Zdokonaleni sou¢asné pouzivanych tkanovych nahrad

V mezioborové spolupraci s tuzemskymi i zahraniCnimi institucemi, zabyvajicimi se
materialovym inZzenyrstvim, se soustfedime zejména na povrchové modifikace implantat
za ucelem modulovat jejich atraktivitu pro osidleni burfikami.

U polymernich implantatd se jedna napfiklad o modifikaci plasmatem, kterou obvykle
uzivame pro zvysSeni atraktivity syntetickych i pfirodnich polymertu pro adhezi, rast a
naslednou fenotypickou maturaci bunék.

Pomérné intenzivné se zabyvame kovovymi kostnimi implantaty, a to jak dlouhodobymi Ci
trvalymi (nahrady velkych kloubd, jako je kyc€el a koleno), tak i kratkodobymi a vyjimatelnymi,
jako jsou fixace kosti pfi jejich ziomeninach.

Pro dlouhodobé implantaty je zadouci pevna osteointegrace, kterou jsme se snazili
dosahnout jejich pokrytim napf. vrstvami nanokrystalického diamantu, vrstvami uhliku
podobného diamantu (DLC), ale i napfiklad vrstvami zeolitické a feroelektrické
keramiky.

Pro kratkodobé vyjimatelné implantaty se podilime na vyvoji oxidickych vrstev
nanesenych technologii mikroobloukové anodické oxidace (MAO), které svou vysokou
hydrofilii omezuji adhezi a rist bunék.

VSechny uvedené typy vrstev jsou vSak biokompatibilni, pro buriky netoxické, antikorozni,
omezuijici i nezadouci uvolfiovani ¢astic, molekul a iontd z materialu.

Uvadime nékteré priklady interakce bunék s materialy po jimenovanych modifikacich:

1. Modifikace plasmatem:

BC-AD 240s

"BC-L240s

Obr. 1. Lidské keratinocyty linie HaCaT za 4 dny po nasazeni na bakterialni nanoceluldzu,
perspektivni jako material pro ,inteligentni” kryty ran, tj. kryty dodavajici IéCiva a buriky pro aktivni
hojeni ran. Vlevo: Malé ostrivky keratinocytl na bakterialni nanoceluléze vysuSené vzduchem (BC-
AD) ¢i lyofilizaci (BC-L). Vpravo: tvorba souvislych ploch pokrytych keratinocyty na BC-AD a BC-L
modifikovanych argonovym plasmatem po dobu 240 s (spoluprdce s VSCHT, prof. V. Svoréik, dr.
Anna Kutova).



Modifikaci polymer( plasmatem Ize vyuzit nejen ke zvySeni adheze a rustu bunék, ale i
k naslednému roubovani dalSich biologicky aktivnich molekul:

PLLA PLLA240 PEG Dex PS

DAY 7

DAY 14

Obr. 2. Lidské kmenové buriky tukové tkané (ASC) za 7 dnu a za 14 dni po nasazeni na vzorky
nemodifikovaného poly(L-laktidu) (PLLA) a PLLA modifikovaného ozafenim argonovym plasmatem
po dobu 240 s (PLLA240) a nasledné roubovaného polyetylen glykolem (PEG) ¢i dextranem (Dex),
a na kontrolni polystyrénové kultivacni misky (PS). Buriky byly kultivovany jednak ve standardnim
rustovém (nediferenciacnim) médiu (nd) nebo v médiu navozujicim diferenciaci smérem k hladkym
svalovych burikam cévni stény. Tato diferenciace se projevuje pritomnosti casného markeru alfa-
aktinu (Cervena imunofluorescence) a stfednédobého markeru kalponinu-1 (zelena
imunofluorescence); jadra dobarvena modfe (Hoechst 33258). (Spoluprdce s VSCHT, prof. V.
Svorcéik, dr. Nikola Slepi¢kovéd Kasalkovd)
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2. Vrstvy nanokrystalického diamantu:
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Obr. 3. Lidské osteoblasty v kulturach na vrstvach nanokrystalického diamantu (NCD). A: Morfologie
vrstvy NCD, vyvijené ve spolupréci s Fyzikalnim dstavem AV CR (prof. Alexander Kromka, dr.
Stépan Potocky), v mikroskopu atomérnich sil (AFM). B, C: imunofluorescence talinu, proteinu
fokalnich adheznich plakd, v burikach na NCD terminovanych vodikem (B) a kyslikem (C). D, E:
markery fenotypické maturace, a sice aktivita alkalické fosfatazy, ti. enzymu zucastnéného
v mineralizaci kostni matrix (D) a obsah vapniku (E) v kulturach osteoblastu na NCD terminovanych
vodikem (Diam H), terminovanych kyslikem (Diam O) a na kontrolnim kultivaénim polystyrénu (PS).
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3. Vrstvy uhliku podobného diamantu (DLC):

