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Uvod

Nové vznikajici a vyvijené materialy se zcela odlisny-
mi fyzikalnimi vlastnostmi (napf. slitiny kovt, povrchové
vrstvy, nanomaterialy) urené zejména pro zdravotnictvi
a biotechnologie, vyZzaduji vyvoj a vznik novych metod
a postuptt k vyjadfeni vztahu mezi povrchem nezivého
materialu a bunécnou populaci. Dosavadni metody ne zce-
la vyhovujici novym trendiim jsou pfedmétem normy CSN
EN ISO 10993-1 (cit.").

Interakce mezi implantovanym materialem a biologic-
kym prostfedim jsou zavislé na povrchu materidlu a jeho
vlastnostech. Interakce umoziuji kontrolovat mnoZzstvi
a kvalitu buné¢né adheze na povrchu materidlu a nasledny
rist bungk®. Testy biokompatibility in vitro jsou vyvinuty
pro simulaci a pfedpovézeni biologické reakce na materia-
ly, které mohou byt umistény na povrchu nebo uvnit t&la’.

Soucasna naSe prace se zabyva piimou reakci bun¢k
na zkouSeny material s pofizenim obrazového zaznamu.
Reakce musi byt vyhodnocena a posouzena jako model
in vitro. Buiky jsou inokulovany na povrch vzorku mate-
ridlu a tam kultivovény. V préci prezentujeme model, po-
moci néhoz lze stanovit, jak jsou bunééné populace schop-
ny kolonizovat povrch materialu.
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Experimentalni ¢ast
Materialy

Titanové slitiny jsou pfevazn€ pouzivany jako materi-
aly pro 1ékarské implantaty. Jsou obecné povazovany za
chemicky inertni, biologicky kompatibilni s lidskou tkéani
a odolné viiéi korozi lidskych télnich tekutin®.

Chemické kompozity nebo rizné povrchy titanovych
implantatl se 1isi v zavislosti na jejich sloZzeni a objemu
povrchové Upravy. Komercné Cisty titan ma rizné stupné
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Cistoty (tFidéné od 1 do 4). Tato Cistota je charakterizovana
kyslikem, uhlikem a obsahem Zeleza’. Titan Grade2 je
komerc¢né Cisty titan se stopovymi pfimiseninami. Je nejvi-
ce pouzivanym druhem titanu na primyslové aplikace ve
vSech forméch polotovart. Nabizi optimalné vyvazenou
kombinaci pevnosti a taznosti®. Titan Grade 5 je slitina
novou slitinou pro dentalni i ortopedickou implantologii.
Disponuje dobrou korozni odolnosti, vysokou pevnosti
a relativné nizkou taznosti’.

Slitiny kovti pouzitych jako modely pro nové prezen-
tovanou metodu byly Titan Grade 2 a Titan Grade 5.

Pozadavky na tvar zkouSeného materialu

ZkouSeny vzorek musi mit vodorovnou polohu plo-
chy urcenou ke stanoveni kolonizace. Tato poloha je nejlé-
pe dosazena, jsou-li protilehlé plochy rovnobézné, piicemz
nezalezi na tvaru protilehlych stran. Nejlépe vyhovuji val-
cové tvary, kdy zkousena vrchni plocha je rovnobézna
s plochou spodni, ktera je v kontaktu se dnem kultivacni
misky.

Titan Grade 2 pouzity pro tuto praci mél v priméru
9,94 mm a vysku 2,86 mm, jeho povrch byl lestény. Dru-
hym vzorkem byl Titan Grade5 o priméru 7,92 mm
s vySkou 2,93 mm rovnéz s lesténym povrchem.

Bunééna linie

Buné¢na linie pouzita pro interakci s danymi materia-
ly byla MG63. Jedna se o heteroploidni bunéc¢nou linii
ziskanou z lidského osteosarkomu. Bunécné linie jsou
potizovany z European Collection of Cell Cultures a kulti-
vovany dle specifickych podminek kazdé bunécné linie.
Tato bunécna linie pouzitd pro tento test je kultivovana
v MEM (Minimalni esencialni médium s Earleovymi sole-
mi, bez L-glutaminu, firma GE Healthcare) s 10% ptidav-
kem bovinniho fetalniho séra (firma PAA).

Kultiva¢ni podminky

Teplota v kultivatnim zafizeni je 37 °C. Vzdu$na
vlhkost se pohybuje kolem 90 % s neustdlym piivodem
CO; na urovni 5 %. Pro zah4jeni pokusu je potfeba dodrzet
shodné kultiva¢ni podminky (na vzorky je pouzita suspen-
ze bun€k z jedné kultivaéni nadoby a z jedné pasaze, pii
dodrzeni stejné doby expozice). Osteoblasty jsou enzymo-
vé uvolnény z polystyrenové kultivacni lahve pfidanim
priblizn€ 500 ml trypsinu EDTA (10x), (firma PAA). Su-
spenze bunék je napocitana v Burkerové komirce a inoku-
lovana do kultiva¢niho média ke vzorku materidlu dle
velikosti plochy kultiva¢ni nddoby o hustoté 3500 bunék/
cm®. Velikost plochy kultivaéni nadoby se zvoli tak, aby
plocha, na které je umistén vzorek materidlu, byla z vétsi
¢asti zakryta plochou pouzitého vzorku materialu. Kulti-
vacni doba je zvolena podle pouzité bunécné linie, obvykle
tak, aby zahrnovala alespon tfi bunééné cykly (zpravidla
72 hodin). Po kultivaci je bunéfna populace fixovana
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a obarvena nckterou z obvyklych technik a nésledné je
pofizen obrazovy zdznam povrchu materialu s bunkami.

