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ABSTRAKT

Tato bakalafskéd prace je zaméiena na bunécny rast v simulovanych in vivo podminkéch.
V teoretické Casti jsou shrnuty dosavadni znalosti ohledn¢ biomaterialt, vlivu povrchovych
vlastnosti, mechanického namahani a kultivanich podminek na chovéani bunék.
V praktické ¢asti byla bunééna morfologie sledovana pomoci invertovaného mikroskopu
s fazovym kontrastem na chemicky i topograficky stejnych povrSich v podminkach bézné
kultivace a kultivace v bioreaktoru. V posledni ¢asti byl proveden MTT test, diky kterému

byly ziskany hodnoty bunécné viability u vSech vzorki.

Kli¢ova slova: biomaterial, polystyren, bioreaktor, in vivo

ABSTRACT

This bachelor thesis focuses on cell growth in simulated in vivo conditions. The theoretical
part summarizes the current knowledge about biomaterials, influence of surface properties,
mechanical stress and culture conditions on cell behaviour. In the practical part, cell
morphology was monitored by a inverted phase microscope on both chemically and topo-
graphically identical surfaces under conditions of conventional cultivation and cultivation
in the bioreactor. In the last part, the MTT test was performed, resulting in cell viability for

all samples.

Keywords: biomaterial, polystyrene, bioreactor, in vivo
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UvVOD

Biomateridly byly po velmi dlouhou dobu pouzivany pro jednoduché aplikace, které mély
ucel spise kosmeticky nez funkcni. Poté doslo k navrhovani biomateriadli pouzitelnych
v kardiovaskularnich, zubnich, ortopedickych a oftalmologickych operacich. Je podstatné,
aby implantovany biomaterial byl organismem pfijat a nevyvolal tak Zadnou negativni re-
akci. Z tohoto diivodu jsou velmi dualezité vlivy materialového povrchu na biologicky sys-
tém, jakoZzto adsorpce proteinl a naslednd bunécna adheze a diferenciace. Dulezitou roli
také hraje struktura a povrchova morfologie materialu, které ptimo ovliviiuji interakci mezi

implantovanym materiadlem a tkani.

Kazdy biomateridl musi nejprve projit sérii testll, nez je pln¢ pouzivan v lidském téle.
Obecné plati, Ze se pouzivaji nejCastéji dva typy testil a to in vivo a in vitro testy. Pro lepsi
a kvalitngj$i vysledky slouzi in vivo studie, ale z etickych divodd je pouzivana v mensi
mife jako in vitro studie. Hodnoceni bezpe¢nosti materialu by mélo byt také provedeno

podle mezinarodni normy ISO 10993 pro pouziti fizeni rizika na zdravotnické prostiedky.

V této praci budou pouzity ke srovnani jak statické, tak i dynamické kultiva¢ni podminky.
Jako zéastupce dynamické kultivaéni podminky byl vybran reaktor s mechanickou stimula-
ci, ktery simuluje in vivo podminky. Tento bioreaktor reguluje teplotu, ziviny, koncentraci
kysliku a hodnoty pH. Je tedy idedlni pro piekonani urcité nevyhody statické kultury,
jelikoZ rotacni pohyb zabranuje sedimentaci a vytvofena suspenze prostfedi posiluje inter-

akce mezi buiitkami a simuluje tak skute¢né prostiedi Zivého organismu.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

11

I. TEORETICKA CAST
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1 BIOMATERIALY

Existuje mnoho definic terminu biomateridl. Pro ucely této bakalaiské prace je vhodna
nasledujici definice: ,,Biomaterial, je synteticky material, ktery je ur¢en k ndhradé organti a
tkani nebo pro interakcei s biologickym systémem v lidském téle* [1]. Existuje velké mnoz-
stvi biomateriali, a tedy 1 jejich ¢lenéni. Z praktického pohledu je pak podstatné, Ze mohou
mit rizné specifické a charakteristické vlastnosti v zavislosti na jejich aplikaci. Kazdé mis-
to aplikace ma specifické pozadavky vychazejici z anatomie, fyziologie, ¢i mechanickych
vlastnosti. Mechanické vlastnosti, jako je pevnost, pruznost, tuhost a propustnost se budou
lisit v riznych mistech. Reakce organismu s materidlem lze rozd¢lit do tfi hlavnich katego-
rii: bioinertni, bioaktivni a bioresorbovatelné. Bioinertni reakce zahrnuji minimalni inter-
akci materidlu s okolni tkdni. Bioaktivni materidl naopak komunikuje s okolni tkéni, coz
ovliviiuje napt. adhezi, proliferaci ¢i diferenciaci bunék. Bioresorbovatelny material se
odbourava a je odstranén pomoci metabolické aktivity lidskych bunék [2]. Kromé vyse
uvedenych vlastnosti je kli¢ovéa biokompatibilita, ,,schopnost materidlu vyvoldvat pozado-
vanou hostitelskou reakci v konkrétnich aplikacich “. Dale by mély byt biomateridly
schopné usnadiovat biochemické a biologické procesy potiebné pro rust ¢i regeneraci
tkané v téle. Pred implantaci by mély byt sterilizovany, aniZ by doslo k jejich poSkozeni.
Uspéch implantace zavisi i na mnoha jinych faktorech, jako je konstrukce implantatu,
chirurgicka technika a zdravotni stav pacienta. Volba spravného biomaterialu je velmi di-
lezita a musi se vzit v tvahu pfed samotnou implantaci [3]. Zakladem poznéni vlastnosti
biomateriall jsou in vitro testy za pouziti alternativnich modeli. Z tohoto pohledu je pak
klicovym poznanim chovani modelovych systéml za b&znych (statickych) kultivac¢nich
podminek a za podminek simulujicich in vivo podminky, tedy napt. pomoci dynamickych

systémt kultivace.

1.1 Historie biomaterialu

Pouziti biomaterialii nastalo prakticky az po pfichodu aseptické chirurgické metody vyvi-
nuté Dr. J. Listerem v roce 1860. Diive byly chirurgické zdkroky s implantaty i bez nich
obecné neuspésné v dusledku infekce, ktera nastala. Nejvice GspéSné implantaty byly
v kosternim systému. Kostni desticky byly zavedeny v roce 1900 na pomoc pfi fixaci zlo-
meniny. Mnohé z téchto desticek byly zlomeny v disledku Spatné mechanické konstrukcee,
kdy byly desticky pfili§ tenké a mély v rozich koncentrované napéti. Také materidly, jako

vanadova ocel, které¢ byly vybrany pro své dobré mechanické vlastnosti, rychle
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zkorodovaly a zpusobily Spatné hojeni. Brzy néasledovaly lepsi materialy a jejich konstruk-
ce. Vroce 1930 byla zavedena nerezova ocel a kobaltova slitina chromu, poté bylo dosa-
zeno lepSiho tspéchu u fixace zlomeniny, kde byla provedena prvni implantace. Nasledné
bylo zjisténo, ze tlomky z polymetylmetakrylatu (PMMA), kterymi byli zranéni vojensti
piloti za 2. Svétové valky, nejsou chronicky neptiznivé pro lidské télo. Polymetylmetakry-
lat se proto stal pouzivanym materidlem pro vyménu rohovky a néhradu ¢asti poskozené
lebky [4]. V roce 1937 byl poprvé uspésné pouzit zubni implantat. Prvni cévni protéza byla
implantovéna u lidi v roce 1952 a nasledné v roce 1959 byl poprvé implantovan kardiosti-
mulator. Poté v roce 1960 nastaly dal$i pokroky v materialech v chirurgické technice, kdy
byly nahrazeny srde¢ni chlopné a pouzity kloubni nahrady. V roce 1964 Dr. Branemark
objevil titan, jako vhodny materidl pro zubni a ortopedické implantaty [5]. K rozvinuti ky-
celni protézy doslo mezi lety 1968-1972 a poté mezi lety 1978-1986 doslo k vyvinuti de-
signu prvniho implantovaného stentu [2]. V dnes$ni dob¢ jsou biomateridly velmi vyuziva-
ny. Existuji akademickd oddéleni, programy a vyzkumné ustavy zamétené specidlné na

vzdélani a prizkum v oblasti biomaterialt [6].

1.2 Klasifikace biomaterialu

Materialy pouzivané v medicin€ mohou byt klasifikovany do tfi zdkladnich skupin podle
druhu zvoleného materialu: kovy, keramiky a polymery. Tento systém je zalozen piede-
v§im na chemickém slozeni a na chemickych vazbach. Ctvrtym druhem materialu je

kompozit, ktery je kombinaci dvou nebo vice materialti z uvedenych tii zékladnich ttid [7].

1.2.1 Kovy

Kovy se pouzivaji jako biomaterialy z divodil jejich vynikajici elektrické a tepelné vodi-
vosti a dobrym mechanickym vlastnostem [8]. Materialy jsou slozeny z jednoho nebo vice
kovovych prvki (napt. Fe, Ni, Al, Cu, Zn a T1) a Casto také 1 z nekovovych prvkl (napt. C,
N a O) ve velmi malém mnozstvi. Atomy kovi a jejich slitin jsou velmi uspotadané.
Elektrony atomti kovi jsou delokalizované a tvoii elektronovy oblak, ve kterém jsou ulo-
zeny kovové ionty. Kovova vazba je elektrostaticky pfitazliva sila mezi zaporné nabitym
elektronovym obalem a kladn& nabitymi ionty kovii. Castym problémem pro kovy a slitiny
v mokrém nebo slaném prostiedi je koroze. Lidsky organismus je agresivni prostiedi pro

kovové implantaty, jelikoz obsahuje vSechny tii reaktivni prvky: kyslik, vodik a iontové

wewr
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kovového materialu [7]. Pouziti kovovych materiala je vSestranné. NejCastéji jsou pouzi-
vany jako ndhrady kostni hmoty, a to bud’ jako trvalé protézy (kycelni protézy a zubni
implantaty) nebo jako docasné implantaty (desky, Cepy, Srouby a tyce pro fixaci zlomenin)

[9].

