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Abstrakt

Praice se zaméfuje na testovani a vylepSovani biomateriali ze slitiny
Ti-6Al-4V ELI, nejcastéji biomedicinsky pouzivané slitiny titanu (pfedevSim v ortopedii
a stomatologii), a to ve spolupraci s védeckymi ustavy a spole¢nostmi zabyvajicimi se
jejich  vyvojem. Vzorky Ti-6Al-4V ELI byly upravené metodou plazmatické
elektrolytické oxidace (PEO) v elektrolytech riznych slozeni pro vytvofeni homogenni
povrchové vrstvy TiO,. Ke studiu interakce bun€k s materidlem in vitro byly zvoleny
buiiky lidské bunécné linie osteoblastli Saos-2. Byla hodnocena inicidlni adheze bunék,
jejich rozprosteni, morfologie, populacni hustota, viabilita, depozice vapniku a exprese
vybranych markerii osteogeneze, jako je kolagen typu I, alkalicka fosfatdza a osteokalcin.
Chovani bun¢k je korelovano s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi povrchu vzorkd,
jako je napft. topografie, drsnost, smacivost a chemické slozeni povrchovych vrstev.
Vysledky jsou porovnavany s daty ziskanymi na kontrolnich nemodifikovanych vzorcich
slitiny, a rovnéZ na standardnich kultivacnich materidlech, jako jsou dna kultivaéni
polystyrénové jamky a mikroskopickd kryci skla. Cilem prace je zhodnotit, ktery
z prezentovanych modifikovanych vzorki se nejlépe hodi pro pouziti v doCasnych

ortopedickych implantatech.

Kli¢ova slova: Ti-6Al1-4V, kostni implantaty, inzenyrstvi kostni tkan¢, osteoblast, Saos-2,

depozice vapniku, kolagen typu I, osteokalcin, alkalickd fosfataza.



Abstract

This thesis focuses on testing and improving Ti-6Al-4V ELI biomaterials, which
are currently one of the most used titanium alloys in biomedicine (predominantly in
orthopaedics and dentistry), in cooperation with research institutions and private
companies developing and producing such materials. The metallic samples were
previously modified by plasma electrolytic oxidation (PEO) with use of electrolytes of a
different composition to induce development of a homogeneous TiO, layer on its surface.
In vitro interactions of human osteoblast-like cell line Saos-2 with the surface of
Ti-6Al1-4V ELI alloy samples are investigated. Initial cell attachment, spreading,
morphology, cell population density, viability, calcium deposition and expression of
selected osteogenic markers, e.g. collagen type I, alkaline phosphatase and osteocalcin,
were evaluated on cultured cells. The cells behavior were then correlated with
physicochemical properties of the material surface, such as its topography, roughness,
wettability, surface layer chemical composition efc. The results are also compared with
those obtained in cells cultured on control samples of untreated alloys as well as
microscopic glass coverslips and bottom of standard polystyrene cell culture wells. The
aim of this thesis is to select the most promising modified material for use in temporary

bone implants.

Keywords: Ti-6Al-4V, bone implants, bone tissue engineering, osteoblast, Saos-2,

calcium deposition, collagen type I, osteocalcin, alkaline phosphatase.
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UVOD

Kostni tkan je specializovanym typem mineralizované pojivové tkan¢€, utvaiejici ve
spolupraci se svaly a klouby opérny a lokomoc¢ni aparat obratlovct. Diky své struktufe a
slozeni vykazuje vysokou mechanickou odolnost (tvrdost, pruznost a pevnost) v tahu,
tlaku i ohybu. Poskytuje ochranu vnitinim orgdniim. Vyznamné se podili na udrzovani
kalcium-fosfatové homeostazy a acidobazické rovnovahy organismu (Clarke 2008).
Je tvofena nékolika typy specializovanych bunék, jejichz spolecnd aktivita proptjcuje
kostni tkdni vlastnosti mechanosensorické, mechanotrandukéni (Tan et al. 2007; Safadi
et al. 2009; Temiyasathit et Jacobs 2010), znacné schopnosti regeneracni a — diky jeji
vysoké metabolické aktivité — také regulacni ve smyslu vlastni morfologické adaptability
na zatéz.

Kvalita kostni hmoty zavisi na piirozené schopnosti jeji obnovy a spravné
mineralizaci. Roli hraji genetické predispozice (Podock et al. 1987) ¢i mutace
specifickych genti (napf. Pagetova choroba, Osteogenesis imperfecta, osteopetroza;
Khurana et Fitzpatrick 2009), vyZiva, intenzita, frekvence, typ fyzické aktivity (Turner
2004; Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil ef al. 2006b) a soucasné cela fada faktorQ
hormonélnich (Safadi et al. 2009) spojenych jak s poruchami metabolismu tkéan¢, tak
s fyziologickym procesem starnuti. Patologie mohou byt téZ zplsobeny nasledkem urazt

¢i v disledku dlouhodobého pietéZovani.

Ve zdravé tkani jsou procesy resorpce a syntézy udrZovany v rovnovaze, pii jejimz
vychyleni dochazi k defektim a vzniku onemocnéni, charakterizovanych zménami
mechanickych vlastnosti kosti. Ubytek kostni hmoty je spojeny se zvysenym rizikem
fraktur. Nejcastéji se vyskytujicim onemocnénim tohoto typu je osteopordza, k jejimuz
vzniku pfispiva sniZend produkce pohlavnich hormonili ve staii — estrogenu u Zen,
testosteronu u muzi (Michael et al. 2005). Opacnou situaci je vzacny stav, a sice
osteopetrdza, kdy vlivem vrozené poruchy dochdzi k naruseni ptirozeného odbourdvani
kostni hmoty. Toto sice vede k celkovému zvySeni objemu kostni hmoty i jeji hustoty, ale

ta je kiehka v dtsledku ptiliSné mineralizace (Khurana et Fitzpatrick 2009).
Dal§imi ¢astymi onemocnénimi jsou choroby rizné etiologie postihujici klouby —
arthropatie. V tomto ohledu je nejbéznéjsi diagnoézou pokrocilého vEku osteoartritida.

Toto degenerativni onemocnéni chrupavky ve svém diisledku neptirozené zatézuje okolni

tkan¢ (kost, vazivo, svaly). Projevuje se bolesti provazejici pohyb, krepitem a pocatecni
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ztuhlosti kloubu po delsi inaktivité. V pozd¢jSich fazich se pridavaji nartsty osteofyth
(vyriistkii periostu) omezujici pohyb kloubli a atrofie svali z nedostatku stimulace
(Reinus et al. 2009). V ptipadé postizeni velkych kloubli miize byt operace jedinym

zpusobem, jak zachovat ¢i obnovit mobilitu pacienta.

Omezeni mobility v disledku postizeni pohybového aparatu, stejné jako nasledky
urazu pii sportu ¢i po nehodach a v neposledni fadé téZ nevhodného zivotniho stylu,
predstavuji zavazny zdravotni a socidlni problém nemalé casti populace s pfimym
dopadem na kvalitu Zivota. Moderni medicina umoziuje tyto nasledky v uspokojivé miie
mirnit ¢i odstranovat cilenou 1é¢bou, rehabilitaci 1 operativné, napt. pouzitim implantatu,
jakym je totalni endoprotéza kycelniho kloubu. Jista omezeni, vazajici se k vlastnostem

samotného implantatu a jeho ukotveni v kosti, vSak zlstavaji.

Vyvojem, vylepSovanim a testovanim materiald vhodnych ke konstrukci implantatt
— kostnich, kloubnich a zubnich nahrad, vnitfnich dlah, fixazi, hiebt, ale také nahrad
mékkych tkéani, tj. srde¢nich chlopni, cév, vyvodi riznych orgénd, nitroocnich cocek,
koznich krytd pro lécbu rozsdhlych popalenin a dekubiti nebo systémil pro fizenou

dodavku 1é¢iv — se zabyva multioborova disciplina tkdfové inzenyrstvi.

Tato prace se zamétuje na implantaty urcené pro kostni tkan — pouzivané materialy,
metody jejich modifikace a jejich interakci s buikami, pfedev§im z hlediska adheze,

proliferace a osteogenni diferenciace in vitro.
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1. ZAKLADNI ARCHITEKTURA, BUNECNE A
CHEMICKE SLOZENI KOSTNi TKANE

Osteogeneze zacina bc¢hem embryonalniho vyvoje a pokracuje postnatalné
postupnou pfeménou nezralé, malo mineralizované, primarni formy kostni tkané
zplstovit¢ na lameladrni cestou intramembranézni ¢i enchondralni osifikace. Pii
intramembran6zni  osifikaci  dochazi kpfimé diferenciaci mezenchymalnich
osteoprogenitorovych bunék na osteoblasty. Timto zplisobem osifikuji ploché kosti lebky
a obliceje. K enchondralni osifikaci dochazi napt. u panve a dlouhych kosti koncetin,
které ziskavaji svoji podobu nejprve jako chrupavka. Ta je nasledné vaskularizovana,
chondrocyty podstupuji apoptézu a na jejich misto vcestovavaji osteoblasty nové

diferencované z osteoprogenitorovych buné¢k (Safadi ef al. 2009).

T¢lo dospé€lého cCloveka obsahuje uz téméi vyhradné sekundarni, zralou formu
kostni tkdn¢€ — kost lamelarni. Vyjimku tvoii zubni alveoly, kostni vycnélky (tuberositas
ossium), ploché Svy lebky a sténa nitrousniho labyrintu, kde ptetrvava kost plstovita.
Mimo tato specifickd mista se objevuje pouze pii procesu hojeni zlomeniny (Mescher
2010), kdekoli jinde je jeji vyskyt povaZovan za patologicky (Qin 2013). Lamelarni
kostni tkan dospélého organismu délime podle makroskopickych odliSnosti na kompaktni
(80 %) a spongidzni (zbylych 20 %). Na rozdil od spongidzy, vytvatejici prostorovou sit’
desti¢ek, tramcl (trabekul) a ostnli (spikul) s mezerami vyplnénymi kostni dfeni,
vykazuje kompakta vétSi densitu 1 pevnost. Oba typy kostni tkdné sdileji obdobnou

vnitini strukturu (tj. uspotfaddani do lamel, viz niZze) a bunécné slozeni.

Hlavni komponentou urcujici fyzikalni vlastnosti tkadné je jeji extracelularni matrix
(ECM), obsahujici v ptipad¢ kosti vice jak z poloviny anorganické latky zastoupené
pfedevS§im krystalickym hydroxyapatitem (HA), amorfnim kalciumfosfatem (CaPO,) a
jinymi vapenatymi solemi (uhli¢itan véapenaty, fluorid vapenaty efc.). Pievdznou cast
(a2 90%) organické slozky ECM predstavuje kolagen typul. Dale jsou pfitomny
predevsim glykosaminoglykany (hyaluronan, chondroitin sulfat), proteoglykany (dekorin,
biglykan), glykoproteiny (kostni alkalickd fosfatdza, osteonektin, osteokalcin, kostni

sialoprotein, fibronektin, vitronektin) a regulacni faktory (TNF, TGF-B, IGF, PDGF,
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BMP, IL-1, IL-6), nezbytné¢ pro vyvoj a mineralizaci kosti (Fernandez-Tresguerres-

Hernandez-Gil et al. 2006a).

Slozky kostni tkané jsou organizovany ve vrstvich ECM do lamel. Lamely
v kompakté jsou obvykle cylindrické. Probihaji soustfedné kolem centralniho kanalu
s cévami a nervy a tvoii tzv. osteony, neboli Haversovy systémy. Ty jsou mezi sebou
propojeny bo¢né¢ Volkmannovymi kanalky, které umoziuji spojeni centralniho kanalu
s jinymi osteony uvniti kosti, periostem na jedné i dfefiovou dutinou na druhé strang.
Vnitini a vnéjsi povrch kosti je tvofen plastovymi cirkumferencidlnimi lamelami, které
pokryva nemineralizované kolagenni vrstva periostea (vnéjsi) a endostea (vnitini povrch
kosti). V tramcich spongidzy jsou lamely osteonil uspofddany paralelné v ploSe, nebot’
zde chybi dutina centralniho kanalu. Prostor mezi jednotlivymi tramci umoziuje zasobeni

buné¢k spongidzy z kostni dfen¢ (Mescher 2010) (Obr. 1).

wnEjsi plastové lamely
venula
periosteum . Haversdy kanal arteriola nery

osteon canaliculi ossei

difefiova

Sharpeyova || —=sils

vlakna N AL

trabekuly
Haversdy  spongiozni kosti

Yolkmanovy kanal
kanalky

Obr. 1: Struktura lamelarni kostni tkané na priafezu diafyzou dlouhé kosti. (a) Kost kompaktni tvoii
az 10 mm silnou vrstvu stény diafyzy. Smérem do dfenové dutiny ptrechazi v kost spongidzni. (b) Ve
struktufe osteonu kompaktni kosti si miizeme vS§imnout stfidavé orientace kolagennich fibril v sousednich
lamelach. Lamely jsou koncentricky uspofadané kolem centralniho kanalu. Tkan je vaskularizovana a
inervovana. (c) Struktura Haversova systému s centralnim kanalem. (d) Osteocyt ulozeny v lakuné a jeho
vybézky v canaliculi ossei. Upraveno z www.majordifferences.com.

Kostni tkan je tvofena Ctyfmi typy buné€k, které navzajem interaguji a ovliviluji se:
osteoblasty, osteocyty, osteoklasty a tzv. buiiky lemujici kost (lining cells) (Obr. 2a, 2b,
str. 15). Osteoblasty se nachazeji na povrchu kosti, kde tvoii shluky v mistech probihajici
tvorby kostni tkané. Produkuji organickou ¢ast mezibunééné hmoty (osteoid) a podili se

na jeji mineralizaci, pfedev§im produkci enzymu alkalické fosfatazy (ALP). Sekretuji
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regulacni faktory (viz vyse), vCetné ligandu receptorem aktivovaného jaderného faktoru
kB (RANKL) a osteoprotegerinu (OPG), které se Gcastni regulace diferenciace a aktivity
dalsiho typu kostnich bun¢k — osteoklasti. Novotvoirena ECM je produkovana apozici na
jiz existujici mineralizovanou vrstvu (Safadi et al. 2009), ¢imz se vytvaii typicka
lamelarni  struktura  osteonti.  Prekurzorovymi  bunikami  osteoblasti  jsou
osteoprogenitorové buiniky odvozené z mezenchymalnich bun¢k kostni diené aktivaci pres

Wnt/B-kateninovou signaliza¢ni drahu (Clarke 2008).

Nekteré osteoblasty v sekretované hmoté postupné uviznou a diferencuji se
v osteocyty. Nachazeji se pak v cockovitych komurkéch, tzv. lakunach (Obr. 1, str. 13),
z nichz vybihaji dlouhymi plasmatickymi vybézky skrze kostni kanalky canaliculi ossei
v mineralizované mezibunééné hmoté¢ a napojuji se filopodii a na nich umisténych
gap junctions na osteocyty, osteoklasty nebo lining cells, ¢imz vytvareji komunikacni sit’
uvnitt kosti (Obr. 2b, str. 15). Ze vSech kostnich buné¢k jsou nejvice zastoupené — tvoii az
funkci je mechanotrandukce, zprostiedkovana rozsahlou lakuno-kanalikularni siti jejich
vybézkt, diky niz jsou schopny registrovat jak hladiny hormoni a dalSich latek, které
obsahuje intersticidlni tekutina uvnitf kanalikuld, tak zmény jeji cirkulace, ovlivnéné
vnéjSimi mechanickymi faktory. Interpretace takovych signdlli umoZiluje reagovat na
potieby upravy kostni hmoty vlastni signalizaci, sméfujici k zahdjeni reparacnich nebo
resorpCnich procestt (Manolagas 2000; Safadi er al. 2009) regulaci proliferace a
diferenciace osteoblastii i samotnych prekurzorovych mezenchymalnich bunék kostni
diené.

Lining cells jsou protdhlé oplostélé bunky. Pfedstavuji klidovou formou
osteoblastil, které ukoncily svoji sekrecni aktivitu a nachazeji se na povrchu kosti, na
nichZ pravé neprobihd piestavba ani formovani nové tkané. Vytvéfeji iontovou bariéru
mezi extracelularni tekutinou a intersticialni tekutinou lakuno-kanalikuldrniho systému.
Podileji se na regulaci homeostazy vapniku a fosfati v kosti. Nachazeji se v tésné
blizkosti osteoblastii, s nimiz jsou spojeny bunécnymi spoji typu zonula adherens (pasové
desmozomy) (Clarke 2008). Povrchova nemineralizovand vrstva, na které jsou pfisedlé,
za normalnich okolnosti neumoznuje pfisednuti osteoklastu a zahdjeni resorpce. Na
zéklad¢ signalizacni aktivity osteocytll v reakci na potfebu remodelace v daném misté
za¢nou lining cells produkovat matrixovou metaloproteinazu (kolagenaza, MMP-1), ktera

umozni odstranéni této vrstvy (Everts et al. 2002).
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Osteoklasty (Obr. 2¢) jsou polarizované mnohojaderné¢ bunky vznikajici fuzi
jednojadernych prekurzorti z bunék monocyto-makrofagové linie. Proliferuji a diferencuji
pod vlivem cytokini M-CSF (faktor stimulujici kolonie makrofagli), RANKL (ligand
receptorem aktivovaného jaderného faktoru xB) a dalSich. Po své aktivaci a uchyceni na
povrchu kosti jsou schopné diky pfitomnosti protonové pumpy na membrané vytvaret
mikrooblast s kyselym pH, vniz odbourdvaji ECM prostfednictvim proteolyzy,
endocytézy a dekalcifikace zbyvajici hmoty. Specifickou strukturou osteoklastu je
tzv. zvinény lem (ruffled border), jehoz mnohocetné invaginace zvysuji aktivni resorpéni
plochu, usnadiiuji enzymaticky rozklad, zachyt a endocytézu castic v prostoru
Howshipovy lakuny (tj. jamky, kterd vznika cinnosti osteoklastu). Po ukonceni své
aktivity se bud’ pridaji ke skupin€ lining cell pfechodem do klidového stavu, nebo po

n¢kolika tydnech prodélaji apoptézu (Manolagas 2000).

Ob
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U
AN CTO0CoN

Tf%?{l:\ A

N

Obr. 2: A) Osteoblasty, osteocyty a lining cells. Ob — Osteoblasty na povrchu kosti. O — Osteocyty
vzniklé z osteoblastl, které zlstanou obklopeny hmotou osteoidu. LC — Zplostujici se osteoblasty,
pfechazejici do klidového stavu, které se stanou lining cells. (Manolagas 2010, upraveno)
B) Lakuno-kanalikularni sit’ (Turner 2004, upraveno). C) Aktivni osteoblast (bila Sipka) s nékolika jadry
a rozeznatelnym zvinénym lemem (Cerna Sipka) (Mescher 2010, upraveno).

Mechanismus remodelace kostni tkané probiha béhem zivota jedince nepietrzité a
tak poskytuje télu mozZnost uc¢inné adaptace na mechanickou zatéz. UmoZiiuje opravu
stavajicich poSkozeni, snizuje riziko vzniku fraktur a pfispiva k udrzovani homeostazy
obsahu dulezitych minerali v kostech. Prestavba kostni tkané probiha v tzv.
remodela¢nim cyklu pfi vzajemné kooperaci kostnich bunék v tvaru znamém jako
zékladni/kostni multicelularni jednotka (BMU). Zacatek tohoto komplexu tvoii skupina
osteoklastil, tzv. fezaci kuzel, za nimi vstupuji osteoblasty a kapilara v tzv. uzaviracim

kuzelu (Obr. 3, str. 16) (Parfitt 2002).
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Obr. 3: Postupujici BMU v kompaktni kostni tkani na podélném a pri¢ném Fezu. Procesy vedouci
k tvorbé a remodelaci kostni tkané zahajuji lining cells, reagujici na signaly od osteocyttl, které umozni
nasednuti osteoklastl na povrch kosti. Cinnosti osteoklastii je nejprve hloubena dutina v kostni tkani, do ni
vstupuji osteoblasty a zacinaji sekretovat novou kostni hmotu. Ta se tvofi apozici, tedy pfikladanim novych
vrstev na star$i, ¢imz postupné vznika typicky osteon s Haversovym kanalem. Do néj vstupuji cévy a
nervova vldkna. V pribéhu remodelac¢niho procesu dochazi k naruseni struktur pivodnich osteonti nové
vzniklymi. (Parfitt 2002; Obr. upraven z Liillmann-Rauch, 2012).

Zkratky: Mon — mononuklearni, dosud nesfuzované, prekurzory osteoklastli; Oc — osteoklasty; Ob —
osteoblasty; E — buriky endostu; min. Mx — mineralizovana matrix; * — vrustajici cévni klicka.

Remodela¢ni proces mizeme formalné rozdélit do nékolika fazi: iniciace, resorpce,
produkce matrix, mineralizace a klidovd mezifaze (kviescence) (Obr. 4, str. 17).
V klidovém stavu remodelace neprobihd. Na tenké vrstvé nemineralizované matrix na
povrchu kosti se nachazi vrstva zplostélych lining cells, které zah4ji remodelaci az
v reakci na pfislusnou signalizaci od osteocytii. V inicia¢ni (nebo také aktivacni) fazi
lining cells upravuji tento povrch prostiednictvim sekretovanych MMPs a ustupuji z n¢j
(Everts et al. 2002). Plsobenim riiznych chemoatraktantli, produkovanych okolnimi
osteoblasty, probiha v mist¢ budouci prestavby shromazdovani mononuklearnich
prekurzorii osteoklastli, které fuzuji a po ptisednuti na povrch odhalené tkané dokoncuji
svou diferenciaci diky pfitomnosti RANKL a M-CSF (Clarke 2008). Po pfisednuti jsou
aktivovany osteoblastovymi cytokiny — interleukiny IL-1 a IL-6, pod jejichZ vlivem se
polarizuji a cytoskeletarné ptestavuji (Safadi et al. 2009). Zapocetim enzymatického
odbouravani kostni hmoty zacind faze resorpce. Ve fazi formace, kterd je nejdelsi fazi
celého cyklu, jsou resorbovand mista zaplnéna nové tvofenou mezibunécnou hmotou
osteoidu, sekretovanou osteoblasty diferencovanych z prekurzorti pfildkanych
chemotaktickymi signdly aktivnich osteoklasti. Posledni fazi — mineraliza¢ni — konci
obdobi funkénosti BMU. Doprovézi ji ukladani Ca’" a PO, do osteoidu a vytvafeni
krystalti hydroxyapatitu (HA). Osteoblasty sekretuji vesikuly obsahujici ALP, ktera jejich
ukladéani podporuje a zaroven hydrolyzuje inhibitory mineralizace (Clarke 2008).

Mineralizace probihd vzdy od nejspodnéjSich vrstev osteoidu k nejsvrchnéjSim
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(Mescher 2010). Po ukonceni produkce a mineralizace se z osteoblastl stavaji osteocyty

nebo klidové lining cells.'

lining cells

mineralizovana kost

ustup lining cells
nove z povrchu kosti
mineralizovana zbavené syrchni
MINERALIZACE kostni tkai nemineralizovangé INICIACE
vrstyy

osteoblasty \ osteoid Dsteuklasty /
-ds
FORMACE | — RESORPCE

Obr. 4: Faze remodelac¢niho cyklu. Prvni faze cyklu je v literatufe Castéji tradiéné oznacovana jako
aktivacni, podle nazvu navzenym v 60. letech 20. stoleti H. M. Frostem. Dochazi v ni ke formovani BMU.
Povrch buiky je pfipravovan na adhezi osteoklastli fezaciho kuzele, ktery svoji aktivitu zahajuje az
nasledné. Parfitt (2002) se proto priklani k vystiznéj§im, jiz dfive navrhovanym oznacenim, kterymi je
Liniciace* nebo, dle jeho slov jesté 1épe, ,originace”, jakozto faze vzniku BMU (Obr. upraven podle
Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al. 2006b).

KLIDOVY STAV

! Rozsahly souhrn poznatkii o stavbé, slozeni kostni tkang, procesu remodelace a jeji regulace nabizi jiz
bakalarska prace autorky: Doubkova, Martina. Cyto- a chemoarchitektonika kostni tkané a jeji prestavba
(obnova) u clovéka v dospélosti. Usti nad Labem, 2014. Bakaldiska prace (Bc.). Univerzita Jana
Evangelisty Purkyné v Usti nad Labem, Piirodovédecka fakulta. 94 str. Vedouci prace Vladislav Mares.
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2. TKANOVE INZENYRSTVIi A BIOMATERIALY

ey e

poloviny 20. stoleti — po provedeni prvnich uspéSnych organovych transplantaci — termin
tkanové inzenyrstvi byl poprvé oficidlné ptijat az vroce 1988. Prijatd definice jej
predstavuje jako interdisciplinarni obor, vyuZzivajici poznatkli a metod technickych a
piirodnich véd scilem vyvoje biologickych nahrad, které budou schopny zachovat,
obnovit nebo zlepsit funkénost konkrétni tkand nebo celého organu (Skalak er Fox 19887
cit. Langer et Vacanti 1993). Jiz tehdy bylo jasné, Ze potieba materialu pro implantace
bude srozvojem a pokroky mediciny stoupat, mnozstvi dostupnych darcii nebude
dostacujici a je proto nutné zacit hledat adekvatni substituty, a to jak v moZznosti zvifecich

darct, tak v umelych materidlech s potencidlem komeréni vyroby.

