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Technologie vyzkumu
kvality povrchu materialu
s zivymi bunkami in vitro

Autofi: Ing. Vitézslav Brezina, CSc. — vyvojova laborator LF MU Brno | Ing. Jan Kreisler — MedConcept, s.r.0., Brno

Kvalita materidlé dostatecné akceptovatelnd bun-
kami a tkdanémi je prvnim krokem pfi testovani
nové vyvinutych materiald. Obvykle se zkoumaji
vlastnosti chemické, nasleduji viastnosti fyzikalni
a konecny test zahrnuje zkousky biologické. Ty jsou
pfisné normovany soucasne v norme ISO 10 995.
Kazdy material, ur¢eny pro zdravotnictvi musf této
normé vyhovovat, pokud je sériové vyrabén a dis-
tribuovan.

Na druhé strané vsak stoji vyvojova zdkladna at
uz podnikova nebo akademickd, jejimz Ukolem je
vyvijet nejenom nové materidly na bazi védeckych
poznatkd, ale také se podilet na vyvoji novych
zdravotnickych technologii. Nové technologie se
tykaji nejenom vlastnich materidld pouzitych na-
pfiklad v implantologii, ale také na novych meto-
dach pro ovéfovani kvality testovani a také na in-
terpretaci vysledkd testovacich baterii. To vede
kracionalnimu vyuziti materidld tak, aby byly
dobre akceptovany Zivou tkani, popfipadé pfi uziti
degradabilnich material k nizké nepfijatelnosti je-
jich zbytkl pro Zivé bunky.

Soucasné metody ovéfeni kvality materidll anebo
jejich vyluhd jsou vétSinou zalozeny na hodnoceni
dat, kterd jsou ziskana po fixaci bunék a jejich na-
sledném obarveni. V pfipadé histologického zpra-
covani je to podobné, stejné jako po vyuZiti elekt-
ronové mikroskopie. Vzdy hodnotime stav bunék
nebo tkani po néjaké dobé rdstu na materidlu
nebo jeho vyluhu. Vyjimku tvofi rdstové schop-
nosti bunécné populace, které se provadéji v kulti-
vacnich nadobach. Zavérecné pocitani bunék
v narostlé populaci je obvykle zase véc fixovani bu-
nék a jejich pripadné obarven, je-li zjistovana mor-
talita. Jiné zkousky, napfiklad test MTT pracuje po-
dobné, obarveni méfime na fotometrech
a usuzujeme na metabolickou aktivitu.

Tyto statické metody maji sv{j nezastupitelny vy-
znam pfi studiu toxicity materidld a jednoznac¢né

urcuji, kdy mze byt material pro aplikaci uzit a kdy
ne. Vedle téchto metod existuji, ttebaze ponékud
opomijené, metody feknéme dynamické. Ty jsou
zalozeny na prlibézném snimkovani rostouci bu-
nécné populace, samoziejmé in vitro. Princip sbér-
ného snimkovani je znam od doby samotného vy-
nélezu fotografie a zajimavé je, Zze prvni vyuziti
bylo v biologii. Moderné se metodeé fika ,live cell
dynamic image”, ¢esky termin je jiz 100 let znam
jako ,sbérnd kinematografie”, coz ovéem nema nic
spole¢ného s dramatickymi pofady nékterych
tvarct filmovych dokumentd. V nasem pripadé jde
0 sbérnou mikrokinematografii, to znamena po-
stupné snimkovani zorného pole mikroskopu, kde
se odehravajf fyziologické bunécné jevy. Snimku-
jeme tedy chovani bunéné populace v materia-
lem pozménénych kultiva¢nich podminkach. Zna-
mena to, ze na vysledném snimku vidime vzajemné

0Obr. 1: Konstrukce leSeni
vhodného pro specialni
cely. Buriky jsou rozpro-
stfeny na povrchu tramce
scaffoldu. Reakce bunék
je pozitivni.

implants

12018

107



xxxxxx Kvalita povrchd materidld s Zivymi burikami in vitro

0Obr. 2: Mezi tramci scaffoldu se
vytvari bunécéné mlstky. Pokud je

leSeni degradovatelng, burky vytvari

nahradni tkan.