1.2.2 Keramika

Pouziti keramiky sahd az do devatenactého stoleti, kdy byl siran vapenaty pouzivan jako
lepidlo pro fixaci kosti. V soucasné¢ dobé se bézné pouzivaji oxidy kovi (napt. Al,O3 a
MgO, SiO; a ZrO,), fosforecnan véapenaty a sklokeramika. Oxidy kovl jsou téméf
bioinertni v biologickych prostfedich, zatimco fosfore¢nan vapenaty a sklokeramika jsou
bioaktivni, protoze se mohou vazat na kost v mistech implantace [9]. AZ do nedavné doby
bylo pouziti keramiky pon€kud omezené v disledku kiehkosti, nizké pevnosti v tahu a
nizké rdzové houZevnatosti. V poslednich letech si lidé uvédomili, Ze keramika a jeji kom-
pozity mohou byt také pouzivany pro nahrazeni riznych ¢asti téla, zejména kosti, diky
dobré biokompatibilite. Jejich relativni inertnost k télesnym tekutindm, vysoka pevnost a
esteticky ptijemny vzhled vedly k pouziti keramiky v zubnim lékatstvi jako zubni korunky
[8]. PouZivané implantované keramiky miZeme rozdélit na vstiebatelné a nevstrebatelné
biokeramiky. Nevsttebatelné¢ biokeramiky jsou bioaktivni a podporuji tvorbu biologické
vazby mezi tkani a implantatem, aniz by dochéazelo k degradaci v prubéhu ¢asu. Na druhou
stranu vstfebatelné¢ biokeramiky, jako naptiklad fosforecnan vépenaty, hydroxyapatit a

siran vapenaty, degraduji a jsou nahrazeny Zivou tkani [10].

1.2.3 Polymery

Nejsirsi tiidu biomateridlti tvofi polymery skladajici se z opakujicich se malych chemic-
kych jednotek zvanych monomery. V dnesni dobé¢ je fada polymert k dispozici pro vyrobu
nejruznéjsich biomateriall. Polymery mohou byt jak pfirodniho, tak i syntetického ptivodu
[3]. T kdyZ polymery maji mnoho Zaddoucich charakteristik, maji také tendenci mit nizkou
mechanickou pevnost v porovnani s kovy a keramikou, proto jsou casto pouzivany v

rekonstrukci mékkych tkani. Hraji tedy klicovou roli ve tkdnovém inZenyrstvi [8].
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1.2.3.1 Prirodni polymery

V priibéhu poslednich 40-50 letech, jsme svédky zna¢ného nartistu zajmu o polymery pii-
rodni, jako napf. kolagen, kyselina polymlécna, Zelatina a kopolymer kyseliny glykolové
[11]. Pfirodni biomateridly maji fadu vyhod, jako je vynikajici biokompatibilita a snadné
zpracovani. MlUzou mit také tu vyhodu, Ze indukuji pouze mirné zanétlivé odpovédi.

Nevyhodou je pak nehomogenita materidlu s ohledem na jeho zdroj [12].

1.2.3.2 Spyntetické polymery

Na rozdil od pfirodnich polymera se syntetické polymery vyrabi fizenymi procesy, které
poskytuji produkty konzistentnich vlastnosti [12]. Mezi pozoruhodné piiklady syntetickych
polymert patii polyetylen, polyetylentereftalat a polymetylmetakrylat. Diky jejich bio-
kompatibilité, flexibilité, nizké hmotnosti a tvarné povaze jsou tyto polymery vyuzivany

v Sirokém rozsahu biomedicinskych aplikaci [3].

1.2.4 Kompozity

Kompozitni materialy jsou pevné latky, které obsahuji dva nebo vice rozdilnych kon-
struk¢nich materiali. Tyto materialy nabizi celou fadu vyhod, napf. moZznost kontroly nad
vlastnostmi materidlu [8]. Cilem navrhu kompozitli je dosdhnout kombinaci nejlepSich
vlastnosti z daného materialu. Pro biokompozity je dilezité, aby kazda slozka kompozitu
byla biokompatibilni [7]. Aplikace kompozitnich materiald je Sirokd. Ve velkém métitku

se pouzivaji jako dentalni vypln¢ a ortopedické implantaty s poréznimi povrchy [8].

1.3 Aplikace biomateriali

Velka rozmanitost a propracovanost materiald, které se pouzivaji v medicin€ a biotechno-
logii, jsou svédectvim vyznamnych védeckych a technologickych pokroki, ke kterym do-
Slo v pribéhu poslednich 50 let. Jsou navrhovéany tak, aby byly vhodné pro pouziti
v ptimém kontaktu s biologickym syst¢émem. Kontakt biomaterialu je realizovan tfemi
zpusoby. Jsou to permanentni implantace (> 30 dni, napi. srde¢ni chlopné, nahrady kloubt
a nitroo¢ni ¢ocky), dlouhodobé aplikace (24 hodin-30 dni, napt. fixace zlomenin, kontaktni
coCky a zubni protézy) a nakonec materidly s pfechodnym pouzitim (< 24 hodin, napf.
jehly pro o€kovani, hojeni ran a pfistroje pro mimotélni ob¢h). Kritéria pro vybér vhodné-

ho biomaterialu jsou ur¢ena podle jeho specifické aplikace [5, 9].
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1.3.1 Kardiovaskularni implantaty

Béhem uplynulych 30 let bylo dosazeno vyznamného pokroku v pouziti biomateriali
k rozvoji kardiovaskularnich zafizeni. V ptipad¢ kardiovaskuldrnich zafizeni je tieba vzit
v tvahu interakce s krvi, s ptilehlymi okolnimi tkanémi a navic také adhezi a riist bakterii
v blizkosti zafizeni. Tyto materidly mohou byt jak pfirodni, tak i syntetické [6]. Materialy
vhodné pro regeneraci srdce ¢i ndhrady musi byt biokompatibilni a nesmi vyvolavat neza-
douci reakce. Mezi piirodni materidly patii Zelatina, kolagen, alginat, chitosan a fibrinové
lepidlo. Kolagen, hlavni souc¢ést extraceluldrni matrix, je jednim z populérnich ptirodnich
materiald pro pouziti v srdecnich implantatech. Alginat je polysacharid z motskych tas a
byl intenzivné zkouman pii hojeni ran, doddvce léCiva a pfi tkdnovém inzenyrstvi.
Chitosan byl pouzivan pro zlepSeni endotelu a pro vétsi preziti bunck. Fibrinové lepidlo,
které bylo vyrobeno pfevazné z fibrinogenu a trombinu, se pouziva pro vytvoieni fibrinové
srazeniny. Obvykle se pouziva k opravé stény levé komory a k utésnéni prasklého myokar-
du. Naopak syntetické materialy jsou vyrobeny ze syntetického polymeru, kovu nebo je-
jich kombinaci. Materidly maji vynikajici pevnost a trvanlivost, ale pfitomné zvyseni toxi-

city vytvaii problémy [13].

Mezi kardiovaskularni implantaty patii protetické srdec¢ni chlopné, které se pouzivaji
k nahrazeni pfirozené srdec¢ni chlopné, pokud prestdva plnit svou normalni funkci
z diivodu nemoci. Poprvé byly pouzity u lidi v roce 1960. Jsou vyrobené z pyrolytického
uhliku, Co-Cr slitin a titanu. DalS§imi implantaty jsou syntetické cévni Stépy, které jsou
vyrobeny z polyuretand, silikon a PTFE, ktery je uspokojivy, pokud jde o pevnost v tahu.
Stent, ktery je na obrazku 1, je dal$i implantat vyrobeny z inertnich material, jako je titan,

tantal a NiTi slitiny. Stent slouzi jako doCasné nebo trvalé vnitini leSeni.

Obrazek 1: Koronarni stent tepen [6]
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Casto pouzivany je také kardiostimulator. Elektrody kardiostimulatori jsou vyrobeny
z platiny, stfibra, titanu, nerezové oceli nebo ze slitin kobaltu. Perfluorchemikalie slouzi
jako skupina sloucenin, které se ukazaly jako slibné v ndhrad¢ krve. Nekteré z nich mohou
nést stejné mnozstvi kysliku jako hemoglobin. Do budoucna maji biomaterialy velky

potencial v srde¢ni reparaci a regeneraci [ 13, 6].