V piipad¢ tkanového inzenyrstvi zaméfeného na kostni tkan a chrupavku stoji
v centru z4jmu implantaty urcené k ndhradam, regeneraci nebo fixaci kosti (véetn¢ zubti),
spindlni implantaty, ndhrady kloubnich hlavic a povrchii kloubnich jamek pro pouziti
v ortopedii a stomatologii (pro piehled typli implantati viz Slone ef al. 1991; King and
Phillips 2016; Mittal et al. 2016). Duisledkem zvySujiciho se veéku doziti ve vyspélych
zemich, rozvoji civilizacnich chorob, zvyseni prumérné télesné hmotnosti a nezdravého
zivotniho stylu roste i nutnost nahrad opotiebenych ¢i vazné poranénych orgédnd, coz se
diky pokrokiim v regenerativni medicin€ a zvySujici se dostupnosti operacnich zékrokt
dafi stale 1épe. Znacnou ¢ast dnes nejcastéji uzivanych implantatt tvoii pravé implantaty
ortopedické (Viteri et Fuentes 2013), pficemZ pouZiti kloubnich ndhrad a kostnich Stépt
je, po krevnich transfuzich, spolu s kizi stdle druhym nejcastéjSim typem transplantace

viibec (Langer ef Vacanti 1993; Giannoudis et al. 2005).

Kostni §tépy z vlastniho téla pacienta (autologni), z lidského ¢i zvifeciho darce
(alogenni, casto z kadaverti, a xenogenni) se stale pouzivaji jako zcela pfirozena nahrada
poskozené nebo chybéjici tkané. Autologni §tépy se ziskdvaji nejcastéji z hiebene kosti
kycelni. Dochazi tak sice k pfenosu vlastni tkan€, kterd nevyvola imunitni odpovéd
organismu, avsak k jeji extrakci je nutna dalSi operace, ¢imZ vzniké spolu se zatizenim

organismu 1 riziko pooperacnich komplikaci (infekce, vznik zanétu, tvorba deformit

? Skalak R., Fox C.F. (eds.). NSF Workshop, UCLA Symposia on molecular and cellular biology, 1988
(New York: Alan R. Liss, Inc., 1988). Proceedings of Granlibakken worskhop. Held in Granlibakken
Resort, Lake Tahoe, California, USA, in February 1988.
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v misté¢ odbéru, krvaceni). Autologni S§t€py nelze pouzit v ptipadech, kdy je potifeba
transplantovat vétSi Cast tkané. Tehdy pfichdzeji na fadu alogenni ¢i xenogenni
implantaty, které s sebou ovSem kromé zvyseného rizika imunitni reakce proti implantatu
nesou také moznost pfenosu patogent (Giannoudis et al. 2005). Oba typy transplantatii
jsou osteoinduktivni (stimuluji diferenciaci kostnich bunék) a osteokonduktivni
(podporujici rast kostnich bunék na svém vnéjSim 1 vnitinim povrchu) (podrobnéji
viz Albrektsson et Johansson 2001). Dnes se pouzivaji hlavné k tipravé kostnich defekta
po turazech, po vyjmuti nezhoubného nédoru kosti nebo tkané v okoli uvolnéného,
napiiklad kloubniho, implantitu (Kumar et al. 2013). Vzhledem k jejich zminénym

nevyhodam je snaha o jejich nahrazovani syntetickymi substituty.

Nejdulezitéjsi vlastnosti materiali pro biomedicinské pouziti je biokompatibilita
s prostiedim tkani a télnich tekutin. Idedlni material je takovy, ktery umoznuje dobrou
integraci do tkan¢ pacienta bez indukce nezddoucich u¢inkli imunogennich, mutagennich,
cytotoxickych ¢i karcinogennich v disledku jeho povrchovych vlastnosti nebo
uvoliovani ¢astic (Williams 2008). Prvni materidly, které byly konstruovany v tomto
duchu, se zacaly vyrabét v 60. letech 20. stoleti. Do této doby na biokompatibilitu nebyl

kladen duraz.

Tzv. prvni generace materiali se snazila vyhybat vySe popsanym problémim
kostnich s§tépi vyvojem umélych implantati spliujicich predevS§im naroky na
mechanické, chemické a fyzikalni vlastnosti nahrazované tkdn¢. Tyto materidly mély byt
,bioinertni“ ve smyslu minimalizace imunitni reakce vic¢i implantatu (Hench et Polak
2002). Dnes je bioinertni material chapan v SirSim smyslu jako takovy, ktery je
prostiedim téla tolerovan, nevyvolavd nezadouci fyziologické reakce, avSak ani
nepodporuje adsorpci proteint a bunéénou adhezi. Nachdzi uplatnéni na povrsich, kde je
nezéadouci jejich prerstani buikami, napt. fibroblasty (kloubni plochy, nitroo¢ni ¢ocky),
v aplikacich kde jejich pouziti nebylo dosud pifekondno Zadnym dostupnym
biomaterialem (kovové hieby, diiky, krcky a hlavice endoprotéz), nebo které jsou do
organismu implantovany pouze do€asné (Srouby a dlahy). Prvnimi usp€sné pouzivanymi
materidly v ortopedii byly kovy, z nichZ celd fada se ukéazala jako biokompatibilni,
a zérovenl umoziujici adsorpci proteintl a nasledné osidleni buiikami (titan a jeho slitiny,
nerezova ocel, slitiny na bazi chromu a kobaltu — vice viz kapitola 3, str. 23). DalSimi,
skutecné bioinertnimi materidly, jejichz pouziti doznalo rozsifeni v ramci tzv. prvni

generace, byla  keramika  (zirkonia,  alumina) a  nckteré  polymery
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(napt. polymethylmethakrylat — PMMA) (Wang 2003; Geetha ef al. 2009). Alumina,
neboli oxid hlinity, se vyuziva pfi vyrobé dentdlnich implantath a tfecich ploch kloubnich
spojeni v kycelnich endoprotézach a dalSich kloubnich nahradach. Zirkonia, oxid
zirkoniCity, piedstavuje méné¢ tvrdou, ale vici lomu odolnéjsi alternativu k Al,O;. Oba
materidly maji excelentni korozni odolnost, avSak vzhledem k relativni kirehkosti a horSim
klinickym vysledkim se od pouziti zirkonia v ortopedii upousti. Pfetrvava vSak jeho
aplikace v zubafstvi (Rahaman et al. 2007) a nachazi také uplatnéni napf. ve vyrobé
keramickych kompoziti se zlepSenou odolnosti vici lomu (oxid zirkoniCity tvrzeny
aluminou, ATZ) (Schierano et al. 2015). PMMA je pouzivén jako kostni cement k fixaci
diiki endoprotéz. Snizuje rozdil v elasticit¢ mezi materidlem implantitu a kostni tkang,
nebot’ jeho modulus elasticity (viz dale) se blizi kosti. ZmensSovani objemu cementu pfi
tvrdnuti v§ak vytvaii pnuti mezi materialem implantatu a kosti, coz miize vést ke zlomim
a vzniku zanétlivé reakce v disledku uvolnénych castic cementu (Dhandayuthapani et al.
2011). Nevyhodou je 1 omezena zivotnost téchto materidlll, jez si vynucuje nezbytnost
opetovného chirurgického zasahu a vyménu béhem nasledujicich 10 az 25 let (Hench et

Polak 2002).

Pro rizné pouziti jsou vSak vyZadovany r0zné vlastnosti materidlu. Pfi vyvoji
druhé generace implantatd v 80.letech bylo pfistoupeno k vyvoji materidlu
s bioaktivnimi sloZkami smétujicimi ke zlepSeni osteokonduktivity, Cili integrace, mezi
povrchem implantatu a kosti, podporou bunécéné adheze, proliferace, diferenciace a
mineralizace, napodobovanim struktury a funkce ECM. Bioaktivni skla a skelna keramika
toho dosahuji pii reakci svého povrchu s vnitinim prostfedim téla, kterd vede k vytvofeni
tenké vrstvy hydroxyapatitu (HA), vyznamné slozky kostni ECM, in vivo. Maji vysoky
modul pruznosti, jsou tvrdé, avSak poméiné kiehké (Hench ef Polak 2002). Vyuziti naSly
napi. v nahradach kustek stfedniho ucha ¢i ¢ésti obratli (Wang 2003). Bioaktivni sklo,
ptipadné synteticky HA a trikalciumfosfat (TCP) se zacaly pouzivat také k potahovani
kovovych materiala, naptiklad diika endoprotéz (Hench et Polak 2002). Dal§im krokem
byla konstrukce degradabilnich nahrad pro regeneraci tkani. Pfirodni a umélé polymery
poskytuji moznost postupné resorpce uvnitt téla pacienta, prostoupeni a Uplné nahrazeni
buikami tkdné. Vyhodou pfirodnich polymerti je nizkd imunogenicita a podobna
molekulédrni struktura s pfirozenymi makromolekulami (Armentano et al. 2010).
Pouzivan je naptiklad kolagen, chitosan, kyselina hyaluronova a polyhydroxybutyrat.

K syntetickym polymertim, s jejichz pouzitim se v biomediciné mizeme setkat Castéji,
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fadime kyselinu polymlécnou (PLA), polyglykolovou (PGA), poly-e-kaprolakton (PCL),
kopolymery téchto latek a polykarbonaty (Armentano et al. 2010; Liu et Ma 2004).

Treti generace biomateridli, pfichdzejici s pfelomem stoleti, se zaméfila na
zdokonaleni kompozitli v podobé trojrozmérnych leSeni (scaffolds). Kombinuje vyhodné
vlastnosti keramickych materiala (jejich osteokonduktivitu a tuhost) s tvrdosti, pruznosti
a degradabilitou polymerti obojiho typu bez nutnosti chirurgického vyjmuti. Porozita
materialu vytvotena prostorovou strukturou leSeni ma umoznit dostate¢nou vaskularizaci,
stimulujici veestovani bungk, jejich adhezi a proliferaci. Kromé toho mohou byt povrchy
materidli funkcializovdny urcitymi chemickymi skupinami nebo makromolekulami
proteinii napodobujicimi prostfedi extracelularni matrix, s integriny, které usnadiiuji
bunéénou adhezi, enzymy, hormony, rustovymi faktory, syntetickymi regulatory
bunécného cyklu, které stimuluji bunky ke specifické odpovédi (Bacakova et al. 2004).
Jejich povrch také muze byt jiz in vitro osazeny napf. progenitorovymi bunikami dané
tkang, pfipadné builkkami ziskanymi ze samotného pacienta, ¢imz se resorbovatelny
scaffold jesté vice pfiblizi funk¢ni alternativé kostnich $tépi (Hench et Polak 2002;
Armentano et al. 2010). V posledni dob& se rovnéz zaCinaji pouzivat indukované
pluripotentni kmenové buniky (pro piehled viz Kuo er Rajesh 2017). Kromé uvoliovani
bioaktivnich molekul je mozZné takto do organismu docasné dodavat Iéky
(napf. antibiotika, chemoterapeutika) ke zlepSeni pooperaéniho hojeni ¢i potlaceni
imunitni reakce proti bunééné komponenté (vice viz Zilberman et Elsner 2008; Franz

et al. 2010).

Trend ve vyvoji biomateridll se dale ubird smérem ktzv. chytrym (smart)
bioaktivnim materidlim, které budou navic schopné reagovat na mechanické a/nebo
elektrické stimuly ve tkani. Re¢ je predevdim o tzv. piezoelektrickych materialech,
v nichz mechanickd stimulace vyvolava elektrickou odezvu. Piezoelektrické vlastnosti
nejen kostni tkané jsou jiz dlouho znamy (Shamos et Lavine 1967). Nejvice studovanym
je v soucasnosti vodivy polymer polypyrrol (PPy) a jeho kombinace s jinymi polymery
jako napt. kyselinou L-polymlé¢nou (PLLA), alginatem a chitosanem (Sajesh et al.
2013). Dalsi podobnou skupinou materidli jsou uhlikové nanotrubicky (pro ptehled
piezoelektrickych materidlli viz Ribeiro et al. 2015). Materidly s témito pokrocilymi

biomimetickymi vlastnostmi oznacuje Ning et al. (2016) jako rodici se generaci ¢tvrtou.

Jak naznacuje Williams (2008) jednotlivé generace vyvoje biomaterialli je nutné

vnimat spiSe jako konceptudlni zmény ve vnimani kritéria biokompatibility. V zadném

21



piipadé nemtizeme fict, Ze piichod nové generace materiali zcela prekonava a nahrazuje
ty predchozi, nebo dokonce Ze vyzkum v téchto oblastech ustdva. VSechny typy dosud
vyvinutych materidli nachazeji svoje vyuziti a jejich vybér se fidi specifickymi
pozadavky na vlastnosti implantatu. Zpusob provedeni, materidl, naroky na funkc¢nost a
vydrz implantatu se mohou liSit vzhledem k jeho umisténi v tkéni, véku a irovni bézné

fyzické zatéze pacienta.
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3. KOVY V TKANOVEM INZENYRSTVI

Vsechny vyse zminéné materidly — keramika, polymery i kompozity — v kostnim
tkanovém inzenyrstvi nachédzeji své uplatnéni. Zdaleka nejcastéji pouzivanym materidlem
v ortopedickych kostnich implantatech jsou vSak kovy. Duvodem je jejich dobra
biokompatibilita, chemicka stabilita a mechanické vlastnosti (tlakova a tahova odolnost),
piedurcujici je k pouziti v mistech velké zatéze.

Prvotné pouzivanou karbonovou a vanadovou ocel, které po vystaveni télnim
tekutindm relativné rychle korodovaly, UspéSné nahradila v tomto ohledu vhodnéjsi
nerezova ocel (nejpouzivangjsi typ 316L, tedy Low carbon), slitiny kobaltu a chromu

(Co-Cr), pozdéji titan a jeho slitiny (Williams 2008; Viteri ef Fuentes 2013).

Hlavnimi pfednostmi nerezové oceli316L je jeji nizkd cena v porovnani
s ostatnimi a snadna zpracovatelnost. Vysoky obsah chromu (alesponi 17 %), zabranujici
korozi prostiednictvim samovolné tvorby oxidického povlaku Cr,Os; na povrchu
materialu, vSak nedosahuje kvalit zbylych dvou zminénych typti materialt — slitin Co-Cr
¢i titanu (Navarro ef al. 2008). Ty disponuji jesté lepSimi antikoroznimi vlastnostmi.
Nevyhodou nerezové oceli je ptfitomnost niklu, povaZzovaného za cytotoxicky, potencidlné
karcinogenni a mutagenni (Biesiekierski et al. 2012), ktery se v disledku tfeni mize ve
velmi malych koncentracich uvoliiovat z implantatu. V novéjsich typech nerezové oceli je
proto snaha nahrazovat ¢astecné€ obsah niklu zvySenim obsahu manganu nebo molybdenu
s 0 néco priznivéj§imi vlastnostmi (Navarro et al. 2008). Riziko uvolnovani iontd i
vétSich castic v dusledku koroze nebo mechanického opotiebeni je vSak spolecné vsem

kovovym materialim. Muze vést ke vzniku sterilniho zdnétu a naslednému uvolnovani

implantatu (Hanawa 2004; Alvarez ef Nakajima 2009; Geetha et al. 2009).

Slitiny kobaltu a chromu, napiiklad ¢asto pouzivana slitina Co-Cr-Mo, jsou 1épe
odolné vuci korozi i mechanickému opotiebeni nez nerezova ocel. Jejich Youngiv
modulus elasticity (udavajici hodnotu poméru mechanického napéti vici deformabilité
materialu) je vys$si nez v pfipadé nerezové oceli (316L: 200-210 GPa, Co-Cr slitiny: 220-
230 GPa) a svéd¢i o dobré mechnické odolnosti (Geetha et al. 2009). Porovname-li jej
vSak s udavanym elastickym modulem kortikéalni kosti, vidime, ze ten je pii hodnoté
pohybujici se v rozmezi 4-30 GPa znacné niz$i. Toto rozmezi je o néco veEtsi, nebot’
konkrétni hodnoty modulu elasticity kosti znacn¢ individudlné zavisi na véku, vyzivé a

fyzické aktivité (Alvarez et Nakajima 2009) a také na typu kosti a sméru, v némz se
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meéieni provadi (Rho et al. 1997; de Viteri et Fuentes 2013). Takto vysoké rozdily mezi
elastickym modulem kosti a implantatu vedou k rozvoji efektu zvaného stress shielding,
kdy pevnéjsi kovovy materidl prebird vétSinu zatéze, ¢imz ochuzuje okolni kostni tkan o
dalezitou mechanickou stimulaci. Disledkem muze byt zvySena resorpce kosti v okoli
implantatu, jeho uvoliiovani a nutnost rychlého provedeni revizni operace k jeho vyméné
(Navarro et al. 2008). Ionty chromu a kobaltu mohou navic po uvolnéni z implantatu

pusobit jako mutageny a alergeny (Biesiekierski et al. 2012).

Kombinace vysoké zatézové odolnosti ve smyslu pevnosti, niz§sitho Youngova
modulu pruznosti (zhruba 110 GPa, cozZ je vyrazné blizsi kosti nez predchozi zminované),
nizké hustoty (o 50 % nizs8i neZz ocel), nizk¢é hmotnosti a nejlepsi korozni odolnosti ze
vSech ostatnich pouzivanych slitin, spole¢né se zvySenou biokompatibilitou, ¢ini titanové
slitiny nejlepsi volbou (Viteri et Fuentes 2013). Slitina titanu s hlinikem a vanadem
(Ti-6Al-4V), a¢ plvodné vyrdbénd pouze pro letecky primysl, rozsifila své vyuziti
napi. na vyrobu stomatologickych implantatli, ndhrad kloubli dolnich i1 hornich koncetin,
fixatniho materialu a nékterych chirurgickych nastroji (Geetha et al. 2009). Ackoli maji
titanové slitiny obecné ve srovnani s Cistym titanem vétSi odolnost vici opotiebeni,
k otéru a uvolilovani iontd 1 unich v mensi mife dochazi. Na rozdil od titanu vSak
uvolnéné samostatné ionty hliniku mohou plisobit genotoxicky a neurotoxicky, vanadové
ionty navic 1 mutagenné a vysoce cytotoxicky (Gomes et al. 2011; viz také Biesiekierski
et al. 2012). O tom zda vlibec nastane moznost, ze by uvolnény iont mohl poskozovat
organismus n&jakym z téchto zplsobl, rozhoduje molekula nebo aniont, snimz se
navaze. Krozvoji negativnich G¢inkll dojde teprve v pifipad€, Ze se navaZze na

biomolekulu (Hanawa 2004).

Titanové slitiny dosahuji své korozni stability prostfednictvim pasivace povrchovou
oxidickou vrstvou. Na vzduchu ¢i v pfitomnosti elektrolytu spontanné oxiduji a vytvareji
tenky nerospustny film — v pfipad€ titanovych slitin slozeny ptedevS§im z TiO, —
o tloust’ce n€kolika nanometrii (Alvarez et Nakajima 2009). Pfitomnost tohoto filmu
navic pfispiva také ke zlepSeni biokompatibility a chemické stability omezenim
uvoliiovani iontd materidlu, nebot’ pokud je na celém povrchu implantitu intaktni,
funguje jako bariéra omezujici uvoliiovani potencialné toxickych iontli na minimum
(Hanawa 2004; de Viteri et Fuentes 2013). Vyhodou vrstvy je také fakt, Ze pokud dojde
k jejimu poruseni, po urcité dobé se spontdnné obnovi, coz u titanu a jeho slitin trva

zdaleka nejkrats$i dobu — piiblizné 8 minut (Hanawa 2004). Kviili omezeni potencidlnich
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nezadoucich vlivli se pfesto piistoupilo k vyvoji slitin obsahujicich netoxické ¢i méné
toxické prvky jako napf. niob (Ti-6Al-7Nb), zelezo (Ti-5Al-2.5Fe), zirkonium
(Ti-13Nb-13Zr;  Ti-12Mo-6Zr-2Fe), poptipadé jejich kombinace s tantalem
(Ti-26Nb-13Ta-4.6Zr; Ti-15Zr-4Nb-2Ta-0,2Pd) (Niinomi 1998; Alvarez et Nakajima
2009). lonty Ti, Zr, Nb a Ta se na biomolekuly vazi jen velice obtizn¢ (Hanawa 2004).

Nejcastéji pouzivanymi biomedicinskymi materialy k vyrob¢ klinicky uzivanych
implantatl jsou stile komercni Cisty titan (CP-Ti) a slitina Ti-6Al-4V. Ke zvySeni
biokompatibility a podpoie osteointegrace vhodnymi povrchovymi vlastnostmi a
zlepSeni tribologickych charakteristik materidlu (snizovani tfeni a opotiebeni, tvrzeni),
jsou jejich povrchy oSetfovany fadou mechanickych a chemickych procesii. Piskovanim a
leptdnim je mozné ovlivnit porozitu povrchu a podpofit tak bunéénou adhezi a naslednou
osteointegraci (Kim 2010; Park et al. 2013). Anodickou oxidaci lze urychlit tvorbu
oxidické vrstvy na povrchu materidlu — korigovat jeji trousStku (Kuromoto et al. 2007;
Sharma et al. 2015) a mikro- ¢i nano- strukturu povrchu (Kim 2010; Echeverry-Rendén
et al. 2015). Chemicka depozice z plynné faze dovoluje naneseni vrstvy amorfniho uhliku
podobného diamantu (diamond-like carbon, DLC) ke zlepSeni korozni a tribologické
odolnosti povrchu (Kim et al. 2005). Vystaveni kyselym ¢i zasaditym roztokiim ma vliv
na vysledny povrchovy néboj a depozici apatitu (CaP) (Teixeira et al. 2004; Pattanayak
et al. 2012). Plazmové sprejovani vede k naneseni vrstvy HA ¢i TCP (Demnati et al.
2013). Z povrchovych modifikaci se jevi jako nejslibngjsi praveé nanéaseni vrstev DLC a
plazmatickd elektrolytickd oxidace (PEO; neboli mikroobloukovd oxidace — MAO)
(de Viteri et Fuentes 2013).

Dal$i moznosti skytaji biochemické modifikace prostfednictvim imobilizace
rustovych, osteogennich a angiogennich faktord — napt. BMP, PDGF (Martino et al.
2011), proteini ECM (fibronectin, vitronectin, laminin, osteopontin a dal$i) nebo
kratkych biomimetickych peptidi z nich odvozenych, napt. s RGD (Arg-Gly-Asp),
tj. sekvenci zprostfedkujici adhezi bunék vazbou na jejich integrinové receptory, ¢i s
KRSR (Lys-Arg-Ser-Arg), tj. motivem vazajicim specificky pfimo osteoblasty
(Le Gillou-Buffello efal. 2008; Bell eral. 2011). Velmi rozsdhly piehledny c¢lanek
o pouziti mnohych ristovych faktori a biomimetickych peptidi nedavno zpracoval Visser
et al. (2016). Antimikrobialni vlastnosti miize materialu pfinést pouziti nanocastic stibra
nebo jinych kovi (viz Ferraris et Spriano 2016), ptipadné vytvoteni specifické krystalické

formy TiO, (anatas) na titanov¢ slitiné (Giordano et al. 2011).
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4. BUNECNE MODELY A JEJICH VYBER

V souladu s obecné piijimanou snahou o minimalizaci uziti laboratornich zvitrat se
prvotni hodnoceni biokompatibility materidlit pro implantaci vzdy provadi nejprve
invitro na vhodném bunééném modelu. K testovani in vivo se pfistupuje az po
dikladnych studiich. Stidle vSak jde o nezastupitelnou soucast procesu vyvoje
biomaterialli, nebot’ pfima odpovéd’ organismu na aplikaci implantatu je nejen tkanové
zavisla, ale 1 druhové specifickd. Ke zkoumani procesu hojeni rany, zanétlivé reakce po
aplikaci implantatu, iritability tkané, karcinogeneze ¢i biodegradability ortopedickych

implantatl se pouzivaji pfedevsim kralici a prasata (Anderson 2001).

Studium chovani bunék pfi kontaktu s povrchem materialu in vitro se bézné provadi
na dostupnych primarnich, imortalizovanych ¢i z tumort odvozenych bunéénych liniich
osteoblasti. Kazdy z téchto bunéénych modeld je charakteristicky svymi podobnostmi a
odlisnostmi ve vztahu k primarnim lidskym osteoblastim (HOb). Tyto jsou obecné
povazovany za nejvhodnéj$i model z hlediska relevance pro klinické aplikace, nebot’
disponuji fenotypem normadlnich osteoblastl. Jejich proliferaéni potencidl a genova
exprese vSak podléha vlivu véku dérce, rozdily Ize najit také mezi pohlavimi, v zévislosti
na misté odbéru 1 pouzité technice izolace (Czekanska et al. 2012). Dalsi nevyhodou je,
ze HOD rostou v podminkach in vitro velice pomalu a maji v kultufe omezenou Zivotnost
(Liu et al. 2007). Zviteci primokultury osteoblastii jsou sice dostupnéjsi, jenze jejich
hlavnim problémem je nesnadna pievoditelnost na lidsky organismus v disledku
mezidruhovych odliSnosti, které se odrazeji naptiklad v rozdilné syntéze proteint.
Vyhodnéjsi je v tomto ohledu pouziti bunéénych linii, které predstavuji relativné dobie
dostupné (i komercné), charakterizované a fenotypicky pomérné stabilni populace,
eliminujici do jisté miry heterogenicitu primokultur a umoziujici dlouhodoubou kultivaci
s neomezenym poctem pasazi (Safadi et al. 2009; Czekanska et al. 2012). Mezi zvitfecimi
liniemi jsou nejcastéji pouzivanym modelem mySi preosteoblasty MC3T3-El,
imortalizované v ¢asném stadiu diferenciace. Z lidskych predevsim linie MG-63, Saos-2 a
U-2 OS, odvozené z osteosarkomtl, a imortalizované lidské fetalni osteoblasty (hFOb)

(Kartsogiannis ef Ng 2004).

