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ABSTRAKT

Jedna z nejvyznamnéjsich charakteristik biomaterialt je jejich interakce se zivymi tkané-
mi. Prvotni kontakt v tomto pfipad¢ nastava prostfednictvim uchyceni buiiky a nasledné
proliferace a nabyva nejvyssi dilezitosti pro adekvatni a uspokojivou interakci. V disledku
toho by materidly pouzité pifi kontaktu s zivymi tkdnémi mély mit schopnost podporovat
bunécnou proliferaci, pficemz by hodnota cytotoxicity méla byt akceptovatelnd. Tudiz,

tenka vrstva polysacharidu je ¢asto uchycena na povrch pro podporu bunécné proliferace.

Kli¢ova slova: cytotoxicita, kyselina hyaluronova, proliferace, interakce buiika povrch

ABSTRACT

One of the most important biological characteristic of biomaterials is their interaction to
the living tissues. The initial contact related to cell attachment and consequent proliferation
is of a paramount importance for adequate and satisfactory interaction. Due to this fact, the
materials used in contact with living tissues should have ability to promote the cell prolif-
eration while the cytotoxicity value should be acceptable. Therefore, to promote the cell

proliferation, the thin polysaccharide layer is often anchored to the surface.

Keywords: cytotoxicity, hyaluronic acid, proliferation, cell surface interaction
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UvVOD

Pro aplikace v oblasti mediciny a farmacie jsou ¢asto pozadovany pro kazdy typ materialu
velmi specifické charakteristiky. Tyto pozadavky jsou ¢asto oznacovany pod pojmem biO-
kompatibilita. Biokompatibilitu lze definovat jako schopnost biomateridlu vyvolavat pii-
slusnou odezvu v dané konkrétni aplikaci. Tato definice je vSak do zna¢né miry neostrd
a jen stézi pochopitelna, protoze biokompatibilita musi byt vzdy definovana s ohledem na
danou aplikaci. V n¢kterych piipadech lze biokompatibilitu definovat tak, ze matrial vhod-
ny pro implantaty musi byt pfiméfené buitkami akceptovan. V jinych pfipadech se material
povazuje za biokompatibilni, kdyz naopak riistu bun¢k brani. Kuptikladu pti kontaktu krvi
biokompatibilita znamenda, Ze nenastadva zaddnd koagulace, pfipadné je velmi omezena.
Z téchto diivodil je nezbytné provadeét pomérné Siroké mnozstvi testli biokompatibility,
které se v zasadé musi doplnovat fyzikalné-chemickymi analyzami s ohledem na ptedpo-
kladanou aplikaci v daném biologickém systému. Interakce syntetického polymerniho ma-
teridlu zacind adsorpci komponentl z biotekutin na jeho povrch. Pfi této adsorpci dojde
nejprve K interakci proteind s povrchem. Z téchto diivodi se jevi jako nezbytné vytvofit na
povrchu syntetického polymerniho materialu vrstvu polysacharidu, ktery je zptsobili zaru-

Cit pfiznivé biokompatibilni vlastnosti systému.
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1 KYSELINAHYALURONOVA

1.1 Uvod

Kyselina hyaluronova (HA) je polysacharid, patfici do skupiny mukopolysacharidi, ktery
se prirozen¢ vyskytuje ve vSech zivych organismech. Molekula kyseliny hyaluronové je
tvofena linearnim fetézcem sestavajicim z disacharidickych jednotek N-acetylglukosaminu
(GIcNAC) a kyseliny D-glukuronové (GlcA) [1]. Retézce tohoto polysacharidu mohou byt
tvofeny az 25 000 disacharidovymi jednotkami v zévislosti na misté vyskytu v organismu.
Typicka HA v kloubech ma v fetézci piiblizné 10 000 disacharidickych jednotek, coz pied-
stavuje molekulovou hmotnost fetézci kolem 4 miliont g/mol o délce 10 um. HA je hlavni
slozkou extracelularni hmoty, ktera obklopuje migrujici a proliferujici buiiky, zejména
v embryonalnich tkanich [2]. HA mé& mnoho biologickych funkci, z nichz u nékterych pi-
sobi v relativné velmi malém mnozstvi, v jinych je naopak hlavni sloZkou a tvofi struktu-
ralni objekty. Funkce se 1isi také na zdklad€ toho, zda jsou jeji interakce s tercidlnimi
a kvartérnimi bilkovinami nebo s vodou a ionty. HA je zejména vyznamna ve fyziologii,
v klinickych a diagnostickych oborech a ma pomérné vyznamny evolu¢ni vyznam [3].
Jako signalni molekula se HA aktivné ucastni imunologickych procest a ovliviiuje mobi-

litu a adhezi bun€k v ramci jejich proliferace a diferenciace [4].

1.2 Historie

Karl Meyer a jeho kolega John Palmer izolovali v roce 1934 neznamou substanci z o¢niho
sklivce skotu. Zjistili, Ze neznama substance obsahovala dva sacharidy, pticemz u jednoho
se jedna o kyselinu uronovou. Nazev kyselina hyaluronova odvodili z feckého slova
,hyalos® (skelny) a kyseliny uronové. V této dobé prokazali, ze se jedna o ptirodni mak-

romolekuly [5]. Az po 20 letech v8ak byla zjisténa skute¢na struktura disacharidu [6].

Prvni lékarska aplikace HA u lidi byla zaznamenana v roce 1950, kdy se jednalo o ndhradu
o¢niho sklivce. HA byla zpocatku izolovana z lidské pupe¢ni S$nary, brzy poté
I Z kohoutiho hiebene. Poslednim uvedenym zpisobem doslo k izolaci HA v pomérné vy-
soké cistoté a relativné velké molekularni hmotnosti. Chemicka struktura HA byla
V podstaté vyfesena podle Karla Meyera v roce 1950. HA byla prvni izolovanou kyselinou,
ale za fyziologickych podminek se chovala jako stl (hyaluronan sodny). Nazev ,,hyaluron-
an“ byl zaveden v roce 1986 tak, aby odpovidal mezinarodni nomenklatuie polysacharidi.

HA byl nasledn¢ izolovan z mnoha dalSich zdroji a fyzikalné-chemické vlastnosti, struktu-
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ra a biologicka role tohoto polysacharidu byly studovany v mnoha laboratotich [5]. OvSem
z pocatku byl zna¢ny problém HA charakterizovat. Aby mohly byt zkoumany vlastnosti
HA u klasickych biofyzikalnich metod, které byly vytvoteny pro analyzu proteinti, musely
se tyto vlastnosti podobat dokonalému Newtonovskému chovani. Jenze HA se ani pii niz-
kych koncentracich k tomuto idealnimu chovani neblizi. Timto problémem se v minulosti

zabyvalo mnoho vyzkumniku [3].

1.3 Chemicka struktura

Kyselina uronova a aminosacharid v disacharidické jednotce jsou kyselina D-glukuronova
a D-N-acetylglukosamin, a jsou propojeny stiidavé B-1,4 a p-1,3 inter-glykosidickou vaz-
bou (viz obrazek 1) [5]. Diky neobvyklym vazbam B-1,3 maji molekuly HA konformaci
Sroubovice [7]. Oba sacharidy prostorové souvisi s glukdzou, ktera v beta konfiguraci
umoznuje vSem svym objemnym skupinam, aby se nachéazely v prostorové piiznivych
ekvatorialnich polohéch, zatimco vSechny malé atomy vodiku zabiraly méné stericky piiz-
nivé axialni polohy. To znamena, ze struktura disacharidu je energeticky pomérné velmi
stabilni [5].

H NHCOCH,

Kyselina D-glukuronova D-N-acetylglukosamin

Obr. 1: Chemicka struktura HA [5]

Ve fyziologickém roztoku je fetézec molekuly hyaluronanu vyztuzen kombinaci chemické
struktury disacharidu, vnitinich vodikovych vazeb a interakci s rozpoustédlem. Axialni
atomy vodiku tvofi nepolarni, relativné hydrofobni povrch, zatimco ekvatorialni postranni
fetézce tvori vice polarni, hydrofilni povrch, ¢imz se vytvoti dvoj-Sroubovicova struktura.

