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 Materiál pro dentální implantáty by měl být biokompatibilní, netoxický a neměl by vyvolávat žádné alergické reakce. Nejvíce používaným materiálem je v současnosti titan, a to především díky jeho výborným mechanickým vlastnostem, dobré odolnosti vůči korozi a dobré biotoleranci. Dentální implantát je v kontaktu jak s měkkou, tak tvrdou tkání a je proto důležité, aby co nejlépe vyhovoval oběma. Z tohoto důvodu je dnes povrch titanových materiálů různě chemicky modifikován a hledá se nejlepší modifikace, která bude vhodná pro klinické využití.
První část předkládané práce je zaměřená na studium biokompatibility šesti různých modifikací titanových materiálů. Byl studován jejich vliv na tvorbu bakteriálního biofilmu, adhezi, diferenciaci a apoptózu gingiválních fibroblastů a osteoblastů. Data potvrdila biokompatibilitu všech testovaných materiálů, které nevykazovaly žádný cytotoxický účinek na buňky. Dále bylo potvrzeno, že důležité parametry povrchu, kterými jsou drsnost, smáčivost a elektrický náboj, korelují s buněčnou i bakteriální adhezí. Na základě výsledků lze říci, že pro úspěšnost implantátu je důležitá kombinace jak fyzikální, tak i chemické modifikace.
Druhá část byla zaměřena na zavedení experimentálního modelu hojení ran in vitro s využitím keratinocytů. Hojící proces se skládá ze  tří různých fází. 1) Počáteční zánětlivá fáze je charakterizovaná zejména srážením krve a chemotaxí zánětlivých buněk. 2) Další fáze, proliferační, je stimulována produkcí cytokinů a migrací keratinocytů přes ránu. 3) V poslední fázi hojení dochází ke kontrakci rány a tvorbě jizvy. Model byl použit pro porovnání toxicity různých forem stříbra a zlata. Oba ušlechtilé kovy jsou využívány při léčbě poranění kůže. Stříbro především díky svým antimikrobiálním vlastnostem a u zlata byly popsány protizánětlivé účinky, které se s přídavkem antioxidantů zesilují. Avšak u obou sloučenin kovů jsou diskutovány nežádoucí toxické účinky. Z tohoto důvodu byla sledována jejich cytotoxita na keratinocyty a exprese proteinů podílejících se na procesu hojení. Na použitém modelu se cytotoxické účinky projevily pouze u koncentrací iontového stříbra vyšších než 3,7 ppm. Výsledky předkládané práce zároveň ukazují, že iontové stříbro v subtoxických koncentracích by mohlo podporovat hojení. Sledované parametry MMP-1,-3,-10 a kolagen I, které se podílí na procesu hojení, byly u iontového stříbra zvýšeny. Současně byly u všech materiálů pozorovány protizánětlivé účinky, prokázané snížením prozánětlivého cytokinu IL-6. 
Klíčová slova: cytokiny, dentální implantáty, fibroblasty, hojení, keratinocyty, matrixové metaloproteinázy, nanočástice, titan 
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SUMMARY
Material for dental implants should be biocompatible, nontoxic and should not induce any allergic reaction. Currently, titanium is the most commonly used material for dental implant because it has excellent mechanical properties, corrosion resistance and good biocompatibility. Dental implants are in the contact with soft tissue and bone, therefore materials used in dental implants should suit both tissues. As numerous chemical modifications to the surface of titanium exist, the ones most suitable for clinical use are sought. 
The first part of this thesis is focused on a biocompatibility study of six different modifications of titanium materials. Their influence on the formation of bacterial biofilm, adhesion, differentiation and apoptosis of gingival fibroblasts and osteoblasts was studied. Data confirmed the biocompatibility of all tested materials, which showed no cytotoxic effect on cells. It was also confirmed that the critical surface parameters, including roughness, wettability and electric charge correlate with cellular and bacterial adhesion.  The results suggest that combination of physical and chemical modifications are very important to an implant.
The second part of thesis is aimed to establish an experimental model of inflammation in vitro by using human epidermal keratinocytes. The healing process consists of the three distinct phases. 1) The initial inflammatory phase is characterized by a particular clotting and chemotaxis of inflammatory cells. 2) The next phase, proliferation and keratinocyte migration over the wound is stimulated by cytokine production. 3) Contraction of the wound and scar formation occur in the last stage of healing. The model was used to compare the toxicity of various forms of silver and gold.  Both precious metals are used in the treatment of skin injury. Silver is mainly used due to its antimicrobial activity and it has been reported that gold has an anti-inflammatory activity which is increased with the addition of antioxidants. However, both metals discussed  posses undesirable effects. Therefore, the cytotoxicity on the keratinocytes and the expression of proteins involved in the healing process was monitored. In the used model, cytotoxic effects were observed only at concentrations of ionic silver above 3,7 ppm. The results of present study also show that ionic silver in subtoxic concentrations could promote healing. The monitored parameters MMP-1,-3,-10 and collagen I that are involved in the healing process were increased at ionic silver.

At the same time all materials demonstrated anti-inflammatory effects because decreased levels of proinflammatory cytokine IL-6.

Keywords: cytokines, dental implants, fibroblasts, keratinocytes, matrix metalloproteinases, nanoparticles, titanium, wound healing
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V současné době se v medicíně využívá čím dál více nejrůznějších kovových materiálů. Z tohoto důvodu se výzkumu a vývoji této oblasti věnuje velká pozornost. Kovy jsou dnes využívány v detekčních systémech biosenzorů, v diagnostice různých onemocnění, jako zubní či kloubní náhrady, ve farmakologii, při léčbě nádorů a také v dermatologii na hojení ran, ekzémů a řady kožních onemocnění. V dnešní době miniaturizace se středem zájmu staly především nanomateriály, které jsou dnes označovány za materiály 3. tisíciletí. Jedním z prvních průkopníků nanomateriálů byl americký vědec a nositel Nobelovy ceny za fyziku Richard Philips Feynman. Na jeho počest je každoročně udělována Feynmanova cena za přínos v oboru nanotechnologie. Termín nanotechnologie se však objevil později až v roce 1974, kdy jím japonský fyzik Taniguchi označil novou metodu, která umožňovala výrobu součástek s přesností na nanometry. Nanotechnologie se dnes staly součástí mnoha vědních disciplín. Využití nanomateriálů v lékařství je označováno jako nanomedicína.
Důležitou vlastností všech kovových materiálů, které jsou v kontaktu s živou tkání nebo tělní tekutinou, je jejich biokompatibilita. Materiál by neměl vyvolávat žádné toxické, alergické nebo zánětlivé reakce ani stimulovat reakce imunologické. Neměl by indukovat změny v plazmatických enzymech a proteinech, či změny při srážení krve. A v neposlední řadě by materiál neměl stimulovat karcinogenní, mutagenní nebo teratogenní změny tkáně. Z tohoto důvodu je dnes předmětem zájmu in vitro a in vivo studium biokompatibility materiálů.
V současnosti už je známo několik materiálů, které jsou biotolerantní. Mezi tyto materiály patří titan. Čistý titan je používán pro ortopedické a dentální náhrady od druhé poloviny 60. let minulého století. Mezi kovy byl pro tyto aplikace použit jako poslední. Dnes je titan preferován před ostatními materiály zejména pro svou výtečnou biokompatibilitu s malou nebo téměř žádnou reakcí s okolní tkání. Snahou dnešních novodobých technologií je připravit různé modifikace titanových povrchů tak, aby vyhovovaly jak měkké tkáni, tak kosti v dutině ústní a zároveň zamezily tvorbě bakteriálního biofilmu. Předpokládá se, že modifikace titanového povrchu by mohla zlepšovat osseointegraci. 
Dalšími kovy využívanými v lékařství jsou ušlechtilé kovy zlato a stříbro. Díky svým antimikrobiálním účinkům proti bakteriím, virům i dalším mikroorganismům se stříbro po celá staletí používá pro léčbu popálenin a chronických ran. Je dnes používáno v různých formách, od stříbrných iontů, kovového stříbra nebo stříbrných nanočástic pro ošetřování popálenin, na výrobu dentálních materiálů a také bývá složkou opalovacích krémů.  Zlato je používáno ve formě nanočástic. Vykazuje především protizánětlivé účinky a zjistilo se, že společně s některými antioxidanty se jeho účinky zesilují. I přes pozitivní účinky mohou tyhle kovy vykazovat nežádoucí vliv na buňky. V případě stříbra se prokázaly toxické účinky v závislosti na velikosti částic a jejich koncentraci. U zlata se toxické účinky neprojevily, ale usuzuje se, že nanočástice jsou schopny penetrovat i přes neporušenou kůži. Na základě těchto hypotéz je studována jeho biobezpečnost.
 
Ve své disertační práci jsem se zabývala in vitro studiem biokompatibility šesti různých modifikací titanových materiálů a studiem vlivu stříbra a zlata na model zánětu vyvolaného pomocí TNF- v keratinocytech. V případě titanových materiálů byl sledován jejich vliv na tvorbu mikrobiálního biofilmu, adhezi, diferenciaci a apoptózu gingiválních fibroblastů a osteoblastů. U stříbra a zlata byl hodnocen především jejich cytotoxický účinek na buňky a byly sledovány vybrané proteinové markery exprimované keratinocyty během procesu hojení. 
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[bookmark: _Toc338072526][bookmark: _Toc338072628][bookmark: _Toc338320596][bookmark: _Toc344998067][bookmark: _Toc360082320]Periodontium a zub
Dentální implantáty jsou široce využívanou alternativou pro náhradu některých nebo všech zubů. Jejich hlavní funkcí je zabezpečit stabilitu umělého zubu. 
Zub se skládá z korunky a kořene, hranice mezi nimi se označuje jako krček. Podstatnou část zubu dále tvoří zubovina, na povrchu zubu sklovina a v oblasti kořene cement. Okolí zubu je obklopováno periodontiem (ozubice), gingivou (dáseň) a alveolární kostí, proto základním předpokladem pro úspěch implantátu je jeho pevná primární stabilita v měkké tkáni a kosti (Obr.1) (Malinský a kol., 2001). 
V měkké tkáni se vyskytují hojně gingivální fibroblasty, které hrají důležitou roli ve vývoji, funkci a regeneraci struktury podpory zubů (Lekic a kol., 1996; Palaiologou a kol., 2001). Dále jsou také zapojeny do produkce a udržování pojivové tkáně a účastní se procesu přestavby a regenerace alveolární kosti a cementu (Biagini a kol., 1992; Park a kol., 2001). V kosti se nacházejí osteoblasty, které po implantaci adherují k povrchu implantátu a zprostředkovávají jeho upevnění. Tento proces se nazývá osseointegrace. Osseointegrace poskytuje přímé strukturální a funkční spojení mezi živou kostí a povrchem implantátů. (Jones a kol., 2001; Steinemann a kol., 1998). Špatná primární stabilita implantátu bývá hlavním důvodem jeho selhání. Najdou se ale i jiné příčiny jako je zánět nebo biomechanické přetížení (Javed a kol., 2009). 
Dentální implantát může být po operaci ložiskem pro bakterie, které mohou způsobit bakteriální infekci. Přichycené bakterie k povrchu implantátu se množí a vytváří povlak označovaný jako mikrobiální biofilm. Jeho tvorba začíná přichycením bakterií k povrchu a skládá se z několika fází. První fáze je adheze k povrchu materiálu. Tato fáze je závislá na fyzikálně-chemických vlastnostech implantovaného materiálu jako je jeho textura, drsnost a hydrofobicita. Druhá fáze je dozrávání, kdy se z mikrokolonií tvoří biofilm a ten se vyznačuje tvorbou exopolysacharidů. Fáze dozrávání může trvat několik hodin až několik týdnů podle typu bakterií. Poslední fází je odtržení. Buňky obsažené ve vyzrálém biofilmu se mohou následně oddělit a kolonizovat nová místa (Donlan, 2002; Rulík a kol., 2011).
Nejběžněji využíváným dentálním materiálem je titan. Důvodem je jeho dobrá odolnost vůči korozi a výborné mechanické vlastnosti. V dnešní době je povrch titanu různě chemicky a fyzikálně modifikován. Snahou je nalézt nejlepší modifikaci, která by vyhovovala jak měkké tkáni, tak kosti v dutině ústní a zároveň nepodporovala růst mikrobiálního biofilmu. Z tohoto důvodu je studium biokompatibility dentálních materiálů hlavním předmětem zájmu dnešní implantologie.
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Obr. 1 Anatomie zubu (převzato a upraveno podle Anonymous, 2009)

[bookmark: _Toc338072527][bookmark: _Toc338072629][bookmark: _Toc338320597][bookmark: _Toc344998068][bookmark: _Toc360082321]  Periodontium (Ozubice)
Periodontium, označováno též jako periodontální membrána, zubní periost nebo zubní aparát, je tkáň, která obklopuje a fixuje zuby do čelisti. Vyplňuje úzký štěrbinový prostor mezi zubním alveolem a cementem na povrchu kořene. Nachází se zde několik typů buněk zahrnující gingivální fibroblasty (Obr. 2), fibroblasty periodontálního ligamentu a epiteliální buňky. Mimo jiné se zde vyskytuje velký počet makromolekul mezibuněčné hmoty jako je kolagen, glykosaminoglykany a různé nekolagenové proteiny (Gersdorff a kol., 2008; Inoue a kol., 2004; Malinský a kol., 2001; Ohno a kol., 2002; Bruckmann a kol., 2005).
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[bookmark: _Toc338072528][bookmark: _Toc338072630]Obr. 2 Gingivální fibroblasty
[bookmark: _Toc344998069][bookmark: _Toc360082322] Kost
Kost je hustá tkáň, která obsahuje tři typy buněk zahrnující osteoblasty, osteocyty  a  osteoklasty (Siebers a kol., 2005). Osteoblasty vznikají z mezenchymálních kmenových buněk a tvoří souvislou vrstvu na povrchu kosti. Jsou zodpovědné za tvorbu kosti a jejich zráním se tvoří osteocyty. Ty jsou ukotveny přímo uvnitř kosti a jejich hlavní funkce není doposud přesně známá. Osteoklasty vznikají diferenciací monocytů a jejich hlavní funkce je odbourávání kostní hmoty (Steinemann a kol., 1998).   