1.3.2 Zubni implantaty

vvvvvv

Béhem 18. a 19. stoleti syntetické materidly a jejich design pokroc€ily do stadia, kdy byly
stanoveny fyzikalni, mechanické, chemické, elektrické a biologické vlastnosti zubnich im-
plantatt. Syntetické materidly pro kofenové formy byly ptivodné vyrobeny z drahych
kovt, jako jsou zlato, platina, iridium a paladium. Vysoké ndklady na materialy a vysoka
pevnost brzy vedly k pouzivéni slitin, jako je tantal, titan, zirkon a kovovych systémil
z lehkych slitin na bazi kobaltu a zeleza. Od roku 1950 se zacaly pouzivat i ostatni
materialy a to keramiky, atomy uhliku, polymery a kompozity. Zubni systémy implantatt
se daji rozdé&lit na ty, které jsou piimo v kontaktu s tkdnémi a ty, které nahrazuji ¢asti zubt.
Kromé tohoto rozdéleni je lze jesté dale delit na endostalni a subperiostalni. Mezi nejcasté-
Ji pouzivané materialy pro endostalni implantaty, coz jsou rizné kofenové formy (Cepele,
sponky, ramy, Srouby a draty) patii titan, slitiny titanu, oxid hlinity a povlaky z keramiky
vyrobené z fosforenanu vapenatého. Subperiostdlni implantaty se skladaji z kovové
miizky, kterd je implantovana pod periostu z alveolarniho vybézku [6,14]. Naopak intrao-
ralni protézy, jako jsou korunky, mustky a zubni protézy, zahrnuji Sirokou Skalu kovi, ke-
ramik, polymerti a kompozith. Nejcastéji se vSak pouzivaji zesitované polymery. Tyto
vysoce zesitované polymery musi mit navic stejné vlastnosti jako ma zubni sklovina nebo
tkan, na kterou maji byt pfipojeny. Obecné tedy plati, Ze zubni protézy se skladaji ze
zakladniho materidlu, jako je polymetylmetakrylat a pruzného obkladového materidlu
etylenvinylacetatu. Polymetylmetakrylat se bézné pouziva jako zakladni material pro zubni
protézy kviili jeho dobré biokompatibilité, snadné manipulaci a nizké toxicité. Ethylenvi-
nylacetat je netoxicky material s minimalni absorpci vlhkosti, dobré pruznosti, snadné vy-
roby a dobrymi mechanickymi vlastnostmi. Jako materialy na zubni nahrady se pouzivaji

nerezova ocel, Co-Cr-Mo slitiny, Ti slitiny a biosklo [9, 15].
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1.3.3 Ortopedické implantaty

S rostoucim vyuzivanim ortopedickych implantat na celém svété, existuje stale velky za-
jem o vyvoj novych technologii, s cilem dale zlepsit efektivni klinickou uc¢innost soucas-
nych 1éCebnych zatizeni. Za poslednich 60 let byly biomaterialy pro ortopedické aplikace
presunuty z dostupnych materidlti pro rizné aplikace, do vyvoje materialti se schopnosti
komunikovat s biologickym prostiedim. Ortopedické implantaty jsou urceny k provadéni
urcité biologické funkce, nebo opravy odlisné tkané€, jako jsou kosti, chrupavky, vazy a
Slachy. Moderni materidly, jako je kobalt, chrom, polyetylén a keramiky (oxid hlinity, oxid
zirkonicity, lze vidét na obrazku 2), jsou piijimany jako sypké materidly pro ortopedické

implantaty [17, 18].

Obrazek 2: Ukazka ortopedickych protéz z

keramického materialu [19].

Stale vice pouzivané biomaterialy pro spinalni implantaty jsou polyetherketony, které se
také pouZzivaji jako stehenni stonky, nosné materialy pro kycle a kolena. Silikony jsou tra-
dicné zndmé pro jejich biokompatibilitu. Nejcastéjsi aplikace silikonu jsou kloubni implan-
taty, napt. klouby prstl. Dokonce 1 ted’ silikon zlstdva nejrozsifenéjSim typem malych
kloubnich implantati [18]. V dne$ni dob¢ jsou velmi pouzivany i bioresorbovatelné im-
plantaty, které jsou ¢asto vyrobeny z kyseliny polyglykolové (PGA) a kyseliny polymlécné
(PLA). Postupem casu vedou ke vstfebani implantatu a jeho misto je naplnéno novou kost-
ni tkani. Pokud se jedna o celkovou kycelni protézu, je dulezité, aby hlava stehenni protézy

byla vyrobena ze slitiny kobaltu, chromu nebo keramiky. Soucast, kterda ve skute¢nosti
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nahrazuje stehenni kost, je z titanové slitiny. Zptsob jak zvolit vhodné materialy pro orto-

pedické operace zavisi na specifickém umisténi implantatu [19].

1.3.4 Oc¢ni implantaty

Pro korekci o¢nich nedostatkii zpisobenych chorobami, vékem a o¢nim traumatem se pou-
zivaji zafizeni, vyrobené ze Siroké Skaly biomateridlti. Rozmanité polymerni zafizeni, jako
jsou bryle, kontaktni ¢oCky a intraokuldrni implantaty, se pouzivaji pro korekci optické
funkce oka. Moderni implantaty jsou Casto zalozeny na hydroxyapatitu nebo na poréznim
polyetylenu. Hlavnimi vlastnostmi materidlli u kontaktnich ¢ocek, kromé& pozadovanych
optickych vlastnosti, chemické stability a dobré vyrobni ceny, jsou vysoka propustnost pro
kyslik, smacenlivost a odolnost proti hromadéni usazenin na povrchu cocky. Musi byt také
snadno Cistitelné a dezinfikovatelné. V roce 1940 byl objeven polymetylmetakrylat
(PMMA, viz obrazek 3), za ptedpokladu vyuziti jiného materidlu pro vyrobu ocnich pii-
stroji. Tento objev vedl k vyvoji souc¢asnych ¢ocek. PMMA ma dobré optické vlastnosti, je
lehky, ma ptijatelnou smacenlivost a vyjimecnou trvanlivost. Nizkéd propustnost pro kyslik
tohoto materidlu omezuje dlouhodobé noSeni téchto cocek. Kvili propustnosti pro kyslik
by méla byt idedlni kontaktni cocka vyrobena z polydimetylsiloxanu [6, 16]. V roce 1961
Otto Wichterle poprvé vyrobil mékké kontaktni ¢oCky z polyhydroxyetylmetakrylatu
(PHEMA). Tento material obsahoval 38% vody a mél vynikajici smacenlivost, coz vedlo
k lepSimu pohodli nositele. V dne$ni dob¢ se nejvice pro vyrobu kontaktnich a nitroo¢nich

cocek pouzivaji hydrogely, silikony a akrylaty [9, 16].

CH,
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Obrazek 3: Strukturni vzorec

PMMA [20].
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2 POVRCHOVE VLASTNOSTI

Atomy a molekuly tvofi nejzevnéjsi povrch biomaterialli, coz je rozhrani mezi materialem
a okolnim prostfedim. Tyto atomy a molekuly, které jsou umistény na povrchu, maji
zvlastni organizaci, reaktivitu a ptimou biologickou odpovéd’. Vyzaduji specidlni metody k
charakterizaci a fizeni mnoha biologickych reakci, které se objevuji v reakci na biomaterial
(napft. adsorpce proteinil, adheze bunék, rist bunék a kompatibilita krve). Pohyby atomt a

molekul blizko povrchu v zavislosti na okolnim prostfedi jsou velmi vyznamné [5].

2.1 Povrchova energie

Povrchova energie je definovana jako povrch piebyte¢né volné energie na jednotku plochy
a je zasadni pro pochopeni pfilnavosti. Povrchové energie jsou také spojeny s tvorbou
adhezivni vazby [21, 22]. Povrchy pevnych materiali mohou byt rozdéleny do kategorie
s vysokou nebo s nizkou povrchovou energii. Kategorie vysoké povrchové energie zahrnu-
je materidly, jako jsou kovy a anorganické slouceniny, mezi které patii oxidy, silikaty,
diamant a nitridy. Nizkoenergetické materidly jsou pfevazné slozeny z organickych latek a
polymerd. Polymerni povrchy jsou klasifikovany zvlast, a to jako polymery s nizkou,

sttedni nebo vysokou povrchovou energii [23].

2.2 Povrchové napéti

Sila plisobici na povrchu kapaliny kolmo na jednotku délky se nazyva povrchové napéti. Je
to také vyslednice pfitazlivych sil, které plisobi mezi molekulami. Tyto sily se navzdjem
rusi, protoZe na molekulu uvnitt kapaliny plisobi pfitazlivé sily okolnich molekul ze v§ech
stran stejng. V mezinarodni soustavé jednotek je jeho jednotka Nm™. Sily, které piisobi
smérem dovnitt kapaliny, pievazuji u povrchu a diky tomu jsou molekuly z povrchu vta-
hovany dovniti kapaliny. Povrchové napéti zpiisobuje, ze se kapalina snazi nabyt takového

tvaru, aby byl jeji povrch co nejmensi. Vytvaii proto tvar kapicky [24, 25].
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2.3 Objemové vlastnosti

Objemové vlastnosti biomateriala jsou dilezité pro Iékaiské implantaty. Ukazalo se, ze
objemové vlastnosti piimo ovliviiuji a v nékterych ptipadech kontroluji dynamické inter-
akce, ke kterym dochézi pfi tkan-implantat rozhrani. Je dilezité, Ze syntetické materialy
maji specifické hmotnosti a charakteristiky. Tyto charakteristiky musi byt zndmé pted kaz-
dym medicinskym pouzitim, ale také musi byt ve vztahu ke zménam, které se mohou v in
vivo testech v Case uskutecnit. Informace, tykajici se zakladnich vlastnosti, jsou pfedepsany

narodni a mezinarodni normou, a také v pfiruckach a riznych odbornych ¢asopisech. [26].

2.4 Morfologie

Struktura a povrchova morfologie patii k faktorim, které pfimo ovliviuji interakci mezi
implantovanym materidlem a tkani. Morfologie ovliviiuje zanétlivé reakce, jakozto odpo-
véd’ na mikrobidlni napadeni. Intenzita zadnétlivé reakce se zvySuje s poctem ostrych hran
implantované¢ho materidlu. Drsnost povrchu ma vyznamny vliv na hemokompatibilitu a na
biokompatibilitu daného materialu. Pro uchyceni bunék a jejich riist na materialu je dilezi-

ta tvrdost povrchu a kombinace fyzikalni a chemické formy [27].