Roztok hyaluronanu v fetézci polymeru je ve tvaru nahodného klubka. Tyto fetézce mohou
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pii velmi nizkych koncentracich vytvaret zapleteniny, a tim pfispét k neobvyklym reolo-

gickym vlastnostem [5].
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Obr. 2: Ruzné struktury hyaluronanu [8]

1.4 Vlastnosti

HA ma vlastnosti elastickych pevnych téles a zaroven viskoznich tekutin, je tedy visko-
elastickd. Kdyz se fetézce HA nahle statisticky zatiZi, plisobi v globuldrni konformaci na
chrupavcité kloubni ploSe jako bariéra. Pfi pohybu pod vlivem smykovych sil se svinuta
struktura molekul rozviji do linearni formy. Tim klesa viskozita HA a mlze se optimalizo-
vat jeho lubrikacni efekt. Kdyz prestanou piisobit smykové sily, viskozita HA opét nartsta
a zaCne vykazovat vlastnosti elastické [1]. Pti zvySovani koncentrace HA se dlouhé fetézce
zacnou zamotavat za tvorby viskozniho gelu. I pfi pomérné nizkych koncentracich tvofi
HA hydratovany gel [2]. Roztok HA o hmotnostni koncentraci 1 % vykazuje vlastnosti
jako rosol, ale je-li vystaven tlaku, dojde vlivem deformace ke snadné&jSimu toku a roztok
na bazi HA muize byt aplikovan pfes injek¢ni jehlu. Proto je HA charakterizovan jako

,pseudoplasticky* material [5].

Pti fyziologickém pH a iontové sile jsou karboxylové skupiny kyseliny glukuronové za-
porné nabité, coz dava hyaluronanu polyaniontovy charakter, ktery je primarn¢ zodpo-
vé&dny za vznik ndhodného klubka [6]. Na karboxylové skupiny se mohou vézat ionty Ca®".
Tyto skupiny jsou schopné na sebe navazat az 10 000krat vice vody, nez je jejich vlastni

objem [7]. Kdyz se vlozi do malého prostoru, napi. do extracelularni hmoty mezi dvé bui-
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ky, zabira skoro vSechno rozpoustédlo. Diky tomu vznikd selektivni bariéra, ve které se
mohou volné pohybovat malé molekuly, zatimco velké molekuly bud’ malo, nebo viibec.
Dlouhé molekuly HA v malém extracelularnim prostoru maji pfirozenou tendenci tlacit se
Z n¢j ven. Tim zplsobi otok v extracelularnim prostoru. Tyto otoky davaji pojivovym tka-
nim jejich schopnost odolavat namahéni v tlaku. Vztazeno na lidsky organismus, k t€émto

situacim dochazi v o¢nim sklivci a obdobné i v kloubech [2, 6].

Mnoho funk¢nich vlastnosti hyaluronanu zavisi na vazebnych proteinech na povrchu bu-
nek. Proteiny vazici se selektivné k hyaluronanu se nazyvaji modulem rodu, ktery je
Vv literatuie oznacovan jako hyaladherins. Proteoglykany byly objeveny v chrupavce, kde
se extrahovaly pomoci denatura¢niho rozpoustédla. Po obnové ptivodnich podminek vzni-
kly opét agregaty. Bylo prokazéano, Ze pro stabilizaci agregatii proteoglykanu jsou dulezité

proteiny [6].

Rozlisujeme Ctyfi proteoglykany s homologni doménou G1: versican, neurocan, brevican
aaggrecan. Versican se nachdzi v mnoha mékkych tkanich, neurocan a brevican
v mozkové tkani. VSechny tyto proteoglykany maji podobny mechanismus ukotveni

k hyaluronanu [6].

1.5 Biosyntéza

Bunééna syntéza HA je pomérné unikatni a vysoce fizeny proces [5]. Na jeho syntéze se
nejvyznamnéji podileji fibroblasty, keratinocyty a chondrocyty [4]. HA je pfirozené synte-
tizovan integralnimi membrdnovymi proteiny, které se nazyvaji hyaluronan syntazy.
U obratlovct rozeznavame tii typy: HAS1, HAS2, a HAS3. Integralni membranovy
protein je protein (nebo shluk proteinil), ktery prostupuje jednou nebo vicekrat celou bio-

logickou membranu nebo ktery je dostate¢né zakotven v membrané [5].

Enzymy hyaluronan syntazy syntetizuji velké, linearni polymery hyaluronanu s opakujici
se disacharidovou strukturou pfidanim kyseliny glukuronové a N-acetylglukosaminu na
rostouci fetézec pouzitim svych aktivovanych nukleotidovych sacharidi jako substratt [5]
(jedna se o aktivované monosacharidy, které slouzi jako donor glykosyltransferaz). Jako
substraty se pouzivaji uridindifosfat kyseliny D-glukuronové (UDP-GIcA) a uridindifosfat
N-acetylglukosaminu (UDP-GIcNAc). Syntéza HA probiha vétSinou na vnitfnim povrchu

plasmatické membrany u eukaryotickych bun¢k, u bakterii pak na cytoplasmatické mem-
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brané [6]. Na jednu interglykosidickou vazbu je pouzit vzdy jeden enzym. Biosyntéza glu-
kosaminoglykanti (GAG) probiha s pomérné velkou ptesnosti [9].

Hyaluronan
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i gt
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Plasmaticka BRES

membrana giddd
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UDP UDP
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Obr. 3: Biosyntéza HA [6]

Hyaluronan syntdzy produkuji HA o rtizné velikosti, a to od 10° az 10’ g/mol. Konecna
velikost je zavisla na tom, jakou rychlosti je HA enzymem uvolfiovan a po jeho uvolnéni
se uz tato velikost nemize zménit. Kazdy enzym je schopen syntetizovat vzdy jen jeden
fetézec HA. Jeho hmotnost miize dosahnout az 8 miliéonti g/mol, cemuz odpovida zhruba
40 000 monosacharidil v fetézci. Jak uz bylo fe¢eno, HA syntazy jsou tfi a vSechny kataly-
zuji stejnou reakci. Rozdil mezi nimi je ten, ze kazdy z nich mize syntetizovat HA o rizné
distribu¢ni velikosti fetézce. HAS3 syntetizuje mnohem kratsi feté¢zce nez HAS1 a HAS2.

Na velikosti HA mohou zaviset nékteré biologické reakce [10].

1.5.1 Syntéza HA u bakterii

Nekteré bakterie miizou vytvofit stejny polymer HA jako savci a tim se pro né stavaji pa-
togenni. Bakterie se obklopi tlustou vrstvou HA a imunitni systém hostitele je nerozpozna,
protoze jejich HA ma stejnou strukturu jako HA v hostitelské tkdni. Nemiizou byt tudiz
napadeny fagocyty. Mezi bakterie produkujici HA patti: Streptococcus equisimilis, Strep-

tococcus uberis, Streptococcus pyogenes a Pasteurella multocida [10].
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1.6 Degradace

Jako u vétSiny biomolekul, i u HA probiha syntéza a odbourdvani soucasné. Pochopeni
procest degradace u GAG napomohly objevy deficitu specifickych enzymut a dédicnych
poruch metabolismu. Mukopolysacharidosy a mukolipidosy patii mezi dvé onemocnéni,
které k tomuto pochopeni nejvice pomohly. U mukolipidosy se ptredpokladalo, ze zasahuji
jen do metabolismu GAG nebo glykosfingolipidi. Zjistilo se ale, Ze¢ mohou zasahnout i do

degradaci oligosacharidovych fetézct glykoproteint [9].