Prestoze osteosarkomové linie jako Saos-2 a MG-63 nemohou slouZzit jako
plnohodnotnad nahrada HOb, skytaji moznost provedeni testli bez zdlouhavé izolace a

Gvahy profilu darce, a vysledky takto ziskané jsou dobfe reprodukovatelné. Urovei

26



podobnosti s HOb je v urcitych aspektech rtizna, a tak je vhodné vybirat linii s ohledem
na to, které procesy chceme sledovat. Také je nutno brat v potaz vlastnosti téchto linii,
vychazejici z jejich ptivodu v nadorové transformovanych buiikach, jako je naruseni
kontaktni inhibice proliferace, ktera je nelimituje na rast v monovrstvé (Pautke et al.

2004), a kontroly prabehu bunééného cyklu (Czekanska et al. 2014).

Obsahlé srovnavaci studie zahrnujici tyto a mnoho dalSich typi dostupych
bunécnych linii predstavuji Kartsogiannis et Ng (2004) a Czekanska et al. (2012).
Charakterizaci Casto uzivanych linii MG-63, Saos-2, U-2 OS se zabyvaji Pautke et al.
(2004) a Saldana ef al. (2011). Czekanska ef al. (2014) se navic vénuje téZ mysi linii
MC3T3-El. Zuvedenych studii vyplyva, Ze buniky linie Saos-2 lze povazovat za
nejvhodnéjsi bunécny model osteogenni diferenciace, zatimco buitky MG-63 jsou vhodné
spiSe pro studium adheze a proliferace. Buiiky linie U-2 OS jsou vhodnym modelem pro
studie poskozeni DNA, napft. sledovanim marker bunécné odpovédi na poskozeni DNA,
jako je fosforylovany histon H2AX a protein vazajici p5S3 (53BP1). Diivodem je to, Ze na
rozdil od linii Saos-2 a MG-63 nevykazuje linie U-2 OS deficit p53 (Schultz et al. 2010).
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5. VLASTNOSTI MATERIALU A BUNECNE INTERAKCE

Interakce buiika-material je zasadnim zplsobem ovliviiovana chemickymi a
fyzikalnimi vlastnostmi materidlu, proto je zadouci je riznymi zplisoby modifikovat, aby
krom¢ mechanickych vlastnosti (mechanickd odolnost, tuhost a pruznost) a korozni
odolnosti u kovi (viz kapitola 3, str. 23) jeho smacivost, povrchové energie, elektricky
naboj a vodivost, topografie a drsnost povrchu (Anselme 2000; Liu ef al. 2007; Bacakova
et al. 2011; Anselme er Bigerelle 2014), nebot’ tento material tvofi substrat, na kterém
probiha inicialni bunécnéd adheze, rozprostirani, proliferace a diferenciace. Tato kapitola
se bude zabyvat obecnymi vlastnosti biomateriali ve vztahu k interakci s vnitinim
prostfedim organismu a bunkami kostni tkané, pfedev§im na piikladu kovovych

materiald.

5.1 Adheze a osteointegrace

Pro funk¢nost dlouhodobého implantatu je dualezité jeho stabilni ukotveni v kostni
tkani, které odolava statické i1 dynamické funkéni zatéZzi — tzv. osteointegrace (nebo
osseointegrace), zprostiedkovana na mikroskopické trovni interakci bunék tkané

s povrchem implantatu (Albrektsson er Johansson 2001; Kasemo 2002).

Bezprosttedné¢ po voperovani se implantit ocita v piimém kontaktu s télnimi
tekutinami (v podminkach in vitro s kultivaénim médiem). Nejprve dochazi ke kontaktu
s molekulami vody, pfitomnymi v téchto tekutinach, a nésledné rozpustnymi proteiny
(Kasemo 2002), které na povrch implantatu adheruji bud’ slabymi vazebnymi interakcemi
nebo siln€jSimi kovalentnimi vazbami (Hayes ef al. 2011). Vrstva proteinti obali material
uz po n¢kolika sekundach od implantace (Kuzyk e Schemitsch 2011), nésledkem toho
bunécna interakce neprobihd piimo se samotnym povrchem implantatu, ale je
zprostiedkovana adsorbovanou proteinovou vrstvou (Anselme 2000). Slozeni této vrstvy
je ovlivnéno topografii, ndbojem a chemickym sloZenim povrchu materidlu (Kuzyk et
Schemitsch 2011, Bacakova et al. 2011). Prvotni vazba bunky probiha formou slabych
iontovych vazeb, elektrostatickych interakci, vodikovych mustkii a van der Waalsovych
sil. Pokud nedojde k adsorpci proteinti na material, nebo buiika nezacne v relativné kratké
dob¢ syntetizovat ECM, ziistane bez piitomnosti potfebnych signalt z extracelularniho

prostiedi a zanikd apoptézou (Bacdkova efal. 2004). Dlouhodoba adheze je
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zprostiedkovana proteiny ECM (fibronektin, vitronektin, kolagen, osteopontin) se
specifickymi vazebnymi aminokyselinovymi sekvencemi, proteiny bunééné membrany
(integriny, proteoglykany) a cytoskeletu (aktin), jejichz vzdjemné interakce umoznuji
signalizaci, aktivaci transkripCnich faktorii a regulaci genové exprese (Anselme 2000).
Hlavnimi adheznimi strukturami mezi bunkou a ECM jsou tzv. fokdlni adheze. Jde o
nahromadéni integrinovych transmembranovych receptorii na extracelularni strané, které
se vazou na ligandy v podobé¢ proteintt ECM. Tato spojeni umoziuji buiice piijimat nejen
biochemické, ale i mechanické signaly (mechanosensing) na jejichz zdkladé mohou
regulovat organizaci cytoskeletu (Selhuber-Unkel et al. 2010) v podobé zmén morfologie

nebo orientace a tvorby fokélnich adhezi (Nebe ef al. 2007) (Obr. 5).

Mechanical stress

, i A

Signal transduction

Cadherin

integrin

RGD RGD RGD RGD RGD RGD ]

MATERIAL

Obr. 5: Priklad proteini ucastnicich se bunéfné adheze na povrch biomateridlu. Podjednotky
integrinl se vné builky vazi s aminokyselinovymi sekvencemi matrixovych proteint (napf. RGD motiv a
dalsi). Uvnit bunky se napojuji na proteiny kotvici aktinova filamenta cytoskeletu. Pti adhezi mohou
aktivovat fosforylaci tyrozinového zbytku fokalni adhezni kindzy (FAK; PTK2). FAK se ucastni regulace
bunécéného cyklu a ovliviiuje migracni schopnost buiiky. Obrazek podle Anselme (2000).

Prvnimi bunkami, které na povrch implantitu adheruji, jsou krevni desticky.
Vytvotend krevni sraZenina pak slouZzi jako biodegradabilni zdsobarna signalizacnich
molekul (tvoii gradient chemoatraktantii, cytokinli, mitogent a ristovych faktorti pobliz
povrchu implantatu), které ovliviiuji chovani monocytli, neutrofili a mezenchymalnich
kmenovych bun¢k (Kuzyk et Schemitsch 2011). Faktory jako TGF-B, BMPs, FGFs a
dalsi reguluji diferenciaci osteoprogenitorovych bunék v osteoblasty, které pak zahajuji

depozici ECM a néaslednou mineralizaci stejnymi mechanismy jako pii formativni fazi
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remodelace. Samotny proces produkce kostni hmoty trvd asi tfi nebo Ctyfi meésice,
mineralizace nékolik dalSich (Safadi etal. 2009). Zaclenéni implantatu probiha
tzv. distancni nebo kontaktni osteogenezi (Puleo e Nanci 1999; Kuzyk et Schemitsch
2011). Pti distan¢ni osteogenezi dochazi nejprve k nekrdze osteoblastii na okrajich rany,
poskozenych pii zakroku, vycisténi oblasti osteoklasty, a poté k depozici nové kostni
hmoty smérem od povrchu kosti k implantatu. Pfi osteogenezi kontaktni dochazi
k apozici kostni hmoty osteoblasty soucasn¢ i na povrchu implantatu, coz tento proces
¢ini rychlej$im. Zhojeni probihd obdobnym zplsobem jako pfi fraktufe, ptes prvotni
tvorbu plstovité kostni tkanég, ktera je prestaveéna osifikaci (viz kapitola 1). Colnot ef al.
(2007) popisuji, ze na rozdil od fraktury, kde po neovaskularizaci a vcestovani
progenitorovych bun¢k dochazi k osifikaci enchondralni, buiikky na rozhrani kosti a
implantatu diferencuji pfimo do osteoblastt a tkan osifikuje intramembranézn€. Divodem

této odliSnosti je mimo jiné vliv povrchovych vlastnosti implantatu.

5.2 Smacivost povrchu

Schopnost materialu smacet se tekutinami v prostredi téla je dilezita predevSim
z hlediska adsorpce proteinti, které ovliviiuji schopnost bunécné adheze. Smacivost je
vlastnost kapaliny pfilnout k povrchu pevné latky, ktera udavd miru hydrofilie ¢i
hydrofobie povrchu. Hydrofilie je ddna vysi hodnoty polarni slozky povrchové energie
materidlu, a mezi témito veli¢inami existuje pfimd umeéra (Gentleman et Gentleman
2014). Ob¢ hodnoty, povrchovou energii 1 smacivost, 1ze urcit méfenim kontaktniho hlu
materidlu s kapkami alespoii dvou kapalin (napf. voda, glycerol, benzylalkohol) o
znamych hodnotach povrchové energie (viz kapitola 8.1, str. 41). Méfeni se provadi na
rozhrani pevna latka — kapalina — plyn. Materidly s hodnotou kontaktniho uhlu 6 <90°
s vodou jsou povazovany za hydrofilni (dobfe smacivé), 6 > 90° za hydrofobni (Spatné
smaciveé), extrémni hodnoty blizké 0° za tzv. superhydrofilni, zatimco hodnoty nad 150°
za tzv. supehydrofobni (Rupp et al. 2014). Vidime, ze velikost kontaktniho whlu je
nepfimo imérna smacivosti (Obr. 6, str. 32). Cim je vyssi polarni slozka povrchové
energie, tim vyssi je i1 polarita povrchu a jeho hydrofilie.

Celkova povrchova energie ma slozku polarni a disperzni (pro popis viz Bacakova
roli jeji polarni slozka (Feng et al. 2003). Hodnoty polarni slozky povrchové energie se

meéni v zavislosti na pfitomnosti urcitych chemickych skupin na povrchu materialu.
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Povrchy polymerti obsahujici skupiny s kyslikem maji vyssi zastoupeni polarni slozky,
jsou smacivejsi a usnadiiuji adsorpei proteini ECM zprostiedkujicich a podporujicich
bunécnou adhezi, jako jsou vitronektin, fibronektin, kolagen, laminin (Bacékova et al.
2011), zatimco proteiny jako jako albumin, které¢ adhezi nepodporuji, preferuji vazbu na
hydrofobnéjsi povrchy (Hayes et al. 2011; Batakova et Svoréik 2008). Povrchova energie
ma vliv na prostorové uspotradani adsorbovanych proteinti (Anselme 2000). Bylo zjisténo,
ze jeji vyssi hodnoty podporuji rozprostirani bunék v pfitomnosti sérovych proteind i bez
nich (Zhao etal. 2005). Takto podpofenda bunécna adheze se odrazi v uspotradani
cytoskeletu a morfologii bun€k, které¢ pak zaujimaji vétsi plochu a polygondlni tvar
(He et al. 2008; Bacakova et Svoréik 2008). Mizeme fici, Ze s klesajicim kontaktnim
uhlem (Cili vétsi hydrofilitou) a/nebo vzestupem povrchové energie je ve vétsi mite
podporovana adsorpce proteind, bunécna adheze, proliferace a diferenciace (Minagar

et al. 2013), ale jen do urcité miry.

Proteiny na velmi hydrofobnich povrsich s nizkou povrchovou energii naproti tomu
ztraci svoji prirozenou konformaci (Vasita et al. 2008) a jsou navazany v denaturované
formé s pozménénou konformaci receptorii vazajicich se na integrinové domény
(Vagaska et al. 2009). Na velmi hydrofilnich povrSich zase miize dochazet z divodu
slabé vazby ECM k biomateridlu k oslabeni aZz znemozZznéni bunééné adheze (Bacakova
et al. 2011). Zda se vSak, ze hodnoty povrchové energie nemuseji byt v ptimé korelaci se
smacivosti (Gentleman et Gentleman 2014). Vysledna smacivost zavisi na kombinaci
povrchovych vlastnosti materidlu, jakymi jsou jeho topografie, chemické sloZeni a
povrchovy naboj. Tyto parametry se navzajem ovliviluji, a je proto obtizné je posuzovat
jednotlive. K dosazeni zadouci bunécné odpovédi je mozné je ovlivitovat riznymi druhy
modifikaci (Gentleman et Gentleman 2014; He et al. 2008; viz kapitola 3, str. 23). Za
optiméalné smacivy povrch materidlu pro adsorpci proteinti a adhezi savcéich bunck je
obecné povazovan takovy, u néjz hodnota kontaktniho thlu dosahuje hodnot okolo 60°,
tedy mirn¢ hydrofilni (Bacakova et al. 2014; Liu et al. 2007), n¢kteti autoti udavaji Sirsi

rozmezi okolo 60°-70°(Gentleman et Gentleman 2014).

Velmi hydrofilni (6 = 26,9°) (6 = 45,3°) Mirné hydrofilni (6 = 85,1°)
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Obr. 6: Priklady velikosti kontaktnich dhli povrchu materiali s vodni kapkou. (Zhao er al. 2015,
upraveno).

5.3 Chemické sloZeni a povrchovy naboj

Naboj na povrchu materidlu se méni s jeho chemickym slozenim. Je vytvaren
napf. pfitomnosti nabitych funkcénich skupin (-NH; nebo -COOH). S piihlédnutim k roli
elektrostatickych interakci (pfedevsim elektrokinetického, neboli (-potencidlu —
viz Bacdkova et al. 2011) v biologickych procesech byly nabité povrchy zkoumdany
z hlediska mozné osteokonduktivity (Puleo et Nanci 1999). Sledovani interakci bunck

s elektricky nabitymi povrchy vSak pfinasi ponékud protichtidné vysledky.

Marcolongo et al. (1998) popisuji 60 % navyseni poctu adherovanych osteoblastli
Saos-2 na negativné nabitém titanovém povrchu oproti kontrole s neutralnim nabojem a
mirnou inhibici na povrchu nabitém kladné. Argumentem tohoto pozorovani je, Ze
C-potencial kostni tkdn¢ se pohybuje kolem -10 mV a potenciadly naméfené in vivo v misté
zlomeniny jsou rovnéz zaporné (Pollack 1984 cit. Marcolongo et al. 1998), coz by
nasvédcovalo spiSe pozitivnimu vlivu negativniho naboje na adhezi na néslednou tvorbu
kostni tkdn€ osteoblasty. Spontanné tvotend vrstva TiO, na povrchu CP-Ti a titanovych
slitin ma ve form¢ anatasu pii fyziologickém pH rovnéz mirné¢ zéporny naboj
(Marcolongo ef al. 1998). Zaporny naboj titanového povrchu je vysledkem adsorpce
aniontli jako OH’, F z okolniho elektrolytu (Minagar et al. 2013). Rapuano et MacDonald
(2011) zkoumali osteoblasty linii MG-63 a MC3T3-E1l rostouci na slitiné¢ Ti-6Al-4V
s povrchem upravenym tepelné a prostfednictvim radiofrekvencné tizené¢ho doutnavého
vyboje. ZvySeni negativniho ndboje oxidickych funk¢nich skupin na povrchu stiliny
v disledku uprav vedlo k modulaci aktivity integrinovych receptorlit pro fibronektin
zménou konformace adsorbovaného proteinu. Obé bunécné linie vykazovaly zvySenou

adhezi oproti kontrole.

Krali¢i osteoblasty, zkoumané na tepelné oSetfenych titanovych povrSich (Feng
et al. 2003), ovSem lépe adherovaly na povrchy se zvySenou drsnosti, vyssi povrchovou
energii a pfitomnosti bazickych, tj. kladn€ nabitych -OH skupin. V souvislosti s takto
charakterizovanym povrchem se prokazala se 1 vySS$i aktivita ALP, casného
diferenciatniho markeru. Také mySi osteoblasty MC3T2-E1 se pfes své integrinové
receptory snadnéji vazaly na polarni povrchy s pozitivnim ndbojem, obsahujici

hydroxylové (-OH) a amino (-NH,) skupiny nez na nepolarni povrchy s negativnim
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nabojem nesouci methylové (-CH3) a karboxylové (-COOH) skupiny (Keselowsky et al.
2004). Podobné vysledky ukazuje i studie chovani MG-63 na titanovych povrsSich,
upravenych piskovanim a leptanim, kdy je vysledkem podpora diferenciace prokdzana

zvySenim produkce ALP i osteokalcinu (Zhao et al. 2005).

Lze shrnout, Ze dle vysledkt raznych védeckych skupin jsou pii bunécné adhezi
Castéji upiednostiiovany povrchy nabité kladné, coz je vysvétlovano jak jejich preferencni
vazbou proteini ECM ve vhodné koncentraci, druhu a konformaci tak faktem ze bunécna
membrana je nabitd negativné a proto l€pe interaguji s opacné nabitymi proteiny nebo
povrchem materidlu (Bacakova ef al. 2011; Minagar et al. 2013). Tyto vysledky vSak
nejsou jednoznacné. Studie nasi skupiny, provedené na Ti a na slitiné TiNb, po Upravé
tepelnou oxidaci, ukdzaly, ze kladn€ nabité (bazické) skupiny -OH podpofily spise adhezi
a rast lidskych osteosarkomovych buné¢k linii MG-63 a Saos-2, zatimco zaporné nabité
(acidickeé) skupiny spiSe osteogenni diferenciaci téchto bunck (Jirka efal. 2013,

Vandrovcova et al. 2014).

5.4 Topografie povrchu

Povrch materidlu je charakterizovan drsnosti, ktera zahrnuje velikost, tvar a
vzdalenost nerovnosti. Drsnost ovliviiuje bunécnou signalizaci, morfologii, proliferaci,
diferenciaci a zakotveni materidlu v kosti. Podle velikosti nerovnosti mizeme drsnost
formalné rozdé€lit do tii trovni: makrodrsnost (povrchové utvary jsou v méfitku 100 pm
az milimetrl), mikrodrsnost (1 pum — 100 pm), submikrodrsnost (100 nm — 1 pm) a
nanodrsnost (pod 100 nm) (Bacakova ef al. 2011). Stejn¢ jako v ptipadé¢ smacivosti a
povrchového néboje vSak neni mozné s jistotou tvrdit, Ze by existovala jedna univerzalni
optimalni trovenl drsnosti. Pro jednotlivé typy materidlli (kovy, kompozity, syntetické
polymery etc.) a bun¢k se muze liSit (Bacadkova ef al. 2004). Obecné Ize vSak fict, ze
vhodnd je vzdy takova uroven drsnosti, kterd se co nejvice blizi organizaci dané tkan¢.
V piipadé kosti uvazujeme ECM a krystaly HA, jejichZ rozméry jsou v nanometrech

(Stevens et George 2005).
In vivo studie prokézaly, ze implantaty s drsné¢jSim povrchem (mikro-, pfipadné
makrodrsnost) 1épe fixuji implantat v kosti nez implantaty hladké (Buser ef al. 1991;

Brunette ef al. 1991). Buiikky obvykle 1épe adheruji k povrchlim, kde vzdalenosti mezi

nerovnostmi prevysuji jejich vlastni rozméry, nebo jsou vyrazné¢ mensi nez je velikost
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bun¢k (Anselme et Bigerelle 2014). V pfipad¢ osteoblastli, jejichz primér je vétSinou
15-30 um (Li et Jee 2005), je proto vyhodnéd spiSe makrodrsnost nebo, Iépe, jiz
zminovand nanodrsnost, pfi niz nebude dochdzet k deformaci cytoskeletu a snizeni
pevnosti adheze tim, Ze bunky napf. musi svymi vybézky pteklenovat prohlubné na
povrchu materidlu. Nejcastéj$i parametr, s nimz se pii popisu drsnosti mizeme setkat, je
prumérna aritmetickd odchylka profilu povrchu (Ra), popisujici velikost nerovnosti ve

smyslu vyvySenin i prohlubni na povrchu materialu.

Pozitivni vliv drsnosti na adhezi, proliferaci a diferenciaci bun¢k je popsan v mnoha
studicich. Pokusy Nebe et al. (2007) na titanovych discich upravenych na riiznou drsnost
(Ra=0,54 — 48,59 um) ukézala, Ze zvySujici se drsnost povrchu podporovala ve vyssi
mife adhezi a proliferaci osteoblastt MG-63 v porovnani s lesténym kontrolnim
materidlem (Ra = 0,07 um) a viditelné ovlivnila organizaci cytoskeletu v ¢ase. Ve vztahu
ke struktufe a tvaru nerovnosti byla zaznamenéna zména v rozprostirani téchto bunék na
povrchu s ostrymi hranami po tryskdni korundem. Pozorovany byly také zmény v expresi

integrinovych podjednotek a délky integrinovych adheznich spojeni.

Cytoskelet mysich osteoblastt MC3T3-E1 ve studii autori Eisenbarth et al. (2002)
vytvarel rozsahlejsi sit’ aktinovych stresovych vldken a vétsi hustotu fokalnich adhezi na
titanovych discich se zdrsnélym povrchem (Ra=1,4 um) neZ na le$t€éném povrchu

kontrolniho vzorku (Ra = 0,04 pm).

RovnéZz in vivo studie provedend na kralicich (Hayakawa et al. 2000) ukazala
pozitivni efekt tibidlnich a femoralnich titanovych implantath pokrytych vrstvou kalcium
fosfatu (CaP) o tloust’ce 2-4 um pfi vhojovani do kosti. Oproti hladkym implantatim bez
CaP vrstvy zde byla po 12 tydnech zaznamenéana vétsi plocha kontaktu s novotvofenou

kostni tkani a lepsi ukotveni v kosti.

Nanotopografickd modifikace povrchové oxidické vrstvy titanového implantatu
ionty Ca®’, kterou provedli Anitua et al. (2015) nejprve in vitro na lidskych fetdlnich
osteoblastech (hFOb) doklada zvySenou adhezi, proliferaci i diferenciaci v pfitomnosti
pomalu se uvolnujicich iontli z povchové vrstvy. Jako marker diferenciace byl v této
studii zvolen osteopontin. Osteointegrace stejného implantatu byla uspéSné otestovana

in vitro v tibii ovce.
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6. CILE DIPLOMOVE PRACE

1. Studium biokompatibility a sledovani interakci bunka-kov in vitro na materialech
urcenych pro kratkodobé pouziti v kostnich implantatech.
e Porovnani vlastnosti slitiny Ti-6Al-4V ELI povrchové upravené
prostiednictvim elektrochemické anodizace v rtiznych elektrolytech
s nemodifikovanym materialem.
e Hodnoceni vlivu uprav povrchu na adhezi, viabilitu a proliferaci kostnich
bunék s vyuzitim lidskych osteoblastim podobnych buné¢k linie Saos-2.
e Kvantifikace osteogenni diferenciace bun€k pomoci riznych metod
porovnadnim produkce vybranych markerd (napf. kolagen typul,

osteokalcin, alkalicka fosfataza).
2. Posouzeni vhodnosti zkoumanych modifikaci pro:

e Pouziti k vyrob& implantatli pro trvalou ¢i do¢asnou osteosyntézu.

e Dalsi vyzkum a ptipadné testovani biokompatibility in vivo.
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Experimentalni cast
7. MATERIALY

7.1 Pouzité materialy

V této praci byly hodnoceny kovové materidly ze slitiny Ti-6A1-4V ELI (Extra Low
Intersticial), povrchové upravené procesem plazmatické elektrolytické oxidace (PEO)
v elektrolytech rtiznych slozeni (viz Pfiloha A) v kombinaci s mechanickou pfedipravou
a/nebo konecnou povrchovou upravou (popsano v nasledujici kapitole). Vzorky ve formé
diskii (o 15 mm, tloustka 2,5 mm; Obr. 11, str. 38) byly vyrobeny firmou MEDIN a.s.
(Nové Mésto na Moravé, Ing. Jaroslav Marvan) ve spolupraci s firmou VUHZ as.
(Dobra, Ing. Roman Gabor), v ramci spoleéného grantového projektu (TACR, grant
¢. TA04011214), za ucelem vyzkumu a optimalizace technologie elektrochemické
anodizace, jejimzcilem bylo vytvofeni modifikovaného povrchu titanové slitiny
Ti-6Al1-4V ELI s vlastnostmi odpovidajicimi traumatologickym aplikacim do kostni tkané
pro potfeby kratkodobych implantatt (hieby — Obr. 7, zajiStovaci Srouby — Obr. 8, dlahy
— Obr. 9; Str. 37).

Slitina Ti-6Al1-4V ELI (Titan grade 23) je varianta slitiny Ti-6Al-4V (Titan
Grade 5) nejCastéji pouzivand pro vyrobu ortopedickych implantati. Oproti ptivodni
slitiné Ti-6Al-4V jde o verzi s niz§i pevnosti, avSak vys§i taznosti, za coz vdéci
snizenému obsahu kysliku a Zeleza. Maximalni obsah jednotlivych prvki slitiny urcuje
americkd norma ASTM (Tab. 1). Youngiv modul pruznosti obou verzi slitin je de facto
stejny a udava se kolem 110 GPa (Disegi 2000; Material Properties Database:

www.makeitfrom.com).

Tab. 1: Srovnani % zastoupeni jednotlivych prvki ve slitiné Ti-6Al-4V a Ti-6Al-4V ELI. Material
Properties Database — www.makeitfrom.com; Disegi (2000).