[bookmark: _Toc338072529][bookmark: _Toc338072631][bookmark: _Toc338320598][bookmark: _Toc344998070][bookmark: _Toc360082323] Buněčné modely pro in vitro studie
Biokompatibilita dentálních implantátů může být studována na různých buněčných modelech. Dobře zavedenými primárními kulturami pro in vitro studie jsou lidské gingivální fibroblasty a lidské osteoblasty. Vedle primárních kultur jsou dnes pro in vitro studie využívány i buněčné linie jako osteoblasty SaOS-2 nebo buněčná linie MG-63, odvozená z osteosarkomu. Pro komplexnější in vitro studie jsou využívány modely, které jsou často tvořeny ze dvou typů buněk, tzv. ko-kultury (Unger a kol., 2007). Při studiu biokompatibility se sleduje také adheze bakterií a následná tvorba biofilmu. Nejběžněji vyskytujícími se a studovanými bakteriemi v dutině ústní jsou Staphylococcus epidermidis, Streptococcus mutans, Streptococcus gordoni, Streptococcus intermedius a Candida albicans.

[bookmark: _Toc338072530][bookmark: _Toc338072632][bookmark: _Toc338320599][bookmark: _Toc344998071][bookmark: _Toc360082324] Markery pro studium biokompatibility dentálních implantátů
	 V dnešní době je studium biokompatibility dentálních materiálu založeno zejména na stanovování proteinů, které jsou produkovány osteoblasty a fibroblasty do mezibuněčné hmoty (ECM) (Berkovitz a kol., 1990; Reichenberg a kol., 2005; Jayaraman a kol., 2004). 
[bookmark: _Toc338072531]
[bookmark: _Toc344998072][bookmark: _Toc360082325]Markery zapojené do procesu hojení
[bookmark: _Toc338072532]Tenaskin (TN)
Tenaskin je glykoprotein mezibuněčné hmoty, jehož exprese je regulována růstovými faktory, mezi které patří transformující růstový faktor beta (TGF- a mechanickým stresem (Erickson a kol., 1989; Chiquet-Ehrismann a kol., 1990, 1994; Chiquet a kol., 1996). Je exprimován během procesů hojení ran, regenerace nervů, involuce tkání a při patologických stavech zahrnujících vaskulární choroby a tvorbu tumorů (Borsani a kol., 2005). V dentálních tkáních je zapojen do diferenciace odontoblastů, které tvoří vnitřní povrch zubu (Thesleff a kol., 1987; Lukinmaa a kol., 1991; Martinez a kol., 2004).

[bookmark: _Toc338072533] Fibronektin (FN)
Fibronektin je heterodimerický adhesivní glykoprotein složený ze dvou podjednotek (Hynes a kol., 1986). Je exprimován epiteliálními, endoteliálními a mezenchymálními buňkami (Ruoslahti a kol., 1981). Rozpustná forma fibronektinu cirkuluje v krvi  a v dalších tělních tekutinách. Nerozpustné formy se shromažďují na povrchu buněk a jsou uloženy v mezibuněčné hmotě (Martinez-Hernandez a kol., 1983). Fibronektin je zapojen do adheze, migrace, růstu a diferenciace buněk (Ruoslahti a kol., 1981; Yamada a kol., 1978). Bylo zjištěno, že FN je spojen s tvorbou zubů a diferenciací odontoblastů (Martinez a kol., 2004; Hynes a kol., 1986; Ruoslahti a kol., 1981; Lesot a kol., 1981). Také hraje důležitou roli v udržování zdravé tkáně, protože zprostředkovává interakce mezi buňkou a mezibuněčnou hmotou. (Baum a kol., 1980; Moursi a kol., 1997; Grill a kol., 1997; Aubin a kol., 1995; Moursi a kol., 1996; Francois a kol., 1997).
PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY
PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY


[bookmark: _Toc338072534]
 Kolagen (Kol)
Kolagen, protein mezibuněčné hmoty, je velmi důležitý při tvorbě nové pojivové tkáně. Gingivální fibroblasty a osteoblasty produkují kolagen I a III (Borsani a kol., 2005). Kolagen I je jeden z prvotních markerů pro osteoblasty. Jeho produkce je zvyšována při působení osteoprogenitorů a současně je ukládán v mezibuněčné hmotě při osteoblastické diferenciaci. Je známo, že kolagen I přispívá také k rychlé regeneraci kostí a mimo jiné je jednou z hlavních složek gingivální pojivové tkáně (Aubin a kol., 1995), zatímco kolagen  III je důležitý pro elasticitu tkání (Van Amerongen a kol., 1983; Shuttleworth a kol., 1980; Narayanan a kol., 1983).

[bookmark: _Toc338072535] Osteonektin a osteopontin
		Osteonektin a osteopontin jsou adhezivní glykoproteiny, které jsou lokalizovány v mineralizované mezibuněčné hmotě kosti (Wendel a kol., 1998; Lallier a kol., 2005). Tyto proteiny jsou primárně syntetizovány osteoblasty, endoteliálními buňkami  a megakaryocyty. Jsou zodpovědné za regulaci mineralizace kostí, protože podporují ukládání fosforečnanu vápenatého (Fisher a kol., 1985; Ingram a kol., 1993) a inhibují růst krystalů hydroxyapatitu (Romberg et kol., 1986; Kelm a kol., 1994; Fassmann a kol., 2006; Termine a kol., 1981).

[bookmark: _Toc338072536] Alkalická fosfatáza (ALP)
Alkalická fosfatáza je glykoprotein, který patří do rodiny proteinů ukotvených v plasmatické membráně přes vazbu s glykosylfosfatidylinositolem (Noda a kol., 1987; Low eta kol., 1989; Abe a kol., 1998).  Je bohatá na  matrixové vezikuly, které hrají roli v procesech mezibuněčné hmoty a při kalcifikaci kosti. Proto se běžně využívá jako biochemický marker osteoblastů k posouzení osteoblastické diferenciace. Její hladiny v osteoblastech jsou zvýšeny především před zahájením mineralizace kosti, i když role alkalické fosfatázy během mineralizace není doposud zcela známá. Na druhou stranu vysoké hladiny tohoto proteinu, vyskytující se v ráně, signalizují zánět (Abe a kol., 1998; Vorbrodt a kol., 1958; Fullmer a kol., 1965).

[bookmark: _Toc338072537] Receptorem-aktivovaný nukleární faktor (RANK), receptorem-aktivovaný nukleární faktor kappa beta (RANKL), parathyreoidální hormon (PTH), osteoprotegerin (OPG) 
Receptorem-aktivovaný nukleární faktor kappa beta (RANKL) je člen rodiny receptoru tumor nekrotizujícího faktoru (TNF) a slouží jako specifický receptor pro receptorem-aktivovaný nukleární faktor (RANK), který osteoblasty exprimují jako membránový faktor. RANK je exprimován progenitory osteoklastů a zralými osteoklasty. Interakcí těchto dvou faktorů se indukuje diferenciace pre-osteoklastů na osteoklasty (Burgess a kol., 1999; Jimi a kol., 1999). 
Rozpustná forma RANK se nazývá osteoprotegerin (OPG), který silně inhibuje tvorbu osteoklastů.  Poměr RANKL/OPG hraje významnou roli v patogenezi onemocnění kostí, kdy dochází ke zvýšené kostní resorpci (Luvizuto a kol., 2010). RANKL je exprimován osteoblasty při působení osteotropických faktorů jako je parathyreoidální hormon (PTH), prostaglandin E2 (PGE2) a interleukin-1l (IL-1). PTH je důležitý při regulaci počtu osteoblastů a objemu kosti pravděpodobně tím, že snižuje apoptózu osteoblastů (Aubin a kol., 1995; Fassmann a kol., 2006; Jilka a kol., 1999).

[bookmark: _Toc338072538] Laminin-5 (LM-5)
Laminin-5 hraje důležitou strukturální roli v tvorbě hemidesmozomů, které se nachází v kontaktní oblasti některých epitelů s jejich bazální membránou. Hemidesmozomy zprostředkovávají přichycení epiteliálních buněk k různým přírodním látkám zahrnující sklovinu zubu anebo k implantačním materiálům jako je např. titan  a keramika. Epiteliální buňky adherují snadněji k LM-5 než k dalším elementům mezibuněčné hmoty jako jsou laminin-1, laminin-2 a fibronektin. Pevné spojení buněk pomocí hemidesmozomů na LM-5 vede k úspěšné dlouhotrvající stabilitě dentálního implantátu (El-Ghannam a kol., 1998). 

[bookmark: _Toc338072539] Kostní sialoprotein (BSP)
PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY

Kostní sialoprotein tvoří příbližně 15 % nekolagenních kostních proteinů. Je exprimován několika typy buněk, které jsou zapojeny do mineralizace tkání. Nejvíce ho
však produkují osteoblasty. BSP obsahuje prostorově segmentované oblasti, které jsou schopny vázat několik složek mezibuněčné hmoty s rozmanitou biologickou funkcí zahrnující kolagen, matrixové metaloproteinázy, ale stejně tak i integriny. In vitro experimenty s osteoblasty a buňkami kostní dřeně ukázaly, že kostní sialoprotein nestimuluje pouze kalcifikaci nově vytvořené organické hmoty, ale také podporuje buněčnou proliferaci a expresi osteoblastických fenotypů. Ukazuje se, že by mohl být zapojen i do diferenciace osteoblastů a 1. fáze mineralizace (Gordon a kol., 2007; Xu a kol., 2007). 

[bookmark: _Toc338072540] Adhezivní proteiny
V buněčné regulaci, diferenciaci a přežití buněk má velký význam buněčná adheze k mezibuněčné hmotě. Stabilizace implantovaného materiálu vyžaduje silnou adhezi buněk k jeho povrchu. Ta je závislá především na signálu, který zprostředkovává fokální adheze. Fokální adheze je komplex tvořený cytoskeletálními proteiny jako jsou vinkulin, talin,  aktinin, F-aktin a paxilin. Aktinová vlákna jsou spojena pomocí těchto proteinů s transmembránovými integrinovými receptory a mezibuněčnou hmotou. Tímto spojením je zajištěna pevná adheze buněk k dentálnímu materiálu (Eisenbarth a kol., 1996; Goto a kol., 2004; Diener a kol., 2005).



Integriny 
	Integriny patří do rodiny buněčných adhezivných receptorů (Humphries a kol., 1990). Každý integrin je heterodimer složený ze dvou nezávislých podjednotek  a (Obr. 3) (Hynes a kol., 1992). Obě podjednotky jsou transmembránové proteiny, které jsou pomocí svých cytoplasmatických domén uchyceny k cytoskeletu (Schenwaelder a kol., 1999). Nicméně pouze specifickou kombinací podjednotky a  se mohou vytvořit heterodimery integrinů (Palaiologou a kol., 2001; Hynes a kol., 1992), které potom vytváří ligandy s proteiny mezibuněčné hmoty (Tab. 1).
	Integriny interagují pomocí svých mezibuněčných domén s mezibuněčnou hmotou a se složkami cytoskeletu. Intercelulární domény jim umožňují interagovat s různými signálními molekulami. Díky těmto interakcím mohou integriny regulovat mnoho buněčných funkcí jako je buněčná adheze, růst a diferenciace (Siebers a kol., 2005; Humphries a kol., 1990; Plow a kol., 2000; Kramer a kol., 2009). Byla intenzivně studována exprese integrinů osteoblasty a gingiválními fibroblasty a ukázalo se, že oba typy buněk exprimují široké spektrum integrinů. Osteoblasty exprimují 1-6 a 1, 3 a 5 integrinové podjednotky (Siebers a kol., 2005) a fibroblasty 1-3, 5,v a 1 integrinové podjednotky (Van der Pauw a kol., 2002). 
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Obr. 3 Základní struktura integrinu (upraveno podle Eslami a kol., 2005).
PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY


Tabulka 1: Kombinace integrinových podjednotek a jejich proteinové ligandy (Siebers a kol., 2005).
	Podjednotka 
	Podjednotka 
	Ligand

	






1
	1
2
3
4
5
6
7
8

10
11
v
	Kolageny, lamininy
Kolageny, lamininy
Lamininy,ibronektin, Trombospondin
Fibronektin, VCAM
Fibronektin
Lamininy
Lamininy
Fibronektin, tenaskin
Tenaskin
Kolageny
Kolageny 
Fibronektin, vitronektin

	

2
	L
M
X
D
	ICAM
Fibrinogen, ICAM, iC3b
Fibrinogen, ic3B
VCAM, ICAM

	
3
	lib

v
	Kolageny,fibronektin, vitronektin, fibrinogen
Fibronektin,vitronektin, fibrinogen, trombospondin

	4
5
6
	6
v
v
	Lamininy
Vitronektin
Fibronektin, tenaskin

	
7
	4

E
	Fibrinektin,VCAM, MAdCAM
E-kadherin

	8
	v
	Kolageny,lamininy, fibronektin



Vinkulin
	Vinkulin je membránový protein, který vytváří vazbu mezi integriny a cytoskeletálním aktinem ve fokální adhezi (Obr. 4), a tím se účastní regulace jak mezibuněčného spojení tak spojení mezi buňkou a mezibuněčnou hmotou. Vinkulin obsahuje dvě domény tzv. „hlavu“ a „ocas“ a oblast bohatou na prolin. Doména „hlava“ se váže na aktin, talin a alfa aktinin, zatímco doména „ocas“ se váže k F-aktinu a paxilinu. Vinkulin má tedy velmi důležitou roli ve struktuře a funkci fokální adheze. Narušení interakce vinkulinu s talinem nebo  aktininem vede k přerušení fokální adheze (Bois a kol., 2006; Takahashi a kol., 2005; Otto a kol., 1990; Saunders a kol., 2006). 
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Obr. 4 Doménové struktury vinkulinu (upraveno podle Ziegler a kol., 2006).