Enzymaticka degradace HA u savct probiha pisobenim nékolika typ enzymii: hyaluroni-
dasou, ktera patii mezi endoglykosidasy (Stépi hexosaminidovou vazbu), B-D-
-glukuronidasou, ktera patii mezi exoglykosidasy a pB-N-acetylhexosaminidasou, ktera je
také fazena mezi exoglykosidasy. Obecné lze fici, ze hyaluronidasa stépi HA s vysokou

molekularni hmotnosti na mensi oligosacharidy pomoci Hyal-1 a Hyal-2 [5, 9].

e Hyaluronidasa Hyal-1 $tépi intracelularni HA na tetrasacharidy, které mtzou byt
dale Stépeny B-D-glukuronidasou a B-N-acetylhexosaminidasou. Kone¢nymi pro-
dukty jsou GIcNAc a GIcA, které se recykluji, nebo degraduji na pentézovy cyklus.
Hyal-1 se vyskytuje hlavné v lysozomech [4].

e Hyaluronidasa Hyal-2 stépi extracelularni HA, ktery se poté transportuje lymfatic-
kym systémem do krve a vylucuje se bud’ v jatrech, nebo v ledvinach [4].

Existuji 3 druhy hyaluronidas: savéi (ktera se déli na Hyal-1 az Hyal-4 a PH-20), z pijavic

a parazitl a nakonec bakterialni.

e Hyal-1: vykytuje se ve véts$iné tkani, v plazmé a moci. Aby mohla byt aktivni, po-
ttebuje pritomnost transmembranového glykoproteinu CD44.

e Hyal-2: vyskytuje se také ve vétsing tkani (krom mozku) a ke své aktivité potiebuje
rovnéz CD44. Je to extracelularni enzym diilezity pii migraci bun€k a remodelaci
tkani.

e Hyal-3: vyskytuje se v mozku.

e Hyal-4: je specificky pro chondroitin sulfat.

e PH-20: Nachéazi se ve spermatu. Spermie je schopna proniknout do zralého oocytu
diky tomuto enzymu, ktery se nachdzi na jeho povrchu a ktery je schopen narusit
ochranny obal oocytu [4].

B-D-glukuronidasa degraduje oligosacharidové fragmenty odstranénim nezredukovaného
konce sacharidu. Jestlize tento enzym u lidi chybi, tak jsou substraty dermatasulfat, chon-

droitinsulfat a heparasulfat vylucovany moci, na rozdil od HA. To znamend, Ze existuji

I jiné metabolické drahy odbouravani oligosacharidd uvoliovanych z HA.
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-N-acetylhexosaminidasa také degraduje oligosacharidové fragmenty odstranénim nezre-

dukovaného konce sacharidu [5, 9].

Produkty degradace hyaluronanu, oligosacharidy a hyaluronany s velmi nizkou molekulo-
vou hmotnosti vykazuji vlastnosti podporujici angiogenezi. Katalytickou hydrolyzou
hyaluronanu (hlavni slozka intersticialni bariéry) hyaluronidazou se snizi viskozita kyseli-
ny hyaluronové, ¢imz se zvysi tkanova permeabilita. Toho se vyuziva v Iékafstvi za ce-
lem rychlejSiho rozptyleni a Sifeni 1é¢iv. Nejcastéjsi pouziti je v o¢ni chirurgii, ve kterém
se pouziva v kombinaci s lokalnimi anestetiky. Nékteré bakterie, jako je Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, pneumoniae a Clostridium perfringens, produkuji hyalu-
roniddzu, kterd zvysi pohyblivost skrz télesné tkané, a skryty antigen, ktery brani jejich

poznani fagocyty imunitniho systému [5].

Kolobéh HA se 1isi podle mista jeho uloZeni. Ve vétSin€ tkdni, napt. v epidermalnich, je
rychla, zatimco v jinych muize trvat pomérné dlouho (napi. chrupavka). Degradace miize
probihat lokalné, v lymfatickych uzlinach, kam se dopravuje lymfou, ¢i v jatrech dopravou
pomoci krve. Endotelidlni buiiky lymfatickych uzlin a jaterni sinusoidy maji specifické
receptory, kterymi HA odstraiuji. Mezi tyto receptory patii LY VE-1, ktery je homologem
CD44, a HARE, ktery je receptorem pro endocytézu a nejspis také hlavnim receptorem pro

odstranéni HA dodavanym systémem lymfy a krve [6].

1.7 Receptory

HA je vazan fadou adhezivnich receptori na povrch mnoha migrujicich bun¢k. Bylo iden-
tifikovano 6 receptort: CD44, RHAMM, LYVE-1, HARE, Layilin, Toll-like receptor 4
(TLRA4). Mezi nejvice prostudované receptory patii CD44 a RHAMM, protoze je usuzova-

no, ze jsou zapojeny do procesu migrace nadorovych bunék [2, 4].
e CD44

Patfi mezi nejvice charakterizovany transmembranovy glykoprotein, ktery ma nejméné
17 dalsich rtznych izoforem. Je strukturalné variabilni, multifunkéni a vzhledem k jeho
Siroké distribuci je povazovan za hlavni receptor HA. Nachdzi se napf. na povrchu paren-
chymovych a epitelidlnich bunék, leukocytech a endotelu. Mnohé funkce CD44 jsou zpro-
sttedkovany interakci s jeho ligandem HA. Neslouzi vSak jen jako receptor pro HA, ale
I jako mediator vyzravani, adheze a prestupu aktivovanych T-lymfocytt z krevniho feciste

do mista zanétu a koordinuje signaly pro buné¢né piezivani a denaturaci. V misté poranéni,
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infekce nebo zanétu se uvolnuji cytokiny vyvolavajici zanét, které indukuji expresi HA na
povrchu endotelidlnich bunék pfilehlych cév, ke kterym je HA pfichycen pomoci CD44
[4, 5]. CD44 obsahuje ektodoménu, ktera je schopna vazat hyaluronan, dale obsahuje cyto-

plazmatické domény a transmembranovy segment [6].

Proteoglykan

Hyaluronan

CD44

Cytoplasma Plasmaticka membrana

Obr. 4: Prichyceni HA s pfidruzenymi proteoglykany k povrchu buiiky pomoci
receptoru CD44 [11]

e RHAMM

RHAMM nepatii mezi transmembranové proteiny. Na bunécnou membranu je napojen
zvendi a tim muze lehce interagovat s glykosaminoglykany. Byl nalezen jak na povrchu
bunék, tak v cytosolu a jadru. Hraje roli v bunécné migraci, zejména u fibroblastt a hlad-

kych bunék, urychluje bunéény cyklus v G2 a M fazi a podporuje novotvorbu cév [4, 5].

1.8 Medicinské aplikace

Odhadnuté mnozstvi HA v lidském téle vazici 70 kg je 15 g, pficemz dochazi k jeho neu-
stalé obnove a zaniku [4]. Ve vysokych koncentracich se nachazi v meékkych pojivovych
tkanich, vcetné klize, pupecni Sniry, synovidlni tekutiné a ve sklivei. DalSim naleziStém
jsou plice, ledviny, mozek a svalova tkan [5]. (Nejvyznamnéjsi lokalizace HA je znazor-

néna v tabulce 1) [4].
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Tab. 1: HA v lidském téle [4]

Lokalizace Mnozstvi HA Biologicky polocas Moleku;g;ztai hmot-
Mezibunécéna hmota >25¢g/l hodiny az tydny vysoka
Pupecnik 2-4 g/l - -
Synovialni tekutina 2-4 g/l hodiny vysoka
Lymfa <10 mg/l minuty rizna
Sérum 0,01-0,10 mg/I minuty nizka

Jeho viskoelastické vlastnosti se vyuzivaji pro lécbu osteoartrézy. Do synovialniho pro-
storu kloubu, ktery je touto nemoci postizen, se aplikuje HA o vysoké molekulové hmot-
nosti. Potlacuje degeneraci chrupavcité tkané€, chrani jeji povrch lubrikacnimi vlastnostmi
a snizuje vnimani bolesti. Dalsi vyuziti HA je v oftalmologii. Pii operaci Sedého zakalu
hrozi vysoka pravdépodobnost poranéni endotelialni vrstvy rohovky. Proto se do operac-
niho prostoru aplikuje HA o vysoké molekulové hmotnosti a tim chrani endotelidlni vrstvy

pted mechanickym poskozenim [6].