Max [%] N C H Fe o Al Vv Ti
TAV 0,05 0,08 0,015 0,30 0,20 55-6,75 35-45 87,4-91
TAV ELI 0,05 0,08 0,012 0,25 0,13 55-6,5 35-45 88,1-91
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Obr. 7: Hreby. Hotové vyrobky pfipravené firmou MEDIN, a.s. — A) hieb femoralni nitrodfenovy, B) hieb
retrogradni nitrodieniovy, C) hieb rekonstrukéni. Pfevzato z medin.cz, © 2017, MEDIN, a.s.
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Obr. 8: Zajistovaci Srouby. Hotové vyrobky pripravené firmou MEDIN, a.s. Pfevzato z medin.cz,
© 2017, MEDIN, a.s.
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Obr. 9: Dlahy. Hotové vyrobky pfipravené firmou MEDIN, a.s. — A) dlahy radialni distalni volarni tthlové
stabilni, B) dlahy fibularni distalni uhlové stabilni, C) dlahy humeralni proximalni tthlové stabilni. Pfevzato
z medin.cz, © 2017, MEDIN, a.s.
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Obr. 10: Pfiklady pouziti implantati na RTG snimcich. A) Dlahova osteosyntéza proximalniho humeru.
Kiivohlavek etal. (2014), obr.3a. B) Osteosyntéza proximalniho femuru nitrodfeniovym hiebem.
Zdravotnické noviny (4/2012), www.zdn.cz.

Jako referencni materidly byly zvoleny surové vzorky slitiny Ti-6Al-4V ELI o vyse
uvedeném priméru a tloust’ce, upravené pouze mechanicky jemnym soustruzenim a
kartd€ovanim (kontrolni vzorky, znaceno Ctrl), mikroskopicka kryci sklicka
(Menzel-Glaser, Némecko, ¢ 12 mm; vzorky znaceny ,sklo®) a polystyren (dna
standardnich kultiva¢nich komtrek od firmy TPP Techno Plastic Products, Trasadingen,

Svycarsko; praimér komarky 15,4 mm; znageno jako PS).

Testy vzorku byly provadény po jednotlivych sadach tak, jak byly pfipraveny a
dodavany po domluvé se spolupracujicim pracovistém. Sady III, IV a V byly opétovné

testovany rovnéz v ramci spole¢nych pokust.

Obr. 11: VzorKky slitiny Ti-6Al1-4V ELLI. Ilustra¢ni foto III. sady vzorku.
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7.2 Priprava materiali, jejich kone¢na uprava a charakterizace

Material pro vyrobu vzorki byl poskytnut firmou MEDIN, a.s (Nové Mésto na
Morave¢, Ing. Jaroslav Marvan) v surové formé, strojné opracované pro ucely vyvoje
technologie elektrochemické anodizace a modifikace povrchu. Pozdéji také ve formé jiz
hotovych vyrobkl (hifebli, Sroubti a dlah) pro optimalizaci procesu mechanické
piedupravy a nasledné anodické oxidace. Mechanicka pieduprava, povrchova modifikace
a charakterizace vétSiny chemickych a fyzikalnich parametr vzorki (viz nize) probihala
ve firmé VUHZ, a.s. v tymu pod vedenim pana Ing. Romana Gabora.

Vsechny vzorky, véetné¢ kontrolnich, nejprve prosly mechanickou piedupravou
povrchu tryskdnim gumovkou (zrnitost 120) a omlety keramickymi omilacimi télisky na
drsnost Ra=0,15 um (téliska P14 x 10ZS; zafizeni Turbofin, 1 hod.). Chemicka
preduprava byla provedena odmasténim pomoci n-hexanu a mofenim ve smési kyselin
HNOs/HF, coz vedlo k odstranéni kontaminanti a pfirozené oxidické vrstvy, kterd se
beéZné na titanovych slitinach tvoifi (viz kapitola 3, str. 23). Tato spontdnné vytvofena
vrstva dosahuje 3 — 10 nm (de Viteri et Fuentes 2013). Povrchy byly dolestény za pouziti
keramickych télisek (RP 6 x 10 ZS, 1 hod.) a lestici smési KFF 100 v zatizeni Turbofin.
Vzorky sady I byly upraveny anodickou oxidaci v nizkonapét'ovém rezimu. Vzorky sady
IL, IIL, IV a V byly po opracovani upraveny metodou plazmatické elektrolytické oxidace
(PEO, vysokonapétovy rezim). Tato technika, také nazyvanda technikou mikroobloukové
oxidace (MAO), anodizace typu Il, je pouzivana k vytvofeni tenké funkéni oxidické
vrstvy, tvofené pievazné z TiO,, na povrchu materidlu. Proces probihd v elektrolytu
pfiloZzenim elektrického napéti na systém anoda — katoda podobné jako u klasické
anodizace. Kovovy materidl pfipraveny k modifikaci tvofici anodu je ponotfen do roztoku
elektrolytu. Mezi anodu a katodu je aplikovano stfidavé napéti s nesymetrickym
prubéhem. Napéti na anod¢ se pohybuje v rozmezi 150-1000 V (Liu et al. 2004). Pii PEO
dochazi k modifikaci rostouci vrstvy na anod¢ prostfednictvim mikroplazmovych vybojt
vznikajicich na rozhrani kovu a elektrolytu pfi prichodu elektrického proudu (de Viteri et
Fuentes 2013) (Obr. 12, str.40). Pro detailn&j$i popis Upravy vzorkd viz clanky
spolupracujici skupiny Gabor et al. (2015, 2016), citace viz Priloha C.

Vznikly keramicky povlak napomahd chranit material proti korozi, zvySuje jeho
tvrdost a pevnost, adhezi a odolnost proti opotiebeni (Liu ef al. 2004). Architektura
povlaku vytvoreného pomoci PEO je dvouvrstva — tvofena prechodovou vrstvou a vnéjsi

mikroporézni vrstvou z mnoha jemnych dutinek. Takto vytvofend vrstva je sloZzena jak
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z oxidli kovu, tak slozek elektrolytu (Krzakata er al. 2013; Wang et al. 2005). Kvalita
vysledné povrchové vrstvy je ovlivnéna rdznymi parametry anodizace: slozenim
elektrolytu, teplotou, pouzitym napétim, proudovou hustotou, ¢asem aplikace, typem
anodizovaného materialu etc. (Liu et al. 2004). Napi. tloustka vysledného povlaku je

typicky vyssi v zavislosti na zvySujicim se pouzitém napéti (Krzakata et al. 2013).

Obr. 12: Vyboj plazmatu na rozhrani kov-elektrolyt, kterého je nutno dosdhnout pro vytvoteni potifebné
keramické vrstvy. Ilustraéni foto. VUHZ, a.s.

Surové povrchy vzorkli byly pfipraveny pomoci vySe uvedené mechanické a
chemické predipravy, poté anodizovany a nasledné znovu mechanicky upravovany
riznymi zpusoby za ucelem odstranéni svrchni porézni vrstvy. Vzorky Ctrl a Ctrl-n byly

pfipraveny pomoci jemného soustruZeni a kartaCovani (viz tabulka v ¢asti Priloha A).

Drsnost vzorkli byla méfena pomoci pfistroje Taylor Hobson Form Talysurf 50 a
vyjadifena parametry Ra (primérna aritmeticka odchylka profilu povrchu) a Rz (nejvétsi
prohlubn€). Rozbor topografie povrchu a jeho chemického slozeni byl proveden
s pouzitim rastrovaciho (skenovaciho) elektronového mikroskopu (REM, SEM)
Quanta 450 FEG (FEI Company, USA) s autoemisnim zdrojem. Tloustky povlaka byly
hodnodnoceny na metalografickych fezech. Parametry drsnosti, tlouStku povrchové
vrstvy a slozeni elektrolytl u jednotlivych vzorkl uvadi tabulka v ¢asti Priloha A. Daéle
byly provedeny tribologické testy, strukturni analyza povrchu, méfeni samovolnych
koroznich potenciali, test nanoindentace a Ramanova analyza, které nejsou soucasti této
prace (viz Clanky spolupracujicich autorGt vydané v Hutnickych listech — Priloha C).
Jedinou vyjimkou je uvedeni mikrofotografii ziskanych pfi Ramanové spektroskopické
analyze, dokumentujici rozdilnou homogenitu povrchovych vrstev u vzorka I. sady.
Autorka prace charakterizovala smacivost vzorkii (kapitola 8.1, str. 41) a zpracovala

veskera biologicka hodnoceni, ktera jsou podkladem diplomové prace.
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8. METODY

8.1 Méreni kontaktniho uhlu kapalin na vzorcich a stanoveni
povrchové energie

Kontaktni thel je dualezity z hlediska interakce materidlu a bun¢k ve vodném
prostiedi, tj. prostiedi kultivacniho média ¢i télnich tekutin (viz kapitola 5.2, str. 30).

Vzorky byly odmastény ponotfenim do ethanolu po dobu 2 hodin a nasledné¢ omyty
destilovanou vodou. Na vzorcich byl nejprve stanoven staticky kontaktni tihel kapalin a
povrchové energie pro stanoveni smacivosti materidlu. Méteni bylo provedeno metodou
analyzy profilu ptisedlé kapky.

Kontaktni thel byl méfen na pfistroji Kriiss DSA 100 (Kriiss GmbH, Némecko).
K méfteni byly pouzity dvé testovaci kapaliny: destilovand voda a glycerol. Méfeni bylo
provedeno pomoci kapek o objemu 3 pl na 8 riiznych mistech na vzorku. Interval mezi
nanesenim kapky na vzorek a vyhotovenim snimku pro meéfeni kontaktniho thlu byl
stanoven na 10 sekund. Kapce je po tuto dobu umoznéno se roztékat po povrchu vzorku a
zaujmout urcity tvar. K vyhodnoceni kontaktniho thlu a stanoveni povrchové energie byl
pouzit software DSA4 (Drop Shape Analyzer 4). Kontaktni uhel byl stanoven metodou
tangent 1, pfipadné tangent 2 (vyhovovala-li 1épe tvaru kapky). Méfeni probihalo za
laboratorni teploty. K vyhodnoceni a vypoctu povrchové energie byla pouZita metoda
Owens-Wendt-Rabel-Kaelble (OWRK). Pfistroj byl zptistupnén s laskavym svolenim
pani Ing. Nikoly Slepickové Kasalkové, Ph.D. z Ustavu inZenyrstvi pevnych latek
VSCHT Praha.

Nejprve bylo provedeno dikladné odvzdusnéni jehel pro aplikaci kapalin. Na drzék
piistroje byl umistén vzorek na podloznim sklicku a pomoci pocitacového programu byla
kamera zaostfena na hrot jehly nad vzorkem. Po nastaveni testovaci kapaliny ze
zasobniku, pozadovaného objemu kapaliny (3 pl) a nasmérovani jehly nad vybrané misto
na vzorku doSlo k naneseni kapaliny na vzorek a spusténi odpoctu (10 sekund). Béhem
této doby bylo kapce umoznéno se roztékat na vzorku, nez zaujala relativné staly tvar
vhodny k méfeni. Po uplynuti stanovené doby byl pofizen snimek profilu kapky pomoci
integrované kamery. Interval mezi nanesenim kapaliny a pofizenim snimku slouZzi
k normalizaci ziskanych dat a zajiSténi neménného stavu kapky v pribéhu provadéni

dalSich tukonii pottebnych k vypoctu kontaktniho uhlu a stanoveni povrchové energie.
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Kapaliny nanesené na vzorcich mohou mit tendenci se dale roztékat. Zaroven dochazi
k odparu kapaliny, coz dale ovlivituje tvar profilu kapky.

Pomoci programu byla nastavena zakladni linie (baseline) tak, aby kopirovala
rovinu dotyku kapky se vzorkem. Korekce byla provedena podle mista styku okraji
kapky a povrchu vzorku. Kfivka kopirujici tvar kapky a te¢ny pro vypocet kontaktniho
uhlu byly vyneseny programem automaticky. V pfipad¢ potieby bylo umisténi zakladni
linie dodate¢né manudlné zkorigovano. Pro analyzu tvaru byla zvolena metoda tangent 1
(elipticky oblouk; neméla-li kapka dokonale kruhovy profil, ale kruhu se blizila), nebo
tangent 2 (proloZzeni polynomem; byla-li kapka nestandardné tvarovand) v ptipadé, ze
Iépe vyhovovala tvaru kapky. Vynesené tecny s povrchem vzorku sviraji kontaktni uhel.
Povrchova energie vzorku se vypocitd na zaklad¢ kontaktniho uhlu. Vypocty byly
provedeny programem automaticky za pouziti metody OWRK.

CAIL 716 CA[L 403
CA[R] 67.3 CA[R] 40.3

A. B.

Obr. 13: Méfeni kontaktniho ihlu metodou pfisedlé kapky na pfistroji Kriiss DSA 100 (Kriiss GmbH,
Némecko). A) vodni kapka na skle; B) glycerolova kapka na vzorku 8T.

8.2 Priprava a sterilizace vzorki pro tkanové kultury

Pro testovani v kulturach kostnich bun¢k byly vzorky odmastény a sterilizovany.
Byly ponofeny na 2 hodiny do 70% ethanolu pii laboratorni teploté, promyty
destilovanou a deionizovanou vodou a nasledné sterilizovany v autoklavu (Tuttnauer
2540 ELC; 120 °C, 101,5 kPa, 60 min) v kadinkéch piekrytych hlinikovou folii. Pred
vloZzenim do testovacich 24-jamkovych desticek (TPP Techno Plastic Products,
Trasadingen, Svycarsko) bezprostiedné pied zapoéetim pokusu byly vzorky ponechany
k osuseni ve sterilnim prostfedi na Petriho miskach v lamindrnim boxu, rozdélené a

oznacen¢ podle ptislusnych skupin.
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8.3 Pouzity bunéény model

Pro testovani adheze, proliferace a diferenciace kostnich bun€k na materialech
in vitro byla zvolena bunétné linie Saos-2 (ATCC-HTB-85, Chemos). Ackoliv buiky
Saos-2 pochazeji z osteosarkomu, jsou povazovadny za dobry model osteogenni
diferenciace, fenotypové odpovidajici zralym osteoblastim, a s podobnou urovni exprese
osteogennich markert jako u normalnich lidskych osteoblasti (HOb). Kontaktni inhibice,
kterou normalni buiky v prostiedi in vitro vykazuji, je v pfipadé Saos-2 castecné
potlacena. Rychlost proliferace v kultuie u této linie je relativné vysoka (piestoze nizsi
nez napt. u bunék MG-63), ¢imz se od HOb odchyluje piedevS§im v pozdéjSich fazich
udrzovéni kontinudlni kultury. Vykazuje ovSem podobny mineralizaéni potencial,
s kalcifikovanou ECM vytvarejici strukturu podobajici se plstovité kostni tkani. Ma
znacn€ vyssi aktivitu ALP nez jiné osteosarkomové linie, kterd je srovnatelnd s HOb
pouze v ranych fazich. Mira exprese cytokint a ristovych faktort je taktéz obdobna jako
u HODb (Czekanska et al. 2012, 2014). Na rozdil od dal$i béZné pouzivané linie — mysich
preosteoblasti M3T3-E1, ma linie Saos-2 vyhodu pouziti bunék pochazejicih ze stejného
zivo€iSného druhu, tj. clov€ka. Oproti MG-63 maji bunky Saos-2 vyhodu schopnosti
pokrocilé diferenciace vedouci k mineralizaci. Podle Hausser et Brenner (2005) vykazuje
Saos-2 se vzrlstajicim poctem pasazi postupné zmény v proliferacni kinetice (vzriist),
aktivit¢ ALP (pokles) a urychleni mineralizacnich procesi. Proto v této praci byly pouZity

pouze buniky z rozmezi 79.—83. pasaze. Komer¢né byly bunky dodany v 75. pasazi.

Obr. 14: Kultura lidskych kostnich bunék linie Saos-2 podobnych osteoblastiim. Mikroskop Olympus
IX 51, obj. 10%x, métitko 200 pum.
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8.4 Kultiva¢ni podminky

Buniky Saos-2 byly nasazovany na vzorky v poc¢atec¢ni hustoté¢ 20 000 bunék/jamka
(ptiblizng 10 730 bungk na cm?). Pouze v piipadé pokusi pro hodnoceni qPCR byly
nasazovany v po&ateéni hustoté 30 000 bungk/jamka (pfiblizng 16 090 bunék na cm?) pro
veétsi  vytéznost RNA. Viabilita bunék pii nasazeni byla stanovena piistrojem
Vi-Cell XR 2.03 Analyser (Beckman Coulter, Inc.), ktery analyzuje mnozstvi zivych a
mrtvych bun€k v suspenzi po jejim obarvenim trypanovou modii, vysledek prepocitava a
uvadi jako pocet bunék na 1 ml. Buiky byly kultivovany v 24-jamkovych destickach
(TPP Techno Plastic Products, Trasadingen, Svycarsko) s jednotnym objemem média
1,5ml na vzorek. Jako kontrola byly pouZzity vzorky neanodizované slitiny
Ti-6Al-4V ELI, mikroskopicka kryci sklicka a dna kultiva¢nich jamek polystyrenovych

desticek.

Pro sledovéani proliferace byly buniky Saos-2 kultivovany v kultivaénim médiu
McCoy 5A (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA), doplnéném 15% fetalniho
bovinniho séra (FBS; GIBCO, Life Technologies) a 40 pg/mL gentamycinu (LEK,
Ljubljana, Slovenia), po dobu 1, 4, 7 a 14 dnli (pokud neni uvedeno jinak). Toto médium
bylo pro ucely vyhodnocovani pokusti oznacovano jako standardni médium (NORM). Pro
hodnoceni diferenciace byly Saos-2 soubézné kultivovany po dobu 7 dnii (nebo 9 dnti) ve
standardnim médiu (NORM)), tj. do dosaZeni subkonfluence, a poté dalSich 7 dnii v médiu
podporujicim osteogenni diferenciaci (znaceno DIF) o stejném sloZeni jako NORM, dale
doplnéném o B-glycerolfostat (10 mM), L-glutamin (2 mM), kyselinu askorbovou
(50 pg/ml), dihydroxyvitamin D3 (10°M) a dexamethason (10°M). Média byla

vyménovana kazdy 3. den.

Podle studie autorti Jergensen efal. (2004) vySe zminéné dopliky DIF média
podporuji osteogenni diferenciaci osteoblasti a produkci diferencia¢nich markerd.
Napt. pfidani dexamethasonu stimuluje Saos-2 k vyssi produkci ALP a zaroven zvySuje

citlivost jejich receptorti k dihydroxyvitaminu D3 (Czekanska et al. 2012).

Buiikky ve vSech pokusech byly kultivovany v termostatu pii teplot¢ 37 °C,

s vlhkosti atmosféry cca 95 % a s 5% koncentraci oxidu uhlic¢itého.
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8.5 Hodnoceni adheze a proliferace

Hodnoceni proliferace bunék bylo provadéno v Casovych intervalech 1, 4 a 7 a
14 dnti (pokud neni uvedeno jinak) u bunék kultivovanych ve standardnim médiu
(NORM) a v intervalu 14 dni u bun¢k kultivovanych v médiu diferenciaénim (DIF). Byl
stanovovan pocet bun¢k a jeho vyvoj v €ase na jednotlivych vzorcich, zjistovana inicialni

plocha rozprostteni bun¢k po prvnim dni kultivace a hodnocena buné¢na morfologie.

8.5.1 Vizualizace bunék fluorescen¢nim barvenim

Ve vybranych casovych intervalech kultivace (1., 4., 7. a 14. den) byly bunky
fixovany a barveny fluorescen¢nimi barvivy pro vizualizaci proteini bunééné membrany
a cytoplasmy (Cervené barvivo Texas Red C,-Maleimid; Molecular Probes, Invitrogen,
UK) a DNA bunééného jadra (modré barvivo Hoechst #33258; Sigma-Aldrich Co.,
USA). Po 1 a 4 dnech kultivace byly buiiky barveny obéma fluorescen¢nimi barvivy, a po

7 a 14 dnech pouze modrym barvivem Hoechst #33258 pro vizualizaci jader.

Bunky byly oplachnuty ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfaty (PBS,
Phosphate Buffered Saline; Sigma-Aldrich Co., USA), fixovany ethanolem vychlazenym
na -20 °C po dobu 10 min a, po omyti PBS barveny fluorescen¢nimi barvivy Texas Red
C,-Maleimid (20 ng/ml PBS) a Hoechst #33258 (5 pg/ml PBS) po dobu 1 hodiny ve tmé
pfi laboratorni teploté. Vzorky byly prohliZzeny a fotografovany pomoci
epifluorescencniho mikroskopu Olympus IX 51 (obj. 10%, 20x) vybaveného digitalni
kamerou DP 70 (oboji Olympus Corp., Tokyo, Japonsko) v mnozstvi 20 mikrosnimkut
ndhodné vybranych oblasti rovnomérné rozloZenych po povrchu materidlu pro kazdy
vzorek. Pro kazdy cCasovy interval a experimentalni skupinu byly pouzity vzdy dva

vzorky ve dvou rtiznych biologickych experimentech.

8.5.2 Hodnoceni populaéni hustoty bunék

Pocty bun€k rostoucich na jednotlivych vzorcich ve vybranych casovych
intervalech (1., 4., 7. a 14. den kultivace) byly stanovovany prostiednictvim analyzy
potizenych mikrofotografii v programu Image] FIJI (https://imagej.net/Fiji ; Schindelin
et al. 2012). Na snimcich viditelny modry fluorescencni signal oznacuje bunécnd jadra.
V Casovych intervalech 1. a 4.den byly pocty jader na zornych polich snimki

vyhodnoceny programem automaticky s pouzitim makra vytvoiené¢ho autorkou prace
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(viz Priloha B). Po 7 a 14 dnech kultivace jiz byla kultura natolik husta, Ze nebylo mozné
automatické vyhodnoceni pouzit, a proto byly poCty jader spocitany manualné s pouzitim
funkce Multi-point. Po&ty bungk byly prepogitiny ze zorného pole na cm’. Data jsou
prezentovana jako median namétenych hodnot s kvartily (25, 75) a percentily (5, 95) ze
40 mikrofotografii pro kazdou experimentalni skupinu pofizenych dohromady ve dvou
biologickych experimentech. Data jsou graficky zndzornéna také formou rtstovych
kiivek pro posouzeni dynamiky proliferace bun¢k na jednotlivych vzorcich v prub&hu
casovych intervali (1., 4. a 7. den kultivace). Data ze 14. dne kultivace prezentovana
nejsou, byla vSak pouzita k pfepoc¢tu ziskaného fluorescencniho signédlu pii hodnoceni

produkce kolagenu typu I bunikami.

8.5.3 Viabilita bunék a cytotoxicita

Pocatecni viabilita bun¢k pfi nasazeni na vzorky (0. den) byla stanovovana pomoci
ptistroje Vi-Cell XR 2.03 Analyser (Beckman Coulter, Inc., viz kapitola 8.3, str. 43).
V nasledujicich dnech kultivace byla viabilita bunék hodnocena barvenim pomoci kitu
LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity kit (ThermoFisher ScientGific, USA). Buiiky byly
barveny soucasné¢ dvéma fluorescen¢nimi barvivy — calceinem-acetoxymethylem a
ethidium homodimerem 1 (EthD-1). Calcein-AM sam o sob¢ fluorescencni neni, avSak
prostupuje semipermeabilni membranou zivych bunék a prostfednictvim intraceluldrni
esterazy je enzymaticky Stépen za vzniku produktu (calcein) emitujiciho intenzivni zelené
fluorescenéni zareni. K obarveni mrtvych bun€k dojit nemulze, nebot’ ty jiZ aktivni
intracelularni esterdzy neobsahuji. Mrtvé builkky jsou barveny cervenym barvivem
ethidium homodimer-1. Ten indikuje ztratu integrity bunééné membrany, nebot ptes
intaktni membranu bun¢k za normadlnich okolnosti neprochdzi. K mnohonéasobné

amplifikaci jeho fluorescence dochazi az po vazb¢ na nukleové kyseliny jadra.

Pro lepsi piehled o poctu Zivych bunék bylo k barveni bun€k po 7 dnech kultivace
piidano fluorescencni barvivo Hoechst #33342 (modra fluorescence), které barvi jadra
zivych bunék. Méteni byla provedena pouze na zaveérecnych sadach vzorkl (sady ¢. III,
IV a V). Pro kazdy jednotlivy vzorek ve vSech hodnocenych casovych intervalech bylo
potizeno 16 mikrofotografii zorného pole pro kazdou experimentalni skupinu ve dvou
biologickych experimentech. Pocty zivych a mrtvych bunék na jednotlivych snimcich
byly porovnany a piepocteny na procenta z celkového poctu bunck. Vysledné hodnoty

vyjadiuji viabilitu bun€k na vzorcich v procentech.
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8.5.4 Plocha rozprostieni a morfologie bunék

Plocha inicidlniho rozprostieni bunék na vzorcich a jejich morfologie byla
sledovana a méfena 1. den po nasazeni. Buiiky vizualizované pomoci fluorescencnich
barviv Texas Red C,-Maleimid (20 ng/ml) a Hoechst #33258 (5 pg/ml) byly pfi zobrazeni
v epifluorescencnim mikroskopu Olympus IX 51 (obj.20x) fotografovany pomoci
kamery DP 70 (oboji Olympus Corp., Tokyo, Japonsko). Plochy bunék byly méfeny na
pofizenych snimcich s pouzitim programu Atlas (Tescan Ltd., Brno, Ceska Republika).
Hodnoty byly vyjadfovany v um?. Plochy rozprostteni byly mé&feny pouze u bundk, které
se nevyskytovaly v kontaktu s jinymi buiikami, coz by mohlo ovlivnit plochu rozprostfeni
bun¢k. Data jsou prezentovana jako aritmeticky primér namétenych hodnot + stfedni chyba
praméru (S.E.M.) zrGzného poctu bunék (n=100 — 200) ze 40 mikrofotografii z dvou
nezavislych vzorkd pro kazdou experimentalni skupinu pofizenych ve dvou biologickych

experimentech.

