H-zakoncenim, dospél ke zjisténi, Ze neuralni kmenové
buiiky na tomto povrchu se bez ptidani bézné pouzivanych cytokint diferencovaly do neuronti (61).

7.3. Studie biokompatibility platforem z polykrystalickych diamanti PCD
PCD platformy, které byly pred pouZzitim povrchové oSetfeny nanodiamanty pro zvySeni poréznosti
povrchu neurondlnim buiikdm [mysi hipokampalni neurony, E18, Neurobasal, B27, GlutaMAX- I]
pravdépodobné vyhovovaly, protoze jejich adheze byla srovnatelnd jako adheze na skle potazeném
lamininem a poly-DL-ornitinem (60).
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8. Diskuze

Kazdy z vyzkumt zabyvajici se t€émito platformami jde troSku jinym smérem, nékteré publikace se
zaméfuji na vyvoj implantatl pro hloubkovou stimulaci mozku jako pomoc lidem postizenym
Parkinsonovou chorobou, néktefi se zaméiuji na snizovani bolestivych vjemu pti chronické bolesti, dle
mého nazoru velmi rozporuplny je vyzkum ohledné obsedantné kompulzivni poruchy, také existuji
vyzkumy zabyvajici se moznosti aplikace NCD elektrod do postiZzen¢ sitnice a nahrazeni jeji funkce.
Je tedy mozné, ze jednou se budou pouzivat NCD elektrody jako pomoc pii nejriznéjSich
handicapech. Tato rozmanitost v tom, pro jaky problém by NCD platformy mohly byt pouzivany
s sebou nese to, ze v kazdém z vyzkumut se vyuziva trosku jinych bunék. Je to logické ale zaroven
vysledky vyzkumnych skupin se té¢zko porovnévaji, protoze se tyto buiiky nechovaji stejné.

Hodné testd se déla na mySich neuralnich kmenovych bunkach, coz je otazkou, jestli pro vyzkum
nanodiamantovych elektrod pro hloubkovou stimulaci mozku ma néjaky hlubsi vyznam. Parkinsonovu
chorobu maji hlavn¢ starsi lidé a jejich kmenové bunky jiz nejsou pritomny v takovém mnozstvi.
Zaroven pri testech se pouzivaji kmenové buniky z mysSich embryi, a jak pise V. Balasumbramaniyan
et al naptiklad bunky E14, které se in vitro diferencovaly do neurontl, nebyly v diferencované podob¢
pln¢ funkéni. Je u nich problém s excitaci. Zaroven tedy pokud je problém s excitaci, je otazkou,
v jaké ohledu se tyto buiiky jesté chovaji jinak.

Zaroven elektrody pro hloubkovou stimulaci mozku se pti Parkinsonové chorobé umistuji do globus
pallidus nebo subthalamického jadra a v pfipadé pouze tremoru do ventralniho intermedilni jadra,
kde se vyskytuje morfologicky a funkéné jiny typ bunck. A je obtizné tyto bunky nasadit do
experimentu.

Ohledné kultivace bun¢k miize mit na vysledky testdi vliv také to, ze pii pasazovani bunék pro
experiment, se buiiky odmyvaji z povrchu a da se fict, Ze ty nejvitalnéjsi buiiky, které se pii standardni
dobé tripsinizace neodmyji se do experimentu nedostanou.

Dalsi otazkou je, zda se z nanodiamantovych platforem v pribéhu ¢ase nebudou uvoliiovat ¢astecky,
které by mohly zpiisobovat zdravotni problémy. U nanocastic je naptiklad prokazano, ze mohou
vnikat do bun€k a nasledné se usazovat v organelach (62) . Zarovein DND mohou ovliviiovat Zivotnost
bungk, mensi mérou zivotnost ovliviiuji HPHT diamanty (35).

Jinak je dle mého nazoru cesta k elektroddm pomahajicim tlumit projevy nékterych nemoci urcité
pfinosem. Zaroven, a to uz je ale mimo vyse zminéné vyzkumy, by se dalo elektrody pro hloubkovou
stimulaci mozku jest¢ dale zlepSovat z technického hlediska. Napiiklad aby Sly baterie ve zdrojich
pulzii dobijet pravdépodobné indukéné¢ a mély delSi Zivotnost nez uvadéné tii roky (vyrobce
Medtronic), ale ikdyz se v elektrotechnice nepohybuji myslim, ze nez bude dostupnd baterie
pozadované kapacity a rozmért, kterd by vydrzela dostatek nabijecich cykl a méla certifikaci pro
pouziti v 1ékafstvi, Ze to bude jesté chvili trvat.

Podle mé¢ je také moznost vylepSovat v rdmci kompatibility téchto piistrojii a magnetické rezonance.
Vzhledem k tomu, ze magnetickd rezonance je z divodu své Setrnosti k tkanim Casto vyuzivanou
vySetfovaci metodou, bylo by optimalni, kdyby pacienti s pfistroji pro hloubkovou stimulaci mozku
meli plnohodnotnou moznost magnetickou rezonanci podstupovat. V nékterych piipadech pacienti
s implantovanou sondou nelze vySettit. V pripadech, kdy pacienta magnetickou rezonanci vysetfit lze,
museji byt splnény podminky udavané vyrobcem, ale obecn¢ se jednd naptiklad o intenzitu
elektromagnetického pole, které vétSinou nesmi presahnout 1,5 Tesla (63). Pravdépodobné hlavnim
divodem pro¢ jsou zde tato omezeni je potencidlni zahtati soucastek pfistroje (63).
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