HA je také dilezity v otolaryngologii. Ovliviiyje funkce dtileZité pro spravnou ¢innost hla-
sivek, jako je viskozita tkani, tkanovy tok, osmoza, tlumeni naraza a vypliiovani prostoru.
Jeho osmotické, viskoelastické a vyplnovaci vlastnosti maji vliv na tlouStku a viskozitu
hlasivek. HA derivaty se vyuzivaji k 1é€b& poranénych, zjizvenych ¢i paralyzovanych hla-
sivek. OvSem pouziti HA jako bioimplantatu slizni¢niho vaziva je nevhodné kvili jeho
kratké dob¢ ptsobeni v hlasivkach. Zjistilo se, ze u krali¢ich hlasivek je doba ptisobeni HA
piiblizn€ 3 az 5 dni. Tento problém se vytesil pouZitim modifikovaného HA, konkrétné

hylanu, kdy se jeho doba setrvani a ptisobeni v hlasivkach prodlouzila nejméné o rok [12].

V kizi HA odstranuje volné radikaly, které vznikaji piisobenim ultrafialového zateni ze
slunce. Ultrafialové svétlo mize poSkodit geneticky material v buiikach a zpuasobit tak je-

jich degeneraci a denaturaci [12].

HA je vhodny pro kontrolované davkovani 1€k a pro hybridni implantaty, protoze je uv-
nitt téla zcela biologicky rozlozitelny. Pouziva se také jako material naneseny na obvazech,
které nejsou adhezivni [13]. Viskoelastické gely se pouzivaji u mékkych tkani k nahradé¢

nebo rozsifeni mezibunécné hmoty. Povlaky, které jsou sitované nebo roubované, se pou-
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zivaji na kontaktni ¢ocky ke zvySeni smacivosti a na protetické materidly (napt. umélé
chlopné, nitroo¢ni ¢ocky, cévni nahrady, kardiostimulatory) ke zlepseni jejich biokompati-

bility [14].

1.9 Chemicka modifikace

Ptirozené se vyskytujici HA ma pomérné vysokou rozpustnost, rychlou degradaci a kratky
Cas setrvani ve vodé. Tim se omezuji biomedicinské aplikace HA, a to zejména
v tkanovém inzenyrstvi [14]. Chemickou modifikaci HA ziskame polymery s lepsimi fyzi-
kalnimi a chemickymi vlastnostmi, které pak mizeme pouzit na vyrobu zavitd, filmu, tka-
nin atd. Vyuziti modifikovanych HA je napf. v plastické chirurgii a ortopedii. Mezi nej-
znamgjsi modifikované HA patii hylan a HY AFF [15].

e Hylan

Hylan se ziska zesitovanim HA, ke kterému dochazi na hydroxylovych skupinach. Nasta-
venim reakénich podminek lze pfipravit hylan ve formé gelu, tekutiny nebo pevné latky
ato pro konkrétni medicinské aplikace. Hylan ma stejnou biokompatibilitu jako nativni

HA, avsak lepsi reologické vlastnosti a delsi dobu setrvani ve tkani [14].
e HYAFF

HYAFF se ziska esterifikaci karboxylovych skupin. Pfi vysSich procentech esterifikace je
nerozpustny ve vode. V suchém stavu ma dobrou mechanickou pevnost. Stabilita a nachyl-
nost k degradaci je zavisla na stupni esterifikace. HYAFF se pouziva K vyrobé membran
a vlaken vytlacovanim do organickych rozpoustédel. Zpracovava se extrakci a odpatova-

nim, ¢ehoz se vyuziva k vyrobé mikrokuli¢ek apod. [16].

Estery HA rozliSujeme podle toho, jaky je pfi esterifikaci pouZit alkohol. Mezi nejznamé;jsi
estery HA patii HYAFF 7, ktery je znam jako ethyl ester HA a HYAFF 11 znami jako
benzyl ester HA. Na benzyl estery byla pouZita rentgenova difrakéni studie a néslednym
molekularnim modelovanim se zjistilo, ze maji stejnou flexibilitu a shodu jako nemodifi-

kovany HA [16].

Z vlaken a membran se da vyrabét velké mnozstvi biomateriald, které jsou biologicky od-
bouratelné. Implantat maze vydrzet tydny 1 mésice, zavisi to 1 na konformaci produktu
a mist¢ implantace. Pii degradaci dochazi k hydrolyze esterové vazby za uvolnéni alkoho-

lu. HYAFF 7 se odbourava snadnéji nez HYAFF 11 [16].
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2 KUZE

Kuze se fadi mezi nejveEtsi organy lidského téla a jeji tloustka se v riznych ¢astech téla 1isi.
Kize plni pomémé dulezité funkce. Chrani organismus pied fadou Skodlivych vlivi ze-
vniho prostiedi (bakteriemi, chemikaliemi, teplem, chladem) a pied ztratou tekutin. Obsa-
huje smyslové receptory, které nam umoziuji vnimat teplotu, tlak, bolest atd. Kozni kapi-
lary a potni Zlazy se podileji na fizeni télesné teploty. Kize nas také chrani pied Skodlivym

ultrafialovym zafenim a zaroven ho dokaze vyuzit k tvorbé vitaminu D [17, 18].

Kize je tvofena epitelovou slozkou nazyvanou epidermis a vazivovou pojivovou tkani,
zvanou dermis. Tukova tkan nachézejici se t€sné pod kizi je nazyvana hypodermis (téz
subcutis, podkozi). Jako kozni adnexa se oznacuji vlasy, nehty a kozni zlazy, které se vyvi-

jeji jako derivaty epidermis [17, 18].

2.1 Keratinocyty

Keratinocyty se fadi mezi hlavni a nejpocetné;jsi buitkky epidermis. Produkuji vlaknity pro-
tein keratin, ktery plni ochranou funkci epidermis. Keratinocyty se spojuji pomoci mezi-
bunéénych mustkd, tzv. desmozomii. Epidermis tvoii u tlustého typu kiize pét vrstev,
u tenkého typu klze Ctyfi vrstvy. Keratinocyty vznikaji v bazélni vrstvé. Z bazalni vrstvy
se tak postupné dostdvaji az do posledni vrstvy, vrstvy rohovinové. Mezi témito vrstvami
jsou uloZeny vrstvy zrnité, trnité a ostnité. V zavérecné faze diferenciace prestanou byt
keratinocyty metabolicky aktivni a nastane u nich programovand bunécna smrt. Poté jsou
jiz odumfielé a obsahuji jen keratin. Zrohovélé bunky se postupné odlupuji a nahrazuji
bunikami ulozenymi pod nimi. Cely tento proces, vznik keratinocytl az po jejich odloupnu-

ti, trva pramérné 40 dni [17, 18].
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Obr. 5: Lidské keratinocyty [19]

Jednotlivé vrstvy epidermis:
e Stratum basale

Obsahuje pouze jednu vrstvu kuZzelovitych nebo kvadrovych bunék, které spocivaji na ba-
zalni membran€. Hemidesmozomy pomahaji tyto buiiky vazat k bazalni membrané, ktera
obsahuje kmenové buiiky. V stratum basale jsou keratinocyty mitoticky aktivni a diky
tomu postupuji do dalsi vrstvy. VSechny buiky v této vrstvé obsahuji keratinova vlakna