[bookmark: _Toc338072541][bookmark: _Toc344998073][bookmark: _Toc360082326]
 Markery spojené se zánětlivou odezvou
	Periodontální onemocnění je porucha orální pojivové tkáně. K nejčastějším onemocněním patří zánět dásní (gingivitida), který je charakterizovaný zánětem gingivální oblasti kolem zubů. Dalším častým onemocněním dásní je paradontitida, kdy dochází i k ovlivňování alveolární kosti (Tipton a kol., 2003). 
	V dnešní době jsou nejlepšími ukazately periodontálního onemocnění zánětlivé nebo prozánětlivé markery. Mezi ně patří především cytokiny a matrixové metaloproteinázy.

[bookmark: _Toc338072542][bookmark: _Toc360082327]Cytokiny	
Cytokiny jsou proteiny sekretované různými buňkami, které zprostředkovávají mnoho buněčných funkcí. Mimo jiné jsou intracelulárními posly pro patogenezi mnoha onemocnění. V paradontologii a implantalogii se cytokiny podílejí na zánětu, který souvisí s  opravou tkání obklopující dentální implantát (Petkovic at kol., 2010).

 Tumor nekrotizující faktor alfa (TNF-)
	Tumor nekrotizující faktor alfa je protein, který je vylučován osteoblasty, gingiválními fibroblasty a dalšími buňkami, nacházející se v periodontiu během zánětu (Roberts a kol., 1997; Agarwal a kol., 1998; Imatani a kol., 2001). Je zapojený do úbytku kostní hmoty  a destrukce spojovací tkáně při paradentóze (Quintero a kol., 1995; Graves a kol., 2003). Mimo jiné TNF- jako prozánětlivý mediátor stimuluje produkci matrixových metaloproteináz (MMP) a přispívá k vývoji onemocnění jako je revmatoidní artritida, roztroušená skleróza a periodontitida (Graves a kol., 1999; Feldmann a kol., 1995; Raine a kol., 1995; Rapala a kol., 1996; Takemura a kol., 2006). TNF- je tedy hlavní cytokin zprostředkovávající odezvu na gram negativní bakterie, protože jeho koncentrace odráží množství bakterií a stav zánětu (Petkovic a kol., 2010).

 Interleukiny a chemokiny
	Interleukin-6 (IL-6) je produkován fibroblasty, osteoblasty a mnoha dalšími buňkami. Jeho exprese se zvyšuje při zánětlivých onemocněních. Stimuluje resorpci kosti pravděpodobně tím, že podporuje tvorbu osteoklastů. 
	Interleukin-8 (IL-8) je chemokin produkovaný buňkami zahrnující monocyty, epiteliální buňky, endoteliální buňky a stejně tak gingivální fibroblasty. IL-8 je silný chemotaktický faktor neutrofilních granulocytů. Bylo zjištěno, že hladiny tohoto chemokinu jsou zvýšeny při chronickém zánětu gingivální tkáně. Prostřednictvím produkce cytokinů jako jsou právě IL-6 a IL-8, fungují fibroblasty a epiteliální buňky jako dopňky k buňkám imunitního systému a přispívají k destrukci periodontia (Tipton a kol., 2003; Petkovic a kol., 2010; Yucel-Lindberg a kol., 2006).

 Růstové faktory 
	Transformující růstové faktory alfa (TGF-) a transformující růstové faktory beta (TGF-) regulují regeneraci periodontální tkáně. TGF- reguluje angiogenezi, zatímco TGF- stimuluje syntézu kolagenu I, fibronektinu a osteonektinu a stejně tak tvorbu kostní hmoty. Je známo, že TGF- je exprimován během implantačních procesů  a přispívá k osseointegraci (Schierano a kol., 2000; Schierano a kol., 2001; Crawford a kol., 1992; Crawford a kol., 1990; Stepanova a kol., 2007).  Kromě toho je tento růstový faktor zapojen do repační dentinogeneze ve dřeni (Derringer a kol., 2004). 
	Epidermální růstový faktor (EGF) stimuluje různé biologické děje zahrnující proliferaci a diferenciaci epiteliálních a mezenchymálních buněk. Má centrální roli při zánětu a imunologických reakcích. V periodontálních tkáních je exprimován gingiválními fibroblasty, epiteliálními buňkami a buňkami alveolární kosti. EGF zvyšuje expresi matrixové metaloproteinázy-1 (MMP-1) a matrixové metaloproteinázy-3 (MMP-3) v gingiválních fibroblastech (Yucel-Lindberg a kol., 2006; Cury a kol., 2007). 
[bookmark: _Toc338072543][bookmark: _Toc360082328]Matrixové metaloproteinázy 
Matrixové metaloproteinázy (MMP) jsou produkovány buňkami pojivové tkáně např. fibroblasty, osteoblasty a odontoblasty, které je sekretují do ECM, kde jsou MMP zodpovědné za degradaci složek extracelulární matrix během fyziologických procesů jako je morfogeneze, hojení ran a buněčná migrace (Domeij a kol., 2005). Za normálních fyziologických podmínek jsou MMP exprimovány v případě, kdy tkáně potřebují přestavbu. Naproti tomu jejich zvýšená exprese je spojována s destrukcí tkáně, která je pozorovaná při mnoha patologických stavech (Chaussain-Miller a kol., 2006).
MMP jsou klasifikovány do pěti skupin na základě jejich struktury, lokalizace  a substrátové specificity (Tab. 2). 
Tabulka 2: Rozdělení matrixových metaloproteináz.

	MMP
	Název skupiny

	 MMP-1, -8, -13, -18
	kolagenázy

	 MMP-2, -9
	gelatinázy

	 MMP-3, -10, -11
	stromelyziny

	 MMP-14, -15, -16, 
 -17, -24, -25
	transmembránové 
MMPs

	 MMP-7, -26
	matrilyziny


				
	MMP-1 je označovaná jako intersticiální kolagenáza. Je produkována fibroblasty, keratinocyty, chondrocyty, lymfocyty a monocyty. Přednostně rozkládá molekuly kolagenu I, II a III (Domeij a kol., 2005). Kolageny mohou být rozkládány i dalšími lidskými kolagenázami jako jsou MMP-8 a MMP-13, kdy ztrácí svoji trojrozměrnou konformaci a potom mohou být dále rozkládány gelatinázami MMP-2 a MMP-9 (Chaussain-Miller a kol., 2006).
Matrilyzin (MMP-7) je exprimován během normálních procesů jako je hojení ran a diferenciace kostí. Ukázalo se, že degraduje mnoho proteinů mezibuněčné hmoty zahrnujících proteoglykany, fibronektin, laminin a další (Bair a kol., 2001). 

[bookmark: _Toc338072544][bookmark: _Toc338072633] 
[bookmark: _Toc338320600][bookmark: _Toc344998074][bookmark: _Toc360082329]
Kůže
Normální hojení probíhá v několika základních fázích, kterými jsou hemostáza, zánět, reparace a remodelace. První fáze se účastní fibrin a destičky, dále nastupuje zánět s expresí mediátorů přitahujících a aktivujících makrofágy, fibroblasty, T-a B-buňky a také neutrofily. Do fáze reparace patří epitelizace a formace granulační tkáně. Do této fáze jsou zapojeny keratinocyty, endotel a také opět fibroblasty. Hojení ran tedy představuje dynamický interaktivní proces, kdy jednotlivé procesy na sebe vzájemně navazují, ovlivňují se a podléhají složitému řízení (Obr. 5). Výjimkou jsou nehojící se rány, jejichž hojení neprobíhá podle základního schématu, ale zůstává po delší dobu ve fázi zánětu (Grofová, 2006; Guo a kol., 1990).
V ráně, zejména v popáleninách často dochází k vypuknutí infekčního onemocnění. Tato onemocnění bývají způsobena různými typy bakterií, které jsou mnohdy odolné vůči antibiotikům. Z tohoto důvodu je snaha vyvinout prostředky, které by podporovaly a urychlovaly hojení a zároveň měly antibakteriální vlastnosti. V dnešní době jsou pro hojení využívány také nanomateriály. Nejčastěji je využíváno stříbro především díky svým výborným antibakteriálním vlastnostem. Stříbro ve svém kovovém stavu je inertní, ale při reakci s fluidní kapalinou se v ráně ionizuje a stává se vysoce reaktivním. Váže se na bakteriální DNA a RNA, dochází k jejich denaturaci a inhibici jejich replikace (Castellano a kol., 2007; Rai a kol., 2008).  Kromě stříbra jsou dnes využívány i jiné kovy, např. zlato. Nanozlato je dnes aktivně studováno pro různé biomedicínské aplikace. Důvodem je jeho dobrá biokompatibilita, snadná konjugace s biomolekulami a jeho protizánětlivé účinky (Victor a kol., 2012).  
V současné době jsou testovány kosmetické a farmaceutické výrobky in vivo nebo in vitro. K in vitro experimentům je využívána monovrstva lidských epidermálních keratinocytů. Keratinocyty v takové kultuře ovšem nejsou schopné stratifikace. To znamená, že nevytváří jednotlivé vrstvy a tím nedosahují úplné diferenciace (Brysk a kol., 1995).  Pro komplexnější testování se zavádí nový in vitro model tzv. rekonstruovaná lidská epidermis (RHE). RHE je tří-dimenzionální in vitro model kůže tvořený lidskými epidermálními keratinocyty, které jsou kultivovány 11-14 dní na speciálním nosiči na rozhraní vzduch-kapalina. Keratinocyty na nosiči postupně stratifikují a vytváří jednotlivé vrstvy epidermis. V průběhu migrace a diferenciačního procesu jsou v jednotlivých vrstvách exprimovány tzv. proteiny (markery) diferenciace, jejichž přítomnost dokazuje vznik vrstev epidermis. Tento model se využívá pro testování kosmetických výrobků a tím současně nahrazuje in vivo experimenty (Faller a kol., 2002; Poumay a kol., 2004).
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Obr. 5 Schéma hojení ran (upraveno podle Arwert a kol., 2012)
[bookmark: _Toc338072545][bookmark: _Toc338072634][bookmark: _Toc338320601][bookmark: _Toc344998075][bookmark: _Toc360082330] Složení kůže
Kůže je nejtěžším orgánem v těle. Tvoří přibližně 16 % celkové tělesné hmotnosti. Skládá se z pokožky, škáry a podkožního vaziva (Junqueira, 2002). 
[bookmark: _Toc338072546]
[bookmark: _Toc360082331]Pokožka ( řec. epidermis, lat. epikutis)
	Epidermis představuje ochrannou bariéru těla a zprostředkovává její interakci s okolním prostředím (Gandarillas, 1999). Ve směru od škáry je epidermis složena z pěti vrstev: a) základní vrstva (lat. Stratum basale), b) ostnitá vrstva (lat. Stratum spinosum), c) zrnitá vrstva (lat. Stratum granulosum), d) světlá vrstva (lat. Stratum lucidum), e) rohová vrstva (lat. Stratum corneum). Epidermis obsahuje několik typů buněk, k nimž patří melanocyty, Langerhansovy buňky, Merkelovy buňky a rohovějící epidermální buňky, které se nazývají keratinocyty (Junqueira, 2002). Keratinocyty poskytují základ bariéry mezi organismem a jeho okolím. Díky této bariérní funkci je epidermis schopná chránit organismus proti různým vnějším vlivům jako je UVB záření, dehydratace, toxické látky a mechanický stres (Kirfel a kol., 2004).
Keratinocyty vznikají v základní vrstvě epidermis (Obr. 6). Při dělení buněk migrují do jejích horních vrstev, až nakonec diferencují a tvoří rohovou vrstvu buněk (Stratum corneum), která je nezbytná pro bariérní funkci epidermis. Tato vrstva je vysoce nerozpustná a obsahuje komplex proteinů jako je involukrin, lorikrin, malé proteiny bohaté na prolin, cystatin A a lipidy, které jsou sesíťovány s transglutamázami. Během tohoto přechodu z bazální vrstvy na horní vrstvu epidermis se buňky výrazně biochemicky a morfologicky mění. 
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Obr. 6 Lidské epidermální keratinocyty
[bookmark: _Toc338072547]
[bookmark: _Toc360082332]Škára (řec. dermis, lat. corium)
Škára se skládá ze dvou vrstev s nezřetelným rozhraním, a to z povrchové vrstvy 
(Stratum papillare) a hlubší (Stratum retikulare). Povrchová vrstva je užší, složena z řídkého vaziva, ve kterém jsou přítomny fibroblasty, žirné buňky a makrofágy. Z této vrstvy vystupují speciální kolagenová vlákna, která pojí dermis k epidermis. Hlubší vrstva je silnější a je složena z neuspořádaného hustého vaziva především z kolagenu  I. Neobsahuje velké množství buněk, je spíše bohatá na dermatan sulfát (Junqueira, 2002). 
Mezi pokožkou a škárou se nachází bazální membrána (bazální lamina). Je poměrně propustná a umožňuje prostup látek mezi oběma vrstvami a umožňuje vyživovat epidermis (Junqueira, 2002; Rajnochová Svobodová, 2012).