8.6 Hodnoceni diferenciace

Diferenciace bunc¢k byla posuzovana na zéklad¢ jejich extra- a intracelularni
produkce kolagenu typu I, relativni genové exprese markerd osteogenni diferenciace
osteoblastil, jako jsou kolagen typu I, alkalickd fosfatdza a osteokalcin, a porovnanim

urovné depozice vapniku mezi buitkami rostoucimi na testovanych materialech.

8.6.1 Imunofluorescencni barveni bunééné produkce kolagenu typu I

Kolagen typu I tvofi nezastupitelnou soucést organické slozky extracelularni matrix
kostni tkané. Osteoblasty zahajuji jeho sekreci v rané fdzi remodela¢niho cyklu, jeho

produkce je povaZovana za Casny ukazatel osteogenni diferenciace.

Pro hodnoceni produkce kolagenu byly buiiky Saos-2 nejprve kultivovany na
vzorcich po dobu 7 dni ve standardnim kultiva¢nim médiu McCoy's 5A s 15 % FBS. Toto
médium bylo sedmy den kultivace odebrano a bylo pifiddno médium podporujici
osteogenni diferenciaci (DIF), v némz byly bunky kultivovany dalSich 7 dni. Paralelni
skupina vzorkii o stejném poctu byla za stejnych podminek osazena buitkami a

kultivovana po dobu 14 dni pouze ve standardnim médiu (NORM). Produkce
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kolagenu typu I byla stanovovdna pomoci imunofluorescen¢niho barveni a nasledné

obrazové analyzy potizenych mikrofotografii.

Buniky byly promyty v PBS, fixovany 70 % ethanolem vychlazenym na -20 °C a
znovu proplachnuty PBS. K zablokovani nespecifickych vazeb byly vzorky ponofeny
v roztoku 1% bovinniho sérového albuminu a 0,1% tritonu v PBS (20 minut) a po
oplachu PBS nasledné v roztoku 1% Tweenu v PBS (dalSich 20 minut). Déle byla pies
noc aplikovana krali¢i protilatka proti kolagenu typu I (Cosmo Bio Co., Ltd., USA,
Cat. No. LSL-LB-1197, Anti type I Collagen Rabbit), zfedéna 1:200 v PBS. Vzorky byly
po tuto dobu uloZeny v lednici pfi 4 °C. Druhy den, po promyti v PBS, byly vzorky po
dobu jedné hodiny pfi pokojové teplot¢ inkubovany v pfitomnosti sekundarni
konjugované anti-krali¢i protilatky z koziho séra, konjugované s fluorescen¢nim
markerem Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, ThermoFisher Scientific, USA,
Cat. No. A-11070, Alexa Fluor 488"-conjugated F(ab’) 2 fragment of goat anti-rabbit
IgQ), ztedéné 1:400 v PBS spolecné s modrym fluorescenénim barvivem Hoechst #33258
(5 pg/ml;  Sigma-Aldrich Co., USA) koznaceni bunéénych jader. Pomoci
epifluorescencniho mikroskopu Olympus [X 51 (obj. 20x) s kamerou DP 70 (oboji
Olympus Corp., Tokyo, Japonsko) bylo potizeno 10 snimki nahodnych zornych poli pro
kazdy vzorek (dva na kazdou experimentdlni skupinu) pii stejné expozici ve dvou
rozdilnych filtrech (modry fluorescencni signal zobrazujici bunéfna jadra, zeleny

fluorescen¢ni signal zobrazujici vyprodukovany kolagen).

Intenzita fluorescence kolagenu typul na vzorcich byla méfena v programu
Fluorescent Image Analyser pifi stejném nastaveni barevného prahu pro vSechny
hodnocené snimky. Data byla nasledné normalizovdna na pocet bunék ziskany
vyhodnocenim modrého fluorescen¢niho signdlu bunécnych jader (viz kapitola 8.5.2,
str. 45). Pro vylouceni fluorescence pozadi byly odecteny hodnoty namétené na vzorcich
kontroly barveni (jeden vzorek pro kazdou experimentalni skupinu, vcetné polystyrenu a

skla) barvenymi bez pfidani primarni protilatky.

Data jsou prezentovdna jako medidn namétfenych hodnot s kvartily (25, 75) a
percentily (5, 95) ze dvou experimentalnich méfeni na 20 snimcich pro kazdy typ vzorku ve

dvou biologickych experimentech.
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8.6.2 Stanoveni genové exprese markerii osteogenni diferenciace pomoci qPCR

Bunécéna linie Saos-2 je obecné povazovana za linii s fenotypem zralych osteoblastli
(Saldana et al. 2011; Czekanska et al. 2012), proto je mozné mefit markery osteogenni
diferenciace jiz v kratkych intervalech po nasazeni bunécné kultury. Pro hodnoceni
osteogenni diferenciace bylo proto zvoleno sledovani exprese nésledujicich markerd:
kolagen typul (Col I), kostni alkalickd fosfataza (ALP), a osteokalcin (OC). Kolagen
typul je povazovan za Casny marker osteogenni diferenciace, nebot' je sekretovan
osteoblasty ve fazi depozice nové ECM (tvofi az 90 % ECM) a reguluje vyvoj
osteoprogenitorovych bunék. ALP je povazovana za Casny ¢i stfednédoby marker
vzhledem k jeji ucasti na mineralizaci. Osteokalcin za pozdni marker, ktery se do
osteoidu inkorporuje sekreci z osteoblasti po =zahdjeni mineralizace (Fernandez-
Tresguerres-Herndndez-Gil et al. 2006b; Safadi et al. 2009; Setzer et al. 2009). Jako
tzv. house-keeping gen byla vybrana glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogendza (GAPDH).
Cilem experimentu bylo zhodnoceni vlivu povrchovych modifikaci vzorkt
Ti-6Al-4V ELI na osteogenni diferenciaci bunc¢k kultivovanych v médiu diferenciaci

podporujicim (DIF) a ve standardnim médiu (NORM).

Me¢fteni byla provedena pouze na zavéreénych sadach vzorkl (sady €. III, IV aV)
v ramci spolecnych pokust. Buiniky byly kultivovany na vzorcich vzdy ve dvou
experimentalnich skupinach. Prvni skupina byla kultivovana pouze ve standardnim
kultivaénim médiu (NORM) a to po dobu 7 nebo 14 dnli. Skupiné druhé bylo standardni

kultiva¢ni médium sedmy den nahrazeno za médium osteogenni (DIF).

Na vzorcich bylo provedeno hodnoceni miry exprese vybranych osteogennich
markerti pomoci metody Real-time qPCR. Hodnocena byla exprese genti pro alkalickou
fosfatdzu (ALP, gen ALPL), osteokalcin (OC, gen BGLAP) a kolagen typu I (Col I, gen
COLI1A1). RNA byla izolovéna z bun¢k Saos-2 pomoci kolonek Total RNA purification
Micro Kit Plus (NORGEN Biotek Corp, Cat. No. 48500) podle protokolu udédvaného
vyrobcem. Koncentrace celkové RNA byla zméfena na piistroji NanoPhotometer ™ S/N
(IMPLEN). 300 ng/ul RNA bylo nasledné pouzito pro transkripci do cDNA pomoci kitu
ProtoScript® First Strand cDNA Synthesis Kit (New England BioLabs, Cat. No. E6300L),
za pouziti oligo-dT primer. Reakce probéhla v pfistroji T-Personal Thermocycler
(Biometra). Ptfi hodnoceni metodou real-time qPCR byly pouzity primery zakoupené od
firmy Generi Biotech s.r.o. (CR) (Tab. 2, str. 50), SYBR Green (FastStart Universal
SYBR Green Master; Roche Diagnostics GmbH.) a pfistroj iCycler detection system
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(iQ™ 5 Multicolor Real-Time PCR Detection System, BioRad) s nasledujicimi parametry
cyklu: nejprve 10 min pti 95 °C, a nasledn¢ 40 cyklt, ve kterych se stida 15 s pii 95 °C a
I min pfi 60 °C. Na zavér byla zaznamenana tzv. kiivka tani (melting curve). Celkovy

reakéni objem byl 20 pl.

Pokus byl proveden v duplikatech. Data byla analyzovana metodou 244, Prahova
hodnota (termed cycle treshold, Ct) byla stanovena pfistrojem automaticky. Zmény

v expresi cilovych genti byly spocitany pomoci rovnice:
— (rtarget GAPDH target GAPDH
AACt - (Ct - Ct )sample - (Ct - Ct )calibrator

Data byla normalizovana podle miry exprese sledovanych genti buiikami Saos-2
rostoucimi na polystyrenu (PS, calibrator) ve stejnych intervalech kultivace. Vysledky
jsou prezentovany jako aritmeticky primér =+ smérodatnd odchylka (SD) ze
Ctyf experimentalnich méfeni na dvou nezdvislych vzorcich od kazdého typu ve dvou

biologickych experimentech.

Tab. 2: Oligonukleotidové primery pouzité pri amplifikaci RT q-PCR.

Gen Sekvence primeru Velikost produktu [bp]
coL1 Forward: 5'-CAGCCGCTTCACCTACAGC-3’ 83
Reverse: 5'-TTTTGTATTCAATCACTGTCTTGCC-3’
ALP Forward: 5'-GACCCTTGACCCCCACAAT-3' 68
Reverse: 5-GCTCGTACTGCATGTCCCCT-3'
ocC Forward: 5'-GAAGCCCAGCGGTGCA-3' 70
Reverse: 5'-CACTACCTCGCTGCCCTCC-3'
GAPDH Forward: 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3’ 87
Reverse: 5-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’

8.6.3 Hodnoceni depozice vapniku

Meéfieni byla provedena pouze na zavérecnych sadach vzorka (sady ¢. III, IV a V)
v ramci spolecnych pokust. Bunky byly kultivovany po dobu 7 dni ve standardnim médiu
a dalSich 7 dni v médiu diferenciacnim (DIF; III., IV. a V. sada vzorkil), nebo po dobu

14 dni ve standardnim médiu (NORM; IV. a V. sada vzorki).

Stanoveni mineralizace mezibunécné hmoty probéhlo s pouzitim kitu Calcium
Colorimetric Assay (BioVision, Inc., USA, Cat. No. K380-250) podle protokolu

dodavaného vyrobcem. VSechny vzorky byly na zaCatku pokusu pfemistény do nové
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24-jamkové kultivacni desticky, aby nedoslo k ovlivnéni vysledkiit mnozstvim vapniku
deponovanym buitkami rostoucimi mimo vzorky na polystyrenovém dn¢ jamky. Buiky
byly oplachnuty dvakrat v PBS a ponechany oschnout v nesterilnich podminkach na
laboratornim stole po dobu 1 hodiny. Nésledné byly inkubovany ptes noc v 700 ul 0,5 M
HCI v chladové mistnosti (4 °C) na orbitalni tfepacce SSL1 (Bibby Scientific Limited,
Staffordshire, UK). Druhy den byly buiky ze vzorkid i1 referen¢nich materiala
(mikroskopické kryci skli¢ko, dno polystyrenové kultivacni jamky) seSkrabany pomoci
Skrabky na buniky. Obsah jednotlivych jamek byl sto¢en na centrifuze (SIGMA. Sartorius,
10 000 rpm, 10 min). Z téchto roztokli bylo odebrdno vzdy po 600 pl do Ccistych
eppendorfek podle experimentédlnich skupin. Kalibra¢ni kiivka byla pfipravena podle
navodu vyrobce. Do jamek 96-jamkové destiCky (TPP, Techno Plastic Products,
Trasadingen, Svycarsko) bylo napipetovano po 25 ul v triplikatech pro kazdy ze 2 vzorkd
na experimentalni skupinu. Do kaZzdé jamky bylo nasledné ptidano 45 pul Chromogenic
Reagent a 30 ul Calcium Assay Buffer. Po kazdém kroku byla desticka jemné
zcentrifugovana. Vzorky byly nasledné ponechany 5-10 minut ve tmé pfi pokojové
teploté, aby mohla reakce probéhnout. Poté byla desticka opét stoCena na centrifuze
(300 rpm). Bubliny vzniklé v tekutiné pfi centrifugaci byly odstranény propichnutim
Cistou injekéni jehlou. Absorbance byla méfena pfi 575 nm na pfistroji Synergy HT
Mutli-mode Reader (BioTek) ve vyrobcem stanoveném limitu 30 minut. Chromofor
v tomto kitu je nestabilni a v pritb¢hu casu postupné bledne, absorbance proto byla

métena ihned po dokonceni eseje.

Ze standardi obsahujicich zndmou koncentraci vapniku byla vytvotena kalibra¢ni
regresni kiivka. Na zaklad¢ regresni rovnice byla naméfend absorbance ptrepocitdna na
koncentraci. Ziskand data byla pfepocitana na plochu vzorku a jsou prezentovéana jako
aritmeticky primér + SD ze Sesti méfeni na dvou nezavislych vzorcich pro kazdy typ

vzorku.
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8.7 Statisticka analyza

Vstupni data byla zpracovdvana v programu Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corp., USA). Pro ucely statistické analyzy byl pouzit software SigmaStat 3.5
(Systat Software Inc., USA). Srovnani jednotlivych skupin vzorki bylo provedeno
pomoci parametrického testu One Way Analysis of Variance (One Way ANOVA)
s pouzitim medoty Holm-Sidak pfi splnéni hodnoticich ptfedpokladi (normalni rozloZeni
dat, shodnost rozptylli, nezavislost veli¢in). Pokud nedoslo ke splnéni alesponi jednoho
z predpokladt, bylo pfistoupeno k neparametrickému testu za pouziti metody
Kruskal-Wallis One Way ANOVA on Ranks v kombinaci s post hoc analyzou metodou
Dunnové. Data jsou vyjadifena jako aritmeticky primér + S.E.M., aritmeticky
pramér = SD (specifikovano pro jednotlivd hodnoceni) nebo formou krabicového grafu
jako median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil), vousy po 1,5 IQR a
extrémnimi hodnotami vyznacenymi cernymi teCkami (<5. percentil a >95.). Data
z PCR ve formé praméri ACt byla zpracovana pomoci testu One Way ANOVA, metodou
Student-Newman-Keuls. Hladina vyznamnosti byla pro PCR stanovena na hodnotu
p <0,001, pro vSechny ostatni vypocty na hodnotu p <0,05. Grafy byly vytvofeny
v programu SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., USA) a Microsoft Excel 2013
(Microsoft Corp., USA). Pokud neni v textu uvedeno jinak, byla data shromaZzd’ovana
minimalné ze dvou vzorki z kazdé experimentalni skupiny a ¢asového intervalu v ramci

dvou nezavislych experimentd, tj. celkem ze Ctyt vzorkd.
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9. VYSLEDKY

Struktura kapitol v této ¢asti prace byla zvolena z diivodu provedeni nékterych testii
nejen v ramci jednotlivych skupin vzorku, ale hromadné pouze na zavéreénych sadach
¢islo III, IV a V. Obsah kapitol zaroven ilustruje vyvoj k vybéru konecné upravy. Slozeni
elektrolytli pouzitych k upravé jednotlivych vzorkti Ti-6Al-4V uvadi tabulka v casti
Priloha A.

9.1 I.sada vzorkiu

Na vzorcich L. sady (Ctrl, 5.1, 6.1, 7.1, PS), tj. na vzorcich liSicich se sloZenim
elektrolytu pro anodizaci, findlni Upravou a drsnosti, a na dnech referencnich
polystyrenovych jamek (PFiloha A), byla provedena analyza inicidlni adheze (1. den) a
proliferace (hodnoceni poc¢tu bunék v kultute 1., 4., 7. den kultivace) ve standardnim

kultivaénim médiu (NORM). Z dalsiho testovani byly vzorky vyfazeny.

Od 4. dne kultivace lidské osteoblasty linie Saos-2 proliferovaly lépe na vzorcich
5.1 a 7.1. Po 7 dnech byl zaznamenan statisticky vyznamny nejnizs§i pocet bunck na
vzorku 6.1 (Graf 1, Graf 2ab). Morfologie bun€k Saos-2 na sledovanych povrsich byla
4.den po nasazeni spiSe protdhld s dlouhymi vybéZky nebo polygonalni na vSech
posuzovanych vzorcich, vyjma vzorku 6.1, kde byly pozorovany buiky s menSim
mnozstvim vybézkt (Obr. 15). Mensi plocha rozprostfeni bunék na vzorku 6.1 byla
nameétena jiz prvni den po nasazeni (Graf 2a). Za 7 dni byly jiz bunky na vzorcich 5.1,
6.1, 7.1, kontrolnim nemodifikovaném vzorku slitiny (Ctrl) i na dné standardnich

kultivacnich polystyrenovych komirek (PS) dobte rozprostiené.

l. sada (Saos-2), den 1 l. sada (Saos-2), den 4 l. sada (Saos-2), den 7
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Graf 1: Populacni hustota bunék osteoblastii Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6A1-4V a PS po 1, 4 a
7 dnech kultivace. Pocet bunék na vzorku je piepoéten na cm”. Median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil,
¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu vzorki a typ kultivacniho média, extrémni hodnoty
vyznaceny Cernymi teckami. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové, p <0,05. Statisticky
vyznamné rozdily vici ostatnim skupindm vyznaceny nad sloupci grafu (,,all“ oznaCuje vyznamnost vici
vSem ostatnim skupinam).
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Povrchy vzorkti: Mikroskop
Quanta 450, méfitko: 500 pm
(Ctrl), 100 pm (ostatni)
fotografovano ve VUHZ, a.s.
Saos-2: Mikroskop Olympus
IX 51 (obj. 10x), métitko
200 pm, fotografovano
autorkou prace.

Obr. 15: Povrchy vzorki, morfologie a proliferace osteoblastii Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6Al-4V
(Ctrl, 5.1, 6.1, 7.1) a PS po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Buiiky barveny fluorescencnimi barvivy Texas Red
C,-maleimid (Cervena fluorescence) a Hoechst #33258 (modra fluorescence).

A. Plochy rozprostienibunék 1.den B. Ristové kfivky - 1. sada
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Graf 2: A) Plochy rozprostieni lidskych osteoblastii linie Saos-2 na vzorcich I. sady. Primér = S.EEM
ze 100-200 méfeni pro kazdou skupinu vzorkt. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové,
p <0,05. B) Dynamika riistu osteoblastii Saos-2. Data jsou zobrazena jako mediany naméfenych hodnot.
Statisticky vyznamné rozdily vuc¢i ostatnim skupindm vyznaCeny nad sloupci grafu (,,all“ oznacuje
vyznamnost vic¢i v§em ostatnim skupinam).

54



Zaujimaly vétSinou polygonalni tvar, ale dosud nevytvafely souvislou (konfluentni)
vrstvu a rostly v ostriiveich. Pouze na Ctrl byly bunky schopny dosdahnout konfluence, ¢i

asponl subkonfluence (Obr. 15).

Ramanova analyza provedena spolupracujici skupinou z VUHZ, a.s. ukazala, Ze
povrchové vrstva TiO, na vzorcich 6.1 byla relativné méalo kompaktni (nedostatecné
homogenni) ve srovnani se vzorky 5.1, kde byla vrstva téméf souvisld (pro ilustraci
viz Obr. 16). Obdobnd nehomogenita ovSem byla zaznamendna také na vzorcich 7.1.
Roli hraje také odlisna drsnost vzorkii (Tab. 3) a morfologie nerovnosti na jejich povrchu
(Obr. 15). Buniky celkové proliferovaly 1épe na vzorku 5.1 s relativné hladkym povrchem
(Ra=0,89 um) a vzorku 7.1 sdrsnym povrchem (Ra=2,28 um) nez na vzorku 6.1
o stfedni drsnosti (Ra=1,54 um). Povrchovd vrstva vSech sledovanych vzorki

obsahovala TiO, pfevazné ve form¢ anatasu, s malou pfimési rutilu.

Z dalsiho testovani byly vzorky vyfazeny z diivodu uvoliiovani ¢astic materidlu do
kultivaéniho média (Obr. 17). Tento jev ukazal nutnost aplikace dal§i mechanické tpravy
povrchu vzorkd po anodizaci. Vzhledem k tomu, Ze se nedafilo dosahnout homogenni
povrchové vrstvy ani pii opakovanych aplikacich metodou nizkonapétové anodizace
(40 V, 5 A, 1 min), bylo pfistoupeno k jeji Gprave. Zmény byly povedeny také ve slozeni
elektrolytil (viz PFiloha A).

I Drsnost [um] .. Tab. 3: Parametry vzorka sady I. U této sady
sada Ra Tloustka vrstvy [km] nebylo provadéno meéfeni kontaktniho whlu.
Ctrl 0,16 £ 0,04 — Vzhledem k vyfazeni vzorki z dal§iho hodnoceni

je pro informaci uvedena pouze hodnota Ra.

51 0,89 + 0,03 Vysoce porézni Tloustka povrchovych vrstev nemohla byt
6.1 1,54 £0,10 Vysoce porezni zméfena kvili jejich velmi poréznimu charakteru.
7.1 2,28 +0,01 Vysoce porézni Zméfeno ve VUHZ, a.s.

Obr. 16: Homogenita vrstev TiO, nanesenych na vzorky Ti-6Al-4V sady I metodou anodické oxidace
v nizkonapét'ovém reZimu v elektrolytech o riizném sloZeni (P¥iloha A). Snimky pofizeny ve VUHZ,
a.s. pii ostieni na méfeny bod ve vzorku pii hodnoceni slozeni povrchu vzorkd Ramanovou spektroskopii.
Mikroskop Olympus BX41/51 (obj. 100%), méfitko 5 um.

-

'lé“.‘

6.1
,.." ,:;,- »
T % ST
R
7 SRR N

Obr. 17: Uvoliiovani ¢astic materidlu do média. Mikroskop Olympus IX 51 (obj. 10x), méfitko: 200 pm.
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9.2 1II. sada vzorku

Na vzorcich II. sady (1, 2, PS, mikroskopické kryci sklo) byla provedena analyza
inicidlni adheze méfenim ploch rozprosteni buné€k, proliferace (hodnoceni poctu bunék
v kultufe 1. a 7. den kultivace) a diferenciace (fluorescenéni méteni produkce kolagenu

typu I po 16 dnech kultivace v médiu NORM nebo 7 dnech v NORM a 9 dnech v DIF).

Vzorky II.sady byly jiz upravovany za pouziti vysokonapétového procesu
plazmatické elektrolytické oxidace (PEO; 400 V, 2 min) (podrobnéji viz kapitola 7.2)
v elektrolytech o odliSném slozeni nez ptredchozi sada. Povrchy vzorkli byly
modifikovany ve dvou typech alkalickych roztokii elektrolyti o stejném sloZeni, avSak

s riznym pomérem jednotlivych latek (Priloha A).

Hodnocené modifikované vzorky dosahovaly velmi podobné drsnosti, topografie
povrchu a tloustky povrchové oxidické vrstvy (Tab. 4, Obr. 18), ktera byla oproti
vzorkiim sady I vyrazné ten¢i a homogenng;jsi, takZze mohla byt na metalografickém fezu
zméiena. Naméfené drsnosti povrchi  vzorkii se blizi hodnotdm kontrolnich
nemodifikovanych vzorki slitiny (Ctrl) z I. sady (Ra= 0,16 um). Povrchy obou vzorkt
byly mirné hydrofilni, vice neZ porovnavané dno kultivacni desticky (PS), s vyssi
hodnotou povrchové energie (Tab. 4). Pocet inicialné¢ adherovanych bunék Saos-2 za
1 den po nasazeni se statisticky vyznamné neliSil na vSech testovanych vzorcich, avSak po
7 dnech kultivace bylo nejvyssich poctli dosaZzeno na vzorcich slitiny €. 1 a na PS (Graf
4b). Tyto pocty byly statisticky vyznamné vyssi nez na vzorcich €. 2 a na skle (Graf 3).
Pii méfeni plochy rozprostteni bunék 1. den po nasazeni byla pozorovana tendence
vétsiho rozprostirani u bunék kultivovanych na vzorcich modifikovanych PEO (vz. 1 a 2).

Tento rozdil doséhl statistické vyznamnosti u bunék na vzorcich €. 2, kde byla

Tab. 4: Parametry vzorku sady II. S touto sadou nebyly dodany kontrolni vzorky slitiny Ti-6Al-4V.
Vzorky byly hodnoceny pouze ve srovnani s PS a sklem. Pro sloZeni elektrolytii, v nichz byly upravovany
vzorky Ti-6A1-4V viz PFiloha A. Drsnost a tloustka vrstvy méfena ve VUHZ, a.s. Kontaktni thel a
povrchova energie méfena autorkou prace.

n Drsnost [um] Tloustka Kontaktni thel [°] Povrchova energie [mN/m]
sac;a vrstvy
Ra Rz [um] H,0 Glycerol Celkova Disperzni Polarni
1 0,15+0,01 1,19+0,10 2,42 +0,13 58,1+29 109,5+8,6 200,2+52,4 48,2+ 23,4 152,0+£28,9
2 0,12+0,03 0,97 £0,26 2,16 £0,10 63,4+1,2 81,5+0,4 60,3 + 3,69 0,3+0,23 60,0 + 3,46
PS = = = 76,5+1,6 71,2+1,2 28,3+5,23 12,5+2,48 15,8+2,76
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primérna namétena plocha rozprostieni nejvétsi ve srovnani s ostatnimi hodnocenymi
vzorky této sady, coz vysvétluje jejich nizs$i pocty (Graf 4a). Na vzorcich €. 2 byla
zaroven pozorovana castéji hvézdicovitd morfologie bun€k s dlouhymi vybézky nez na

bunkach na ostatnich vzorcich, které byly Castéji polygonalni az zakulacené (Obr. 18).