[20].
e Stratum spinosum

V této vrstvé se nachazi bunky ve tvaru kvadrl, které mohou byt i mirné zplostélé. Obsa-
huji centralni jadro, cytoplazmu a svazky keratinovych vlaken. Tyto svazky se spojuji a
rozsifuji mezi buitkami. Na koncich jsou zpevnény desmozomy, které zplsobuji, Ze tato
vrstva vypada, jako by byla husté pokryta vystupky. Keratinové svazky jsou viditelné pod
mikroskopem a nazyvaji se tonofilamenta. Tonofilamenta jsou pomérné dileZita

Vv udrzovani soudrznosti mezi buitkami a odolavani jejich opotiebeni [20].
e Stratum granulosum

Tato vrstva se sklada ze tff az péti vrstev vyrovnanych oplostélych bunék. V cytoplazmé
obsahuji granula dvojiho typu: bazofilni keratohyalinovd a lamelozni. Keratohyalinova
granula obsahuji proteiny a ¢etné fosfatové skupiny, které jsou zodpovédné za bazofilni
charakter granul. Pomahaji ve vysSich vrstvach vytvaret keratin, navic tato granula neob-

sahuji membranu. Lameldzni granula viditelna elektronovym mikroskopem maji vejcovi-
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tou strukturu a obsahuji lameldzni disky tvotfené lipidovou dvojvrstvou. Granula se slucuji
S buné¢nou membranou, ¢imz se jejich obsah uvoliiuje do mezibunéénych prostor stratum
granulosum a pusobi tak jako ,,tmelova‘“ substance. Ta ma funkci bariéry, kterd brani pro-

nikani cizich latek z vnéjsiho prostiedi do této vrstvy [20].
e Stratum lucidum

Tato vrstva se vyskytuje jen u tlusté¢ho typu kize. Tvoii tenkou prisvitkou slupku znacné
zplostélych jiz odumielych keratinocyti. Elektronova mikroskopie odhalila, Ze jsou tyto

bunky stejné jako bunky ve vrstvé stratum corneum [18].
e Stratum corneum

Jedna se o mnohovrstevnou ¢ast epidermis, kterou tvoii odumtelé bunky keratinocytd ve
formé plochych vackt obsahujicich keratin. Jadro i buné¢né organely se rozpadly. Tonofi-
lamenta jsou uloZena v ,,tmelu* z keratohyalinovych granul. Keratin chrani tuto vrstvu
pted prorazenim. Glykolipidy nachazejici se mezi buitkami zabranuji vniknuti vody do této

vrstvy [18].

2.1.1 Keratinocyty v imunitnich reakei

Pokud se keratinocyty dostanou do kontaktu s membranou bakteridlnich bunék, za¢nou
vat do infikované¢ho mista fagocyty, a to hlavné neutrofilni leukocyty. Neutrofily pronikaji
do epidermis pomérné snadno a miZou se tak tc€astnit v fadé zanétlivych procesi, pii kte-
rych napadaji cizorodé ¢astice, nikoliv okolni keratinocyty. Tim pomahaji zajistit integritu

epidermis [21].

2.1.2 Kmenové buiiky a tranzitni zesilovace bunék

Keratinocyty Ize z bazalni vrstvy neporusené epidermis oddélit a nechat kultivovat.
V populaci kultivovanych bazélnich keratinocytli mohou vSak byt velké rozdily
v proliferaci. Pfi testovani jejich schopnosti zalozit nové kolonie se zjistilo, Ze nékteré nej-
sou viibec schopné tvofit kolonie, jiné mélo a nékteré naopak tvoii kolonie velké. Tento
proliferacni potencial piimo souvisi s expresi Bl podjednotky integrinu [22] (jedna se
0 skupinu molekul, které pomahaji adhezi bun€k na povrch jinych bunék nebo na extrace-
lularni hmotu) [23]. Shluky bun¢k s vysokym obsahem integrinu jsou povazovany za kme-

nové bunky [22].
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Bazalni buiiky, které exprimuji nizky obsah integrinu, se déli jen omezeny pocet cykli, po
kterém opusti bazalni vrstvu a za¢nou se diferencovat. Bunky, které zacnou proces diferen-
ciace, se nazyvaji tranzitni zesilovaci buiiky. Tranzitni se nazyvaji proto, ze z kmenovych
bunék diferencuji na jiny charakter bun¢k. A ,,zesilovaci se jim fiké& proto, Ze prochazi
délicim cyklem a dochézi tak k néarGstu diferencovanych bun¢k pochazejicich z jedné kme-
nové buiiky. Nékteré bunky, které se prestaly dé€lit a zacaly diferencovat, mohou byt stale
spojeny s bazalni vrstvou. To znamena, ze kontakt s bazalni vrstvou neni jedinym faktorem
pro ovladani vyvoje epidermalnich bazalnich bunék. Avsak pokud nejsou kultury bazal-
nich keratinocytl osidleny a pfipevnény na dné kultivacni nadoby, ale jsou piechovavany

V suspenzi, prestavaji se vSechny mnozit a diferencovat [22].

2.1.3 Vliv uméle pripravené kiiZe v procesu hojeni

Hluboké a rozsahlé poranéni kiize zptisobené napt. popaleninami by se mély oSetfovat ob-
vazy nebo kozni vrstvou uméle pfipravenou v laboratofich ve formé hydrogelu, filmu
a porovitych materiali. Yannas et al. ve snaze napodobit skutecnou strukturu kiize vytvofil
umélou kuzi tvorenou dvojvrstvou hustého silikonového filmu a poérovitého kolagenu ob-
sahujici chondroitin sulfat. Silikonova vrstva chrani kiizi pred bakterialni infekci a kontro-
luje odvod télnich tekutin. Vrstva kolagenu s chondroitin sulfatem byla biodegradabilni
a umoznila koznim fibroblastim vrustat do rany. Diky dvojvrstvé uméle ptipravené klze
méli epidermalni bunky energii se piesunout a rist pod silikonovym filmem a pokryt tak

pravé vytvorené kozni fibroblasty [24].
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3 FIBROBLASTY

Fibroblasty jsou vyznamné buiky, které se nejCastéji vyskytuji ve vazivové tkani. Maji
protahlé vietenovité az hvézdicovité bunky, jejichz tvar se méni podle aktualniho funkc-
niho stavu. Produkuji mezibunéénou hmotu, tropokolagen a proteoglykany (jedna se o bil-
kovinné podjednotky vlaken) a také elastin. Diky své pomérné vysoké regeneracni schop-
nosti jsou zdrojem materidlu, ktery vyplnuje tkanové defekty neboli jizvy. Proto
pritomnost fibroblastii a jejich funkcni aktivita ovliviluje obnovu vazivovych struktur.

Aktivita fibroblasti se mlze zvysit steroidnimi hormony [25].
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Obr. 6: Fibroblasty [26]

Fibroblasty vznikly z bunék mezenchymu, s nimiz maji velice podobny tvar. Nemaji ostie
ohrani¢enou endoplazmu [27]. Obsahuji jadro, drsna endoplazmaticka retikula, Golgiho
aparat [18] a drobna granula, ktera se barvi metylenovou modii. Maji schopnost fagocyto-
vat cizorodé Castice. V tkanovych kulturach se snadno mnozi a rostou, zejména vlivem
riznych druhd drazdidel. Aby dobte rostly, potiebuji také privod zivin krvi. Nejprve se
péstovaly fibroblasty ziskané z embryonalnich tkani, poté i z dalsich druhti pojiv (synovi-
alnich membran a synovialnich tkani). V médiu téchto tkani byla chemickymi nebo biolo-
gickymi metodami prokazana pifitomnost hyaluronanu, proto jsou fibroblasty povazovany

za misto vzniku mukopolysacharidi [27].