2.5 Topografie

Topografie je obecny termin oznacujici tvar povrchu. Pouziva se k popisu povrchu
materiald, jak se méni s ohledem na hladkost a drsnost. Pro implantované zatizeni je ob-
vykle topografie stanovena vyrobnim procesem. Obrabéni a odlévani mohou mit za nésle-
dek nerovnosti, které mohou byt snizeny elektrolytickym leSt€énim. Povrchova uprava
ovlada vlastnosti, jako je tfeni a opotiebeni dosedacich ploch u kloubnich ndhrad, korozi a
degradacni procesy materialu. Bunky a proteiny jsou schopny komunikovat se specificky-
mi rysy povrchu materialu, proto mize byt topografie zimérné zavedend a mé pravidelny
tvar. Samotné textury na materidlech mohou byt vyrobeny riznymi technikami, které jsou
vetSinou na bazi litografie, véetné elektronové litografie a laserového paprsku [11]. Nepra-
videlnosti povrchu podporuji ulpivani bakterii a tvorbu biofilmu, protoze drsny povrch ma
vétsi povrchovou plochu a trhliny v povrchu poskytuji ptiznivé misto pro kolonizaci. Pfi-

Inavost bakterii na povrchu nakonec zavisi na Sifce vzniklych drazek [28].
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2.6 Metody studia povrchovych vlastnosti

Povrchové vlastnosti maji obrovsky vliv na uspéch nebo netispéch biomaterialti. Dostatec-
na charakterizace povrchu daného materialu ma tedy velky vyznam. Vlastnosti, které jsou
pfedmétem z&jmu pii charakterizaci povrchii biomateriald, zahrnuji chemickou strukturu
(hydrofilnost a hydrofobicitu), pfitomnost iontovych skupin, morfologii a topografii.
Razné informace o téchto vlastnostech lze ziskat pomoci riznych metod analyzy. Volba
pouzité metody pro charakterizaci povrchu muize byt zavisld na nepfeberném mnozstvi
uvah, zahrnujicich rozsah analyzovaného povrchu, pozadovanou piesnost a spravnost, vliv

vzorku na pfistroj, rizna omezeni, jakozto i snadnost a dostupnost daného zatizeni [29].

2.6.1 Mikroskopické metody

Mezi tyto metody patii skenovaci elektronova mikroskopie (SEM), kterd mlze pojmout
pomérné velké vzorky a poskytuje téméf trojrozmérné obrazy. Zaméieny paprsek elektro-
nl se prezene po celém povrchu. Elektrony, které unikaji z povrchu, jsou zachyceny a po-
¢itany pomoci detektoru. Pocty elektronli v kazdém bod¢ jsou sestaveny do digitalniho
obrazu. Stejné jako u vétSiny technik elektronového paprsku se musi vzorek umistit do
vakua. Povrch materidlu musi byt Cisty, suchy a elektricky vodivy. Jinou technikou je
energicka disperzni rentgenova spektroskopie (EDX), ktera poskytuje dodatecné informace
o chemickych prvcich pfitomnych na povrchu materialu. Oproti skenovaci elektronové
mikroskopii ma mikroskopie atomarnich sil (AFM) vyssi rozliSeni a snadno detekuje hie-
beny nebo prohlubné na povrchu materidlu. Dalsi jedine¢nou ptednosti mikroskopie ato-
marnich sil pred skenovaci elektronovou mikroskopii je schopnost pouziti ve vodném pro-

stiedi, jako v redlném prostiedi pro biomaterialy [11,30].

2.6.2 Spektroskopické metody

Spektroskopické metody jsou Siroce pouzivany pro ziskani informaci o zakladnich prvcich
a chemické struktute v blizkosti povrchu [29]. Velmi pouzivana je elektronova spektrosko-
pie pro chemickou analyzu (ESCA), kterd poskytuje komplexni kvalitativni a kvantitativni
ptehled o povrchu, ktery by bylo velmi tézké ziskat jinym zptsobem. Na rozdil od jinych
metod vyzaduje slozité a drahé ptistroje. Tato metoda, také nazyvana jako rentgenova fo-
toelektronova spektroskopie, je zalozena na fotoelektrickém efektu. Interakce rentgenové-
ho zéfeni s atomy ve vzorku zplsobi emise na Urovni jadra elektronti. Energie téchto

elektront se méfi a jejich hodnoty poskytuji informace o povaze prostfedi atomt, z n¢hoz
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pochazeji. Mezi vyhody patii vysoky obsah informaci, rychlost analyzy, nizké poskozeni a
schopnost analyzovat vzorky bez specidlnich pfiprav. K nevyhoddm patfi nutnost vakuové
kompatibility [21]. Dalsi metodou je infracervena spektroskopie, ktera se pouziva k ziskani
informaci o molekularni struktufe. Pii analyze infraCervenou spektroskopii (IR) se vzorek
podrobi elektromagnetickému zéieni v infracervené oblasti spektra. VInové délky zavisi na
ptitomné chemické skuping. Tyto vinové délky jsou definovany vinodtem (cm™). Piipravy

vzorkll jsou minimalni a piistrojové vybaveni je relativné levné [23, 29].

2.6.3 Kontaktni uhel

Meéieni kontaktniho uhlu kapalného prostfedi kapky na pevném povrchu je pifimocara
technika odhalujici informace o povrchové energii. I kdyz tento zpiisob predstavuje jednu
z nejstarSich metod zkoumani povrchové struktury, stdle poskytuje velmi uZzitecné infor-
mace. Kapka kapaliny je umisténa na povrchu biomateriédlu, je dosazeno rovnovazné polo-
hy a kontaktni thel je urCen z te¢ny spojené s povrchem. Analyza kontaktniho tthlu muize
rychle poskytnout informace o hydrofobnosti a hydrofilnosti povrchu. Obvykle nejsou za-
potiebi zZadné specialni postupy pii piipravé vzorkl pro analyzu kontaktniho uhlu, avSak

povrchy musi byt Cisté [29].

kapalina

pevna latka
Obrazek 4: Kontaktni tihel v idealnim stavu,

upraveno podle [23].

Na obrazku 4 je vidét kontaktni thel v idealnim stavu, kdy je povrch pevny, hladky a tuhy.
Indexy 1, s a g znaci kapalnou, pevnou a plynou fazi [23]. Pod ur¢itym uhlem 6 se kapalna
faze stykd s fazi tuhou. Tento uhel se nazyva thel smaceni. Kapalina smac¢i povrch tuhé
podlozky, pokud 0 < 6 < 90°. Na druhou stranu kapalina dany povrch nesmaci, pokud 90°
< < 180°. Uhel smadeni zavisi na mezipovrchovych energiich a mezifazovych rozhra-

nich, mezi které patii rozhrani mezi tuhou a kapalnou fazi (yy), rozhrani mezi tuhou a



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 24

plynou fazi (ys,) a rozhrani mezi kapalnou a plynou fazi (yi,). Pro thel smaceni je mozno

odvodit vztah (1).

— Yeg Vsl 1

cosB e (1)

Pokud vys¢ > 41 je cos 0 kladny, tthel 0 je mensi nez 90° a kapalina smaci povrch. V piipadg,
Ze Y51 > Ysg M cos 0 zapornou hodnotu, poté je thel smaceni vEtsi nez 90° a kapalina tuhy

povrch nesmaci [31].
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3 BIOLOGICKA ROZHRANI

Interakce mezi biologickymi systémy a umélymi materialy se bézné¢ vyskytuji na jejich
rozhrani. To znamend, ze biologické rozhrani a odpovidajici biologicky systém maji za-
sadni vyznam pro studii biomaterialii a piimo tidi jejich uspéch ¢i selhani v in vivo a in
vitro aplikacich. Nejjednodussi biologické rozhrani je, pokud se molekuly, jako jsou DNA,
RNA, proteiny a protilatky, dotykaji povrchu pevné latky. Na druhou stranu slozité biolo-
gické rozhrani zahrnuje vétsi biologické pfedméty, jako membrény, viry, nebo burky,

které jsou uvedeny do styku s umélym materidlem [32].

3.1 Vliv materialového povrchu na biologické systémy

Je jiz dlouho znamo ze, chemicka a fyzikalni podstata povrchii velmi ovliviiuje rizné mak-
roskopické vlastnosti. Kontakt povrchu biomateridlu a jakékoli zivé hmoty (tkané, buiky,
krve a jiné biologické tekutiny uvnitt nebo vné lidského téla) je doprovazena zanétlivymi
reakcemi téla, které se mohou ptfekonat vhodnym povrchovym inZenyrstvim materialu.
Zejména pouzitim biokompatibilniho vnéjSiho povrchu materialu upraveného vrstvou nebo
povlakem, miizeme minimalizovat dané negativni reakce pfi zachovani funkcnosti zafize-
ni. Existuji rGzné inZenyrské metody k vytvofeni biomateridlli s lepSimi vlastnostmi
povrchil pro biologicky kontakt. Dosud zndmé inZenyrské metody jsou rozdéleny do tfi
hlavnich skupin. Do prvni skupiny patii fyzikaln¢ chemické metody véetné leptani kyseli-
nou, roubovani povrchu funkénimi skupinami a ozafovani plazmou. Dalsi skupinou jsou
metody zaloZené na imobilizaci biomolekul, jako je matrice proteinil a peptidové sekvence.
Posledni metodou je vzorovani povrchu modifikaci, neboli vytvafeni povrchovych mikro

nebo nanostruktur [30].

3.2 Adsorpce proteinii

Existuji rizné typy biologickych reakci na implantované biomateridly, které ¢asto omezuji
jejich pouziti, v€etné srazeni krve a reakce na cizi téleso. Je zfejmé, ze lidské télo biomate-
ridl rozpoznd a reaguje na n¢j. Zakladem téchto reakci je adsorpce proteinti na povrch bio-
materidlu. Adsorpce proteinti biomateridl pievadi na biologicky rozpoznatelny material.
Tato reakce je velmi rychld a dé&je se na vSech materialech, které byly implantovany do
biologického systému [5]. Reakce je obecné rozdélena do péti fazi, které jsou popsany

v tabulce 1 a schematicky znazornény na obrazku 5 [26].
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Faze 1 Féaze 2 Féaze 3 Faze 4 Faze 5
Doprava Adsorpce Vyména Denaturace Nepretrzita
adsorpce
Pteprava mole- | Vratna vazba Zména slozeni | Adsorbované Tvorba nasobné
kul proteina molekuly znovu | adsorbované proteiny podstu- | proteinové vrst-
k povrchu. na povrch. vrstvy, dokud puji konformac- | vy.
nedojde k ustd- | ni zménu

lenému stavu.

v jejich trojroz-
meérné strukture.