[bookmark: _Toc360082333]Podkožní vazivo (řec. hypodermis, lat. subcutis)
Podkožní vazivo je nejspodnější vrstva kůže tvořená řídkým vazivem. K orgánům je připojena volně, což umožňuje volný pohyb kůže. Hypodermis často obsahuje tukové buňky, které slouží jako zásobárna energie a vitamínů rozpustných v tucích (Junqueira, 2002; Rajnochová Svobodová, 2012). 

[bookmark: _Toc338072548][bookmark: _Toc338072635][bookmark: _Toc338320602][bookmark: _Toc344998076][bookmark: _Toc360082334] Charakteristické markery keratinocytů během hojení
[bookmark: _Toc338072549][bookmark: _Toc360082335] Cytokiny
Prozánětlivé cytokiny (interleukin IL-1, IL-6, IL-8, tumor nekrotizující faktor TNF)
Mezi spouštěče produkce IL-1 v keratinocytech patří nikl a různé alergeny. Mimo jiné je IL-1 pro keratinocyty chemotaktický. Indukuje expresi keratinu 6 a chrání transformované keratinocyty proti apoptóze vyvolané působením TNF (tumor nekrotizujících faktorů) (Gröne, 2001).
IL-6 není spontánně produkován v neporušené normální kůži. Keratinocyty jej produkují při odezvě na bakteriální infekci, UVB záření, při působení různých alergenů nebo při poranění kůže. Bylo zjištěno, že IL-6 stimuluje proliferaci keratinocytů a je především studován v souvislosti s hojením ran a epidermální hyperplazií (Gröne, 2001; Sugawara a kol., 2001). 
IL-8 je silný neutrofilní atraktant. Keratinocyty jej produkují po působení vnějších stimulů např. při kontaktu kůže s arzenem, se senzitizéry nebo při styku s dráždivými látkami. Navíc, bylo pozorováno, že keratinocyty produkují IL-8 při autoimunitních onemocněních (Gröne, 2001).
TNF je produkován keratinocyty stejně jako IL-8 při působení vnějších stimulů. Velmi zajímavé se jeví studium regulace produkce TNF při působení UVB záření vyvolávající apoptózu v keratinocytech. Mimo jiné je TNF produkován ve fázi zánětu během hojení (Gröne, 2001). 

Růstové faktory (epidermální růstový faktor EGF, transformující růstový faktor alfa TGF-, keratinocytový růstový faktor KGF, fibroblastový růstový faktor FGF-22)
Mnoho klinických a experimentálních studií ukazuje, že EGF a TGF- se nacházejí ve velkém množství na okraji rány a mají pozitivní vliv na hojení řízením proliferace keratinocytů během procesu hojení. 
Dalším důležitým regulátorem v ráně je KGF, který má společně s EGF a TGF- centrální úlohu v proliferaci keratinocytů, ale také má vliv na jejich diferenciaci, přežití  a migraci. Reguluje totiž geny pro peroxiredoxin, přičemž nepřímo působí na likvidaci reaktivních forem kyslíku (ROS), peroxidu vodíku, organických peroxidů a xenobiotik (Grofová, 2006; Hardwicke a kol., 2008; Santoro a kol., 2004). 
FGF-22 je syntetizován v epidermis a exprimován převážně keratinocyty. Jeho nejvyšší koncentrace byly zaznamenányv pozdní fázi hojení ran (Werner a kol., 2007). Bylo prokázáno, že přispívá k opravě epidermis v reparační fázi při hojení (Steilling a kol., 2003). 

[bookmark: _Toc338072550][bookmark: _Toc344998077][bookmark: _Toc360082336]Matrixové metaloproteinázy (MMP-1,-3,-9,-10) a inhibitory proteáz
Dalšími důležitými mediátory při hojení ran jsou proteázy, enzymy štěpící bílkoviny přítomné ve všech exsudátech ran. Nejzajímavější z hlediska hojení ran jsou matrixové metaloproteinázy. Jsou produkovány v různých buňkách, jako jsou granulocyty, keratinocyty, fibroblasty a jiné. Vliv na proliferaci a migraci keratinocytů má MMP-1,MMP-3 a MMP-10 (Grofova, 2006).
MMP-1 je exprimována keratinocyty v centru kožních ran během repitelizace. Její exprese je indukována ale pouze tehdy, když jsou buňky v kontaktu s nativním kolagenem I. Migrace keratinocytů přes kolagen I je tedy závislá na interakci MMP-1 s integrinem 21 a kolagen I. Ukázalo se, že nejvyšší produkce MMP-1 je v první den zranění a postupně dochází k jejímu snižování. Redukce exprese MMP-1 během zranění je důležitá pro remodelizaci normální tkáně. Zjistilo se, že příliš vysoká exprese tohoto proteinu se nachází v nehojících se ranách. Vylučování MMP-1 může být regulováno velkým počtem prozánětlivých cytokinů jako jsou IL-1 a TGF- (Gill a kol., 2008; Martins a kol., 2011; Parks, 2007; Santoro a kol., 2004).
MMP-3 a MMP-10 jsou úzce spojeny. Obě mohou degradovat jak kolagenní, tak nekolagenní proteiny jako jsou proteoglykany, laminin a fibronektin. Tyto metaloproteinázy hrají podstatnou roli během epidermálního hojení a jsou vylučovány epidermálními buňkami během hojícího se procesu. MMP-3 je v kontaktu s neporušenou bazální membránou, zatímco exprese MMP-10 je indukovaná v migrujících keratinocytech na kolagen I. I když jsou si tyto metaloproteinázy velmi podobné, mají odlišné umístění. MMP-3 se nachází na okrajích rány, zatímco MMP-10 je přítomná společně s MMP-1 ve středu rány. Rozdílná lokalizace těchto dvou metaloproteináz naznačuje rozdílnou roli při hojení. MMP-10 se s MMP-1 podílí na migraci keratinocytů a tvorbě kolagenu I. Její produkce je regulována EGF, TGF-1 a TNF-. Zatímco MMP-3 má významnou roli v kontrakci rány, čímž se urychluje hojení. Její exprese může být regulována pro-MMP, ale také HB-EGF a bFGF (Gill a kol., 2008; Martins a kol., 2011; Santoro a kol., 2004). 
MMP-9 štěpí kolagen IV a kotví vláknitý kolagen VII. Předpokládá se, že MMP-9 je zodpovědná za uvolnění keratinocytů z jejich vazby k bazální membráně (Martin a kol., 1997; Santoro a kol., 2004). 
	Inhibitory proteáz regulují aktivitu metaloproteináz. Mají tedy velmi důležitou funkci v reparačních procesech rány, zejména se podílí na migraci buněk. Dosud byly charakterizovány jenom 4 savčí inhibitory, a to TIMP-1,-2,-3 a -4 (Martins a kol., 2011). 
	TIMP-1 je syntetizován keratinocyty, fibroblasty a buňkami hladkého svalstva. Převážně inhibuje aktivitu MMP-1. Je regulovaný během hojení kožních ran. Nerovnováha mezi TIMP-1 a metaloproteinázami může vyvolat pozdní hojení nehojících se žilních vředů (Vaalamo a kol., 1999). 
TIMP-2 je produkován v bazálních keratinocytech v normálně se hojících ranách, ale byl nalezen i u nehojících se žilních ran. Je efektivní inhibitor MMP-2. Je schopný inhibovat jak pro- tak aktivní MMP-2 bez ohledu na koncentraci. Kromě MMP-2 navíc inhibuje MMP-9 (Vaalamo a kol., 1999). 
TIMP-3 je exprimován v kůži, při vývoji kostí, ale také během rakoviny prsu či střev. V dnešní době je klonovaným tkáňovým inhibitorem, jehož produkce je limitovaná růstem vlasových folikulů a množstvím stromálních buňek v okolí potních žláz v  kůži. Navíc byl protein TIMP-3 nalezen ve větší míře v proliferujících keratinocytech jak v normálně se hojící ráně tak v ráně nehojící se. TIMP-3 je také exprimován endoteliálními buňkami, kde by mohl hrát roli jako antiangiogenní činidlo a účastnit se stabilizace stěn tkání (Vaalamo a kol., 1999). 
	TIMP-4 je značně exprimován v kůži. Je známo, že se v mále míře účastní homeoastáze a je přítomný v kožních ranách. Doposud však nebyla objasněna jeho hlavní role během hojení ran (Vaalamo a kol., 1999). 

[bookmark: _Toc338072551][bookmark: _Toc344998078][bookmark: _Toc360082337] Další proteiny zapojené do hojícího se procesu v ráně
V nezraněné kůži jsou keratinocyty vázány pomocí integrinů k bazální membráně, která je bohatá na kolagen IV, kolagen VII, fibronektin a laminin 5. V rohové vrstvě epidermis a v dermis je hlavní složkou kolagen I, který zde vyplňuje mezibuněčný prostor a současně poskytuje strukturní podporu stromálním buňkám (Suzuki a kol., 2003). 
Laminin 5 se skládá ze tří podjednotek 3, 3 a 2. Heterodimer jednotek 3 a 2 se tvoří jako intracelulární prekurzor v keratinocytech. Interakcí s nově syntetizovaným 3 řetězcem se tvoří heterotrimer, tzv. zralá forma. Pouze jako heterotrimer je LM-5 sekretovaný do mezibuněčného prostoru, kde funguje jako adhezivní substrát účastnící se adheze a migrace keratinocytů. Ovšem nedávné studie ukázaly, že regulace syntézy LM-5 je poměrně komplikovaný proces. V keratinocytech se nachází izoenzymový inhibitor-1 (BMP-1), který selektivně inhibuje malé skupiny metaloproteináz, je tedy schopný inhibovat proteolytické procesy řetězce 2 a 3 lamininu 5. Schopnost BMP-1 inhibovat tyto děje závisí na jeho množství v buňkách (Amano a kol., 1999; Décline a kol., 2003; Kirfel a kol., 2004; Nishiyama a kol., 2000; Veitch a kol., 2002).  
Fibronektin je chemotaktický pro neutrofily, monocyty, fibroblasty a pro endotelové buňky, které přispívají k tvorbě granulační tkáně. In vitro keratinocyty produkují jak rozpustný, tak nerozpustný fibronektin. Předpokládá se, že v kultuře keratinocytů by FN mohl podporovat jejich adhezi a růst. Normální epidermis však FN neobsahuje. Z tohoto důvodu není zcela jasná jeho fyziologická funkce v epiteliálních buňkách, jež ho sekretují. Naopak bylo zjištěno, že keratinocyty ve zraněné kůži exprimují jeho receptory (Tamariz-Dominguez a kol., 2001). 
Tenaskin je vylučován fibroblasty a keratinocyty. Může se nacházet jak v ráně plodu, tak v ráně dospělého člověka. V plodu je tenaskin indukován v rané fázi hojení ran, kde se podílí na zvyšování migrace keratinocytů a uzavírání rány. V kožní ráně dospělého člověka se vyskytuje v bazální membráně (Tamariz-Dominguez a kol., 2001).
 Keratinocyty rozpoznávají a migrují na substrát kolagenu I. Tím dochází ke zvýšení produkce kolagenáz. Iniciování syntézy kolagenáz během poranění kůže je tedy klíčovou rolí kolagenu I. Bazální keratinocyty produkují kolageny IV, VII a v malé míře i kolagen I, který se váže na integriny 11 a 21. Touto interakcí dochází k aktivaci tyrosinkinázy a k spuštění kaskádových procesů během hojení. Kolageny IV a VII jsou zastoupeny především v bazální membráně a stejně jako laminin se podílejí na regulaci migrace keratinocytů (Sudbeck a kol., 1994).  

[bookmark: _Toc338072552][bookmark: _Toc360082338]Adhezivní struktury keratinocytů
Bazální keratinocyty mohou být připojeny k mezibuněčné hmotě dvěma odlišnými adhezivními strukturami. Buď pomocí hemidesmozomů nebo pomocí fokální adheze. Adheze pomocí hemidesmozomů může být intracelulární nebo extracelulární. Intracelulárně asociuje molekula integrinu 64, spojena s kolagenem XVII, s keratiny. 
 Extracelulárně jsou hemidesmozomy vázány k lamininu 5 v bazální membráně, která je spojena s kolagenem VII v dermis (Suter a kol., 2009). 
Fokální adheze bazálních keratinocytů je složena z páru integrinů odlišných od těch v hemidesmozomech. Je složena například z integrinů 21 nebo 31, které fungují jako spojovače mezi aktinovými filamenty a proteiny mezibuněčné hmoty, např. fibronektin (Suter a kol., 2009). 
Důležitými proteiny nezbytnými pro řízení procesů během hojení ran jsou integriny, které zprostředkovávají spojení mezi buňkou a mezibuněčnou hmotou. Následující tabulka ukazuje důležité integriny keratinocytů a jejich ligandy (Tab. 3).