Fibroblasty jsou v riznych ¢astech téla odlisné, rozdil mezi nimi je dokonce i v kuzi [22].
V kazi dospélého ¢loveka se nachazi tfi odliSné populace fibroblastl: papilarni, retikularni

a folikularni. Lisi se v produkci mezibunééné hmoty, v organizaci a v ucasti zanétlivych
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reakci [28]. Za stejnych kultivacnich podminek nevykazuji stejnou pfizptisobivost. Presto
muzou za urcitych podminek zménit sviij charakter. Naptiklad v procesu hojeni rany mo-
hou zménou své genové exprese ziskat nekteré vlastnosti kontraktilnich svalovych bunck

a tim pomahat zaceleni rany. Takové buiiky se nazyvaji myofibroblasty [22].

3.1 Organizace kolagennich vlaken pomoci fibroblasti

Fibroblasty produkujici tropokolageny pomahaji v mezibunééné hmoté s jejich organizaci
do kompaktnich celkti. Pokud jsou fibroblasty v kultiva¢ni nadob¢ ve smési se siti nahodné
orientovanych kolagennich vlaken, které tvoii gel, tak podle svého okolniho prostfedi pii-
tahuji kolagen, ¢imz se objem gelu zmensuje na mensi ¢asti. Podobna ¢innost fibroblastl
je, ze sami sebe obklopi do tésného shluku a po obvodu ziistanou orientovand kolagenni

vlakna [22].

Umistime-li dvé malé embryondlni tkané obsahujici fibroblasty do kolagenniho gelu tak,
aby byla kazda tkan na jiném konci, tak se z kolagenu stane uspofadané pevné vlakno,
které tyto dvé tkané spoji. Fibroblasty nasledné migruji z tkdni podél uspotadanych kola-
gennich vldken. Takze fibroblasty neovliviiuji jen zarovnani kolagennich vlaken, ale
I pohyb kolagennich vlaken muze ovlivnit rozdéleni fibroblastd. Fibroblasty maji

Vv lidském téle pravdépodobné podobné funkce [22].
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4 CYTOTOXICITA

4.1 Testovani bunék in vitro

Materialy, které chceme implantovat do lidského téla, nesmi byt pro buiiky a tkadn¢ toxickeé,
karcinogenni, nesmi vyvolavat nezddouci imunitni reakci ani zhoubné bujeni. Proto se na
bunkach péstovanych in vitro provadi mimo jiné i testovani cytotoxicity. Latka, kterou

chceme testovat, miize u buniky ovlivnit viabilitu, proliferaci a metabolickou aktivitu [29].

Testovanim viability bun¢k zjiStujeme, kolik se jich nachazi zivotaschopnych a kolik ne.
Testy jsou zalozeny na plsobeni barviv (napf. trypanova modf), kterd jsou pro bunécné
membrany viabilnich bun€k nepropustna, nebo na barvivech, kterd se dostanou skrz bu-
nénou membranu. Mezi tato barviva se fadi napt. diacetyl fluorescein, ktery je u viabil-
nich bunék hydrolyzovéan na fluorescein. Ten je pro builkky nepropustny a zivotaschopné

bunky fluoreskuji [29].

Meéfenim proliferace se zjist'uje pocet narustu bunék. To se obvykle provadi méfenim cel-
kového bunécného proteinu, DNA nebo ATP. V dnesni dob¢ je ale upfednostiiovano mé-
feni poméru ATP/ADP a to z toho diivodu, Ze u viabilnich bun¢k je tento pomér konstantni

v

a vysledky jsou spolehlivéjsi nez vysledky méfeni samotného ATP [29].

Testy na metabolickou aktivitu se uskutec¢iiuji na 96 jamkovych desticek. Zamé&fuji se na
biologické funkce uvnitt neporusenych bunék. Jedna se o pfeménu tetrazoliovych soli na

formazanové soli u¢inkem dehydrogenaz pievazné v mitochondriich [29].
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5 POLYETHYLEN

Polyethylen (PE) se fadi mezi nejznaméjsi polyolefiny. Patii do skupiny termoplastt, coz
jsou polymery, které ptisobenim tepla méni tvar, ale chemicky se pfitom neméni. Vyrabi se
riznymi postupy, diky nimz ziskavame PE s rozdilnymi vlastnostmi a velkou Skéalou pou-

ziti. Jako monomer se pouziva ethylen [30].

5.1 Zakladni typy

Mezi zakladni typy patii PE: nizkohustotni (LDPE), vysokohustotni (HDPE), line4rni niz-
kohustotni (LLDPE) a s ultra vysokou molekulovou hmotnosti (UHMWPE). Ziskavaji se
rozdilnou vyrobou a li$i se mezi sebou molekulovou hmotnosti, rozvétvenim fetézct, ob-
sahem krystalické faze a s ni spojenou hustotou. Jak uz napovida nazev, nejnizsi hustotu
ma LDPE (0,910 — 0,955 g/cm?). Je také &asto nazyvéan podle zpiisobu vyroby jako vyso-
kotlaky, nebo téz rozvétveny PE. LLDPE a HDPE jsou linearni polyetyleny. Hustota
HDPE je 0,941 — 0,954 g/cm®. UHMWPE patii mezi PE s nejvétsi hustotou i molekulovou
hmotnosti [31].

5.2 Fyzikalni a chemické vlastnosti

PE je tuhy, ¢astecné krystalicky, ma mlécné zakaleni a je v podstaté bez chuti a zapachu.
Relativni molekulova hmotnost se u PE pohybuje v rozmezi 18 000 az 55 000. Vlastnosti
PE jsou zavislé na teploté. Za pokojové teploty méa dobré mechanické vlastnosti, rdzovou
houZevnatost a pomérné vysokou ohebnost. Je odolny viici vodé a pomérmné staly proti
uéinkim vétsiny chemikalii. Vodni paru propousti pomérné malo. V zavislosti na druhu PE
muze byt hotlavy i nehoflavy. Ma vyborné elektroizolacni vlastnosti, coz je zptisobeno
jeho nepolarnim charakterem. PE je negativné ovliviiovan napétim, tepelnou oxidaci a slu-
necnim zafeni. Plisobenim povétrnostnim vliviim ztraci PE své mechanické vlastnosti, po-
mérné rychle tvrdne a kiehne [30]. Fotooxida¢ni odbouravani probiha hlavné v amorfni
oblasti, takZe ¢im vétsi je krystalinita PE, ¢im menSi bude fotooxidani odbouravani.
HDPE je oxidacné stabilnéjsi nez LDPE. VétSinou se k PE piidavaji saze, pripadné jiné

pigmenty, které maji funkci stabilizatoru [31].

Nizkohustotni PE je diky amorfnimu podilu ohebny i pfi nizkych teplotach, zatimco krys-
talické podily zabezpecuji jeho pevnost. Kolem 60 °C se zac¢ina krystalicka Cast rozpadat
a PE m¢kne. Nad teplotou 110 az 115 °C je PE v tekuté-viskoznim stave. Ochlazovanim

taveniny se op¢€t zacne tvofit krystalicka cast, pficemz pfi rychlém ochlazeni vznikne vétsi
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pocet krystalickych ¢asti a pti pomalém pomérné velké krystaly. Pod teplotou -120 °C se
stava PE tvrdym a kiehkym [30].

Vysokohustotni PE méa vétsi bily zakal zptisobeny pomérné vysokou krystalinitou. Ta zvy-
Suje modul pruznosti a tvrdost a zaroven snizuje propustnost pro plyny, pary a odolnost
proti korozi za napéti. HDPE je oproti rozvétvenym PE odolngjsi vici organickym roz-

poustédlim a na kratkou dobu pouzitelny do 110 °C [31].