Povrchy vzorki:

Mikroskop Quanta 450,
méfitko 50 um,
fotografovano ve VUHZ, a.s.

Saos-2:

Mikroskop Olympus IX 51,
obj. 20x (den 1), 10x (den 7),
méfitko 200 pm,
fotografovano autorkou
prace.

Obr. 18: Povrchy vzorkii, morfologie a proliferace osteoblastii Saos-2 na vzorcich Ti-6Al1-4V (1, 2), PS
a sklu po 1 a 7 dnech kultivace. Buiiky barveny fluorescenénimi barvivy Texas Red C,-maleimid (¢ervena
fluorescence) a Hoechst #33258 (modra fluorescence).
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Graf 3: Populacni hustota lidskych osteoblastii linie Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6Al-4V, PS a skle po
1 a 7 dnech Kultivace. Pocet bundk na vzorku je pfepodten na cm’. Median hodnot s kvartily (1. a 3.
kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu vzorkd a typ kultivacniho média, extrémni
hodnoty vyznaCeny cernymi teCkami. One Way ANOVA, metoda Holm-Sidak, p <0,05. Statisticky
vyznamné rozdily vii¢i ostatnim skupinam vyznaceny nad sloupci grafu.
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A. Plochy rozprostifenibunék 1.den B. Rustové kfivky - II. sada
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Graf 4: A) Plochy rozprosti‘eni lidskych osteoblasti linie Saos-2 na vzorcich II. sady. Praimér = S.EM
ze 100-200 méfeni pro kazdou skupinu vzorkd. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové,
p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily vuéi ostatnim skupinam vyznaéeny nad sloupci grafu. B) Dynamika
rustu bunék Saos-2 na vzorcich II. sady. Data jsou zobrazena jako mediany namétenych hodnot.

Osteogenni diferenciace bun¢k Saos-2 byla hodnocena prostiednictvim intenzity
fluorescence kolagenu typul, ktery je Casnym markerem osteogenni diferenciace,
vyprodukovaného bunikami po 16 dnech kultivace. Po 7 dnech kultivace ve standardnim
kultivaénim médiu (NORM) bylo toto médium vyménéno bud’ za médium o stejném
slozeni nebo za médium s piidavkem diferenciacnich faktorti (DIF), v némz byly buiky
na vzorcich kultivovany dalSich 9 dni. Oba vzorky upravené PEO (vz. 1 a 2) podpotily
Casnou osteogenni diferenciaci bun€k, kterd byla na jejich povrSich vy$§i neZ na
mirkoskopickych krycich sklech (sklo) nebo PS, a to v obou typech médii (Graf 5, Obr.
19). V tomto pokusu také bylo zjisténo, Zze bude vhodné posunout interval hodnoceni
diferenciace o nékolik dni dopfedu (proto je v pozdéjSich pokusech diferenciace
hodnocena jiz 14.den kultivace). Buiky kultivované v DIF nejspiSe pokrocily do
pozd¢jsi faze diferenciace, kdy se produkce kolagenu zacind sniZovat, proto byla
nameétend hodnota kolagenu typu [ mirn€ zvySena u bunék kultivovanych v médiu NORM
nez v médiu DIF. Zaroven se domnivame, Ze vys$i parametr Rz vzorku ¢. 1 (1,19 pm
v porovnani s 0,97 um u vzorku €. 2) poskytl bunikdm vétsi plochu pro potencialni adhezi,
coz by korespondovalo s jejich vyssi populacéni hustotou, avSak mensimi adheznimi

plochami neZ na vzorcich €. 2.

Lze shrnout, Ze buiiky linie Saos-2 mély tendenci adherovat na vzorky upravené
PEO vétsi nebo obdobné velkou plochou, coz bylo patrné ptedevsim na vzorcich ¢&. 2.
Dalsi rGst bun€k na materidlech byl podpofen v rozsahu zhruba srovnatelném se
standardnimi kultiva¢nimi materidly (PS, sklo), avSak osteogenni diferenciaci bunck
podpotily modifikované vzorky (pfedevsim vzorek €. 1) v mife vys$i nez oba zminéné

referen¢ni materidly.
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Obr. 19: Imunofluorescen¢ni barveni kolagenu I v kulturach lidskych osteoblast linie Saos-2 za
16 dnii po nasazeni na vzorky slitiny Ti-6A1-4V (1, 2), PS a sklo. Po 7 dnech kultivace ve standardnim
médiu bylo toto médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium doplnéné
osteogennimi faktory (DIF). Pro kontrolni barveni byly buiky inkubovany bez primarni protilatky (x).
Mikroskop Olympus IX 51, obj. 20x, méfitko 200 um.
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Graf 5: MnoZstvi kolagenu typu I produkovaného buiikami Saos-2 po 16 dnech kultivace, méfené
intenzitou fluorescence. Prepocteno na bunku. Po 7 dnech kultivace ve standardnim médiu bylo médium
vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium dopInéné osteogennimi faktory (DIF).
Zobrazen median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu
vzorki a typ kultivaéniho média. NORM: One Way ANOVA, metoda Holm-Sidak, p <0,050.
DIF: Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové, p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily vuci
ostatnim skupinam vyznaCeny nad sloupci grafu (,,all“ oznaCuje vyznamnost vic¢i vSem ostatnim
skupinam).



9.3 III. sada vzorku

Na vzorcich III. sady (Ctrl, 5, 6, 12, 15, 5+FAS, PS, sklo) byla provedena analyza
inicidlni adheze méfenim ploch rozprostieni buné€k, proliferace (hodnoceni poctu bunék
v kultute 1., 4. a 7. den kultivace) a stanoveni procentudlni tirovné viability bunék (1. a
4. den kultivace). Diferenciace byla hodnocena fluorescenénim méfenim produkce
kolagenu typu I po 14 dnech kultivace v médiu NORM nebo 7 dnech v NORM a 7 dnech
v DIF. Dale byla sledovana genova exprese osteogennich markerit ALP, kolagenu typu I
(Col I) a osteokalcinu (OC) po 7 a 14 dnech kultivace v médiu NORM a DIF a provedeno
hodnoceni urovné depozice vapniku buitkami po 14 dnech kultivace kultivace v ramci

spole¢nych pokust se sadami Il a IV (vysledky téchto pokust viz kapitola 9.6, str. 78).

V této sad¢ bylo hodnoceno pét vzorka Ti-6Al-4V modifikovanych pomoci PEO
(400 V, 4 min) v péti rozdilnych typech alkalickych elektrolytii (PFiloha A), nasledné
upravenych omilanim pro sjednoceni parametrii drsnosti a morfologie povrchi. Cast
skupiny vzorkd €. 5 (v Tab. § oznacend jako 5+FAS, dale jen jako FAS) byla navic po
aplikaci PEO vystavena roztoku s obsahem 1,0 % hm. fluoroalkylsilanu (FAS) v ethanolu

za Ucelem sniZeni povrchové energie s cilem dosazeni hydrofobniho povrchu.

Bylo zjisténo, Ze kontaktni thel vodni kapky, jakozto kapaliny tvofici zéklad
biologickych tekutin véetné kultivacnich médii, byl na anodizovanych vzorcich €. 5, 6, 12
a 15 podstatné nizsi (12°-24°) nez na nemodifikovaném vzorku slitiny (Ctrl, 72°), ktery

byl naopak blizky hodnotam pro PS a sklo (77°, 66°). Dodate¢na chemicka uprava vzorkt

Tab. 5: Parametry vzorki sady III. Vzorek oznaceny jako 5+FAS, v textu dale oznacené jen jako FAS,
byly anodizovany v elektrolytu o stejném slozeni jako vzorek 5 (viz Priloha A) a nasledné exponovany
vroztoku 1 hm. % fluoroalkylsilanu ((tridecafluoroctyl)-triethoxysilan) v ethanolu. Tloustka svrchni
porézni vrstvy byla obtizné stanovitelna, proto je uvedeno pouze rozmezi hodnot. Drsnost a tloustka vrstvy
méfena ve VUHZ, a.s. Kontaktni thel a povrchové energie méfena autorkou prace.

. Drsnost [um] Tloustka Kontaktni uhel [°] Povrchova energie [mN/m]
vrstvy

sada Ra Rz [um] H,0 Glycerol Celkova Disperzni Polarni

Ctrl 0,28 £0,01 1,41+0,00 - 71,8+5,8 63,3+3,70 33,4+18,84 18,1+9,67 15,3+9,17
5 0,21+0,03 1,79+0,24 1,19-2,27 14,7 +£0,0 15,5+0,4 71,0+0,38 15,5+0,17 55,5+1,76
6 0,22 £ 0,02 2,24 £0,34 1,19-2,27 11,9+2,6 12,0+1,8 71,8+2,70 16,0 £ 0,94 55,8+ 1,76
12 0,19 £ 0,02 1,49+0,34 1,19-2,27 23,7+2,3 18,9+2,8 66,9 + 5,08 17,9+2,04 49,0+3,04
15 0,20 £ 0,03 1,96 + 0,55 1,19-2,27 14,7 +1,9 16,6 +0,3 71,2 +2,09 15,0+ 0,64 56,1+1,45
5+FAS | 0,21+0,03 | 1,79+0,24 | 1,19-2,27 | 112,6+4,8 | 1189+2,3 9,5+5,8 0,0+0,16 9,5+ 5,64
PS - - - 76,5+1,6 71,2+1,2 28,3+5,23 12,5+2,48 15,8 £ 2,76
Sklo - - - 66,1+6,1 67,2+4,3 36,5+19,93 7,0+6,53 29,6 +13,4
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FAS skute¢n¢ docilila vyrazného snizeni smacivosti jejich povrchu (kontaktni uhel
svodou 113°) i snizeni celkové povrchové energie (9,5 mN/m), vedouci témer az
k eliminaci jeji disperzni slozky (0,0 £ 0,16 mN/m). Vzorky modifikované pouze PEO se
tedy jevily jako vysoce hydrofilni (smacivé), kontrolni vzorky jako mirné hydrofilni a
vzorky FAS jako vysoce hydrofobni. V souladu s vysokou smacivosti mély i vzorky ¢. 5,
6, 12 a 15 vysokou povrchovou energii, piedev§im jeji polarni slozku, zatimco tyto

hodnoty byly u kontrolnich vzorka vyrazné nizsi (Tab. 5).

Za 1 den po nasazeni adherovaly bunky Saos-2 na vSechny typy vzorkl s popula¢ni
hustotou obdobnou na vSech sledovanych vzorcich (Graf 6). Lépe adherované bunky,
zaujimajici polygonalni tvar s vétsi plochou rozprostieni byly pozorovany prevdzné na
kontrolnich vzorcich slitiny, PS a skle, zatimco na anodizovanych vzorcich byly buiky
podobného tvaru ve vétsi mife kombinovany s buitkami malo rozprostfenymi a relativné
zakulacenymi, mén¢ ¢asto protdhlymi (Obr. 20). Morfologie bun¢k na vzorcich FAS byla
poméme nesnadno hodnotitelnd vzhledem k velkému fluorescenénimu pozadi vzorkda,
buiiky se vSak velikostné i vzhledem spiSe podobaly buiitkdim na ostatnich vzorcich,
s ¢cimZ koresponduje také statisticky nizsi velikost inicidlni plochy rozprostfeni bunék na
vSech modifikovanych vzorcich (Graf 7). Za 4 dny po nasazeni byla popula¢ni hustota
bunék na vysoce hydrofilnich vzorcich €. 5, 6, 12 a 15 statisticky vyznamné niZ§i neZ na
PS a skle, zatimco na vysoce hydrofobnich vzorcich FAS byly pocty bun¢k obdobné jako
na téchto referencnich vzorcich. Podobny trend pokracoval také 7 dni po nasazeni, kdy
poCet bunék na vzorku FAS zistal statisticky vyznamné vys§i oproti ostatnim
anodizovanym vzorkiim, ale bylo zaznamenano rovnéZ jeho zvySeni, a¢ bez statistické

vyznamnosti, ve srovnani s referen¢nimi vzorky Ctrl, PS a sklo (Graf 6, Graf 8).

lll. sada (Saos-2), den 1 lll. sada (Saos-2), den 4 Ill. sada (Sacs-2), den 7
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Graf 6: Popula¢ni hustota bunék osteoblastii Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6A1-4V (Ctrl, 5, 6, 12, 15,
FAS), PS a sklu po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Pocet bundk na vzorku je piepoéten na cm”. Median hodnot
s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu vzorku a typ kultivacniho
média, extrémni hodnoty vyznaceny cernymi teckami. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda
Dunnové, p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily viuéi ostatnim skupindm vyznaceny nad sloupci grafu.
Den4:#vs.5,12,15; *¥vs.5,6,12,15.Den7: § vs. 5,12, 15, + vs. 5, 15; @ vs. 5, 6, 12, 15.
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Povrchy vzorku:
Mikroskop Quanta 450,
meéfitko 500 um (Ctrl),
100 um (ostatni),
fotografovano ve
VUHZ, a.s.

Saos-2:

Mikroskop Olympus IX 51
(obj. 10x), méfitko 200 pm,
fotografovano autorkou
prace.

Obr. 20: Povrchy vzorki, morfologie a proliferace osteoblasti Saos-2 na vzorcich Ti-6Al1-4V (Ctrl,
5, 6,12, 15, FAS), PS a sklu po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Buiky barveny fluorescen¢nimi barvivy Texas
Red C,-maleimid (Cervena fluorescence) a Hoechst #33258 (modra fluorescence).
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Relativné vysokych pocti dosahly také bunky na vzorcich €. 6, kde byly obdobné jako na
skle a vyznamné vyssi nez na vzorcich €. 5 a 15 (Graf 6). Buiiky na vzorcich €. 12 a 15,
a¢ zaujimaly 7 den kultivace Casto vyrazné¢ vétsi plochu nez ostatni vzorky, dosahovaly
v souladu se svou vysokou popula¢ni hustotou dosahly konfluence diive nez na ostatnich
anodizovanych vzorcich — jiz 7. den byly pln¢ konfluentni (Obr. 20). Pti¢ina vysoké

proliferace na velmi hydrofobnim povrchu vzorku FAS vyzaduje dalsi zkoumani.

Hodnoceni viability bunék ukazalo mirn¢ niz$i viabilitu bun¢k 1. den po nasazeni
na vzorcich €. 5 a 6. Viabilita bun€k na vSech hodnocenych vzorcich vSak dosahovala
vysokych hodnot nad 90 %, a tyto rozdily se 4. den po nasazeni Upln¢ setiely, nebot
minimalni primérnad viabilita vzorkd dosahovala alespon 98 % (Obr. 21, Tab. 6).
Muzeme proto fict, ze v hodnocenych kultivaénich intervalech nevykazovaly posuzované

vzorky cytotoxicitu.

Diferenciace bun¢k hodnocend intenzitou fluorescence jimi vyprodukovaného
kolagenu typu I (Obr. 22) ukazala u vzorka Ctrl, FAS, PS a sklo, které dosahovaly
nejvyssich hodnot v poétech bundk na cm? vzorku jiz 7. den kultivace, relativné nizkou
produkci tohoto markeru a to v obou hodnocenych skupinach (kultivaéni médium NORM
i DIF). Ve srovnani s buikami kultivovanymi celych 14 dni ve standardnim médiu
(NORM) byla pfi kultivaci v médiu DIF produkce kolagenu vyssi u bunék na vzorcich
¢. 6 (Graf 9). Jak ukézalo hodnoceni popula¢ni hustoty 7. den kultivace (Graf 6), m¢ly
buniky na téchto vzorcich nejvétsi proliferacni potencidl z anodizovanych vzorkl (kromé
FAS). Namétena produkce kolagenu piepoctend na buiiku u téchto vzorka kultivovanych
v médiu NORM je proto vyrazn€ nizsi neZ v médiu DIF, kde bunky ukoncily proliferaci a
zaCaly dfive, tj.pfi niz8i populacéni hustoté, produkovat kolagen, ktery je casnym
diferencia¢nim markerem. Naopak vzorky €. 5 a 15 s nizkym proliferacnim potencidlem
v hodnocenych intervalech vykazovaly diky nadéale niz§imu poctu bunck vyssi produkci
kolagenu ve srovnani s ostatnimi vzorky. Hodnoceni genové exprese pomoci qPCR toto
potvrzuje, nebot’ mezi zminénymi anodizovanymi ani referencnimi vzorky nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil v expresi kolagenu typu I (Graf 17, kapitola 9.6). Buiiky na
vzorku FAS vykazovaly také niz$i expresi kolagenu typu I po 14 dnech v médiu NORM.
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Obr. 21: Viabilita bunék na vzorcich III. sady ve
srovnani s PS a sklem. Barveno pomoci kitu
LIVE/DEAD viability/cytotoxicity. ~Zivé buiky
zobrazeny zelené, mrtvé Cervene. Mikroskop
Olympus IX 51 (obj. 10x), métitko 200 um.
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Graf 7: Plochy rozprostieni osteoblasti linie
Saos-2. Primér+ S.EM ze 150 méfeni pro
kazdou skupinu vzorkl. Kruskal-Wallis One
Way ANOVA, metoda Dunnové, p <0,05.
Statisticky vyznamné rozdily vGéi ostatnim
skupinam vyznaceny nad sloupci grafu.
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Graf 8: Dynamika ristu osteoblasti linie
Saos-2 na vzorcich sady IIl. Data zobrazena
jako median naméfenych hodnot.

Tab. 6: Viabilita osteoblastu linie Saos-2 na
vzorcich sady III, vyjadienda v %
z celkového poctu bunék. Primérnd hodnota
ze 16 snimkd pro kazdou experimentalni
skupinu.

1. Viabilita bunék [%]
sada | 1 den 4.den
Ctrl 98,33 99,56
5 93,40 98,89
6 94,81 99,85
12 98,54 99,73
15 97,37 99,68
FAS 96,99 99,74
PS 99,16 99,99
Sklo 97,50 99,24




Obr. 22: Imunofluorescen¢ni barveni kolagenu I v kulturach lidskych osteoblastii linie Saos-2 za
14 dnti po nasazeni na vzorky slitiny Ti-6Al-4V (Ctrl, S, 6, 12, 15, FAS), PS a sklo. Po 7 dnech
kultivace ve standardnim médiu bylo toto médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo
za médium doplnéné osteogennimi faktory (DIF). Pro kontrolni barveni byly bunky inkubovany bez
primarni protilatky (x; pfiklad dvou snimk). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 20x, méfitko 200 pum.
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Graf 9: Mnozstvi kolagenu typu I produkovaného buiikami Saos-2 po 14 dnech kultivace, méfena
intenzitou fluorescence. Prepocteno na bunku. Po 7 dnech kultivace ve standardnim médiu bylo médium
vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium doplnéné osteogennimi faktory (DIF).
Zobrazen median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu
vzorki a typ kultivaéniho média, extrémni hodnoty vyznaceny Cernymi teCkami. Kruskal-Wallis One Way
ANOVA, metoda Dunnové, p < 0,05. Statisticky vyznamné rozdily vii€i ostatnim skupindm vyznaceny nad
sloupci grafu.



9.4 1V.sada vzorku

Na vzorcich IV. sady (Ctrl-o, Ctrl-n, II, PS, sklo) byla provedena analyza inicialni
adheze méfenim ploch rozprostfeni buné€k, proliferace (hodnoceni poctu bun¢k v kultute
1., 4. a 7.den kultivace) a stanoveni procentudlni Urovné¢ viability (1., 4. a 7. den
kultivace). Diferenciace byla hodnocena fluorescencnim méfenim produkce kolagenu
typu I po 14 dnech kultivace v médiu NORM nebo 7 dnech v NORM a 7 dnech v DIF.
Dale byla sledovana genova exprese osteogennich markerd ALP, Coll a OC po
7 a 14 dnech kultivace v médiu NORM a DIF a provedeno hodnoceni urovné depozice
vapniku bufikami po 14 dnech kultivace kultivace v rdmci spolecnych pokust se sadami

[T a IV (pro vysledky téchto pokust viz kapitolu 9.6, str. 78).

Z divodu netplného mechanického sjednoceni povrchové porézni vrstvy, vzniklé
po anodizaci na piedchozi sad¢ vzorku, byly déle testovany rtizné metody mechanickych
povrchovych tprav. SloZeni pouzitého elektrolytu pro modifikaci vzorku ¢. II (PEO,
400 V, 4 min) bylo navratem k elektrolytim pouzitym v sad¢ II (PFiloha A). Vzorky €. II
a Ctrl-o byly nasledné upraveny omilanim ve vibra¢n¢ zlabovém stroji a porovnavany
s neomletym kontrolnim vzorkem. Povrchova vrstva na vzorku II zlstala 1 po omleti
porézni a nedostateCné sjednocend. Drsnost povrchu tohoto vzorku ukazuje vyssi
parametr Ra (1,68 pm) neZ u kontrolnich vzorkt, a vyrazné vyssi parametr Rz (9,62 pm)
nez u vSech doposud hodnocenych vzorka v jednotlivych sadach. Kontaktni thly na
kontrolnich vzorcich, PS a sklu ukazovaly na mirnou hydrofilitu. Anodizované vzorky
vykazovaly obrovskou smacivost a podobné polarni slozka jejich povrchové energie,

kterd ma pozitivni vliv na adhezi a rlist bun¢k, byla vyrazné vyssi na téchto vzorcich.

Tab. 7: Parametry vzorki sady IV. Tato sada obsahuje dva kontrolni vzorky slitiny Ti-6Al1-4V (Ctrl-o —
omlety; Ctrl-n — neomlety). Pro slozeni elektrolytd, v nichz byly upravovany vzorky Ti-6Al-4V viz Priloha
A. Drsnost a tloustka vrstvy méfena ve VUHZ, a.s. Kontaktni uhel a povrchova energie méfena autorkou
prace.

Iv. Drsnost [um] Tloustka Kontaktni uhel [°] Povrchova energie [mN/m]
p vrstvy
sada Ra Rz [um] H,0 Glycerol Celkova Disperzni Polarni
Ctrl-o 0,13 +0,04 0,99+0,38 = 69,7+2,0 71,5+1,0 33,9+5,86 5,7+1,74 28,2+4,12
Ctrl-n | 0,16+0,04 | 1,29+0,22 - 86,1+1,1 73,0+ 1,0 28,2 +3,72 22,8+2,56 54+1,16
1 1,68+0,18 9,62 +1,08 porézni 9,4+3,5 19,1+0,6 73,6 +2,54 12,5+0,73 61,1+1,81
PS - - - 76,5+ 1,6 71,2+1,2 28,3+5,23 12,5+2,48 | 158+2,76
Sklo = = = 66,1+6,1 67,2143 36,5+ 19,93 7,0£6,53 29,6 +13,4
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Pocty inicialn¢ adherovanych bunck se mezi jednotlivymi sledovanymi skupinami
vzorkl 1. den po nasazeni nijak vyznamné neliSily (Graf 11). Buiiky na vSech vzorcich
byly polygonalni a dobfe rozprostiené, s vyjimkou modifikovaného vzorku II, kde byly
spiSe mensi a protahlé, pfipadné zakulacené. Podobnd morfologie bunc¢k na téchto
vzorcich prevlada i 4. den kultivace (Obr. 23). V souladu s timto pozorovanim byly
zaznamenany statisticky vyznamné vétsi plochy rozprostifeni u nemodifikovanych vzorkt
slitiny (Ctrl-o, Ctrl-n), zatimco buiiky na vzorku II adherovaly mensi plochou, podobné
jako na PS a skle (Graf 10 a). Za 4 dny po nasazeni doséhly buiiky na skle vyznamné
vy$si populaéni hustoty nez buniky na vzorku II, ktery se zaroven stal vzorkem s relativné
povrsich dosahly stadia konfluence, tj. souvislé vrstvy bunc¢k (Obr. 23). NejvyssSich
pramérnych poctl bunky dosdhly na kontrolnich vzorcich slitiny Ctrl-o, Ctrl-n a PS,
oproti nimz se vzorek II nyni uz jevil jako statisticky vyznamné méné podporujici
proliferaci bunék Saos-2 (Graf 11, Graf 10 b). Viabilita bun¢k dosahovala ve vSech
hodnocenych intervalech (1., 4. a 7. den kultivace) hodnot nad 96 % u vsech typt vzork.
Celkove nejvyssich hodnot dosdhla 4. den — 99 % u vSech vzorkd (Obr. 24, Tab. 8).
Ve sledovanych intervalech na Zadnych vzorcich nedochazelo k prokazatelné zvySenému
uhynu bunék. Nizka proliferacni aktivita na vzorcich ¢. II tedy neni zpiisobena
cytotoxicitou materidlu, ale spiSe vyraznou topografii povrchu, kterd nuti bunky se

prizptisobovat nerovnostem a omezuje jejich rist.
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Graf 10: A) Plochy rozprostieni lidskych osteoblasti linie Saos-2 na vzorcich IV.sady.
Primér £ S.E.M ze 150 méfeni pro kazdou skupinu vzorkd. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda
Dunnové, p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupinam vyznaceny nad sloupci grafu.
B) Dynamika ristu Saos-2 na vzorcich IV. sady. Data jsou zobrazena jako mediany namétenych hodnot.
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Povrchy vzorku:
Mikroskop Quanta 450,
méfitko 100 pm,
fotografovano ve
VUHZ, a.s.

Saos-2:

Mikroskop Olympus IX 51
(obj. 10x), métitko 200 pm,
fotografovano autorkou
prace.