0Obr. 3: Rozemletd tvrda zubni tkan
ve zkouskdch in vitro s burikami
MG63. Je vidét afinita bunék k né-
kterym zrndm tvrdé zubni tkané.

Obr. 4: Afinita k zrndm tvrdé zubni
tkdné je vidét na zrnu, které je obaleno
burikami. Pfedpokladame, Ze toto zro

je dentin. Velké zmo v pravé ¢asti obrazu
je bez bunééného obalu. Predpoklada-
me, Ze jde o sklovinu.

Obr. 5: Mezi zmy tvrdé zubni tkané se
pomérné rychle (cca do 24 hodin) vytva-
fi uceleny bunécny mstek, coz mize
znamenat rychlou tkariovou reakci

bunécné interakce, interakce bunék s materidlem
a hlavné adapta¢ni fazi populace na materiél nebo
jeho vyluh. Popfipadé také fakt, ze zZlomky materi-
alu indukuji projevy taxe bunék smérem k ulomku
nebo od néj.

Stomatologické vyzkumné centrum pod vedenim
prof. Jittho Vanka udélalo pro takové dynamické
metody potfebny zaklad. Bylo ovéfeno mnoho za-
kladnich  materidld pro dentdini implantologii
a ve spoluprdci s vyrobnimi organizacemi a akade-
mickou sférou pfispélo k tvorbé zcela nové slitiny
pro implantaty. Mnoho otdzek vsak zlstalo ote-
vieno. Jednou z nich je otdzka charakteru povrchu,
popfipadé interakce bunék na rozhrani dvou tkani.
Prinasi to dalsi vyzkumné otazky, kladené zejména
akademické sféfe optickych dovednosti, to je za-
znam pfimého snimkovani chovani bunék na ne-
prdhlednych povrsich za soucasného zviditelnéni
prasvitnych bunécnych tél.

Vedle materidlt umélych, obvykle slitin kovd, po-
pfipadé upravenych plastickych hmot, je vsak
i zcela redlna cesta k vyuzitl bunék & organd télu

vlastnich. To plati nejenom pro aplikace implanto-
logické, ale

i pro celou oblast reparace at jiz tkdrové nebo bu-
nécné. Jednou z nich je metoda vyuziti dentinu
pro augmentaci kostnf tkané, kterd je uz v soucas-
nosti vyuzivana ve stomatologii. Jeji princip je v ro-
zemleti ocisténého zubu na Ulomky velikosti pfi-
blizné 300 um a jejich aplikaci do zubnf jamky, kde
tento materidl prostor vyplni a umozni po kratké
dobé dalsi operacni zasahy. Jde tedy o skutecny
biomaterial s okamZitou aplikaci, popfipadé o jeho
uchovani k aplikacim pozdéjsim.

Otadzkam prijatelnosti rozemleté zubnf tkané byla
veénovana pozornost i na vyvojovém pracovisti sto-
matologické kliniky LF MU v Brné a v Laboratofi
tkdnovych kultur Jihoceské univerzity v Novych
Hradech.V podminkach in vitro byla potvrzena hy-
potéza o pfijatelnosti pomleté tvrdé zubni tkdné
kostnimi burikami, pochopitelné v modelovych
pokusech. Bylo nastoleno mnoho dalsich vyzkum-
nych otazek, které jsou postupné feSeny nejenom
na Urovni laboratorni, ale i klinické.

implants

12018

02

Video3

Video 4

Video 1: Zirkon — Pozitivni reakce na vzorek zirkonia. Buriky reaguji dobrou adhezi a dilataci, probiha bunééné déleni
Video 2: Alzona — Kolem vzorku aluminia se postupné vytvafi zéna odumirajicich bunék, dal od povrchu vzorku jsou buriky Zivé
Video 3: Indium — Zcela negativni reakce na vzorek india. Buriky reaguji odumiranim, a to postupné od hrany vzorku.
Video 4: Nanovlakno — Interakce bunék s mikro- a nanovldkny s PCL. Buriky adheruiji k viaknu, jsou schopny pohybu a co je diilezité — déli se. Reakce bunék je pozitivni.