Tabulka 1: Faze adheze proteind na biomaterial, upraveno podle [26].

Obrazek 5: Rlizné faze adsorpce proteinli na povrchu biomaterialii, upraveno podle [26].

Adsorpce proteintl se fidi jak vlastnostmi proteintl, tak i povrchovymi vlastnostmi biomate-

ridlu a podminkami prostfedi. Na této reakci se také podili molekularni sily, jako jsou

hydrofobni interakce a elektrostatické sily. Casto se stava, Ze vrstva proteind interaguje

s dal§imi biomolekulami a buiikami, coz také vede k jejich adhezi na povrchu [9, 30].
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3.3 Interakce s krvi

Krev je intersticialni tekutina, kterd se dostane do kontaktu s implantaty a s mnoha dal$imi
biomedicinskymi a bio-analytickymi pfistroji. Kompatibilita krve ma tedy velky vyznam
v mnoha klinickych postupech [30]. Pro kompatibilitu krve je zndma tato definice: ,,Kom-
patibilita krve je vlastnost materidlu nebo zatizeni, kterd umoziuje spravnou funkci mate-
ridlu v kontaktu s krvi bez vyvolani nezadoucich ucinkt“ [5]. Pokud je tedy biomaterial
vloZen do kardiovaskularniho systému, jako prvni dojde k adsorpci plazmatické bilkoviny.
Na adsorpci proteinti je zavisla fada biologickych reakci, jako je adheze desticek, aktivace
leukocytt a dalsi. Slozeni adsorbované proteinové vrstvy se méni s komplexnim procesem
v zavislosti na dobé expozice. Poté dojde k adsorbovani fibrinogenu a jinych krevnich des-
ticek. Ty stimuluji pfilnavost proteinli a podporuji nevratnou adhezi krevnich desticek,
které podporuji tvorbu bilého trombu. Kone¢né kroky v koagula¢ni kaskadé¢ zahrnuji tvor-
bu trombinu, ktery pfeménuje fibrinogen na nerozpustny fibrin, z néhoz jsou vyrobeny
fibrinové sité. Z toho vypliva, ze krev ma sklon ke srdzeni pii kontaktu s cizimi povrchy

[26].

3.4 Adheze bunék

Pocatecni adsorpce proteinii na povrchu materidlu kontroluji vSechny nasledné udalosti,
jako je adheze bunék, diferenciace a tvorba kone¢né tkané [33]. Bunky pomoci difiize mi-
gruji na povrch implantatu, ktery je ponofen v télni tekutin€. Po tom co bunky ptilnou
k povrchu, mohou zde riist, mnozit se a organizovat do tkani. Dana adheze bun¢k zavisi na
povrchovych vlastnostech a struktufe jednotlivych bunéénych membran, které tvoii dvojita
vrstva fosfolipidl s glykoproteiny, lipoproteiny a sacharidy. Rliznym ¢astem bunéénych
membran odpovidaji rizné funkce, jako je absorpce, transport, sekrece tekutiny a komuni-
kace s ostatnimi buitkami. Buiiky jsou spojeny intracelularnimi vlakny cytoskeletu. Konti-
nudlni vlaknita sit’ po celém epitelovém listé je poskytovana spojovanim vldken na desmo-
zomy nebo pfechody do sousednich bunék. Pohromadé buiky drzi také tésné spojeni
(tight junction), které tvoii témeét nepropustné mezibunécné tésnéni a vytvari tak kontinu-
alni bariéru, pres kterou molekuly nemohou projit. Komunikacni spojeni (gap junctions)
umoznuje pruchod malych molekul z cytoplazmy z jedné buiikky do druhé a také komuni-
kaci mezi sousednimi bunikami. Mezi molekuly, které mtizou takto ptechazet, patii anorga-
nické soli, cukry, aminokyseliny, nukleotidy a vitaminy. Velké molekuly jako nukleové

kyseliny a proteiny nemuzou projit. Bunécnéd adheze také zavisi na fyzikalné chemickych
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povrsich, hydrofobnosti a je velmi dualezitd pro preziti a rist bunck [9]. Dulezitou roli
v bunééné adhezi také hraji zmény, které urcuji udalosti v Siroké skale onemocnéni, jako je
artritida, rakovina a osteoporoza. V lidskych nadorech je pfilnavost buné¢k obecné snizena,
coz ma za nasledek znicCeni histologické struktury, kterd je pro nadory charakteristicka

[34].

3.5 Diferenciace bunék

Mnohobunécné organismy se sklddaji z jednotlivych bun€k s vyraznou specializaci jejich
funkei a struktur [12]. Bunéénd diferenciace je proces, pii kterém se bunky stale vice
specializuji. Klasickym ptikladem diferenciace je proces, kdy se zygota vyviji z jedné buii-

ky do mnohobunééného embrya, které se dale rozviji [35].

—* Endoderm * Epitelove budiley jater, plic, GI traktu
Mezodermalni
progenitorove Myocyty, osteoblasty, chondrocyty,
budiky adipocyty, endotelidlni budiloy

—s Niezoderm
H bicl _J .
progenitorové —— Buiiloy kostni dieng, &ervend krvinkoy

) Ektodemm - B&mmy keratinocytn , ﬂe‘llfﬂﬂ‘_‘:’
Elastocysta oligodendrocyty, ependymalni bufiloy

Obrazek 6: Diferenciace bunécnych linii z totipotentni blastocysty, upraveno podle [5].

Vsechny specializované buiiky pochazi pivodné z buné€k totipotentnich, které jsou obsaze-
ny v blastocysté. Podmnoziny téchto totipotentnich bun¢k diferencuji a specifikuji se, coz
nakonec vede k tvorb¢ zralych tkdni (napft. svald, kosti, jater, kiize a mozku, jako je zna-
zornéno na obrazku 6) [5]. Bunécna diferenciace je také regulovdna mnoha procesy a lat-
kami, vCetné bunécné velikosti, tvaru, hustoty, polarity a slozeni extracelularni matrix.
Kazda z bungk je naprogramovana tak, aby tyto vnéjsi faktory rozlisila a nakonec zréala do
specializované buiiky, jako jsou napft. buiiky srde¢ni, kozni a mozkové [35]. Proces dife-
renciace v sobé zahrnuje pozménéni genové exprese. Kazda builka v téle obsahuje geno-
typ. S diferenciaci jsou vybrané podmnoziny genl exprimovany, ¢imz se ziska odliSny

biologicky profil, tzv. fenotyp. S postupnou specializaci buiiky vypinaji obvykle nevratné
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»zbyte€né geny*. Nékteré z genli jsou aktivni po celou dobu, jiné mohou byt selektivné
aktivovany nebo upravovany v zavislosti na vnéjsich vlivech. Funkéni a strukturni zmény,
vyskytujici se béhem diferenciace bun¢k, jsou obvykle nevratné. Kromé toho zvysSena

specializace vede ke ztraté bunécného déleni. [5].
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4 INVIVO/IN VITRO STUDIE

Tak jako vSechny vyrobky urcené k pouziti u Clovéka, tak i zdravotnické prostiedky a
materidly musi byt testovany kvili jejich bezpecnosti na lidské zdravi. Kazdy biomaterial
musi byt tedy dikladné hodnocen z hlediska jeho biokompatibility a spravné funkce
v biomedicinské aplikaci. Obecné plati, Ze se pro tyto t¢ely pouzivaji dva druhy hodnoti-
cich technik: in vitro (ve skle) a in vivo (v Zivém organismu). Hodnoceni bezpecnosti by
melo byt provedeno v souvislostech procesu fizeni rizik, jako je popsano v mezinarodni
norm¢ ISO 10993 pro pouziti fizeni rizika na zdravotnické prostiedky. Objevena rizika by

m¢éla byt odstranéna nebo snizena, pokud je to mozné [36, 37].

4.1 In vivo studie

Testovani, které zahrnuje ziva zvitata, je zarazeno do kategorie in vivo. Vzhledem
k rostoucim obavdm o dobré zivotni podminky a prava zvitat, doslo k vyvinuti metody in
vitro a k nahrazeni tak tradi¢nich testl in vivo [38]. N&které z in vivo testl jsou potiebné
pro potvrzeni nebo vyvraceni vysledkd ziskanych v in vitro testech (napt. odpovéd’ geno-
toxicity), zatimco jiné toxikologické Ui¢inky mohou byt ureny pouze na zékladé in vivo
zkouSek (napt. lokalni reakce tkdné€) [36]. Zkouska in vivo je tedy kritickym prvkem ve
vyvoji a zavadéni implantati pro uspokojivy in vitro screening. Cilem tohoto testu je po-
souzeni slucitelnosti tkdné s biomateridlem na zvifecich modelech, aby se zjistilo, jestli
materidl nepfedstavuje Zadné nebezpeci pro uzivatele. Pro toto testovani musi byt vybran
zviteci model, ktery nabizi pfimefené stejné anatomicke, fyziologické a biochemické sys-
témy jako u lidi. Testy jsou nésledné rozdéleny podle povahy kontaktu tkdn€ s povrchem
biomateridlu (napt. klize, slizni¢ni membrany), podle externiho pieddvajiciho typu (napft.
krevni cesty) a nakonec podle doby kontaktu na omezené (hodina), prodlouzené (1-30 dnit)
nebo permanentni (30 dni a vice). Pro kratkodobé testy se obvykle pouzivaji zvitata, jako
jsou mysi, krysy, morcata a kralici. Naopak pro dlouhodobé zkousky se pouzivaji krysy,

morcata, kralici, psi, ovce a kozy [3].
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4.2 In vitro studie