Obr. 23: Povrchy vzorki, morfologie a proliferace osteoblastii Saos-2 na vzorcich Ti-6Al-4V (Ctrl-o,
Ctrl-n, II), PS a sklu po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Buiikky barveny fluorescenénimi barvivy Texas Red
C,-maleimid (Cervena fluorescence) a Hoechst #33258 (modra fluorescence; 7 den byly bunky barveny
pouze timto barvivem).
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Graf 11: Populacni hustota bunék osteoblasti Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6A1-4V (Ctrl-o, Ctrl-n,
II), PS a sklu po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Pocet bunék na vzorku je pfepocten na cm’. Median hodnot
s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu vzorki a typ kultivacniho
média, extrémni hodnoty vyznaceny cernymi teckami. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda
Dunnové (den 1 a 4). One Way ANOVA, Holm-Sidak (den 7). Statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) vuci
ostatnim skupindm vyznac¢eny nad sloupci grafu.
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Obr. 24: Viabilita vzorka IV. sady ve srovnani s PS a sklem. Barveno pomoci kitu LIVE/DEAD
viability/cytotoxicity. Pro pfehlednost byla 7. den jadra bunék dobarvena fluorescen¢nim barvivem Hoechst
#33342 (modra fluorescence). Zivé buitky zobrazeny zeleng, mrtvé Gervend, jadra Zivych bunék modte.
Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10x (den 1 a 4), obj. 20 (den 7), mé&fitko 200 pum.

Tab. 8: Viabilita osteoblasti Saos-2 na vzorcich sady IV, vyjadirena v % z celkového pocétu bunék.

Primérna hodnota ze 16 snimki pro kazdou experimentalni skupinu.

Viabilita bunék [%]

V.
sada | 1. den 4. den 7. den
Ctrl-o 98,28 99,56 97,90
Ctrl-n 98,64 99,29 98,18
I 100,00 99,06 97,63
PS 99,40 99,86 98,30
Sklo 96,94 99,36 97,82
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Produkce kolagenu typu I buitkami Saos-2, méiena intenzitou jeho fluorescence po
obarveni, byla jak ve stndardnim kultivaénim médiu (NORM), tak v osteogennim (DIF)
obdobna u bun€k na kontrolnich nemodifikovanych surovych vzorcich (Ctrl-n, Ctrl-0) a
PS 1 na vzorcich ¢. II modifikovanych anodizaci. Vyrazna produkce kolagenu, ¢asného
markeru osteogenni diferenciace, byla zaznamenana pouze u bunék péstovanych
v osteogennim médiu (DIF) na nemodifikovanych kontrolnich vzorcich mechanicky
upravenych omildnim (Ctrl-o) (Graf 12). Intenzita fluorescence v kontrolnich bunikéch
barvenych bez primarni protilatky proti kolagenu I byla prakticky nulova, coz vylucuje
nespecifickou vazbu sekundérni protilatky s fluorescenénim znacenim na material (Obr.
25). Hodnoceni exprese osteogennich markeri provedené metodou qPCR ukazuje
v pripadé kolagenu typu I rovnéz statisticky vyznamné nizsi Groven u bunék na vzorku

¢. 11, kultivovanych v médiu DIF (Graf 18, kapitola 9.6).

Vzorky ¢&.1I, modifikované PEO, podpofily adhezi, rist a ¢asnou osteogenni
diferenciaci bunc¢k linie Saos-2 v podobném rozsahu jako standardni kultivacni materidly
(PS, sklo) a kontrolni vzorky slitiny Ti-6A1-4V. Nemodifikované kontrolni vzorky slitiny,
upravené omildnim (Ctrl-o) podpofily adhezi a rist bunék podobné jako ostatni vzorky,

ale navic vyrazné podpofily také casnou osteogenni diferenciaci.
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Obr. 25: Imunofluorescen¢ni barveni kolagenu I v kulturach lidskych osteoblastii linie Saos-2 za
14 dni po nasazeni na vzorky slitiny Ti-6Al-4V (Ctrl-o, Ctrl-n, II), PS a sklo. Po 7 dnech kultivace ve
standardnim médiu bylo toto médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium
doplnéné osteogennimi faktory (DIF). Pro kontrolni barveni byly bunky inkubovany bez primarni
protilatky (x). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 20%, méfitko 200 pum.
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Graf 12: MnoiZstvi kolagenu typu I, produkovaného buiikami Saos-2 po 14 dnech Kkultivace,
méreného intenzitou fluorescence. Pfepocteno na buitku. Po 7 dnech kultivace ve standardnim médiu bylo
médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium dopInéné osteogennimi faktory
(DIF). Zobrazen median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou
skupinu vzorkd a typ kultivacniho média, extrémni hodnoty vyznaceny ¢ernymi teckami. Kruskal-Wallis
One Way ANOVA, metoda Dunnové, p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupindm
vyznaceny nad sloupci grafu (,,all*“ oznacuje vyznamnost vi¢i vSem ostatnim skupinam).
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9.5 V.sada vzorku

Na vzorcich V. sady (Ctrl, 8, 8T, PS, sklo) byla provedena analyza inicialni adheze
métenim ploch rozprostieni buné€k, proliferace (hodnoceni poctu bunék v kultuie 1., 4. a
7. den kultivace) a stanoveni procentudlni trovné viability (1., 4. a 7. den kultivace).
Diferenciace byla hodnocena fluorescenénim métfenim produkce kolagenu typul po
16 dnech kultivace v médiu NORM nebo 9 dnech v NORM a 7 dnech v DIF. Dale byla
sledovana genova exprese osteogennich markerit ALP, Coll a OC po 7a 14 dnech
kultivace v médiu NORM a DIF a provedeno hodnoceni urovné depozice vapniku
buitkami po 14 dnech kultivace v ramci spoleénych pokusti se sadami III a IV (pro

vysledky téchto pokusii viz kapitolu 9.6, str. 78).

Po provedeni tfady zkousek byla optimalizovana technologie tryskani (pracovni
vzdalenost 15 cm, tlak 1,5 bar, médium balotina o zrnitosti 65-105) k odstranéni svrchni
vrstvy a sjednoceni povrchu. Takto upravené vzorky (8T) byly porovnany v ramci
V.sady vzorkll se vzorky, které byly upraveny pouze PEO (vzorky ¢&. 8). Sjednocené
povrchy materiali maji po procesu PEO (450 V, 1 h) a otryskani vngj$i vrstvy matny
charakter a sniZenou drsnost, pfedev§im parametr Rz (Tab. 9, Obr. 26).

Tab. 9: Parametry vzorki sady V. Pro sloZeni elektrolytt, v nichz byly upravovany vzorky Ti-6Al-4V viz

Piiloha A. Drsnost a tloustka vrstvy méfena ve VUHZ, a.s. Kontaktni tthel a povrchové energie méfena
autorkou prace.

2 Drsnost [um] Tloustka Kontaktni thel [°] Povrchova energie [mN/m]
vrstvy
sada Ra Rz [um] H,0 Glycerol Celkova Disperzni Polarni
Ctrl 0,28 £0,01 1,41 +0,00 - 71,8+5,8 63,3+3,70 33,4+18,84 18,1 9,67 15,3+9,17
8 1,50 £ 0,04 6,49 +0,25 0,7-1 15,6 £4,6 17,8 +4,2 70,9 +6,98 14,8 £ 2,54 56,1+ 4,45
8T 0,50 £ 0,02 2,57 £0,03 0,7-1 35,4+9,3 30,4 +6,7 60,0 + 24,69 17,8 +9,6 42,1 +15,08
PS - - - 76,5+1,6 71,2+1,2 28,3+5,23 12,5+2,48 15,8 +2,76
Sklo - - - 66,1+6,1 67,2+4,3 36,5+19,93 7+6,53 29,6 +13,4
A.

1.2pm
0.0um

Obr. 26: Topografie povrchu vzorkii zniazornéni pomoci AFM (3 D rezim). VUHZ, a.s. A) Vzorek
¢. 8. B) Vzorek €. 8T. Je patrny piiznivy vliv tryskdni jako konecné upravy povrchu na jeho celkovy
charakter. Tato skute¢nost se projevila i na parametrech drsnosti.
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Kontaktni thel vodni 1 glycerolové kapky byl nékolikandsobné¢ niz$i na
anodizovanych vzorcich Ti-6Al-4V €. 8 nez na kontrolnich nemodifikovanych vzorcich
slitiny (Ctrl) i druhém anodizovaném vzorku ¢. 8T. Vzorek €. 8 vykazoval vyraznou
smacivost (kontaktni tthel vodni kapky 16°) a podobné i polarni slozka jeho povrchové
energie byla vyS$i nez u ostatnich srovndvanych vzorkid (56 mN/m ve srovnani
s 15-43 mN/m). Referencni vzorky (Ctrl, PS, sklo) mlizeme povazovat za mirné
hydrofilni (71-76°), o nichz je zndmo, Ze svymi vlastnostmi podporuji proliferaci bun¢k
velmi dobie (Tab. 9). Vzorek ¢. 8T, ktery se témto hodnotdm alesponl piiblizuje, 1ze

povazovat za stfedné hydrofilni.

Po 1. dni kultivace byla populaéni hustota bun¢k na anodizovanych vzorcich mirné
niz8i nez na kontrolnich a referen¢nich vzorcich. Tento rozdil vSak nebyl statisticky
vyznamny (Graf 14). Bunky adherovaly vyznamné vét$i plochou pouze na kontrolnich
vzorcich stiliny (Graf 13a). Morfologie bunék na vzorcich Ctrl, 8 1 8T byla podobna,
sestavajici spiSe z protahlych bunék s dlouhymi vyb&zky. Polygondlné rozprostiené
buiiky se vyskytovaly vice na PS a sklu (Obr. 27). Od 4. dne kultivace vykazovaly bunky
rostouci na vzorcich €. 8 a 8T statisticky vyznamné nizSi rychlost proliferace oproti
ostatnim vzorkim (Graf 14, Graf 13b). Bunky na téchto vzorcich rostly vice
na vzorku ¢. 8 nevykazovaly ani v dalSich kultivacnich intervalech markantni rozdily
v morfologii. Rovnéz viabilita bunék byla vSeobecné vysoka, a mezi jednotlivymi vzorky
se v hodnocenych intervalech (1., 4. a 7. den kultivace) nijak vyrazn€ neliSila. Nejnizsi

hodnoty pro 1. den byly 96 %, pro 4. den 99 % a pro 7. den 97 % (Obr. 21, Tab. 6).

Ristové kfivky - V. sada
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Graf 13: A) Plochy rozprostieni lidskych osteoblasti linie Saos-2 na vzorcich V. sady. Primér = S.EEM
ze 150 méfeni pro kazdou skupinu vzorkt. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové, p < 0,05.
Statisticky vyznamné rozdily vi¢i ostatnim skupindm vyznaCeny nad sloupci grafu (,,all“ oznacuje
vyznamnost vici v§em ostatnim skupinam). B) Dynamika ristu Saos-2 na vzorcich V. sady. Data jsou
zobrazena jako mediany naméfenych hodnot.
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Povrchy vzorkd:
Mikroskop Quanta 450,
métitko 500 pm (Ctrl),
20 um (8), 100 pm (8T),
fotografovano ve
VUHZ, a.s.

Saos-2:

Mikroskop Olympus IX 51
(obj. 10x), méfitko 200 pm,
fotografovano autorkou
prace.

Obr. 27: Povrchy vzorki, morfologie a proliferace osteoblastli Saos-2 na vzorcich Ti-6Al-4V (Ctrl, 8,
8T), PS a sklu po 1, 4 a 7 dnech kultivace. Buiky barveny fluorescenénimi barvivy Texas Red
C,-maleimid (Cervena fluorescence) a Hoechst #33258 (modra fluorescence; 4 a 7 den byly buiiky barveny
pouze timto barvivem).
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Graf 14: Populac¢ni hustota bunék osteoblastii Saos-2 na vzorcich slitiny Ti-6Al1-4V (Ctrl, 8, 8T), PS a
sklu po 1, 4 a 7 dnech Kultivace. Pocet bungk na vzorku je prepoéten na cm’. Median hodnot s kvartily
(1.a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu vzorkd a typ kultivaéniho
média; extrémni hodnoty vyznaceny Cernymi teCkami. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda
Dunnové, p <0,05. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupindm vyznaceny nad sloupci grafu
(,,all*“ oznacuje vyznamnost vici vSem ostatnim skupindm).
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Obr. 28: Viabilita bunék na vzorcich V. sady ve srovnani s PS a sklem. Barveno pomoci kitu
LIVE/DEAD viability/cytotoxicity. Pro pfehlednost byla 7. den jadra bun€k dobarvena fluorescenénim
barvivem Hoechst #33342 (modra fluorescence). Zivé buiiky zobrazeny zelend, mrtvé Eervené, jadra Zivych
bunék modie. Mikroskop Olympus IX 51, obj. 10x (den 1 a 4), obj. 20 (den 7), métitko 200 pm.

Tab. 10: Viabilita osteoblastii Saos-2 na vzorcich sady V, vyjadiena v % z celkového poctu bunék.
Priimérnéd hodnota ze 16 snimki pro kazdou experimentalni skupinu.

Viabilita bunék [%]

V.
sada | 1 den 4. den 7. den
Ctrl 98,99 99,61 98,07
8 98,50 99,34 97,97
8T 97,77 98,65 98,24
PS 99,40 99,86 98,30
Sklo 96,94 99,36 98,02
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Hodnoceni diferenciace bunék mirou produkce kolagenu typul bylo z divodu
pomalejsi proliferace bunék na vzorku ¢. 8 oddaleno na 16. den namisto 14. dne jako
u ostatnich pokusti. Médium podporujici diferenciaci bylo pifidéno az po dosazeni
konfluence na vSech vzorcich 9. den. Nameétfend produkce kolagenu typul na obou
materidlech upravenych PEO (8 1 8T) byla vyznamné vyssi nez na dnech standardnich
kultivacnich jamek (PS) i skle jak u bun¢k kultivovanych po celou dobu ve standardnim
kultivaénim médiu (NORM), tak v médiu s ptidavkem osteogennich faktord (DIF) (Obr.
29, Graf 15). Vyssi hodnoty kolagenu typu I na vzorku ¢. 8 ve srovnani s 8T, ktera ale
nedosahovala statistické vyznamnosti se objevila také pii hodnoceni jeho genové exprese

metodou qPCR po kultivaci v médiu DIF i NORM (Graf 18, kapitola 9.6).

Muzeme shrnout, ze vzorky Ti-6Al-4V modifikované PEO, znafené ¢. 8 a 8T
(tryskany), podporovaly adhezi a rist lidskych kostnich bunék linie Saos-2 v rozsahu
obdobném nebo niz§im nez standardni kultivaéni materidly (mikroskopickéa sklicka,
polystyrenové kultivacni jamky). Nemodifikované vzorky slitiny (Ctrl) podporovaly
adhezi a rust bunék podobnych zplsobem jako referencni materidly, navic také
podporovaly Casnou osteogenni diferenciaci. Buiiky rostly o néco 1épe na vzorku ¢. 8T
nez na vzorku €. 8. Tento rozdil je pfi p < 0,05 hodnocen jako statisticky vyznamny az
v pozdéjSich fazich kultivace. VSechny dodané kovové materidly, modifikované c¢i
nemodifikované PEO, podporovaly osteogenni diferenciaci 1épe nez standardni kultivacni

materialy (PS, sklo).
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Obr. 29: Imunofluorescen¢ni barveni kolagenu I v kulturach lidskych osteoblasti linie Saos-2 za
16 dnli po nasazeni na vzorky slitiny Ti-6Al1-4V (Ctrl, 8, 8T), PS a sklo. Po 9 dnech kultivace ve
standardnim médiu bylo toto médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium
doplnéné osteogennimi faktory (DIF). Pro kontrolni barveni byly bunky inkubovany bez primarni
protilatky (x). Mikroskop Olympus IX 51, obj. 20%, méfitko 200 pum.
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Graf 15: MnoZstvi kolagenu typu I, produkovaného buiikami Saos-2 po 16 dnech kultivace, méiené
intenzitou fluorescence. Piepocteno na buiiku. Po 9 dnech kultivace ve standardnim médiu bylo médium
vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium doplnéné osteogennimi faktory (DIF).
Zobrazen median hodnot s kvartily (1. a 3. kvartil, ¢ili 25. a 75. percentil) z 20 méfeni pro kazdou skupinu
vzorki a typ kultivacniho média, extrémni hodnoty vyznaceny Cernymi teCkami. Kruskal-Wallis One Way
ANOVA, metoda Dunnové, p < 0,05. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupinam vyznaceny nad
sloupci grafu.
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9.6 Spolecné pokusy

Na vzorcich III., IV. a V. sady byla navic v ramci spolecnych pokusii stanovena
uroven depozice vapniku bunkami Saos-2 po 14 dnech kultivace v médiu NORM a DIF, a
provedeno hodnoceni genové exprese osteogennich markerd ALP, Coll a OC po 7 a
14 dnech kultivace v médiu NORM a DIF. Tyto vysledky jsou mezi sebou porovnatelné,

proto jsou uvedeny v samostatné podkapitole.

Hodnoceni mineralizace ECM méfenim depozice véapniku na vzorcich slitiny
Ti-6Al-4V bylo u IIl. sady vzorkii provedeno pouze pro builky péstované s piidavkem
média podporujiciho osteogenni diferenciaci (DIF) z divodu nedostatku vzorkd. Dalsi
vzorky této sady ndm jiz nebyly dodany, a proto nebylo mozné dale ovétovat ziskana
data. Vzorky ostatnich sad byly hodnoceny pii kultivaci bunék v médiu DIF i NORM.
Ze vsech hodnocenych anodizovanych vzorki Ti-6Al-4V dosdhly relativné nejvyssi
urovné depozice vapniku pii kultivaci v médiu podporujicim osteogenni diferenciaci
(DIF) vzorky V.sady (8 a 8T), nasledované vzorkem IV.sady (II). Spole¢nou
charakteristikou téchto vzorkii je velice podobné slozeni alkalickych -elektrolytt
pouzitych pii upravé PEO (viz Priloha A). Vzorky sady III, které se od sad IV a V lisily
piedevsim parametry drsnosti povrchu Ra i Rz v tom smyslu, Ze byly nizs$i, a vykazovaly
tak hladsi povrch, nedosahovaly takové miry depozice vapniku jako ostatni srovnavané

anodizované vzorky (Graf 16).

Depozice vapniku - 1ll. sada Depozice vapniku - sada IV. a V.
1,4 1,4
o 8, 8T, Il
E 132 12 = 2
(5]
-
= L0 1,0
(8] all all
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=
g 06 0,6
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2 04 - 04
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0,0 - 0,0
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~ ~~ s ~ o NORM
IV.sada V.sada WDIF

Graf 16: Depozice vapniku lidskymi osteoblasty linie Saos-2 na vzorcich sady III. (Ctrl, 5, 6, 12, 15,
FAS), sady IV. (Ctrl-o, Ctrl-n, II) a sady V. (Ctrl, 8, 8T) za 14 dni po nasazeni. Po 7 dnech kultivace ve
standardnim médiu bylo toto médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium
doplnéné osteogennimi faktory (DIF). Primér+ SD ze 6 méfeni na 2 nezavislych vzorcich pro kazdou
skupinu vzorkt. Pfepocitdno na plochu vzorku. Kruskal-Wallis One Way ANOVA, metoda Dunnové,
p < 0,05. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupindm vyznaceny nad sloupci grafu (,,all oznacuje
vyznamnost vic¢i v§em ostatnim skupinam).
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Hodnoty povrchové energie, vCetné jeji polarni slozky, mezi jednotlivymi vzorky
nedosahovaly vyraznych rozdilii. Vyjimkou byl pouze vysoce hydrofobni vzorek FAS,
ktery vSak pfi tomto hodnoceni nevykazoval rozdil ve srovnani s ostatnimi skupinami.
Zajimavym faktem je skute¢nost, ze hodnoty depozice vapniku na standardnich
kultivacnich materialech (PS a sklo) vychazely v tomto pokusu rozdilné¢ pro kazdou
testovaci skupinu (sada III, sady IV+V), piestoze hodnoty naméfené na vzorku Citrl,
taktéz totozném v obou pokusech, si byly vzajemné podobné. Vzorky byly kultivovany ve

24-jamkovych destickach, oddélené po jednotlivych sadach a typech médii.

Pro charakterizaci osteogenni diferenciace metodou RT qPCR byly zvoleny tii
markery: kolagen typu I (col 1; gen COL1A1) jako ¢asny, alkalickd fosfatdza (ALP; gen
ALPL) jako stfednédoby a osteokalcin (OC; gen BGLAP) jako pozdni marker
diferenciace (Graf 17, Graf 18).

Buniky na modifikovanych vzorcich sady III (5, 6, 12, 15), vyjma vzorku FAS,
nedosahovaly po 7 dnech kultivace v médiu NORM jesté konfluence. Buniky na vzorcich
¢.5 a 6 se blizily subkonfluentnimu stavu, avSak na vzorcich ¢. 12 a 15 rostly stale
relativné oddélené nebo v ostrivcich (Obr. 20). Tyto bunky zacaly diferencovat pozdéji,
a proto 1 jejich exprese kolagenu je niz8i ve srovnani s referencnimi vzorky (PS, sklo)
1 Ctrl, a relativné niz$i ve srovnani se vzorky €. 5 a 6. Z modifikovanych vzorkl nejvice
podporoval €asnou diferenciaci vzorek FAS. Po 14 dnech kultivace v médiu NORM se
vSak tato situace obratila a na FAS byl zaznamenan Utlum genové exprese kolagenu,
zatimco na ostatnich anodizovanych vzorcich jeji nartst. Bunky kultivované
v diferenciatnim médiu vykazovaly velmi obdobnou miru exprese kolagenu, coz

znamena, ze se dostaly jiz do pokrocilejSiho stadia diferenciace (Graf 17).

Mira exprese stfednédobého markeru ALP déle zvyraznila rozdil v diferenciaéni
aktivité¢ vzorkii Ctrl, PS, sklo a FAS, ve srovndni s nimiz byla exprese po 7 dnech
kultivace v médiu NORM na vzorcich €. 5, 6, 12 a 15 byla velmi nizké. Tento rozdil se
14. den kultivace vyrovnal mezi vSemi hodnocenymi vzorky a statisticky vyznamny

rozdil v expresi ALP nebyl nalezen ani u bun¢k kultivovanych v médiu DIF (Graf 17).

Exprese pozdniho markeru diferenciace — osteokalcinu — byla pfekvapiveé vyssi na
vzorcich €. 5 a 6, které 14. den kultivace v médiu NORM piekrocily hodnoty exprese na
PS a byly také statisticky vyznamné vyssi nez na vzorku Ctrl. Bunky kultivované v médiu

DIF vykazovaly velmi vyrovnanou expresi OC bez staticticky vyznamnych rozdila.
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Graf 17: Kvantifikace genové exprese kolagenu typul (col 1), alkalické fosfatizy (ALP) a
osteokalcinu (OC) osteoblasty linie Saos-2 na vzorcich sady III. (Ctrl, 5, 6, 12, 15, FAS). Grafy
zobrazuji expresi méfenou po 7 dnech (7D) a 14 dnech (14D) kultivace ve standardnim médiu nebo médiu
s pfidavkem osteogennich faktori (14D (DIF)). Po 7 dnech kultivace ve standardnim médiu bylo toto
médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium doplnéné osteogennimi faktory
(DIF). Pramér + SD ze 4 méfeni na 2 nezavislych vzorcich pro kazdou skupinu vzorkt. Data normalizovana
podle miry exprese sledovanych geni buikami Saos-2 rostoucimi na polystyrenu (PS, kalibrator) ve
stejnych Casovych intervalech kultivace pro kazdy typ média. ANOVA, metoda Student-Newman-Keuls,
p <0,001. Statisticky vyznamné rozdily vuci ostatnim skupinam vyznaceny nad sloupci grafu (,.all*

oznacuje vyznamnost vuci vSem ostatnim skupinam).
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Buniky na modifikovanych vzorcich IV. a V. sady (II, 8, 8T) nevykazovaly 7. den
kultivace v médiu NORM odlisnosti v mife exprese casné¢ho diferenciacniho markeru
kolagenu typu I. V souladu s jejich nizsi rychlosti proliferace a pozd€jsim dosazenim
konfluence vSak bylo mozné pozorovat statisticky vyznamné vyssi expresi kolagenu
typu I po 14 dnech kultivace v tomto médiu, a to u vzorki ¢. 8 a 8T ve srovnani s PS a
nemodifikovanym kontrolnim vzorkem sady IV, upravenym omilanim (Ctrl-o).
Ve stejném intervalu u bunék kultivovanych v médiu DIF byl zaznamenédn rychlejsi

pokles exprese kolagenu praveé na téchto vzorcich (vz. 8 a 8T; Graf 18).

Stfednédoby marker ALP, stejné jako u ptedchozi hodnocené sady vzorki (sada III)
rovnéz ukazal po 7 dnech kultivace v médiu NORM vyznamny vzestup exprese u bunck
konfluence (Obr. 23, Obr. 27). Presto vSak exprese na vzorku ¢. 8T byla statisticky
vyznamné vys$$i neZ na vzorku €. 8 a mirné zvySena oproti vzorku €. II. Po 14 dnech
kultivace exprese ALP na vzorku ¢. 8 stoupla a vyrovnala se hodnotami zjiSténymi na
vSech ostatnich vzorcich. Z grafu kvantifikace exprese bunék kultivovanych v médiu DIF
vidime, Ze rozdily v naméfenych hodnotich se dale stiraly a exprese ALP bunkami
kultivovanymi v médiu DIF byla v tomto intervalu kultivace jiz vyrovnanad mezi vSemi

hodnocenymi vzorky (Graf 18).