Obrazové zaznamy

Obrazové zaznamy jsou pofizeny v mikroskopu
v dopadajicim svétle. Z kazdého povrchu vzorku materidlu
je pofizeno 32 obrazovych zaznamu. Tyto jsou pofizovany
metodou ndhodného vybéru, fadkovaci metodou.

Vyhodnoceni zdznamd a statistické analyzy

Obrazové zdznamy jsou hodnoceny tak, Ze plochy
kolonii bunék v kazdém pofizeném snimku jsou obkresle-
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ny, anebo jsou podrobeny automatizovanému stanoveni.
Je potizen soucet ploch kolonii bunék a porovnan
s plochou celého zorného pole. Kazdy material je vzorko-
van po 32 nahodné zvolenych obrazovych poli a z nich je
usuzovana plocha, kterou buiiky kolonizuji zkoumany
material (obr. 1). Soucasti prezentované metody je softwa-
rovy program v jednoduché varianté, je vSak mozno uzit
ijinych, pfistupnych programi. Vysledkem je stanoveni
procenta buiikami kolonizovanych ploch. Tato data jsou
ptistupna dal§im b&Znym statistickym metodam.

Obr. 1. TiGr5 zobrazen kontrastni technikou (barveno fluoresceinem) bez a s obkreslenim bunéénych struktur
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Obr. 2. Plocha kolonizace povrchu u vzorki materialu TiGr2 (€erny sloupec) a TiGr5 (Sedy sloupec) na porizenych 32 obrazovych

zaznamech po uplynuti Kkultiva¢ni doby 72 hodin
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Vysledky a diskuse
Statistické zhodnoceni

Jako ovéfeni spravnosti pouzitelnosti této metody
jsme zvolili Gausovo rozdéleni jako rozdéleni pravdépo-
dobnosti spojité nahodné veliCiny. Pti stanoveni koeficien-
tu hladiny vyznamnosti na Grovni 5 % byla zjiSténa pro
oba sledované materidly nezamitnutd nulova hypotéza,
tudiz oba sledované materialy patfily do zékladniho soubo-
ru.

Interakce heteroploidni bunécné linie MG63 byla
rozdilna pro zkoumané materialy TiGr2 a TiGrS. Na ma-
teridlu TiGr2 bylo zjiSténo procento kolonizace na urovni
63,68 %, coz bylo vys$si nez procento u materidlu TiGrS5,
které Cinilo 34,12 % za sledovany ¢as 72 hodin.

Materialy, které se bézné pouzivaji pro svoji biokom-
patibilitu (napf. pro dentdlni implantaty), jsou bézn€ vyra-
bény z kovl a jejich slitin. Na interakci mezi bunécnou
linif a biomateridlem i na adhezi bun€k ma vliv pohybli-
vost bunécné populace, proliferace a syntéza proteinti ex-
tracelularni matrix®.

Zvoleny cas interakce pro kultivaci bunécné linie
s materidlem byl vybran na zaklad¢ kultivacni doby tak,
aby zahrnoval alespofi tfi bun&éné cykly’. V jinych studi-
ich byla srovndvana bunétné adhese osteoblasti na mate-
rialech z hliniku a titanu v kratSich ¢asovych intervalech
¢itajicich 0,5, 1, 2 a 4 hodiny pfi stejném mnoZstvi inoku-
lované bundné suspenze s 3500 buitkami/cm® na plochu
kultivacni naddoby pfi pouziti shodnych kultiva¢nich pod-
minek pouZitych pro tuto metodu'®. Jako hladina vyznam-
nosti byla pro metodu kolonizace na materidlech TiGr2
a TiGr5 zvolena hranice 5 % oproti ¢asto pouzivané hladi-
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né¢ vyznamnosti na Grovni 1 % pro experimenty pii sledo-
vani adhese osteoblastli na materidlech s odliSnym sloze-

nim''.

Zavér

Cilem této prace bylo zjisténi interakce bunécné linie
s neprihlednym povrchem u slitin kovl pouzivanych pro
lékatrské implantdty, s pofizenim obrazového zdznamu.
Tato prace ukazala interakci a procenticky rozdil obsaze-
nosti plochy u pouzitych vzorki materialu TiGr2 a TiGr5
bunécnou linit MG63. Vice se bunééna linie MG63 koloni-
zovala na povrchu vzorku materialu TiGr2 oproti druhému
vzorku TiGr5 pfi stejné dobé expozice a kultiva¢nich pod-
minkach.

Prace byla podporena projektem GACR P503/12/0337
a projektem CENAKVA II c¢islo LO1205 (v ramci progra-
mu NPU ).
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Obr. 3. Relativni ¢etnost kolonizace povrchu materialu TiGr2 (Sedy sloupec) a TiGr5 (Cerny sloupec) p¥i interakci povrch materi-

alu — bunééna linie MG63 za 72 hodin
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nosti z vyznamnych svétovych védeckych pracoviit. Ucastnici konference budou mit moznost publikovat
své prispévky v nékterém z renomovanych védeckych casopist. Stejné jako v minulych ro¢nicich se muzete
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Pfijem abstraktti prednasek a posterd bude probihat do 20. dubna 2015, registrace do 17. kvétna 2015 a zasla-
ni konferencniho ptispévku do 20. ¢ervna 2015.
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