Testy zahrnujici umélé prostredi vytvorené vné zivych zvitat se nazyvaji testy in vitro [38].
In vitro testovani mize poskytnout rychlejsi a relativné levna data ve srovnani s in vivo
testovanim. Navic také in vitro testy mohou poskytnout uzite¢ny screening materialu a
mohou pomoci pochopit reakci materidlu z in vivo testl. Tyto poznatky mohou pomoci
urcit, zda implantat potiebuje dalsi vyhodnoceni a minimalizuji tak mnoZzstvi zvitrat pouzi-
tych pro in vivo testy [37]. Obecné jsou in vitro testy uzitecné pro identifikaci potencialni-
ho nebezpeci, spojeného s chemickou slouceninou nebo materidlem. Pro testovani se pou-
zivaji jak pevné latky, tak i extrakty z biomateriali. Velkym omezenim in vitro testu je to,
ze nemohou poskytnout informace o davce, kterou je mozno extrapolovat na ¢lovéka.
Kvili tomu nemohou byt pouzity pti kone¢ném hodnoceni rizika biomateridlu na lidsky
organismus [36]. Testy jsou provadény mimo zivy systém, kdy jsou uréeny podminky
prostiedi, jako je pH a teplota. Charakteristika biomateridlu je hodnocena v purifikovaném
roztoku za fyziologickych podminek, kdy pH je 7,4 a teplota je 37 °C. Po vice nez dvé
desetileti se k vyhodnoceni biologické kompatibility materialti pouZzivaji bunééné kultivac-
ni metody. Pro testovani se tedy pouzivaji riizné typy bunck, které se 1isi v relativni citli-
vosti a Casu potiebného k testovani. Pro hodnoceni cytotoxicity bomateridlu se pouziva
pfimy kontakt, difizni agar a elu¢ni testy. Zivotaschopnost bunék se hodnoti po inkubaci
dvou dni. Po skonceni této testovaci doby je toxicita hodnocena mikroskopicky na ptitom-

nost morfologické zmény, snizeni hustoty buné€k, nebo rozpadu zkouseného materidlu [3].

4.3 Srovnani statickych a dynamickych kultiva¢nich podminek

V dne$ni dobé se k bunéénému testovani pouzivaji statické a dynamické kultivacni
podminky. Statické kultury (banky a Petriho misky) maji velkou nevyhodu v tom, ze trpi
nahromadénim odpadl a omezenou difuzi. Za Gcelem piekonani téchto nedostatkil static-
kych podminek bylo zkouméno nékolik typl bioreaktori, jako dynamické in vivo podmin-
ky pro aplikace tkanového inzenyrstvi [39]. Dal§im problémem statickych kultur je také to,
ze jen malo bun¢k pronikd do vnitiniho prostoru Scaffoldu na rozdil od dynamickych
podminek, kde bunky pronikaji dovnitt Scaffoldu, jako testovaného materialu [40]. Biore-
aktory umoznuji fizeni a monitoring teploty, pH, kysliku a stfedni koncentrace Zivin, za
ucelem splnéni pozadavkii tkané v ramci studie. Celkoveé lze tedy fici, ze kultura
v zaveésnych systémech s odliSnou silou michéani, vyrazné zlepSuje rtist bunck a naslednou

diferenciaci ve srovnani se statickymi podminkami [41].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

4.4 Bioreaktory a mechanicka stimulace

Bioreaktory jsou in vitro kultivacni systémy, které monitoruji a fidi prostfedi pro riist
bunék. Bioreaktory jsou dulezité pro rist a fizenou diferenciaci bunék pted jejich pouzitim
ve tkanovém inzenyrstvi. Tyto buiiky vyzaduji fizeny in vitro rist za ucelem rozsifeni na
velky pocet. Kromé toho, diferenciace kmenovych bunék muze byt ovlivnéna jak fyzikal-
nimi (napf. pH, teplota, rozpustény kyslik, smykové napéti a osmolarita) tak i biochemic-
kymi (napf. Ziviny, metabolické odpadni produkty, ristové faktory a cytokiny) parametry
v bioreaktorech [42]. Spravné zkonstruovany bioreaktor by mél vytvofit prostfedi, které
umozni bunéénou proliferaci a diferenciaci, mél by také zafidit prostorové jednotné rozlo-
zeni bunck na Scaffoldu, udrzet pozadovanou koncentraci zivin a zajistit efektivni pfenos
tkanové hmoty. Zamérem konstrukce bioreaktoru je udrzeni klicovych podminek
v hodnotach, které napodobuji in vivo podminky. V prvni fadé to znamena regulaci teploty,
procest. Typicky vyrobni proces vyzaduje rozmezi pH 6,9 az 7,2 pro konzistentni kvalitu a
produktivitu. Druhym dulezitym faktorem je teplota. Pro optimalni bunécny rist je
optimalni teplota 36 az 37 °C. Danému systému by mély byt rovnéZ ureny podminky pro

sterilni provoz, pii kterych by nemélo dojit k infekci [43, 44].

4.4.1 Reaktor s mechanickou stimulaci

Existuje nékolik druhii bioreaktorti. Tato prace je zaméfena na reaktor s mechanickou sti-
mulaci, jelikoz byl pouzZit v praktické casti. Neddvné studie ukéazaly, Ze reaktor
ace, proliferace a zivotaschopnost bunécného cyklu. Tento systém je tedy ideédlni pro pie-
konani urcité nevyhody statické kultury, jelikoZ rota¢ni pohyb zabranuje sedimentaci a
vytvofena suspenze prostiedi posiluje interakce mezi bunkami [45]. Reaktor
s mechanickou stimulaci patii do tfidy konvencnich bioreaktorti. Tento bioreaktor se skla-
da z rotujicich nadob, které michaji kultivacni médium v celém objemu bioreaktoru. Pohyb
obézného kola poskytuje dobie smichané prostiedi a minimalizuje oblasti staciondrni
bunééné vrstvy na povrchu konstrukce. Velkou nevyhodou tohoto typu je turbulentni prou-
déni, které vytvaii smykové napéti a mize poskodit bunky. Rotujici nddoby zahrnuji rotaci
celého bioreaktoru, a tim zajiStuji dynamické laminarni proudéni daného prostiedi [42].
Tento druh bioreaktoru se Uspésné pouziva ke kultivaci bun¢k pro chrupavky, kiizi a kosti

[46].
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4.5 Technologie Lab on the chip s uzitim dynamickych podminek

kultivace

Mikrofluidni systémy jsou soucasti nové vznikajici technologie, umoznujici kombinovat
rizné systémy v ramci malych povrchi. Tyto systémy maji Siroké uplatnéni v celé fade
veédnich oborti, mimo jiné pro biosenzory [47]. Mikrofluidni systémy, zalozené na principu
farmakologii a tkanovém inzenyrstvi [48]. Technologie Lab on the chip je napi. idedlnim
nastrojem pro analyzu proteind, jelikoz poskytuje informace o velikosti, koncentraci a Cis-
tot¢ v jednom testu. Velkou vyhodou je snadnost pouZiti, dobra reprodukovatelnost, digi-
talni data a vyznamné snizeni nebezpecného odpadu. Lab on the chip technologie mize byt
také pouzita s jinymi Cinidly a Cipy pro analyzu DNA a RNA. Kromé toho také technologie
Lab on the chip mize umoznit jednoduchou pritokovou cytometrii a detekci exprese

proteind v populaci eukaryotickych bunék [49].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Priprava vzorki

Pro ptipravu vzorki byla pouzita samoorganizovana modifikace povrchové struktury, ktera
je popsana v ¢lanku Variations of Polymer Porous Surface Structures via the Time Seque-
nced Dosing of Mixed Solvents. Vzorky byly pfipraveny na Ustavu fyziky a materialového
inzenyrstvi Fakulty technologické¢ UTB. Jako substraty byly pouzity dvé velikosti Petriho
misek z tkafiového polystyrenu (TPP, Svycarsko). Velké misky o priméru 5,4 cm, které
nebyly sterilizovany a malé misky o priméru 3,4 cm, které byly sterilizovany zafenim.
Pied pouzitim velkych PS byly desti¢ky promyty alkoholem, ultra ¢istou vodou a suSeny v
susarné pii 323 K. Pro povrchovou upravu substrati byla pouzita metoda Spin-Coating s
tetrahydrogenfuranem (THF) a 2-ethoxyethanolem (ETH). Nakonec byl u poloviny vzorkt
upraven povrch, pomoci plazmového zafizeni Diener PICO (Diener electronic
GmbH+Co.KG) s kapacitni radiofrekvenéni spojkou na frekvenci 13,56 MHz a tlaku 0,4
mbar [50].