PE za normalni teploty odolava u¢inkiim kyseliny sirové, chlorovodikové, dusi¢né a fluo-
rovodikové. Do 50 °C je nerozpustny ve vSech rozpoustédlech, nad touto teplotou se
zacina rozpoustét v aromatickych nebo chlorovanych uhlovodicich. Pii teploté nad 70 °C

se LDPE rozpousti i v p-xylenu, ve kterém se HDPE rozpousti az pii 100 °C [31].
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II. PRAKTICKA CAST
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6 BIOLOGICKE VLASTNOSTI RUZNE MODIFIKOVANEHO PE

Pro svou experimentalni praci jsem jako zkoumany material pouzila folii PE (5 x 5 cm).
K dispozici jsem méla 6 vzorki: neupraveny PE (PE virgin), upraveny PE v reaktoru (PE
treated) a 4 upravené PE s naslednym navazanim danych monomert a hyaluronanu. Pouzi-
té monomery byly nésledujici: allylalkohol (PE treated + AAL + HYA), allylamin (PE
treated + AAM + HYA), N-methylallylamin (PE treated + MAAM + HYA) a N-N-
dimethylallylamin (PE treated + MMAAM + HYA). U vSech téchto vzorkl jsem stanovila

jejich prolifera¢ni schopnost a cytotoxicitu.

6.1 Kultivace keratinocyti

Kultiva¢ni médium pro bunécnou linii lidskych keratinocytii (HaCaT, CLS) bylo: Dulbec-
co's Modified Eagle Medium — s vysokym obsahem glukozy (4.5 g/l) s pfidanymi antibio-

tiky (penicilin/streptomycin) a fetdlnim hovézim sérem od firmy PAA.

Na zacatku testu musely byt buiikky oddéleny ode dna kultiva¢ni nddoby nésledujicim po-
stupem. Z kultiva¢ni nadoby bylo odsato kultivaéni médium. Buiiky byly oplachnuty PBS
(Phosphate Buffered Saline 10x) od firmy GIBCO. Nasledné se bunky inkubovaly pfi
37 °C do jejich odde€leni po dobu max. 20 minut s pfidanym trypsinem-EDTA (1%) od
firmy PAA (0,1 ml/cm?). Poté se k buitkam pfidalo kultivatni médium stejného mnozstvi
jako trypsinu. Pomoci centrifugace pfi teploté 37 °C po dobu 3 minut a 1,1-10° RPM se
buiiky oddglily od kultivatniho média. Buiiky byly nafedény na koncentraci 10° /ml.
Vzorky byly pted kultivaci dezinfikovany pomoci UV-zéfeni (258 nm), jehoz zdrojem byla
nizkotlakd Hg lampa. Poté byly nastiihany o pramérech 3,5 cm a vlozeny do Petriho misky
stejného praméru. Buriky byly napipetovany o objemu 2 ml na vzorek a nechaly se kulti-
vovat v inkubétoru pii 37 °C po dobu 24 h. Morfologie a schopnost proliferace bunék byly
posouzeny pomoci mikroskopu (OlympusS, 1X51) a pomoci fotoaparatu (Olympus, E450)

vyfoceny.

6.2 Test cytotoxicity

Vzorky byly pfed vlastni zkouSkou cytotoxicity dezinfikovany pomoci UV-zafeni
(258 nm). Jako zdroj UV-zareni byla pouzita nizkotlaka Hg lampa. Testy byly provadény
pomoci bunééné linie z mySich embryonalnich fibroblasti (NIH/3T3) z ATCC ® (¢islo:
CRL-1658™). Jako kultivaéni médium bylo pouzito: Dulbecco's Modified Eagle Medium
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— s vysokym obsahem glukdzy, ke které bylo ptidano 10 % teleciho séra a antibiotikum
(penicilin/streptomycin, 100 mg/ml), PAA laboratoie GmbH, Rakousko.

Vzorky byly extrahovany v poméru 6 cm?/ml podle normy EN ISO 10993-12 (Biologické
hodnoceni zdravotnickych prostfedki) v uzavienych nadobach. Pouzitim aseptickych
technik se zajistila chemicka inertnost nadob. Nadoby s extrakty se inkubovaly pii 37 °C
za stalého michani po dobu 24 h. Prvotni extrakty, oznaCovany jako 100 %, se

Vv kultivaénim médiu natedily na koncentrace 75, 50, 25, 10 a 1 %.

Testovani cytotoxicity probihalo podle normy EN ISO 10993-5. Buiiky byly prekultivo-
vany 24 h. Kultivacni médium bylo nasledné nahrazeno extrakty vzorkt. Pro kontrolu bylo
pouzito ¢isté médium s bunkami bez vzorku. Ke zjisténi cytotoxickych ucinkt byl prove-
den MTT test. Pro kazdy vzorek byla provedena ¢tyfi opakovani. Absorbance se méfila pfi
vinové délce 570 nm. Mnozstvi zivotaschopnych bunék je vyjadieno v procentech
z prumérnych hodnot ze ¢tyf méfeni podilem primérné hodnoty Cistych bunék bez vzorku
(ty se vyznacuji 100% zivotaschopnosti). Buniky byly sledovany v mikroskopu (Olympus,
IX81) a vyfoceny pomoci kamery (Leica DFC480).

6.3 MTT test

Pied vlastnim MTT testem se musi vymeénit kultivaéni médium bunék. MTT (3-(4,5-
-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) bylo pfidano ke vzorku v mnoz-
stvi 0,5 ul/ml a nechalo se 4 h kultivovat v inkubatoru pfi teploté 37 °C. Po této dobé byla
vétSina média odsata a nahrazena 1,6 ml DMSO. Po 20 minutach se vzorky vyhodnocovaly

pomoci mikrotitraéniho spektrofotometru Sunrise (Tecan, Svycarsko).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Kaultivace keratinocyti

Z kultivace bun¢k na vzorky byly potizeny fotografie (zvétSeni fotografii je 100x). Jako
kontrola se pouzila &ista Petriho miska z PS. Zadny ze vzorkil nevykazoval pfili§ velkou
schopnost udrzet si zivé buiiky v porovnani s referenci (obr. 13), kde jsou vidét jasné Zivo-
taschopné bunky. Na obr. 7-10 nejsou vidét témét zadné bunky a kdyz uz, tak se jedna
0 buniky bez zivotaschopnosti. Na obr. 11 (PE treated + MAAM + HYA) jsou uz bunky
V lepSim stavu neZ v piedchozich piipadech. Sice nevykazuji extra velkou ochotu prolife-
rovat, ale zvladly se uchytit a pfezit. Na obr. 12 (PE treated + MMAAM + HYA) je vidét
také vice bunék, ale nejsou v tak dobrém stavu jako u vzorku PE treated + MAAM + HYA.

Obr. 7: HaCaT, PE neupraveny (10x%)
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Obr. 8: HaCaT, PE upraveny (10x)

Obr. 9: HaCaT, PE upraveny + AAL + HYA (10x%)
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Obr. 11: HaCaT, PE upraveny + MAAM + HYA (10x)
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Obr. 13: HaCaT — kontrola (10x)
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7.2 Test cytotoxicity

Cytotoxicita byla vyhodnocena podle normy EN ISO, kde se Cisty vzorek bere jako 100%
zivotaschopnost bunék. Zivotaschopnost nad 80 % znamena, Ze vzorek neni pro buiiky
cytotoxicky, mezi 80—60 % je slabé cytotoxicky, mezi 60—40 % je stiedn€ cytotoxicky
apod 40 % je siln¢ cytotoxicky. V tabulce 2 jsou uvedeny vysledky. Je vidét, ze s nizsi
koncentraci extraktu cytotoxicita klesa. Nejlépe dopadl vzorek PE treated + AAM + HYA,
ktery neni pro dvé nejvétsi zfedéni pro bunky cytotoxicky. Necytotoxicky je také pii nej-
vétsim ziedéni PE virgin a PE treated + AAL + HYA. Ostatni vykazuji slabou nebo stfedni
cytotoxicitu. Silnou cytotoxicitu nevykazuje zadny vzorek. Nejvice cytotoxicky je pfi nej-
mens$im ziedéni PE treated, dale pak PE virgin a PE treated + AAM + HYA. Celkové lze
shrnout, ze vzorky PE virgin, PE treated + AAL + HYA a PE treated + AAM + HYA ne-
vykazuji pfi nejvétsim zfedéni cytotoxicitu. Naopak vzorky PE treated, PE treated
+ MAAM + HYA a PE treated + MMAAM + HYA vykazuji pfi kazdém ziedéni alesponi
slabou cytotoxicitu. U vzorku PE treated + AAL + HYA nebylo provedeno ziedéni na