Tabulka 3: Integriny keratinocytů a jejich ligandy mezibuněčné hmoty (Kirfel a kol., 2004) 

	Integrin
	Ligand

	21
	Kolagen

	31, 64
	Laminin 5

	51
	Fibronektin


PŘEHLED SOUČASNÉHO STAVU PROBLEMATIKY

[bookmark: _Toc36353385][bookmark: _Toc39834720][bookmark: _Toc39834767][bookmark: _Toc53385741][bookmark: _Toc53386475][bookmark: _Toc53386867][bookmark: _Toc53387672][bookmark: _Toc53396731][bookmark: _Toc54609554][bookmark: _Toc118513148][bookmark: _Toc338072553][bookmark: _Toc338072636][bookmark: _Toc338320603][bookmark: _Toc344998079]
[bookmark: _Toc360082339]Cíle disertační práce
Záměrem předkládané disertační práce bylo in vitro studium biokompatibility šesti různých modifikací titanových materiálů a studium vlivu stříbra a nanozlata na experimentální model zánětu. Cílem bylo potvrdit nebo vyvrátit bezpečnost materiálů jak pro účely v dentální implantologii v případě titanových materiálů, tak účinek nanostříbra a nanozlata pro podporu hojení ran v dermatologii. 

Konkrétní cíle byly:
1. Studium biokompatibility titanových materiálů - in vitro

· Izolace gingiválních fibroblastů z  nezánětlivé gingivy v krajině alveolárního výběžku čelisti.
· Testování cytotoxicity titanových materiálů na gingiválních fibroblastech  a osteoblastech.
· Studie adheze gingiválních fibroblastů a osteoblastů stanovením adhezivních proteinů integrinu 31 a vinkulinu pomocí ELISA metod.
· Studium vybraných charakteristických proteinů gingiválních fibroblastů a osteoblastů zapojených do procesu hojení (kolagen I, TNF-, MMP-2)
· Studium vlivu titanových materiálů na apoptózu u osteoblastů.
· Studium tvorby biofilmu a adheze vybraných kmenů bakterií na titanové materiály.
2. Studium vlivu stříbra a nanozlata na experimentální model zánětu- in vitro

· Izolace lidských epidermálních keratinocytů z kůže.
· Model rekonstruované lidské epidermis (RHE)
· Testování cytotoxicity stříbra a nanozlata na lidských epidermálních keratinocytech a buněčné linii HaCaT.
· Experimentální model zánětu s využitím lidských epidermálních keratinocytů a buněčné linie HaCaT.
· Studium vybraných charakteristických proteinů keratinocytů zapojených do hojení ran na experimentálním modelu zánětu (MMP-1,-3,-10, kolagen I, IL-6). 

CÍLE DISERTAČNÍ PRÁCE

[bookmark: _Toc36353386][bookmark: _Toc39834721][bookmark: _Toc39834768][bookmark: _Toc53385742][bookmark: _Toc53386476][bookmark: _Toc53386868][bookmark: _Toc53387673][bookmark: _Toc53396732][bookmark: _Toc54609555][bookmark: _Toc118513149][bookmark: _Toc338072554][bookmark: _Toc338072637][bookmark: _Toc338320604][bookmark: _Toc344998080][bookmark: _Toc360082340]
Experimentální část 
[bookmark: _Toc338072555][bookmark: _Toc338072638][bookmark: _Toc338320605][bookmark: _Toc344998081][bookmark: _Toc118513150][bookmark: _Toc36353387][bookmark: _Toc39834722][bookmark: _Toc39834769][bookmark: _Toc53385744][bookmark: _Toc53386478][bookmark: _Toc53386870][bookmark: _Toc53387674][bookmark: _Toc53396733][bookmark: _Toc54609556][bookmark: _Toc360082341]Biologický materiál 
[bookmark: _Toc338072556][bookmark: _Toc344998082][bookmark: _Toc118513151][bookmark: _Toc360082342] Lidský biologický materiál 
Vzorky tkáně pro izolaci fibroblastů byly získány z Kliniky ústní, čelistní a obličejové chirurgie Fakultní nemocnice Olomouc. Byly odebírány ze zdravé, nezánětlivé gingivy v krajině alveolárního výběžku čelisti. Odběr byl prováděn před chirurgickým výkonem v bezzubé části čelisti.
Vzorky kůže pro izolaci lidských epidermálních keratinocytů byly získány z Oddělení Plastické a estetické chirurgie Fakultní nemocnice Olomouc. Vzorky byly odebírány z distální abdominální oblasti nebo z oblasti ventrální strany thoraxu. 
Odběr a zpracování všech tkání byl prováděn s povolením etické komise v souladu s českou legislativou a s informovaným souhlasem pacientů. Vzorky lidských tkání byly odebrány pouze zdravým pacientům. 

[bookmark: _Toc338072557][bookmark: _Toc344998083][bookmark: _Toc360082343] Buněčný materiál
[bookmark: _Toc118513153]Lidská buněčná linie SaOS-2 (osteoblastická osteosarkoma, No. 89050205) byla zakoupena od ECCAC (The European Collection of Cell Cultures, Salisbury, UK). 
Lidská buněčná linie HaCaT (imortalizované keratinocyty, No. 330493) byla zakoupena od CLS (Cell lines service, Německo).

[bookmark: _Toc344998084][bookmark: _Toc360082344] Mikroorganismy
Staphylococcus epidermidis CCM 7221 (Česká sbírka mikroorganizmů, CCM), původně klinický izolát č. A117 s deklarovanou schopností tvořit biofilm. 
Streptococcus mutans CCM 7409 (Česká sbírka mikroorganizmů, CCM), kmen s ověřenou schopností tvořit biofilm. 
Streptococcus gordonii CCM 4045 (Česká sbírka mikroorganizmů, CCM), kmen s ověřenou schopností tvořit biofilm. 
Streptococcus intermedius CCM 4044 (Česká sbírka mikroorganizmů, CCM), kmen s ověřenou schopností tvořit biofilm. 

Candida albicans GDH 2346 (Česká sbírka mikroorganizmů, CCM), kmen s ověřenou schopností tvořit biofilm. 
[bookmark: _Toc338072559][bookmark: _Toc338072639][bookmark: _Toc344998085][bookmark: _Toc360082345] Testovaný materiál 
[bookmark: _Toc360082346]Testovaný materiál pro využití jako dentální implantát
Šest různě modifikovaných titanových disků (Tis-MALP, Tis-O, Tis-OA, Tis-OPAAE, Tis-OZ, Tis-OPAE) (Tab. 4) bylo připraveno firmou LASAK s.r.o. podle normy DIN EN ISO 4288. Pro kalibraci byl využit etalon s definovanou drsností 
(Ra = 6 μm). Před použitím byly všechny titanové disky 48 hodin sterilizovány v ethanolu a poté byly ještě vystaveny UV záření po dobu 15 minut.

Tabulka 4: Popis jednotlivých titanových disků 
[image: ]

[bookmark: _Toc360082347]Testovaný vzorek stříbra a nanozlata
Dva vzorky stříbra a jeden vzorek  nanozlata byly dodány firmou NanoTrade s.r.o. 

Tabulka 5: Popis testovaných vzorků stříbra a nanozlata
[image: Obrázek2]


[bookmark: _Toc338072560][bookmark: _Toc338072640][bookmark: _Toc338320606][bookmark: _Toc344998086][bookmark: _Toc360082348]
Chemikálie, roztoky a přístroje
[bookmark: _Toc31375556][bookmark: _Toc36353390][bookmark: _Toc39834727][bookmark: _Toc53386481][bookmark: _Toc53386873][bookmark: _Toc53386946][bookmark: _Toc53387677][bookmark: _Toc53396736][bookmark: _Toc118513155][bookmark: _Toc338072561][bookmark: _Toc344998087][bookmark: _Toc360082349] Chemikálie
Adenin, amoniak (NH3),	amphotericin B, ampicilin, apo-transferin, colimycin, deoxycholát sodný, dimethylsulfoxid (DMSO), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT), disodná sůl 4-nitrofenolu hexahydrátu, epidermální růstový faktor (EFG), ethanol (C2H2(OH)2), fenolová červeň, fetální hovězí sérum, fluorid sodný (NaF), formaldehyd (4% roztok), fyziologický roztok, glukóza, glyceraldehyd (0,5%), hematoxylin-eosin (HE), Hepes, histidin, hovězí albumin (BSA), hydrogenfosforečnan draselný dodekahydrát (K2HPO4·12H2O), hydrogenfosforečnan sodný (Na2HPO4), hydroxid sodný (NaOH), hydrokortizon, chlorid draselný (KCl), chlorid vápenatý (CaCl2), chlorid sodný (NaCl), insulin, isoleucin, kyselina sírová (H2SO4, 2 mol·l-1), ledová kyselina octová (33%), lipopolysacharid z Escherichia coli, médium Dulbecco´s Eagle (DMEM, Sigma-Aldrich, USA), médium McCoy´s (Sigma Aldrich, USA), médium EpiLife (Life Technologies, USA), médium basal KBM-2 (East Port Praha s.r.o., ČR), N-methyl-D-glukamin (8,36% roztok), methionin, p-nitrofenylfosfát (9 mmol·l-1), mozko-srdcový bujón, penicilin (stabilizovaný roztok, 10 000 U·ml-1) se streptomycinem (10 mg·ml-1), pamycon, parafin, peroxid vodíku (H2O2, 0,3% roztok), propidium jodid (PI), TNF- z Escherichia coli, Triton X-100 (1% roztok), ribonukleáza A, růstový faktor pro keratinocyty (KGF), suplementy SingleQuots KGM-2 (East Port Praha s.r.o., ČR), suplementy HKGS (Life Technologies, USA), 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidin (TMB), 3,3,5-trijodo-L-thyronin, tryptofan, 0,4% roztok trypanové modři, 0,25% roztok trypsin-EDTA, tyrosin, Tris(hydroxymethyl)aminoetan (99%), valinomycin (0,9 mmol·l-1), vanadičnan sodný (Na3VO4), vitamin C. 
Dále byly použity: primární myší protilátka - integrin 31 (Chemicon International), vinkulin (Abnova), kolagen typ I (Millipore), MMP-2 (Santa Cruz), sekundární kozí protilátka proti myší IgG (H+L) konjugovaná s křenovou peroxidasou (HRP) (Millipore), purifikovaný protein kolagen typ I (Millipore), purifikovaný protein integrin 31 (Millipore), purifikovaný protein vinkulin (Millipore). 
[bookmark: _Toc118513156]Pro práci s buněčnými kulturami byl použit oxid uhličitý od firmy Linde Technoplyn (ČR). 


[bookmark: _Toc338072562][bookmark: _Toc344998088][bookmark: _Toc360082350] Roztoky
Zásobní roztok fosfátového pufru (PBS)
10× PBS: NaCl (0,137 mol·l-1), KCl (0,00268 mol·l-1), Na2HPO4 (0,00896 mol·l-1), KH2PO4 (0,00147 mol·l-1), pro experimenty byl zásobní roztok 10× zředěn.

Roztoky pro izolaci a kultivaci lidských gingiválních fibroblastů
Colinomycin (1 mIU): colinomycinový prášek se rozpustí v 10 ml injekční vody. Tento roztok se následně přidá k 10 ml PBS 1× a rozpipetuje se po 50 l a zamrazí na -20 °C.
Pamycon (Neomycin 66 000IU, bacitracinum 5000 IU): Pamyconový prášek se rozpustí v 10 ml injekční vody, následně se přidá k 10 ml PBS 1× a rozpipetuje se po 800 l a zamrazí na -20 °C.
Amphotericin B:  2,5 mg prášku se rozpustí v 500 ml média
Transportní roztok: 9,2 ml 1× PBS, 800 l Pamycon, 50l Colinomycin
Médium pro izolaci: 500ml DMEM, 10% FBS, 2,5 mg amphotericin B
Kultivační médium: 500 ml DMEM, 10% FBS, 5ml penicilin (100 U·ml-1)  + streptomycin (100 mg·l-1)
Bezsérové médium: 500 ml DMEM, 5 ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1)

Roztoky pro kultivaci buněk SaOS-2
Kultivační médium: 500 ml McCoy´s medium, 10% FBS, 5 ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1)
Bezsérové médium (médium pro experimenty): 500 ml McCoy´s médium, 5ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1)

Roztoky pro izolaci a kultivaci lidských epidermálních keratinocytů a přípravu RHE
Pufr pro keratinocyty (roztok A): 3,6 g Hepes, 0,9 g glukóza, 0,11 g KCl, 3,8 g NaCl, 0,18 g Na2HPO4·12 H2O, 0,6 mg fenol červeň, rozpustit v 500 ml deonizované vody, upravit na pH 7,4 


Transportní roztok: 100 ml PBS, 2 ml směsi antibiotik (amphotericin, penicilin, streptomycin)
Médium pro izolaci: 500 ml Basal médium KBM-2, suplementy SingleQuots KGM-2