DLC _pure DLC 2.1Ti

DLC_3.7Ti DLC_6.6Ti DLC_12.8Ti

Obr. 4. Imunofluorescence osteokalcinu, pozdniho markeru osteogenni diferenciace v lidskych
kmenovych burikach kostni dfené za 14 dnd po nasazeni na vrstvy DLC dopované riznymi
koncentracemi Ti (2,1-12,8 at.%) pro zvySeni jejich pfilnavosti ke kovovému materialu. Je ziejme,
Ze dopace DLC titanem podporuje i osteogenni diferenciaci bunék. Méritko pfedstavuje 100 um.
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Vyzkum je provadén ve spolupréci s Fyzikalnim Gstavem AV CR (dr. Tomas Kocourek)



4. Vrstvy zeolitické keramiky:
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Obr. 5. Lidské osteoblasty linie MG-63 za 1 den po nasazeni na vrstvu silikalitu-1, vyvijenou ve
spolupréaci s Heyrovského tstavem fyzikalni chemie AV CR (dr. Ivan Jirka) pro pokryv kovovych
kostnich implantat. Obrazek ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) pfi pavodnim
zvétSeni 750x (A), 2700x (B) and 9000x (C).
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6. Vrstvy feroelektrické keramiky

Obr. 6. Lidské osteoblasty linie Saos-2 v kulturach na beta-slitiné titanu Ti39Nb pro konstrukci
kostnich implantatt, pokryté feroelektrickou keramikou BaTiOs pro dalSi zlepSeni osteointegrace
implantatu, a na referencnim mikroskopickém krycim skli¢ku (Glass). Imunofluorescence fokalniho
adhezniho proteinu vinkulinu (zelené), aktinovy cytoskelet dobarven ¢ervené a jadra bunék modre.
Spolupréce s Fyzikdlnim dstavem AVCR (dr. Pfemysl Vanék) a Fakultou strojni CVUT (dr.
Zdenék Tolde, doc. Ladislav Cvréek).
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6. Oxidické vrstvy po regulaci stupné adheze a rastu bunék
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Obr. 7. Lidské osteoblasty linie Saos-2 za 1, 4 a 7 dnl po nasazeni na kontrolni nemodifikovanou
slitinu Ti-6Al-4V (Ctrl), uzivanou v klinické praxi pro implantaci do kosti, a na tutéz slitinu
modifikovanou mikroobloukovou oxidaci (MAO1). Viivem vysoké smacivosti a mikrodrsnosti vniklé
oxidické vrstvy je snizena adheze a ristu bunék, coz je vhodné pro do¢asné implantaty, u nichz neni
poZadovana pevna osteointegrace. Odstranénim svrchni ¢asti oxidické vrstvy (MAO1-blasting) se
adheze a rust bunék vraci prakticky k normalu. Spoluprace s Centrem nanotechnologii, Vysoka
$kola bériské-Technickad univerzita Ostrava (VSB-TUO; dr. Roman Gabor, prof. Jana
Seidlerova).
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7. Fibrinové vrstvy po modifikaci biomateriala

Zajimavym pfistupem k modifikaci biomaterialt, ktery pouzivame zejména u materialu
polymernich, je naneseni vrstev fibrinu, a to ¢aste€nou simulaci procesu hemokoagulace in
vitro — tuto technologii jsme si osvojili ve spolupraci s UMCH AV CR (dr. Eduard Brynda,
dr. Tomas Riedel). Pfedpokladame, ze fibrinogen, prekursor fibrinu, by mohl byt izolovan
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v rozumném mnozstvi z krve pacienta - prijemce tkanové nahrady, a pouZit v autologni
podobé, napfiklad pro endotelizaci polymernich cévnich nahrad:

—

S T e s
Pletena cévni protéza Jeji vnitfni povrch je Modifikace vnitfniho Detail vrstvy nanovlaken
vyrobena z PET v podniku drsny a vysoce povrchu protézy fibrinu ve skenovacim
VUP Medical a.s., Brno hydrofobni nevhodny nanesenim vrstvy fibrinu elektron. mikroskopu

k adhezi bunék

~ \
\ » _

Vrstva autologniho Protéza endotelizovana Za dnu po implantaci:
endotelu z jugularni zily v dynamickém nemodifikovana protéza

miniprasete kultivaénim systému, ucpana krevni

implantovana minipraseti srazeninou,

(IKEM, dr. Jaroslav endotelizovana protéza

Chlupac) je prichodna
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