100 a 75 %, protoZe tohoto vzorku uz bylo malo.
Tab. 2: Vysledky méfeni cytotoxicity u riznych vzorki PE
Vzorek

Extrakt PE virgin PE treated  PEtreated PEtreated PE treated  PE treated

[90] AAL HYA AAMHYA MAAM MMAAM
HYA HYA

100 52 48 S 53 59 56

75 61 62 - 59 57 62

50 65 61 63 61 59 64

25 65 62 76 63 67 62

10 78 64 76 89 68 70

1 80 75 80 84 73 75

Pfi méfeni cytotoxicity byly pofizeny fotografie bunék, jejichz zvétseni je 100x. Referenci
(obr. 34) je piekvapivé nejvice podobny vzorek PE treated + AAL + HYA 50 % (obr. 20),

u kterého vysla cytotoxicita 63 %, ale na snimku mizeme vidét veétsi mnozstvi zivota-
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schopnych bunék. Naopak u vzorku PE treated + AAM + HYA 1 % (obr. 25), u n¢hoz vy-
Sla cytotoxicita 84 %, tedy jedna z nejvyssich hodnot, 1ze spatfit mensi mnozstvi mrtvych
bunck. Pfitom by se dalo pfedpokladat, ze pravé na tomto vzorku budou nalezeny jen zivo-
taschopné bunky. Pfi koncentraci extrakti 25 % (obr. 24), 75 % (obr. 23) a 100 % (obr. 22)
tohoto vzorku miizeme vidét snizujici se pocet bunck, pricemz vétSina z nich neni
Vv zivotaschopném stavu. Obecné lze tedy fici, Ze pocet Zivotaschopnych bunék roste se
snizujici se koncentraci extraktti. Vzorky s vétsim poc¢tem Zivotaschopnych bunék jsou: PE
virgin 25 % (obr. 16), PE treated + AAL + HYA 25 % (obr. 21), PE treated + MAAM +
HYA 1% (obr. 29). Asi nejvice mrtvych bun¢k bylo zaznamenano na vzorku PE treated
100 % (obr. 17), cemuz odpovida jeho stiedné silna cytotoxicita — 48 %. Ani u koncentraci
extraktl 75 % (obr. 18) a 50 % (obr. 19) nelze najit mnoho Zzivotaschopnych bunék.
U vzorku PE treated + MMAAM + HYA s koncentraci extraktd 100, 75 a 25 % (obr. 30,
31, 32), jejichz cytotoxicita je stfedné az slabé silna (56, 62 a 62 %), byl zaznamenan nizky

pocet bun¢k a z toho jen velmi malo zivotaschopnych.

Obr. 14: NIH/3T3, PE neupraveny 100 % (10x)
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Obr. 15: NIH/3T3, PE neupraveny 75 % (10x)

Obr. 16: NIH/3T3, PE neupraveny 25 % (10x)
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Obr. 18: NIH/3T3, PE upraveny 75 % (10x)
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Obr. 20: NIH/3T3, PE upraveny + AAL + HYA 50 % (10x)
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Obr. 22: NIH/3T3, PE upraveny + AAM + HYA 100 % (10x)
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Obr. 23: NIH/3T3, PE upraveny + AAM + HYA 75 % (10x)

Obr. 24: NIH/3T3, PE upraveny + AAM + HYA 25 % (10x)
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Obr. 26: NIH/3T3, PE upraveny + MAAM + HYA 100 % (10x)
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Obr. 28: NIH/3T3, PE upraveny + MAAM + HYA 10 % (10x)



UTB ve Zlin¢, Fakulta technologicka

45

Obr. 30: NIH/3T3, PE upraveny + MMAAM + HYA 100 % (10x)
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Obr. 31: NIH/3T3, PE upraveny + MMAAM + HYA 75 % (10x)

Obr. 32: NIH/3T3, PE upraveny + MMAAM + HYA 25 % (10x)
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Obr. 34: NIH/3T3 — kontrola (10x)
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ZAVER
V této bakalatské praci bylo za ukol zjistit povrchové interakce Cistého a riizné modifiko-

van¢ho PE. Na kultivaci byly pouzity builky HaCaT, na test cytotoxicity jen buiky
NIH/3T3.

Pti kultivaci HaCaT se tyto buniky uchytily pouze na dvou vzorcich, a to na modifikova-
ném PE s MAAM a MMAAM (u tohoto vzorku byla ale zivotaschopnost bun¢k velmi ma-
14). Na ostatnich vzorcich bylo nalezeno jen velice malo bun¢k, k tomu bez Zivotaschop-
nosti. Je zajimavé, ze pfi testu cytotoxicity dopadl nejlépe vzorek PE s navazanym AAM
buniky HaCaT se na né neuchytily. Zato PE s navazanym MAAM vykazoval pii kazdé
koncentraci alespon slabou cytotoxicitu, tedy mensi jak 80 %. Celkové v testu cytotoxicity
dopadl Iépe PE neupraveny nez PE upraveny v reaktoru. Dalsi vzorky s vétSim poctem
zivotaschopnych bunék jsou: neupraveny PE 25 % (s cytotoxicitou 65 %), PE s AAL 25 %
(s cytotoxicitou 76 %) a PE s MAAM 1 % (s cytotoxicitou 73 %). Nejhute dopadl vzorek
PE treated 100 % se stfedné silnou cytotoxicitou (48 %), na kterém je vidét vétsi mnozstvi
bun¢k bez zivotaschopnosti. Ani u vzorkii PE s AAM s koncentraci extraktt 100, 75, 25 %
(s cytotoxicitou 53, 59 a 63 %) a PE s MMAAM s koncentraci extraktd 100, 75, 25 %

a s cytotoxicitou 56, 62 a 62 % nebyl zaznamenan vysoky pocet Zivotaschopnych bungk.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AAL
AAM
ADP
ATP
CD44
DNA
GAG
GlIcA
GIcNAc
HA (HYA)
HaCaT
HARE
HAS1-3
HDPE
HYAFF 7

HYAFF 11

Hyal-1 az Hyal-4

Layilin
LDPE
LLDPE
LYVE-1
MAAM
MMAAM

MTT

Allylalkohol

Allylamin

Adenosindifosfat
Adenosintrifosfat
Transmembranovy glykoprotein, receptor hyaluronanu
Deoxyribonukleova kyselina
Glykosaminoglykan

Kyselina D-glukuronova
N-acetylglukosamin

Kyselina hyaluronova, hyaluronan
Bunécéna linie lidskych keratinocyta
Receptor hyaluronanu

Hyaluronan syntazy
Vysokohustotni polyethylen

Ethyl ester kyseliny hyaluronoveé
Benzyl ester kyseliny hyaluronové
Sav¢i hyaluronidasy

Receptor hyaluronanu
Nizkohustotni polyethylen
Linearni nizkohustotni polyethylen
Receptor hyaluronanu
N-methylallylamin
N-N-dimethylallylamin

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
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NIH/3T3
PBS

PE

PH-20
RHAMM
TLR4
UDP-GIcA
UDP-GIcNAc

UHMWPE

Mysi embryonalni fibroblasty
Phosphate Buffered Saline
Polyethylen

Sav¢i hyaluronidasa

Receptor hyaluronanu

Toll-like receptor 4

Uridindifosfat kyseliny D-glukuronové
Uridindifosfat N-acetylglukosaminu

Polyethylen s ultra vysokou molekulovou hmotnosti
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