Médium pro kultivaci: 
Médium pro experimenty: 500 ml Epilife médium, 0,5 ml penicilin (100 U·ml-1), streptomycin (100 mg·l-1), 0,5 ml hydrokortizonu, 15 ml směsi aminokyselin (L-histidin, L-isoleucin, L-methionin, L-tryptofan, L-tyrosin)
Roztok pro pasáž keratinocytů: pufr pro keratinocyty (roztok A) s 2% FBS
Médium pro kultivaci RHE: 500 ml Epilife médium, suplementy HKGS, 0,5 ml ampicilin, 0,5  ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1), přídavek CaCl2 (1,5 mol·l-1), Vitamin C (50 mg·ml-1), KGF (10 ng·ml-1)
Fixační roztok (Baker): 10% formaldehyd s CaCl2

Roztoky pro kultivaci buněk HaCaT
Kultivační médium: 500 ml Dulbecco's modified Eagle's médium (DMEM), 50 ml FBS, 5 ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1)
Bezsérové médium pro experimenty: 500 ml Dulbecco's modified Eagle's médium (DMEM), 5 ml penicilin (100 U·ml-1) + streptomycin (100 mg·l-1)
PBS s 0,05% EDTA: 500 ml 1×PBS sterilní a 0,25g EDTA

Roztoky pro stanovení aktivity alkalické fosfatázy
Lyzační pufr: 1× PBS, 0,2% Triton X-100 
Pufr: 8,36 g N-methyl-D glukaminu, 100 ml destilované vody, pH = 10,1
Standard: 1,39 mg p-nitrofenolu, 1×PBS
Substrát: 68 mg p-nitrofenylfosfátu, 100 ml destilované vody
Zastavovací roztok: 1mol·l-1 NaOH

Roztoky pro stanovení integrinu 31 a vinkulinu (ELISA) 
Fixační roztok: 4% formaldehyd v 1× PBS
Oplachovací roztok 1: 1× PBS
Oplachovací roztok 2: 1% Triton X-100 v 1× PBS 
Roztok s H2O2: 0,3% H2O2, 1× PBS, 0,1% Triton X-100

10% FBS-PBS-T: 10% FBS, 1× PBS, 1% Triton X-100
5% FBS-PBS-T: 5% FBS, 1× PBS, 1% Triton X-100
Substrát: 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidin (TMBE)
Zastavovací roztok: 2 mol·l-1 H2SO4

Příprava kalibrační křivky:
Integrin 31 protein: zásobní roztok 1000 pg·ml-1  (0 pg·ml-1- 1000 pg·ml-1)
Vinkulin protein: zásobní roztok 200 pg·ml-1  (0 pg·ml-1- 200 pg·ml-1)
Proteiny ředěny v 1× PBS

Ředění protilátek: 
Primární protilátky: integrin 31 1:500 v 5% FBS-PBS-T
							vinkulin 1:1000 v 5% FBS-PBS-T
Sekundární protilátka: 1: 3000 v 5% FBS-PBS-T

Roztoky pro stanovení kolagenu I (Nepřímá ELISA)
Promývací roztok (PBS-T): 1% Triton X-100 v PBS (2ml Tritonu X-100 do 200 ml PBS)
Blokující pufr: 1% BSA v PBS (1g BSA do 10 ml PBS)
2 mol·l-1  roztok H2SO4: 8,5 ml H2SO4 do 80 ml H2O

Příprava kalibrační křivky:
Kolagen I protein: zásobní roztok 5000 pg·ml-1  (0 pg·ml-1- 5000 pg·ml-1)
Protein ředěny v 1× PBS

Ředění protilátek: 
Primární protilátky: kolagen I 1:500 1% BSA v 1×PBS
Sekundární protilátka: 1:3000 v 1% BSA v 1×PBS

Roztoky na buněčný cyklus 
Propidium jodid (PI, Fluka): zásobní roztok 1mg·ml-1 vody (skladování při -20 °C, chránit před světlem)
DNase-free ribonukleáza A (RNáza A, Sigma): zásobní roztok 1 mg·ml-1 vody 

(skladování při -20 °C)
Barvící (Vindalův) roztok: 9,6 ml 1×PBS sterilní, 10 l Triton X-100 (0,1%), 0,2 ml 1mg·ml-1 RNáza A (20 g·ml-1), 0,2 ml 1mg·ml-1 PI (20 g·ml-1) (skladování při skladování při -20 °C, chránit před světlem)

Bezvodý ethanol studený
1× PBS studený

Speciální reakční kity
Human TNF- total ELISA Modul set (Bender MedSystems GmbH, Rakousko)
Human MMP-2 total ELISA Modul set (Bender MedSystems GmbH, Rakousko)
Development IL-6 ELISA kit (PeproTech, Velká Británie)
Human Total MMP-3 Elisa kit (R&D Systems, USA)
Human Total MMP-1 Elisa kit (R&D Systems, USA)
Human Total MMP-10 Elisa kit (R&D Systems, USA)
[bookmark: _Toc53386479][bookmark: _Toc53386871][bookmark: _Toc53386944][bookmark: _Toc53387675][bookmark: _Toc53396734][bookmark: _Toc118513157][bookmark: _Toc338072563][bookmark: _Toc344998089][bookmark: _Toc360082351]Přístroje
Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Německo)
Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Německo)
Cytomics FC 500 Series (Beckman Coulter, USA)
Fluorescenční mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Německo)
Fotometr pro měření absorbance v 96-jamkových deskách Sunrise Remote (Tecan, Švýcarsko)
Hlubokomrazící box VX 380 (Jouan, Francie)
Chlazená centrifuga Z 323 K (Hermle Labortechnik, Německo)
Chlazená centrifuga Mikro 22 (Hettrich Zentrifugen, Německo)
Chlazená centrifuga Rotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Německo)
Inkubátor Cellstar (Qeueue System, USA)
Laminární box CLF (Schoeller Instruments, ČR)
Magnetická míchačka IKA RH basic KT/C (Slabo, ČR)
Mikroplate 2001 reader (Anthos Labtec Instruments, Rakousko)
Mikroskop U-PMTVC (Olympus, Japonsko)

Mikroskopie atomárních sil (AFM) (NTefra Aura, NT-MDT, Rusko)
pH-metr inoLab Level 1 (Schoeller Instruments, ČR) s elektrodou SenTix41 (WTW, Německo)
Skenovací elektronový mikroskop (SEM) (SU6600, Hitachi, Japonsko)
Skenovací elektronový mikroskop (NORAN System 7 X-ray Microanalysis, Thermo Scientific, USA)
Termomixer Comfort (Eppendorf, Německo)
Třepačka OLS 200 (Grant Instruments,Velká Británie)
Třepačka Duomax 1030 (Heidolph, Německo)
Třepačka Reax top (Heidolph, Německo)
Ultrazvuková termostatová vodní lázeň PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)
XCELLigence RTCA DP Instrument (Roche Applied Science, USA)
Zařízení pro přípravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, ČR)
[bookmark: _Toc338072564][bookmark: _Toc344998090][bookmark: _Toc360082352] Ostatní materiál
Cell culture insert (Millicell, USA)
Filtry Cell Strainer (I.T.A.-Intertact, Česká Republika)
Kultivační láhve NunclonTM, kultivační desky, filtry a centrifugační zkumavky (Nunc, Dánsko).
MultiCycle AV software (Phoenix Flow Systems, USA)
Plastové injekční stříkačky (B. Braun, Německo)
Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Německo)
Pinzety Extra fine Gracte Forceps-0.5 mm Tip (Fine Science, Německo)
PVDF membrána Immun-BlotTM (0,2 µm; Bio-Rad Laboratories, USA).
Sterilizační filtry 0,22 µm Millex®-GS (Millipore, USA).
XCELLigence E-plate 16 jamkové (ACEA Biosciences, USA)
[bookmark: _Toc338072565][bookmark: _Toc338072641][bookmark: _Toc338320607][bookmark: _Toc344998091][bookmark: _Toc360082353] Statistická analýza
Všechny experimenty in vitro byly provedeny v tripletech ve třech nezávislých opakováních, pokud není uvedeno jinak. Výsledky jsou vyjádřeny jako průměr ± SD.
Statistické vyhodnocení dat bylo provedeno pomocí programu MS Excel 2010 (Microsoft, USA)  a  Studentovým t-testem na hladině významnosti p  0,05.


K porovnání rozdílů v adhezi testovaných mikroorganizmů na disky z jednotlivých matriálů byla použita jednocestná analýza variance, ANOVA. Vše v programu Statistica Cz, verze 8.0 (StatSoft, Inc., 2004).

[bookmark: _Toc338072566][bookmark: _Toc338072642][bookmark: _Toc338320608][bookmark: _Toc344998092][bookmark: _Toc39834749][bookmark: _Toc36353398][bookmark: _Toc39834745][bookmark: _Toc36353393][bookmark: _Toc39834736]
























[bookmark: _Toc360082354]Izolace primárních kultur
[bookmark: _Toc338072567][bookmark: _Toc344998093][bookmark: _Toc360082355] Izolace a kultivace lidských gingiválních fibroblastů 
Vzorky tkáně byly přeneseny na Petriho misku a nakrájeny na mm plátky. Bylo k nim přidáno příslušné médium na izolaci a Petriho miska se vzorky byla vložena do inkubátoru (37 °C, 5% CO2). Médium bylo vyměňováno každé tři dny. Po 4-6 týdnech byla celá Petriho miska pokrytá buňkami. Buňky byly pak zpasážovány  a přeneseny do kultivační láhve o velikosti 75 cm2. Buňky byly kultivovány v Dulbecco's Modified Eagles médiu s přídavkem 10 % FBS, penicillinu 0,1 mg·ml-1 a streptomycinu 100 U·ml-1 při 37°C v atmosféře 5% CO2. Médium bylo měněno každých 48 hodin. Po dosažení konfluence byly buňky opláchnuty sterilním PBS, uvolněny inkubací s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (1ml; 1-2 min; 37°C), potom byly buňky zcentrifugovány 10 minut při 1300 rpm a pokojové teplotě. Buňky byly následně resuspendovány v 10 ml kultivačního média a poté byly spočítány a vysety na příslušné kultivační desky. Pro experimenty byly použity buňky ve 2.-8. pasáži.
	
[bookmark: _Toc338072568][bookmark: _Toc344998094][bookmark: _Toc360082356] Izolace a kultivace lidských epidermálních keratinocytů
Ze vzorků kůže byla odstraněna tuková část a následně byly vzorky nakrájeny na malé kousky, které byly vloženy do zkumavky s 0,5% trypsinem a uchovány v chladu přes noc. Další den byly vzorky vyjmuty z trypsinu a položeny na Petriho misku. Pomocí dvou malých pinzet byla oddělena epidermis od dermis. Epidermis byla vložena do další Petriho misky se studeným médiem pro izolaci KBM-2 s přídavkem suplementů KGM-2 a s přídavkem 2% FBS. Kousky epidermis byly v médiu rozsuspendovány a přefiltrovány pomocí filtrů Cell strainer a následně zcentrifugovány 5 minut při 1 300 rpm a při 4 °C. Po centrifugaci byl pelet buněk resuspendován ve studeném médiu pro izolaci bez přídavku FBS. Suspenze buněk byla přenesena do 25 cm2 kultivační láhve a vložena do inkubátoru (37 °C, 5% CO2). Třetí den po izolaci bylo buňkám vyměněno médium za kultivační Epilife  se suplementy HKGS a s přídavkem ampicilinu a penicillinu 0,1 mg·ml-1 a streptomycinu 100 U·ml-1. Médium bylo vyměňováno každý druhý den. Buňky byly kultivovány zhruba 2-3 týdny při 37°C 

v atmosféře 5% CO2. Po dosažení 80% konfluence byly buňky pasážovány. Nejdříve byly uvolněny fibroblasty inkubací s 1ml 0, 25% trypsinu s EDTA 2-3 minuty. Po uplynutí této doby byl trypsin s fibroblasty odstraněn a keratinocyty byly uvolněny inkubací s 1 ml 0,25% trypsinu s EDTA 5-10 minut. Následně byl k buňkám přidán zastavovací roztok (roztok A) a buňky byly centrifugovány 5 minut při 1300 rpm a při 4°C. Poté byly buňky resuspendovány v kultivačním médiu a přeneseny do 75 cm2 kultivační láhve a kultivovány do 2. pasáže. Při dosažení 80% konfluence byly buňky uvolněny inkubací s 1 ml 0,25% trypsinu s EDTA (10-15 minut, 37 °C), po inkubační době byl k buňkám přidán zastavovací roztok a buňky byly centrifugovány 5 minut při 1300 rpm 4°C. Poté byly resuspendovány v 10 ml kultivačního média, spočítány a vysety na příslušné kultivační desky. Pro experimenty byly použity buňky ve 3. pasáži.