5.1.1 Polystyren

Polystyren je synteticky aromaticky polymer vyrobeny z monomerti styrenu. V primyslu
se pfipravuje radikdlovou polymeraci v suspenzi, emulzi i v bloku. Nejcastéji se zpracova-
va vytlaCovanim, tepelnym tvéafenim nebo vsttikovanim. Jeho neohebné a tuhé makromo-
lekuly vedou k tomu, Ze je tvrdy, malo houZevnaty, kiehky, ale na druhou stranu ma dobreé
dielektrické vlastnosti. Diky t€émto vlastnostem je jeho vyuziti rozsédhlé. Nejcastéji se pou-
ziva jako obalovy material potravin a materidl na vyrobu kuchyniskych spotiebici a spo-
ttebni elektroniky. Polystyrenové pryskyfice patii mezi nejCastéji pouzivany material pro
stavebnictvi a také pro 1ékaiské aplikace, v€etné€ vanicek pro tkanové kultury, zkumavek a
Petriho misek [51, 52]. Pro piipravu naSich vzorkd byly vyuzity komeréné dostupné
Petriho misky specialné upravené pro potiebu kultivace bunék. Jednd se o tzv. tkanovy

polystyren. V naem piipadé byly pouzity misky od firmy TPP (Svycarsko).
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5.2 Sterilizace vzorku

Pied samotnym in vivo testovanim byly obdrZené vzorky dezinfikovany v 70 % etanolu.
Nésledné byly vzorky oplachnuty ultracistou vodou a vysuSeny v laminarnim boxe s
fizenou cirkulaci vzduchu. I samotny bioreaktor byl sterilizovan. Rotujici nddoby byly
z reaktoru s mechanickou stimulaci odSroubovany a vlozeny do autoklavu ( Tuttnauer 3870

ELPV ), kde byly sterilizovany pfi teploté 121 °C a tlaku 101,5 kPa po dobu 23 minut.

Obrazek 7: Autoklav Tuttnauer 3870 ELPV

5.3 Pouzita bunééna linie a kultiva¢ni médium
Testovani v simulovanych in vivo podminkach bylo provedeno pomoci mySich embryonal-
nich fibroblasti NIH / 3T3 bunétné linie (ATCC, USA). Jako kultivaéni médium bylo

pouzito Dulbecco's modified Eagle's Minimum Essential Medium (DMEM) obsahujici 10 %

Calf séra (Biosérum, Francie) a 1 % penicilin / streptomycinu (PAA, Svycarsko).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

5.4 Priprava bunék

Pouzitd bunécna linie byla kultivovana v polystyrenovych kultivacnich nadobach v biolo-
gickém inkubatoru s fizenou atmosférou CO, (HERAcell 1501). Po dostate¢cném namnozeni
bun¢k bylo provedeno pasazovani bunék. Bunky byly pfeneseny do lamindrniho boxu s
fizenou cirkulaci vzduchu, kde bylo kultivaéni médium odsato. Kultivaéni nadoba byla
promyta 15 ml fosfatového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm?), ktery byl nasledné odsat
pomoci odsavaciho zatizeni. Poté bylo do nadoby ptidano 7,5 ml trypsinu (koncentrace 0,1
ml/cm?), ktery byl zde ponechan po dobu 10 minut, neZ doslo k oddéleni bungk od nadoby.
Oddélené bunky byly zkontrolovany pomoci mikroskopu Olympus XI 8. Po odd¢leni
bunck bylo do nadoby ptidano 7,5 ml kultivaéniho média a roztok byl pomoci mikropipety
pfeveden do zkumavky. Zkumavka se vzniklym roztokem byla vozena do centrifugy
Eppendorf 5702 R, kde probihala centrifugace po dobu tii minut a 1100 rpm. Dale byl
vznikly supernatant odsat a ke koncentrovanym buiikam na dné zkumavky byl pfidan 1 ml

média, diky emuz vznikla koncentrace 2x10” bungk v 1 ml média.

5.5 Postup testu

Polovina vSech testovanych vzorkl byla ponechana po dobu 24 hodin v Calf séru, druha
polovina pak byla ponechédna bez dalsi Gpravy. Buiiky byly na povrchy vSech vzorkl nasa-
zeny v koncentraci 1x10” bungk na ml a vloZeny do Petriho misek. Nasledng byly vzorky
vloZeny do biologického inkubatoru, kde se adherovaly po dobu 2 hodin. Pot¢, co se buiky
dostatecné pfichytily na povrch vzorki, byla polovina €istych i povrchové upravenych
vzorkll vloZena do pfedem pfipravenych foliovych konstrukei, které byly upevnény v rotu-
jicich nddobach bioreaktoru. Bioreaktor obsahoval 2 rotujici nddoby o objemu 50 ml a dvé
nadoby o objemu 10 ml. Po uzavieni byly vS§echny nadoby naplnény médiem a bioreaktor
byl zapnut v biologickém inkubatoru s fizenou atmosférou CO,. Druha polovina vzorkd,
ktera nebyla vloZena do bioreaktoru, byla doplnéna 2 ml média v Petriho miskéach a byla
vloZena do inkubatoru. Po 48 hodinach byly vzorky vytazeny z bioreaktoru a vlozeny do

Petriho misek.
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Inkubator Velka komora bioreaktoru | Mala komora bioreaktoru
PS PS
PS CS PS CS Str
Str Str
Str CS Str CS
Tabulka 2: Souhrn pouzitych vzorki

e S

1%
i
:
-

Obrazek 8: Ukézka prvni poloviny vzorkli v bioreaktoru a druhé poloviny
vzorkil v Petriho miskach
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5.6 Bunécna morfologie

Bunééna morfologie byla stanovena za pouZiti barviva Hoechst 33258 (Invitrogen, USA),
ktery barvi DNA bun¢k a barviva ActinRed 555 (Thermo Fisher Scientific, USA), ktery
barvi bunécny cytoskelet. U vSech vzorkl pred samotnym barvenim byla provedena fixace
bunék, kdy bylo odsavacim zafizenim odsato médium a Petriho misky byly promyty 1 ml
fosfatového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm?), ktery byl nésledné také odsat. Po odsati
fosfatového pufru byly na vzorky pfidany 2 ml formaldehydu (koncentrace 4 %), které
byly zde ponechdny po dobu 15 minut. Po uplynuti této doby byl formaldehyd odsat a
vzorky byly tikrat promyty 1 ml fosfatového pufru (PBS, koncentrace 0,2 ml/cm?). Na-
sledné byly pfidany 2 ml Tritonu X-100 (koncentrace 0,5 %), ktery plsobil po dobu 5
minut. Po 5 minutach byl Triton odsat a ke vzorklim byl pfidan 1 ml fosfatového pufru
(PBS, koncentrace 0,2 ml/cm?). Nésledovalo samotné barveni. Ke vzorkiim bylo pridano
20ul Hoechstu 33258 (Invitrogen, USA) a 1 kapka ActinRed 555 (Thermo Fisher Scienti-
fic, USA). Poté byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut ve tm¢. Morfologie bunck byla
pozorovana pomoci obraceného mikroskopu s fdzovym kontrastem (Olympus IX81, Ja-

ponsko).

ATCC Number: CRL-1658
Designation: NIH/3T13

s E . _ S e
Low Density Scale Bar = 100pm High Density Scale Bar = 100pm

Obrazek 9: Reference NIH/3T3 [53].
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5.7 MTT test

MTT test je $iroce pouzivan pro hodnoceni cytotoxicity a Zivotaschopnosti bunék. Zivota-
schopné bunky jsou schopny redukovat zluty MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyl-tetrazoliumbromid], ktery se $tépi na ve vod¢ nerozpustny fialové modry formazan.
Naopak buniky, které jsou po toxickém poskozeni mrtvé, nemohou MTT transformovat

[54].

Buiiky byly na povrchy viech vzorkii nasazeny v koncentraci 1x10” bunék na ml a vloze-
ny do Petriho misek a nasledn¢ do bioreaktoru. Po 48 hodinéach, kdy byly bunky kultivova-
ny v bioreaktoru, bylo provedeno MTT. Veskery extrakt z Petriho misek byl odsat a poté
nahrazen Cistym médiem. Nasledné bylo k buitkkdm pfidano MTT (Duchefa Biochemie,
Nizozemsko, koncentrace 0,5 mg/m). Po 4 hodinach v inkubatoru bylo z desticky odsato
80 ul a pipetou ptidano 80 ul DMSO (Dimethylsulfoxid, 99,9 %, Duchefa Biochemie, Ni-
zozemsko). DMSO zde bylo ponechiano 20 minut. Po uplynuti této doby byla zmétena
absorbance na mikrotitraénim méfi¢i Infinite M200PRO (Tecan, Svycarsko) pii vinové

délce 570 nm.
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HTT Formazan

Obrazek 10: Pfeména MTT na formazan [55].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V praktické Casti byly zkoumany ¢tyfi faktory na spravny riist a morfologii bunék: uprava
povrchu, pouziti Calf Sera, smykové napéti a dynamické vs. statické kultivacni podminky.

Ziskané vysledky jsou dale uvedeny v textu.

Aby byly lépe vidét rozdily v bunééné morfologii, byly nabarvené buiky barvivem
ActinRed 555 vyfoceny pomoci fluorescence invertovanym mikroskopem s fazovym kon-
trastem. Tyto fotografie miZzeme vidét na obrazcich 11-15. JelikoZ na fotografiich bunek,
jejichz DNA bylo obarveno barvivem Hoechst 33258 nebyly vidét velké rozdily, nebyly

tyto fotografie zatazeny do praktické casti této prace.

C) PS_Str, 500 um D) PS_Str, 100 pm

Obrazek 11: Fotogratie bunééné morfologie
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A) PS_CS, 500 um B) PS_CS, 100 um

C) Str_CS, 500 pm D) Str CS, 100 pm

Obrazek 12: Fotografie buné¢né morfologie
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C) PS_CS_bioreaktor, 500 pm D) PS_CS_bioreaktor, 100 pm

Obrazek 13: Fotografie bunééné morfologie
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C) Str_CS_bioreaktor, 500 pm D) Str_ CS_bioreaktor, 100 pm

Obrazek 14: Fotografie buné¢né morfologie
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A) Str_maly bioreaktor, 500 um B) Str maly bioreaktor, 100 um

Obrazek 15: Fotografie bunééné morfologie
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Na obrazku 11 jsou zobrazeny fotografie bun¢k rostoucich v inkubatoru na upraveném i
neupraveném povrchu polystyrenu. Jak je z fotek na prvni pohled vidét, na polystyrenu
s upravenym povrchem rostou buiikky v mensim mnozstvi nez na polystyrenu bez Gpravy.
Dokonce i vzhled buné¢k se 1i$i. Buiiky na strukturovaném povrchu vytvaii vétsi mnozstvi

vybézkl nez bunky na neupraveném povrchu.