V expresi pozdniho diferenciaéniho markeru osteokalcinu na vzorcich nebyl
zaznamenan stasticky vyznamny rozdil v zd&dném z hodnocenych kultivacnich intervala

ani u jednoho z typi kultivacnich médii (Graf 18).
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Graf 18: Kvantifikace genové exprese kolagenu typul (col 1), alkalické fosfatizy (ALP) a
osteokalcinu (OC) osteoblasty linie Saos-2 na vzorcich sady IV. (Ctrl-o, Ctrl-n, II) a sady V. (Ctrl, 8,
8T). Grafy zobrazuji expresi méfenou po 7 dnech (7D) a 14 dnech (14D) kultivace ve standardnim médiu
nebo médiu s pfidavkem osteogennich faktord (14D (DIF)). Po 7 dnech kultivace ve standardnim médiu
bylo médium vyménéno za médium o stejném slozeni (NORM) nebo za médium doplnéné osteogennimi
faktory (DIF). Pramér = SD ze 4 méfeni na 2 nezavislych vzorcich pro kazdou skupinu vzorkd. Data
normalizovana podle miry exprese sledovanych genti buiitkami Saos-2 rostoucimi na polystyrenu (PS,
calibrator) ve stejnych casovych intervalech kultivace pro kazdy typ média. ANOVA, metoda
Student-Newman-Keuls, p <0,001. Statisticky vyznamné rozdily vici ostatnim skupindm vyznaceny nad
sloupci grafu (,,all“ oznacuje vyznamnost vii¢i vSem ostatnim skupinam).
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10. DISKUSE

Titan a jeho slitiny maji dnes v biomediciné Siroké vyuziti ve formé docasnych ¢i
trvalych implantat. Diky vysoké biokompatibilité, vyborné korozni odolnosti v prostiedi
télnich tekutin a mechanickym vlastnostem jsou vhodné pro aplikaci v tvrdych tkénich, a
jejich pouziti je tedy rozSifené predevSim v oblastech ortopedie a stomatologie.
Zaucelem vylepseni pfirozenych vlastnosti byvaji Casto oSetfovany rtznymi druhy
povrchovych tprav, které modifikuji jeho charakter a slozeni, diky ¢emuz je mozné

ovlivnit buné¢né interakce na povrchu implantatu po jeho vlozeni do organismu.

Slitina Ti-6Al-4V ELI se vyznacuje velmi dobrou stdlosti oxidickych vrstev i ve
velmi ndro¢nych prostiedich. V prostiedi téla zajistuje korozni odolnost predev§im praveé
pasivni oxidicka vrstva na jejim povrchu. Ta je u slitiny Ti-6AL-4V tvofena pievazné
TiO, s malym podilem TiO, Ti,O;. Hlinik je pfitomen bud’ ve formé Al,O; nebo jako
soucast TiO,, pficemz pomér Ti/Al mize byt rizny v zavislosti na podminkach vzniku
vrstvy. Vanad ve vnéjsi povrchové oxidické vrstvé nebyl vibec detekovan (Ask et al.
1989), ale jeho vyskyt byl zaznamenan ve velmi malém mnoZstvi v oblasti mezi
oxidickou vrstvou a samotnym materialem (Manivasagam et al. 2003). Stabilita oxidl

zélezi na strukturnim sloZeni a tloust'ce vrstvy (de Viteri ef Fuentes 2013).

Pii biomedicinskych aplikacich je pro biokompatibilitu diileZitd nejen morfologie
povrchu a jeho fyzikalni vlastnosti, ale 1 chemické slozeni povrchovych oxidi a
titanovych slitin je oxidace anodizaci (de Viteri et Fuentes 2013). Technologie
plazmatické elektrolytické oxidace (PEO) slouzi k vytvofeni tenké porézni oxidické
vrstvy (se strukturou podobnou keramickym materialim) o pozadovanych vlastnostech na
povrchu materidlu. Je povazovdna za ekonomicky efektivni metodu, s nizkymi
provoznimi nédklady, snadnou kontrolou parametrii procesu a variabilitou v produkci
ruznych typtl povlakii. Vyhodou je také to, ze pii ni nedochdzi ke vzniku toxickych

zplodin (Wang et al. 2005).

V rdmci této prace bylo v podminkéch in vitro hodnoceno pét sad materiali ze
slitiny Ti-6Al1-4V ELI, z nichz 10 vzorka bylo povrchové upravenych kombinaci metody
PEO v prosttedi alkalickych elektrolyti o rizném slozeni a naslednych mechanickych

uprav povrchu (Priloha A). Tti vzorky prvni sady byly anodizovany v nizkonapétovém
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rezimu klasické anodické oxidace. Vliv povrchovych charakteristik materidlu, jako je
jeho topografie, drsnost, smacivost a povrchova energie byl interpretovan na zékladé
chovani bunék linie Saos-2 na upravenych vzorcich slitiny. Jako referen¢ni materidly byly
pouzity kontrolni nemodifikované vzorky slitiny (Ctrl) a také dna standardnich
polystyrenovych kultiva¢nich komutrek (PS) a mikroskopicka kryci sklicka (sklo), ktera
svoji mirnou hydrofilitou odpovidaji smacivosti povrchu povazované za optimalni pro

adsorpci protein z média a bunécnou adhezi (Bacdkova et al. 2014; Liu et al. 2007).

V ptipad¢ anodizovanych vzorki 1. sady (vz. 5.1, 6.1, 7.1) se parametr drsnosti Ra
pohyboval na rozmezi submikrodrsnosti (Ras;=0,89 yum) a mikrodrsnosti
(Ra7; =2,28 pm), coz byla celkové nejvyssi naméfend drsnost ze vSech testovanych
vzorki. Jako prvni byla pozornost vénovana plose rozprostieni a morfologii bunék, ktera
je dilezitym indikatorem bunécné adheze a ma vliv na néslednou proliferaci bunck
(He et al. 2008). Vyrazné zmény v morfologii a snizend schopnost adheze mohou byt
prvnimi zndmkami neptiznivého uc¢inku materidlu na buniky (Kirkpatrick et Mittermayer
1990). Bunky se jevily od prvniho dne spiSe mensi, tj. méné rozprostiené na povrchu
materialu, a protdhlé oproti referenénim vzorklim, coz bylo nejvice zfetelné na vz. 6.1, na
némz byla rovnéZ zaznamenana nejpomalejsi proliferace. Povrchova vrstva na materialu
byla u vSech vzorkil velice porézni, u vz. 6.1 a 7.1 zna¢né¢ nehomogenni, vytvarejici
nerovnomérné rozloZenou sit’ nerovnosti v podob€ zaoblenych vrcholkt a prohlubni. Byla
zaznamenana tendence bunék se svou morfologii ptizpiisobovat rozloZzeni nerovnosti na
povrchu materidlu — v nékterych oblastech se vyskytovaly buniky vice rozprostfené, jinde
vice protdhlé. Tento jev, oznaCovany jako ,,contact guidance®, tj. fizeni tvaru, orientace,
migrace a proliferace bunék povrchovou topografii materialu, je zndm jiz dlouho a
existuji snahy o jeho vyuziti pro vylepSeni bunécné adheze specifickymi modifikacemi
topografie povrchu (Myllymaa efal. 2009). Orientace bunck timto zplisobem byla
pozorovana i na dalich vzorcich v ramci této prace — nejlépe na kontrolnich vzorcich
slitiny (Ctrl), upravovanych jemnym soustruzenim, ve srovnani s PS, kde byly builky
orientovany nahodile a rozprostiraly se vzdy stejnym zpiisobem. V pribéhu kultivace
vz. 5.1, 6.1 a 7.1 bylo pozorovano ve zna¢né mite odlupovani ¢astic materidlu do média,
coz jasn€¢ naznacovalo nestabilitu oxidické vrstvyv disledku jeji nedostatecné adheze
k zakladnimu podkladovému materialu (substratu) a tim 1 nevhodnost pouzité povrchové
upravy. V prostiedi téla by uvolnovani ¢astic ve vétSim mnozstvi mélo za nésledek

zangtlivou reakci a poSkozeni okolni tkané (Alvarez et Nakajima 2009), s moznymi
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genotoxickymi a dalsimi negativnimi projevy, pfisuzovanymi hliniku a vanadu
(Biesiekierski ef al. 2012; Gomes et al. 2011), v této slitin¢ obsazenym. Také na zékladé
vysledkl elektrochemickych zkouSek a instrumentalnich hodnoceni provenych naSimi
spolupracovniky z VUHZ, a.s. bylo konstatovatovano, Ze ziskané modifikované povrchy
neodpovidaji svymi vlastnostmi pozadavkim pro své potencialni uplatnéni v oblasti
povrchovych tprav traumatologickych implantatti. Tyto vzorky byly z dalSiho hodnoceni
vyfazeny a bylo pfistoupeno k upravé metody povrchové modifikace i samotného slozeni

elektrolytii.

Pii Gpravé II. sady vzorki (vz. 1 a 2) byla jiz pouzita PEO, s niZ bylo dosaZeno
ztenceni povrchové oxidické vrstvy, takze jeji tloustka i dal$i parametry jiz byly
spolehlivé méfitelné, i zlepSeni jeji homogenity. Rovnéz nanoindenta¢ni a adhezni
zkousky provedené ve VUHZ, a.s. potvrdily, Ze takto piipravené tenké vrstvy vyhovuji
vlastnostem pozadovanym u zdravotnickych aplikaci. Po kone¢né upravé omilanim a
tryskdnim doséhly parametry drsnosti Ra anodizovanych vzorkt této sady submikronové
drsnosti (0,12 — 0,15 um), vpodstate srovnatelné s drsnosti kontrolnich
nemodifikovanych vzorkti Ctrl z I. sady (Ra= 0,16 um), coz je ¢inilo relativné hladké.
Vysledky riznych studii (Nebe et al. 2007; Eisenbarth ef al. 2002) ukazaly, Ze osteoblasty
1épe adheruji na povrchy zdrsnélé (Ra>0,5 pm) nez na velmi hladké lesténé povrchy
(Ra < 0,07 um). Buniky Saos-2 na oba nami sledované materidly adherovaly velmi dobfe,
s obdobnou inicialni plochou rozprostieni jako standardni kultivacni materialy (PS, sklo),
v Casnych fazich kultivace pomaleji proliferovaly, avSak dosahovaly konfluence zhruba
ve stejnou dobu. Vysledky méfeni fluorescencniho signdlu produkce kolagenu typu I
nasveédcuji, Zze oba vzorky podporuji ¢asnou osteogenni diferenciaci rozsahu obdobném
nebo vy$Sim ve srovnani s PS a sklem. V pozd¢jSich intervalech kultivace dosahoval
lepsich vysledkli vz. 1, ktery se vyznacoval o néco vySSimi parametry drsnosti, veétsi
smacivosti a znacn€ vyssi hodnotou povrchové energie nez vz. 2. Hlavni oxid povrchové
vrstvy, TiO,, se na obou vzorcich vyskytoval piedevsim v krystalické formé anatasu.
Je zndmo, ze anatas stimuluje osidleni povrchu bunikami diky své mirné hydrofilité
(kontaktni thel cca 60° u ¢istého anatasu; He ef al. 2008) a v prostiedi télnich tekutin
(pH = 7,4) ma mirny zéporny naboj (Marcolongo et al. 1998). Zaporny povrchovy naboj
mayji také osteoblasty, které se k takto nabitému povrchu vazou pies proteiny s pozitivné
nabitymi skupinami (Gongadze et al. 2011). Literatura uvadi, Ze adheze a proliferace

osteoblastli je podporovana spiSe pfitomnosti kladné nabitych skupin na povrchu
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materidlu, zatimco se zda, ze zaporn¢ nabité skupiny podporuji spiSe osteogenni
diferenciaci v pozd¢jsich stadiich kultivace, coz je v souladu s pfedchozimi studiemi nasi

skupiny (Jirka et al. 2013; Vandrovcova et al. 2014).

I1I. sadou vzorki pokrac¢ovalo testovani ucinkt ruznych typt elektrolyti pfi
soucasném ovetovani reprodukovatelnosti vysledkii vyroby povrchovyc vrstev. Je znamo,
Ze nejen zpusob upravy povrchu, ale 1 slozeni je faktorem, ktery muze ovlivnit
architekturu, morfologii, tloustku a dalsi fyzikdlné-chemické vlastnosti vrstvy
(Zhang et al. 2010; Yao et al. 2006). V ramci této sady bylo piipraveno pét vzorki (vz. 5,
6, 12, 15, FAS), z nichz prvni ¢tyfi jmenované byly modifikovany PEO v elektrolytech
o rozdilnych sloZenich (PFiloha A). Vzorek FAS vznikl vystavenim vzorku ¢. 5 roztoku
1 hm. % fluoroalkylsilanu (tj. (tridecafluoroctyl)-triethoxysilanu) v ethanolu. Cilem této
upravy bylo ovlivnit smacivost materidlu smérem k hydrofobicit¢ snizenim jeho
povrchové energie a sledovat jeho vliv na chovani bunék. Uvadi se, Ze adheze a rist
bun¢k je optimalni na mirné hydrofilnich povrSich, na néz se proteiny zprostfedkujici
bunéénou adhezi adsorbuji ve flexibilni konformaci, vyhodné pro vazbu adheznich
receptori bun€k, pricemz uchyceni proteini je relativné pevné a stabilni. Nami
pozorovana adheze a proliferace vSak byla vysoka i na vysoce hydrofobnich vzorcich
FAS (kontaktni tithel s vodou 112,6 + 4,8°, celkova povrchova energie 9,5 = 5,8 mN/m),
které dosahovaly od 4. dne kultivace hodnot statisticky vyznamné vysSich nez na
ostatnich PEO upravenych vysoce hydrofilnich vzorcich 5, 6, 12, 15. Podle odborné
literatury se na vysoce hydrofobni vzorky (kontaktni thel s vodou> 100°) proteiny
zprostiedkujici bunécnou adhezi v rigidni a denaturované konformaci, nevyhodné pro
vazbu bunécnych adheznich receptorti (Vasita et al. 2008; Vagaska et al. 2009; Bacakova
etal. 2011). Napft. silikonové substraty pokryté fluoroalkylsilanem (kontaktni thel
112,2 + 2.6°) vyrazné redukovaly rast astrocytl (Patel et al. 2006). Tyto materidly rovnéz
meély vliv na redukci adheze a proliferace bakterii jako Staphylococcus epidermidis (Tang
et al. 2009) nebo Escherichia coli (Cao et al. 2006). Bakteriologické testy s Escherichia
coli, provedené na vzorcich FAS externim spolupracovnikem vSak jejich antibakterialni
ucinek neprokazaly (tyto vysledky nejsou soucésti prace). Také velice nizké hodnoty
polarni povrchové energie mély za nasledek zhorSenou proliferaci osteoblastii (Kubies
et al. 2011). Pri¢iny zvySené proliferace kostnich bun¢k na povrSich vystavenych FAS
v nasi studii je vSak nutné dale zkoumat, a to pfedevsim z hlediska fyzikalné-chemickych

vlastnosti tohoto povrchu, jako je jeho drsnost, morfologie a zmény chemismu povrchové
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vrstvy po fluorinaci povrchu fluoroalkylsilanem. Silany se pouzivaji k vytvoieni
tzv. samoskladnych monovrstev (self-assembled monolayers, SAMs) na povrchu
materiall, slouzici k jejich funkcionalizaci biomolekulami. Je proto mozné, Ze prave
zménény charakter chemickych skupin zlepSuje interakci osteoblastli s povrchem
implantatu (Mastrangelo 2011). Dodate¢na tprava povrchové vrstvy mize tedy vyrazné

ovlivnit bunécnou odpoved..

IV.sada vzorki (vz.II) byla pouzitym typem elektrolytu ndvratem k latkam
testovanym vramci sady II (Pfiloha A). Stouto sadou byly testovany nejen
nemodifikované kontrolni vzorky slitiny Ti-6Al-4V bez findlni povrchové upravy
(Ctrl-n), ale 1 tytéz kontrolni vzorky, avSak opracované omilanim keramickymi télisky
(Ctrl-0). Omilani vedlo ke zméné obou hodnocenych parametrii drsnosti (snizeni Ra i
Rz), snizeni kontaktnich thla s testovacimi kapalinami (z 86°na 69° s vodou a ze 73°na
71° s glycerolem), ale 1 snizeni povrchové energie (Tab. 7, str. 66). Charakter povrchové
vrstvy vzorku II po aplikaci PEO a omleti ve vibracné Zlabovém stroji byl méné
homogenni nez v ptedchozi hodnocené sadé i1 sad¢ II, coz se odrazilo také ve zvySeni
drsnosti povrchu. PfedevS§im parametr Rz vzorku II (9,62 + 1,08 pum) byl nejvyssi ze
vSech vzorkd hodnocenych v ramci této prace. Vzorek zaroveil vykazoval vyraznou
smacivost, pravdépodobné podpoifenou zatékanim kapaliny do prohlubni na jeho povrchu.
Neékteré studie (Sawase ef al. 2008; Yamauchi et al. 2017) udéavaji, Ze superhydrofilita
(kontaktni whel <5°) povrchu pfiznivé ovlivituje osteointegraci piedevSim v ¢asnych
fazich vhojovani implantdtu. Tuto tendenci jsme vSak v podminkach in vitro
nepozorovali. Piestoze viabilita bun€k na vSech hodnocenych vzorcich byla vyborna,
inicialni adhezni plochy, prolifera¢ni dynamika i1 Casnd osteogenni diferenciace byla
uvz. II obdobna jako na standardnich kultivacnich materidlech, avSak horSi nez na
kontrolnim omletém vzorku slitiny (Ctrl-o0). Na vysoce hydrofilnich vzorcich totiz mohou
byt proteiny uchyceny slabé a nestabilné, a proto jsou buiiky nachylné k odlouceni
v pozd¢jSich kultivacnich intervalech (Bacdkova et al. 2011). Domnivame se také, ze
vyraznd povrchova topografie vede k nutnosti bunék ptizpisobovat se nerovnostem a

omezuje tak rychlost jejich ristu.

Nedostatky v parametrech procesu PEO a findlni mechanické Gpravy vzorkl byly
odstranény pii vyrobé V. sady vzorku (vz. 8, 8T). Povrchova vrstva méla homogenni
charakter a dobrou adhezi k zédkladnimu substratu. Tloustka vytvofenych povrchovych

vrstev dosahovala hodnot do 1 pum. Uprava tryskanim (vz. 8T) méla pozitivni dopad jak
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na sjednoceni povrchu vzorku a parametry drsnosti, tak na odstranéni krystalické faze
TiO, ve form¢ rutilu. Oba vzorky dosahovaly dobré trovné sméacivosti s hodnotami
polarni slozky povrchové energie vyssimi nez standardni kultiva¢ni materidly (PS, sklo) 1
kontrolni vzorky slitiny (Ctrl). Vzorek 8T dosahoval kontaktniho thlu vody 35,4°
(sttedné hydrofilni), vzorek 8 kontaktniho thlu 15,6° (vysoce hydrofilni). Adheze a
proliferace bun¢k Saos-2 na vzorcich 8 a 8T byla obdobnd nebo nizsi nez na Ctrl, PS a
skle. Rozdily v proliferaci mezi obéma vzorky byly patrné az po 7 dnech kultivace, kdy
buniky na vz. 8T dospély dfive do stadia konfluence. Oba vzorky zhruba ve stejné mite

podpofily ¢asnou osteogenni diferenciaci bunék.

Ze zavéreCnych pokust, provedenych spolecné na vzorcich sady III, IV a V
vyplyva, ze bunky na vzorcich €. II, 8 a 8T modifikovanych PEO mineralizovaly svoji
ECM rychleji nez buniky na ostatnich hodnocenych anodizovanych vzorcich. Rovnéz
jejich genova exprese sledovanych diferenciacnich markert (kolagenu typu I, alkalické
fosfatazy a osteokalcinu) se uz v asnych fazich diferenciace bliZila vice expresi bun€k
kultivovanych na kontrolnich vzorcich (Ctrl) a standardnich kultiva¢nich materidlech (PS,
sklo). Vzorky ¢.8 a 8T dosahovaly relativné dobrych vysledkii ve vSech bunéénych
testech, ¢imz prokazaly tim dobry osteointegracni potencial. Na rozdil od vzorku ¢. II
u nich bylo dosazeno optimalizace postupu findlni mechanické Gpravy povrchové vrstvy,
jehoz vysledkem bylo jeji zte¢néni a sjednoceni, aniz by doSlo k jejimu mistnimu
poskozeni touto upravou. Jako nejvhodn€jsi materidly pro vyrobu kratkodobych
implantatl byly proto vyhodnoceny pravé vzorky €. 8 a 8T (Obr. 30). Domnivame se
také, Ze vzorky FASse diky vyrazné podpofe proliferace bunck a mife exprese
diferenciacnich marker bunék blizké referenénim vzorkiim hodi spise k vyrobé vyrobé
implantata trvalych. Jak vSak jiz bylo fe€eno, vliv fluoroalkylsilanu a ditvody pozitivniho

vlivu na chovani bunék na téchto vzorcich vsak bude nutné dale zkoumat.

A

Obr. 30: Finalni povrchy docasnych implantati po aplikaci procesu PEO. A) Vzorek 8 (netryskany);
B) Vzorek 8T (tryskany). Sjednocené povrchy implantatd maji po anodizaci a nasledném otryskani vnéjsi
vrstvy matny charakter (médium balotina 65-105, pracovni vzdalenost 15 cm, tlak 1,5 bar). VUHZ a.s.,
2017.
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ZAVER

Cilem této prace bylo vyhodnotit biokompatibilitu materialt ze slitiny Ti-6AL-4V,
modifikovanych anodizaci a plazmatickou elektrolytickou oxidaci (PEO) o rtiznych
parametrech procesu s ndslednymi mechanickymi upravami, v prostifedi in vitro, a
posoudit, ktery materidl se jevi jako nejvhodnéjsi pro aplikaci v docasnych implantatech
do kostni tkan¢€. Vliv vlastnosti materialu na bunécnou odpovéd’ v rdmci osteointegrace je
nejvyraznéji ovlivnén kombinaci faktord, jako je smacivost povrchu (reprezentovana jeho
kontaktnim thlem s kapalinami a povrchovou energii) drsnost, topografie, chemické
slozeni a povrchovy naboj. VSechny materialy, které¢ jsme pomahali vyvijet, umoznovaly
vruzné mife adhezi, proliferaci i diferenciaci lidskych kostnich bunék linie Saos-2
podobnym osteoblastim, aniz by vyrazné ovlivnily jejich zivotaschopnost. Materidly
sady I byly z pokust vytazeny z diivodu nedostateéné adheze povrchové oxidické vrstvy
k podkladovému materidlu, avsak potvrdily nutnost Gpravy vyrobniho procesu povrchové
vrstvy a finalnitho mechanického opracovani. Materidly sady II po aplikaci upraveného
postupu PEO ukézaly dobrou adhezi, proliferaci i Casnou osteogenni diferenciaci bunék i
na relativné hladkych materidlech o submikronové drsnosti. Vétsi vliv v tomto piipadé
méla mirnd hydrofilita materialti, podobné standardnim kultivaénim materidlim, stejné
jako vysoké hodnoty polarni slozky povrchové energie, jejiz ptiznivy vliv na bunéénou
adhezi je z literatury obecn€ znam. V ramci materialli sady III byly hodnoceny vzorky
dodate¢n¢ vystavené roztoku fluoroalkylsilanu s ethanolem. Navzdory vysoce
hydrofobnimu charakteru povrchu vzorkli s extrémn€ nizkou hodnotou povrchové
energie, jejichZ vliv na buné¢nou adhezi a proliferaci byl v mnoha studiich hodnocen jako
spiSe inhibi¢ni, vykazovaly tyto materidly zcela opacné vysledky. Pfesné mechanismy
pusobici pfi zminéné kombinaci Uprav a charakteru povrchu na zvoleny bunénény model
takto neocekavanym zplusobem vSak v tuto chvili nejsme schopni zcela jednoznaéné
vysvétlit. Diky lepSimu osteointegra¢nimu potencialu vzork s FAS, charakterizovanym
zvySenou podporou proliferace i1 diferenciace (pfi srovnani genové exprese vybranych
diferenciacnich markert s ostatnimi vzorky stejné sady), ovSem vykazuji urCity potencial
pro pouziti v implantatech dlouhodobého charakteru, a proto povazujeme za vhodné
pfi¢iny pozitivniho vlivu této upravy déale zkoumat. V ramci IV.sady vzorkd byla
prozkoumana naopak vysoka hydrofilita, ktera v kombinaci se vyraznym rozdily mezi
prohlubnémi a vystupky v topografii vzorkt vSak podle nasich pozorovani vedla spiSe ke

ztizeni jak podminek pro adhezi, tak i1 proliferaci a diferenciaci ve srovnani s referen¢nimi
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materidly. NejvhodnéjSimi vlasnostmi podle naSich pozorovani disponovaly vzorky
V.sady. Soucasn¢ doSlo k odstranéni nedostatkli v parametrech procesu PEO i
optimalizaci findlni mechanické upravy, vedouci k dobré reprodukovatelnosti vysledkt
povrchové modifikace. Oba vzorky testované v ramci této sady dosahovaly dobré trovné
smacivosti v obou hodnocenych parametrech a vykazovaly dobrou inicidlni adhezi a
obdobnou nebo mirné nizs§i proliferaci bunék ve srovnana s referencnimi materidly
(kontrolni vzorky slitiny, dna polystyrenovych kultiva¢nich jamek a sklo). Také uroven
mineralizace i exprese vybranych osteogennich markera se u téchto vzorka nejvice blizila
referenénim materialim. Mizeme proto shrnout, ze vzorky 8 a 8T prokéazaly dostatecny
osteointegracni potencidl pro pouziti v doasnych implantatech do kosti a je mozné je
doporucit k intenzivnéj§imu testovani, a to i formou preklinickych studii v podminkach

in vivo.
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Priloha A  Charakteristika testovanych vzorki.
Piiloha B Makro pro automatické pocitani jader bunék v programu FIJI — Imagel.

Priloha C  Prezentace dil¢ich vysledkl prace na védeckych konferencich a spolutcast

na ¢lancich.
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