[bookmark: _Toc360082357]Model rekonstruované lidské epidermis
Keratinocyty byly vysety (25×105 buněk/ml) na inertní polykarbonátové nosiče (rozměr 0,5-0.63 cm2, velikost pórů 0.4 m2) umístěné v 6 jamkových deskách a byly kultivovány 7-14 dní na rozhraní vzduch-kapalina na růstovém médiu EpiLife s přídavkem 1,5mM CaCl2, 50μg/ml vitaminu C a 10ng/ml KGF. Po uplynutí kultivační doby byly inserty přeneseny do čistých Petriho misek a 1 hodinu inkubovány fixačním roztokem Baker. Po inkubaci byl na insert přidán 3x po 10 minutách methanol. Následně byly polykarbonátové filtry odřezány od insertu a položeny na podložní sklíčko a byly převrstveny 3x po 10 minutách toluenem. Po inkubaci toluenem byly polykarbonátové filtry zality do parafínu, nařezány a barveny hematoxylin-eosinem (HE). 
[bookmark: _Toc338072569][bookmark: _Toc338072643][bookmark: _Toc344998095][bookmark: _Toc360082358]Kultivace buněčných linií a kmenů bakterií
[bookmark: _Toc338072570][bookmark: _Toc344998096][bookmark: _Toc360082359] Kultivace lidské buněčné linie SaOS-2
Lidská osteoblastická osteosarkoma buněčná linie SaOS-2 byla kultivována v McCoy's médiu s přídavkem 10% FBS a penicillinu 0,1 mg·ml-1 a streptomycinu 100 U·ml-1 při 37°C v atmosféře 5% CO2. Médium bylo měněno každých 48 hodin. Po dosažení 80% konfluence byly buňky opláchnuty sterilním PBS, uvolněny inkubací s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (1ml; 1-2 min; 37 °C), potom byly buňky 

zcentrifugovány 10 minut při 1300 rpm a pokojové teplotě. Buňky byly následně resuspendovány v 10 ml kultivačního média, byly spočítány a vysety na příslušné kultivační desky. Pro experimenty byly buňky využity ve 3.-7. pasáži.
[bookmark: _Toc338072571][bookmark: _Toc344998097][bookmark: _Toc360082360] Kultivace lidské buněčné linie HaCaT
Lidská buněčná linie HaCaT (imortalizované keratinocyty) byly kultivovány v Dulbecco's Modified Eagles médiu s přídavkem 10% FBS a s přídavkem penicillinu 0,1 mg·ml-1 a streptomycinu 100 U·ml-1 při 37°C v atmosféře 5% CO2. Médium bylo měněno každých 48 hodin. Po dosažení 80% konfluence byly buňky inkubovány 10 minut se sterilním PBS s 0,05% EDTA. Po 10 minutách bylo PBS s 0,05% EDTA odstraněno a buňky byly uvolněny inkubací s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (1ml; 1-2 min; 37 °C). Poté byly buňky zcentrifugovány 10 minut při 1300 rpm a pokojové teplotě. Následně byly resuspendovány v 10 ml kultivačního média, spočítány a vysety na příslušné kultivační desky. Pro experimenty byly využity buňky v 34.-39. pasáži.
[bookmark: _Toc338072572][bookmark: _Toc344998098][bookmark: _Toc360082361] Kultivace mikroorganismů
Kmeny byly uchovávány v kryozkumavkách s kryoprotektivním médiem (glycerol-sérový bujon) při teplotě -76°C. Před použitím byly zkumavky rozmraženy, obsah byl vyočkován na krevní agar (Bio-Rad) a kultivován do druhého dne (18 hodin) při 37 °C.
[bookmark: _4_4_1_3_Extrakce_mražených_plodů_0_][bookmark: _4_4_4_Inhibice_lipoperoxidace]Tvorba biofilmu byla ověřena kultivací v mikrotitrační destičce s BHI s 4% glukózy.

[bookmark: _4_4_6_3_Stanovení_parametrů_buněčné][bookmark: _Toc338072574][bookmark: _Toc344998100][bookmark: _Toc360082362]Mikroskopická charakterizace titanových disků
[bookmark: _Toc360082363]Metodika SEM 
	Vzorky byly měřeny skenovacím elektronovým mikroskopem (SEM) a u všech byla provedena analýza pomoci energiově-disperzního analyzátoru (EDS), čímž bylo zjištěno chemické složení. Při přípravě vzorku byly testované titanové disky uchyceny na podložku pomocí oboustranné karbonové pásky. Urychlovací napětí bylo použito od 3 kV – 5 kV. Všechny vzorky byly měřeny v režimu sekundárních elektronů. Povrchy byly skenovány ve vakuu, při hodnotě 0,5 keV. Současně byla u všech povrchů titanových disků provedena chemická analýza (EDS) využitím skenovacího 

elektronového mikroskopu. Urychlovací napětí pro hodnocení prvků bylo 15 kV. Píky byly přiřazeny ke konkrétním prvkům pomocí disperzního X-ray spektrometru, který byl součástí vybavení SEM systému. 
[bookmark: _Toc338072575][bookmark: _Toc344998101][bookmark: _Toc360082364] Hodnocení buněčné viability (MTT test)
Žlutá tetrazoliová sůl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu (MTT) je redukována mitochondriálními dehydrogenázami metabolicky aktivních buněk na fialové, ve vodě nerozpustné formazanové barvivo, jehož koncentrace je po rozpuštění v organickém rozpouštědle stanovena spektrofotometricky při 540 nm.
Buňky (SaOS-2 4×103 buněk/ml; lidské gingivální fibroblasty 2×103 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky v 96 jamkové desce a inkubovány při 37°C 24 a 96 hodin. V případě testování nanočástic byly buňky (HaCaT a lidské epidermální keratinocyty 10×103 buněk/ml) vysety na 48 jamkové kultivační desky a kultivovány při 37 °C 48 hodin. Po dosažení subkonfluence byly k buňkám přidány vzorky stříbra a nanozlata v koncentrační řadě od 0,013 ppm do 33 ppm naředěné v médiu pro experimenty a inkubovány 24, 48 a 72 hodin při 37 °C. 
Po příslušné inkubační době byly všechny buňky opláchnuty sterilním roztokem PBS a následně bylo aplikováno 100 µl roztoku MTT naředěného v médiu pro experimenty. Po 3 hod inkubaci (37 °C; 5 % CO2) bylo médium s MTT odsáto a do jamek bylo aplikováno 100 µl DMSO s 1 % amoniaku. Po rozpuštění krystalů byla změřena absorbance vzniklého modrofialového roztoku při 540 nm. Kontrolním vzorkem byly buňky s médiem.

[bookmark: _Toc338072576][bookmark: _Toc344998102][bookmark: _Toc360082365] Exprese adhezivních proteinů
Buňky (SaOS-2, lidské gingivální fibroblasty 9×104 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky v 96 jamkových deskách a inkubovány 6 a 24 hodin. Po inkubační době byly buňky promyty studeným PBS a fixovány 30 minut 100 l 4% formaldehydu v PBS. Poté byly buňky promyty 1% Tritonem X-100 v PBS (PBS-T) a dalších 30 minut 100  l 0,3% H2O2 v PBS-T pro snížení endogenní peroxidázové aktivity. Následně byly buňky 3× promyty PBS-T a blokovány 1 hodinu v 10% FBS v PBS-T. Po blokování byly buňky inkubovány přes noc při 4 °C s primárními 

protilátkami vinkulinem nebo integrinem 31 naředěnými v 5% PBS-T. Další den byly buňky opět 3× promyty PBS-T a poté inkubovány 1 hodinu se sekundární kozí protilátkou IgG značenou křenovou peroxidázou naředěnou v PBS-T v poměru 1:3000. Po inkubaci se sekundární protilátkou byly buňky promyty 3× PBS-T a následně k nim byl přidáno 100 l substrátu 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidin (TMB). Po vzniku modrého zbarvení byla reakce zastavena 100 l 2 mol·l-1 H2SO4. Po zastavení reakce byl vzniklý 
žlutý roztok přenesen na novou 96 jamkovou desku a byla změřena jeho absorbance při 450 nm proti referenční absorbanci 655 nm.
[bookmark: _Toc338072577][bookmark: _Toc344998103][bookmark: _Toc360082366] Stanovení alkalické fosfatázy
Alkalická fosfátáza (ALP) štěpí hydrolyticky disodnou sůl bezbarvého p-nitrofenol fosfátu na žlutý p-nitrofenol. Mírou aktivity enzymu je množství uvolněného p-nitrofenolu, který se stanovuje v alkalickém prostředí.
Buňky (SaOS-2 2×104 buněk/ml, lidské gingivální fibroblasty 5×104 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky v 24 jamkové desce a inkubovány 24 a 72 hodin. Po inkubační době byly buňky promyty PBS a poté byly lyzovány pomocí 0,2% Triton X-100 v PBS (PBS-T). Celý zlyzovaný objem byl převeden do 1,5 ml eppendorfek, které byly ve dvou cyklech zahřívány při 37 °C 10 minut a ochlazovány na -80 °C 10 minut. Takto připravené vzorky byly pipetovány po 50 l na 96 jamkovou desku a byly 5 minut inkubovány s 50 l pufru při 37 °C. Poté byly inkubovány 15 minut s 50 l substrátu při 37 °C, kdy docházelo k uvolnění p-nitrofenolu. Po 15 minutách byla reakce zastavena 50 l 1 mol·l-1 NaOH a byla změřena absorbance vzniklého p-nitrofenolu při 405 nm. Množství ALP bylo přepočítáno na množství proteinů ve vzorcích.

[bookmark: _Toc338072578][bookmark: _Toc344998104][bookmark: _Toc360082367] Stanovení koncentrace bílkovin
Bílkoviny byly stanoveny dle metody Bradfordové, která je založeno na tvorbě komplexu mezi barvivem (Coomassie brilliant blue G-250) a proteiny ve vzorku. Barvivo se vyskytuje ve třech formách: kation (470 nm; červený), neutrální molekula (650 nm; zelená) a anion (595 nm; modrý). Vazba proteinu stabilizuje aniontovou formu a vyvolává změnu zbarvení, které je změřeno fotometricky při 595 nm.

K 10 µl standardu / vzorku bylo přidáno 200 µl pracovního roztoku a po promíchání byla měřena absorbance. Hodnota byla odečtena z kalibračního grafu závislosti absorbance na koncentraci standardu.
[bookmark: _Toc338072579][bookmark: _Toc344998105][bookmark: _Toc360082368] Stanovení TNF-  a MMP-2 
Buňky (SaOS-2 2×104 buněk/ml; lidské gingivální fibroblasty 5×104 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky ve 24 jamkových deskách a inkubovány 24 a 72 hodin. Produkce TNF- byla měřena ELISA kitem Human TNF- total  a produkce MMP-2 byla také měřena ELISA kitem Human MMP-2 total podle přiloženého protokolu od dodavatele.

[bookmark: _Toc338072580][bookmark: _Toc344998106][bookmark: _Toc360082369] Stanovení kolagenu I 
Buňky (SaOS-2 2×104 buněk/ml; lidské gingivální fibroblasty 5×104 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky umístěné ve 24 jamkové desce a byly inkubovány po dobu 24 a 72 hodin. Po uplynutí inkubační doby byl sesbírán supernatant a napipetován po 100 l na 96 jamkovou desku a inkubován přes noc při 4 °C. Na další den byla deska 3× promyta 1% Triton X-100 v PBS (PBS-T) a poté bylo do každé jamky přidáno 100 l 1% roztoku BSA a deska byla inkubována 2 hodiny při laboratorní teplotě. Po blokování byla deska opět 3× promyta PBS-T a do každé jamky byla přidána primární protilátka kolagen I naředěná v 1% BSA a deska byla inkubována přes noc při 4 °C. Po inkubaci s primární protilátkou byla deska opět 3× promyta PBS-T a následně 2  hodiny inkubována se sekundární kozí protilátkou IgG značenou křenovou peroxidázou naředěnou v 1% BSA v poměru 1:3000. Po inkubaci byla deska opět 3× promyta s PBS-T a do každé jamky bylo přidáno 100 l substrátu 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidin (TMB). Zhruba po 20 minutách vznikl barevný produkt a reakce byla zastavena 100 l 2 mol·l-1 H2SO4. Po zastavení reakce byla změřena absorbance při 450 nm proti referenční absorbanci 655 nm.



[bookmark: _Toc338072581][bookmark: _Toc344998107][bookmark: _Toc360082370] Analýza buněčného cyklu pomocí průtokové cytometrie
Buňky (SaOS-2; lidské gingivální fibroblasty 1×106 buněk/ml) byly vysety na testované titanové disky, které byly umístěny ve 24 jamkové desce a inkubovány 24 hodin při 37 °C. Po inkubaci byly buňky sesbírány a centrifugovány 3 minuty při 900 rpm. Po centrifugaci byly buňky resuspendovány v 100 l studeného PBS a 230 l ledového 100% ethanolu a následně fixovány minimálně 24 hodin při -20 °C. Po 24 hodinové fixaci byl stanovován buněčný obsah DNA. Fixát byl centrifugován 3 minuty při 1710 rpm  při 4 °C, poté byl pečlivě odsát supernatant a pelet byl resuspendován v 1 ml PBS s 0,1% Triton X-100, 20 g·ml-1 ribonukleázy A a 20 g·ml-1 propidium jodidu a byl inkubován 30 minut při laboratorní teplotě v temnu. Po inkubaci byly vzorky analyzovány pomocí průtokového cytometru Cytomics FC 500 Series. Pozitivní kontrolou byly buňky s valinomycinem v koncentraci 3 mol·l-1. Propidium jodid byl excitován argonovým laserem při 488 nm a fluorescence byla detekovaná na FL3 tunelu využitím 600 nm dlouhých filtrů a 615 nm krátkých filtrů. Procenualita buněk v G1, S a G2/M fázi buněčného cyklu byla počítána využitím MultiCycle AV softwaru.