Na dal$im obrazku jsou fotografie, jak neupraveného polystyrenu s Calf Serem, tak i upra-
veného s Calf Serem. Jako na pfedchozim obrazku jsou zde vidét stejné rozdily v poctu i

v samotné morfologii bungk.

Na obrazku 13, jsou zobrazeny fotografie bunék z neupraveného polystyrenu s Calf Serem,
ale i bez n¢j. Tato kultivace probihala ve velké komote bioreaktoru. Na téchto fotkach mi-
zeme vidét, Ze v bioreaktoru je mensi pocet bunck nez v inkubdtoru, ale rozdily mezi bu-

kami se sérem nebo bez séra nejsou tak viditelné.

Na dal$im obrazku jsou fotografie upraveného polystyrenu s Calf Serem i bez né&j kultivo-
vané ve velké komoie bioreaktoru. Na fotkach mizeme vidét vétsi pocet bunék, nez na
ptredeslych polystyrenovych vzorcich bez Gpravy. Je zde také vidét rozdil v morfologii, kdy
bunky na strukturovanych povrsich tvoii vétsi pocet vybézki a jsou vice nedefinovatelné.

Viditelny je zde také rozdil v pfidavku Calf Sera, diky kterému je na vzorcich vice bunék.

Na obrazku 15 jsou zobrazeny buiiky upraveného polystyrenu kultivované v malé komoie
bioreaktoru. Kvili nedostatecnému poctu vzorkd, byly do malé komory bioreaktoru vloze-
ny jen tyto vzorky. Jsou zde vidét nejvetsi rozdily oproti inkubatoru a velké komote biore-
aktoru. Diky malé komote doslo k velkému smykovému napéti, proto jsou buiiky oriento-
vany v jednom sméru, ve kterém teklo médium. Rozdily v poctu bun€k nejsou viditelné,

ale vzhled bunék se velmi lisi.
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V druhé ¢asti prace byl pouzit MTT test, ktery se pouziva pro hodnoceni viability, tedy
zivotaschopnosti bunék. Z diivodu nedostatku vzorkl byly vzorky, které se jiz pouzily na
bunécnou morfologii oplachnuty 70 % etanolem a znovu pouzity na test MTT. Z toho da-

vodu je tieba vnimat vysledky jako preliminarni.
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Obrazek 16: Vysledky bunécné viability
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Vysledky MTT testu byly rozdéleny do Ctyi graft, které jsou zobrazeny na obrazku 16. Jak
je na prvnim grafu vidét, na polystyrenu bez Gpravy kultivovaném v inkubatoru maji bunky
0 néco malo vEtsi viabilitu, nez na upraveném polystyrenu. Stejné je tomu tak i na druhém
grafu, kde maji bunky polystyrenu bez tUpravy s Calf Serem kultivované v inkubatoru o
néco malo vétsi viabilitu, nez na upraveném polystyrenu s Calf Serem. Na tfetim grafu,
kde jsou zobrazeny vysledky rlstu bunék polystyrenu a polystyrenu s Calf Serem kultivo-
vané ve velké komote bioreaktoru, je vidét mezi vzorky vétsi rozdil. Buniky, které jsou na
vzorcich opatfenych Calf Serem, maji o poznani vétsi viabilitu nez bunky, které jsou na
vzorcich bez tohoto séra. Ve ¢tvrtém grafu je to vSak obracené. Zde maji buiiky na uprave-
ném povrchu opatieném Calf sérem mensi viabilitu, nez upravené vzorky bez tohoto séra.
Tato neshoda je pravdépodobné zplisobena ponicenim povrchové struktury vzorki.

Z tohoto ditvodu nemlizeme povazovat vysledek tohoto testu za vérohodny.

MTT test byl také proveden u strukturovanych vzorki polystyrenu v malé komote bioreak-
toru. Z diivodu poskozeni povrchu strukturovanych vzorkl vsak vysledek tohoto testu neni

v této praci zvefejnén.

Z uvedenych vysledkll je zfejmé, ze existuje rozdil mezi béznou kultivaci a kultivaci
v bioreaktoru. Kultivace v bioreaktoru vytvari umélé prostiedi, ve kterém je buiikam povo-
len rist nebo interakce s okolim ve vSech tfech rozmérech. Tato kultivace napodobuje
buitkkdm in vivo podminky ve srovndni s nepfirozené tenkymi, jednovrstevnymi bunkami,
které rostou na dvourozmérném plastu. Kultivace v bioreaktoru radikaln€ zvysuje bunécny
rust, diferenciaci a funkci bunék. Kromé toho maji bunécné kultury v bioreaktoru veétsi
stabilitu a del§i Zivotnost nez bunéfné kultury v Petriho miskéch. Kultivace bunck
v bioreaktoru je tedy podstatné lepsi nez kultivace za béznych statickych podminek [56].
Z vysledkit mé prace vSak lze vidét, Ze vzorky, které byly kultivovany v bioreaktoru, byly
pokryty mens$im mnozstvim bun¢k, nez vzorky kultivované v inkubdtoru. Kultivace za
béznych podminek buitkam vyhovovala vice, nez kultivace v bioreaktoru. Tento rozdil je
pravdépodobné zplisoben velmi kratkou dobou kultivace, jelikoZ pouziti bioreaktoru vy-

znamné zvysuje Zivotaschopnost bun¢k a umoziuje kultivaci bunék v delsi dobé.

Velké rozdily v poctu bunék jsou také vidét na vzorcich, které byly pokryty Calf Serem a
na téch, které toto sérum neobsahovaly. Je zndmo, ze sérové proteiny vysoce napomahaji
adhezi bun¢k ke vzorku a nasledné proliferaci bunék [57]. Jak je vidét na fotkach obrazku
12, Calf Serum podporuje vétsi adhezi bunék. Na vzorcich, které toto sérum obsahovaly,

muzeme tedy vidét veétsi pocet bun€k, nez na vzorcich, bez tohoto séra.
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ZAVER
Tato bakalafskd prace je zaméiend na bunécny rist v simulovanych in vivo podminkach,

tedy v bioreaktoru. Pro tuto préaci byl vybran reaktor s mechanickou stimulaci, ktery pro

nase ucely nejlépe simuluje in vivo podminky.

Experimentalni ¢ast této prace byla zaméfena na Ctyii faktory pro spravny rist bunck:
uprava povrchu, pouziti Calf Sera, smykové napéti a dynamické vs. statické kultivacni
podminky. Vzorky byly pfipraveny na Ustavu fyziky a materialového inzenyrstvi Fakulty
technologické UTB, kde doslo i k povrchové upravé poloviny vzorkl. Rozdil smykového
napéti zde byl zptsoben velkou a malou komorou bioreaktoru a dynamické kultivaéni
podminky byly zajistény rotacnim bioreaktorem. Buniky byly ponechény v inkubétoru po
dobu 48 hodin a poté byly nabarveny a vyfoceny. Kultivace bun¢k pro MTT test byla pro-

vedena stejné jako kultivace pro bunééné foceni.

Z fotografii, které byly pofizeny invertovanym mikroskopem s fazovym kontrastem i
z MTT testu, miiZeme nejlépe vidét rozdily v poctu bunck 1 bunééné morfologie. Z vysled-
ki téchto testli mizeme fici, ze pocet bun€k kultivovanych v inkubdatoru je o néco vétsi nez
pocet bunék kultivovanych v bioreaktoru, tedy statické kultivacni podminky bunkam vy-
hovovaly vice. Stejn¢ tak 1 pfitomnost Calf Sera na vzorcich zpisobila vétsi pocet bunék,
neZ na vzorcich, které timto sérem nejsou pokryty. Velké rozdily v bunééné morfologii
muizeme vidét na upraveném povrchu, jak v inkubétoru, tak i v bioreaktoru. Je tedy ziejmé,
ze povrchova uprava vzorku ovliviiuje vzhled buiiky. Nejvétsi rozdily v bunécné morfolo-
gii jsou vSak vidét na bunikach na upraveném vzorku, které byly kultivovany v malé komo-
fe bioreaktoru. Pravdépodobné vlivem velkého smykového napéti byly buiiky orientovany

ve sméru toku média.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

PMMA  Polymetylmetakrylat

Fe Zelezo
Ni Nikl
Al Hlinik
Cu Med
Zn Zinek
Ti Titan
C Uhlik
N Dusik
O Kyslik

Al,O4 Oxid hlinity

MgO Oxid hotecnaty

Si0, Oxid kfemicity

ZrO, Oxid zirkoni€ity

CO Oxid uhelnaty

Cr Chrom

PTFE Polytetrafluorethylen

Mo Molybden

PGA Kyselina polyglykolova

PLA Kyselina polymlécna

PHEMA Polyhydroxyethylmetakrylat

SEM Skenovaci elektronova mikroskopie
EDX Energicka disperzni rentgenova spektroskopie

AFM Mikroskopie atomarnich sil
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ESCA Elektronova spektroskopie pro chemickou analyzu

IR Infracervena spektroskopie

Vsl Rozhrani mezi tuhou a kapalnou fazi
Yse Rozhrani mezi tuhou a plynou fazi

Yig Rozhrani mezi kapalnou a plynou fazi

DNA Kyselina deoxyribonukleova

RNA Kyselina ribonukleova

THF Tetrahydrogenfuran

ETH 2-ethoxyethanol

PS Polystyren

DMSO  Dimetylsulfoxid

Str Upraveny - strukturovany polystyren

CS Calf Serum
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