[bookmark: _Toc338072582][bookmark: _Toc344998108][bookmark: _Toc360082371] Tvorba biofilmu a adheze mikroorganismů 
[bookmark: _Toc360082372]Tvorba biofilmu na testovaných titanových discích
Bakteriální kultury byly resuspendovány ve fyziologickém roztoku do požadované hustoty odpovídající optickému stupni 1 na McFarlandově stupnici. 24 jamkové mikrotitrační kultivační desky s testovanými titanovými disky a s 900 μl mozko-srdcového bujónu se 4% glukózou byly naočkovány 100 μl bakteriální suspenze. Negativní kontrolou byly jamky naočkované pouze fyziologickým roztokem. Po 24 hodinové inkubaci při 37 °C byly jamky promyty 3× 10 ml fyziologického roztoku. Vrstva biofilmu na každém testovaném titanovém povrchu byla fixována suchým vzduchem a následně barvena 20 minut 1 ml 1% krystalové violeti, posléze bylo nenavázané barvivo odstraněno promytím1 ml 33 % ledové kyseliny octové. Po odbarvení bylo 100 μl roztoku z každé jamky přeneseno na novou desku a byla měřena optická hustota při 595 nm využitím Anthos Labtec Instruments 2001 readeru.

[bookmark: _Toc360082373]Stanovení počtu adherovaných mikroorganismů na testovaných titanových discích
Počet bakterií uvolněných z povrchu disku byl stanoven vyočkováním 100 μl získané suspenze do zkumavky s 0,9 ml fyziologického roztoku a dalším sériovým ředěním (1:101 až 1:109). 100 μl jednotlivých ředění bylo přeneseno na Mueller-Hinton agar a inkubováno 24 - 48 hodin při 37 °C. Poté byl zjištěn počet mikrobů v jednotlivých ředěních stanovením CFU.

Výpočet CFU
Na jednotlivých Petriho miskách s krevním agarem byl spočítán počet kolonií, odpovídající množství CFU (životaschopných bakterií schopných tvořit kolonie) v roztoku v jednotlivých jamkách.
Pro výpočet počtu životaschopných mikrobů v 1mililitru (No) byl použit následující vzorec:
No = p/(n1 + 0,1 n2). 0,1
p	počet kolonií na všech Petriho miskách použitých pro výpočet
n1	počet Petriho misek použitých pro výpočet a inokulovaných neředěným obsahem jamky mikrotitrační destičky
n2	počet Petriho misek použitých pro výpočet a inokulovaných ředěným obsahem jamky mikrotitrační destičky (1:10)

[bookmark: _Toc338072584][bookmark: _Toc344998110][bookmark: _Toc360082374]Studium buněčného růstu lidských epidermálních keratinocytů a linií HaCaT pomocí systému xCELLigence
Buňky (HaCaT a lidské epidermální keratinocyty 2×104 buněk/ml) byly vysety na speciální destičku se zlatými mikroelektrodami (E-plate) v kvatrupletu a vloženy do přístroje xCELLigence umístěného v inkubátoru (37 °C; 5 % CO2) po dobu 80 hodin. xCELLigence systém využívá odečítání impedance k neinvazivní kvantifikaci buněčného stavu v reálném čase. Použití nízkého napětí (nižšího než 20 mV) střídavého proudového signálu vede k vytvoření elektrického pole mezi elektrodami, které interagují s prostředím iontů růstového média uvnitř desek. Elektrické pole je 

diferenciálně modulováno počtem buněk pokrývajících elektrody, morfologií příslušných buněk a sílou přichycení buněk. Odečtená impedance detekuje a kvantifikuje změny v buněčné morfologii, adhezi a růstu buněk. 

[bookmark: _Toc338072586][bookmark: _Toc344998112][bookmark: _Toc360082375]Experimentální Model zánětu
Buňky (HaCaT a lidské epidermální keratinocyty10×104 buněk/ml) byly vysety na dvě 6 jamkové kultivační desky a inkubovány při 37 °C 48 hodin. Po dosažení subkonfluence byl na jednu desku k buňkám přidán lipopolysacharid z Escherichia coli (LPS) naředěný v médiích pro experimenty v koncentracích od 10 g·ml-1 do 50 g·ml-1 a na druhou desku byl k buňkám přidán TNF- také naředěný v médiích pro experimenty v koncentracích od 10 ng·ml-1 do 100 ng·ml-1, buňky byly inkubovány 2, 4, 6 a 24 hodin při 37 °C. Kontrolní vzorky byly buňky s médiem bez přídavku LPS nebo TNF-. Po inkubační době bylo sesbíráno médium a zamraženo v -80 °C.
 
[bookmark: _Toc338072587][bookmark: _Toc344998113][bookmark: _Toc360082376] Stanovení interleukinu-6 (IL-6) 
Produkce IL-6 byla stanovována v buněčném médiu buněk HaCaT a lidských epidermálních keratinocytů pomocí ELISA kitu Human IL-6 ELISA Development Kit dle předloženého ELISA protokolu od dodavatele. 

[bookmark: _Toc338072589][bookmark: _Toc344998114][bookmark: _Toc53385757][bookmark: _Toc53386511][bookmark: _Toc53386898][bookmark: _Toc53387702][bookmark: _Toc53396753][bookmark: _Toc360082377] Stanovení MMP-1,3,10 a IL-6 při vyvolaném zánětu pomocí TNF-
Buňky HaCaT byly vysety na 6 jamkové kultivační desky v koncentraci  10×104 buněk/ml a inkubovány při 37 °C 48 hodin. Po dosažení subkonfluence byl k buňkám přidán TNF- v koncentraci 50 ng·ml-1 a buňky byly inkubovány 24 hodin při 37 °C. Po 24 hodinách bylo médium s TNF- odsáto a k buňkám byly přidany vzorky nanozlata v koncentraci 1,2 ppm a stříbra v koncentraci 0,13 a 0,4 ppm a inkubovány dalších 24  hodin při 37 °C. Koncentrace vzorků stříbra a nanozlata byly zvoleny dle testu cytotoxicity. Po uplynutí inkubační doby bylo sesbíráno médium a uchováno při -80 °C. 


Buňky bez přídavku TNF- a testovaných vzorků byly negativní kontrolou. Jako pozitivní kontrola byly zvoleny buňky inkubované s TNF- v koncentraci 50 ng·ml-1.
Produkce MMP-1,3 a 10 byla stanovena v buněčném médiu pomocí ELISA kitu Human Pro-MMP-1, Human Total MMP-3 a Human Pro-MMP-10 a produkce IL-6 byla stanovována pomocí ELISA kitu Human IL-6 ELISA Development kit. Všechna stanovení byla prováděna dle přiloženého protokolu od dodavatele.

[bookmark: _4_5_4_3_Koncentrace_GSH][bookmark: _4_5_4_13_Stanovení_specifických_pro][bookmark: _Toc338072590][bookmark: _Toc344998115][bookmark: _Toc40360180][bookmark: _Toc53385758][bookmark: _Toc53386512][bookmark: _Toc53386899][bookmark: _Toc53387703][bookmark: _Toc53396754][bookmark: _Toc54609559][bookmark: _Toc118513174][bookmark: _Toc360082378] Stanovení kolagenu I při vyvolaném zánětu pomocí TNF-
Buňky HaCaT byly vysety na 6 jamkové desky jak je uvedeno v bodě 4.3.16. Produkce kolagenu I byla stanovena metodou nepřímé ELISA v buněčném supernatantu. Po uplynutí inkubační doby byl sesbírán supernatant a napipetován po 100 l na 96 jamkovou desku a inkubován přes noc při 4 °C. Na další den byla deska 3× promyta 1% Triton X-100 v PBS (PBS-T) a poté bylo do každé jamky přidáno 100 l 1% roztoku BSA a deska byla inkubována 2 hodiny při laboratorní teplotě. Po blokování byla deska opět 3× promyta PBS-T a do každé jamky byla přidána primární protilátka kolagenu I naředěná v 1% BSA a deska byla inkubována přes noc při 4 °C. Po inkubaci s primární protilátkou byla deska opět 3× promyta PBS-T a následně 2 hodiny inkubována se sekundární kozí protilátkou IgG značenou křenovou peroxidázou naředěnou v 1% BSA v poměru 1:3000. Po inkubaci byla deska opět 3× promyta s PBS-T a do každé jamky bylo přidáno 100 l substrátu 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidin (TMB). Přibližně po 20 minutách vznikl barevný produkt a reakce byla zastavena 100 l 2 mol·l-1 H2SO4. Po zastavení reakce byla změřena absorbance při 450 nm proti referenční absorbanci 655 nm.

EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST

[bookmark: _Toc338072591][bookmark: _Toc338072646][bookmark: _Toc338320611][bookmark: _Toc344998116][bookmark: _Toc360082379]Výsledky
[bookmark: _Hlt53388249][bookmark: _Toc338072592][bookmark: _Toc338072647][bookmark: _Toc338320612][bookmark: _Toc344998117][bookmark: _Toc360082380]Mikroskopická charakterizace titanových disků
Povrchy jednotlivých titanových disků byly analyzovány pomocí skenovacího elektronového mikroskopu (SEM). SEM analýza odhalila různou povrchovou topografii jednotlivých disků (Obr. 7). Povrchová modifikace způsobila změnu v drsnosti a ve struktuře testovaných titanových disků. Největší drsnost vykazoval povrch obrobený kysele leptaný Tis-OPAE (Obr. 7E) a obrobený kysele a alkalicky leptaný Tis-OPAAE (Obr. 7F).  

[image: ]

Obr. 7 Analýza povrchů SEM: (A) Tis-MALP (B) Tis-OA (C) Tis-OZ (D) Tis-O (E) Tis-OPAE a (F) Tis-OPAAE. Povrchy titanových disků byly měřeny v režimu sekundárních elektronů s urychlovacím napětím 5 kV. Povrchy byly skenovány ve vakuu, při hodnotě 0,5 keV.

EDS spektra ukázala změny v přítomnosti prvků po chemické a fyzikální modifikaci. Titanový povrch Tis-O byl použit pro přípravu dalších modifikací. Na povrchu všech disků (kromě Ti-OZ) byl nejvíce zastoupen Ti a Al.  Po pískování, alkalickém a kyselém leptání, kdy byl použit NaOH a HCl, byla na discích pozorována ještě malá množství Na, K, Ca, Si, Cr a Fe (Obr. 8). Po pokrytí Tis-O nitridem zirkonia ZrN byla na povrchu detekována Pt a stopa Si (Obr. 8).
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Obr. 8 Chemická analýza prvků (EDS) na povrchu titanových disků. Chemická analýza prvků byla provedena SEM systémem. Použité urychlovací napětí pro hodnocení prvků bylo 15 kV. Analýza byla provedena s pomocí firmy Lasak s.r.o.

[bookmark: _Toc338072593][bookmark: _Toc338072648][bookmark: _Toc338320613][bookmark: _Toc344998118][bookmark: _Toc360082381] Hodnocení buněčné viability 
Vliv modifikací titanových disků na životnost gingiválních fibroblastů a SaOS-2 byl sledován po 24 a 96 hodinové inkubaci MTT testem (Obr. 9). Životnost buňek kultivovaných na jednotlivých titanových discích byla srovnávána s kontrolou (buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O). Gingivální fibroblasty vykazovaly na titanovém disku Tis-OPAAE po 96 hodinách signifikatně sníženou viabilitu v porovnání s kontrolou. V případě buněk SaOS-2 byla živostnost signifikantně snížena jen na disku Tis-MALP po 24 hodinách (Obr. 9). 
[image: ]
[bookmark: _Toc338072594][bookmark: _Toc338072649] Obr. 9 Cytotoxicita testovaných titanových disků na gingiválních fibroblastech a SaOS-2. Jako kontrola byly použity buňky kultivované na obrobeném disku Tis-O. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v tripletu. Cytotoxicita testovaných titanových disků byla hodnocena MTT testem po 24 a 96 hodinové inkubaci buněk s titanovými disky. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).

[bookmark: _Toc344998119][bookmark: _Toc360082382] Exprese adhezivních proteinů
Adheze buněk k povrchu titanových disků byla hodnocena stanovením exprese proteinů vinkulinu a integrinu 31. Množství exprimovaných proteinů bylo stanovováno po 6 a 24 hodinové inkubační době ELISA technikou. Výsledky byly porovnávany s kontrolou (buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O). V případě buněk SaOS-2 byla pozorována signifikantní změna jen v expresi integrinu α3β1 po 6 hodinové inkubační době na disku OPAAE, kdy byl pozorován jeho signifikantní nárůst v porovnání s kontrolou (Obr. 11). U gingiválních fibroblastů nedošlo k žádné signifikantní změně jak v expresi integrinu 31, tak v expresi vinkulinu po 6 a 24 hodinové inkubaci v porovnání s kontrolou (Obr. 10). 

[image: ]

Obr. 10 Exprese vinkulinu a integrinu 31 v gingiválních fibroblastech po 6 a 24 hodinách. Jako kontrola byly použity buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze čtyř měření provedených v dupletu. Exprese adhezivních proteinů byla stanovována ELISA metodou po 6 a 24 hodinové inkubaci buněk s titanovými disky. 
[image: ]
Obr. 11 Exprese vinkulinu a integrinu α3β1 v SaOS-2 po 6 a 24 hodinách. Jako kontrola byly použity buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v dupletu. Exprese adhezivních proteinů byla stanovována ELISA metodou po 6 a 24 hodinové inkubaci buněk s titanovými disky. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).
[bookmark: _Toc338072595][bookmark: _Toc338072650]

[bookmark: _Toc344998120][bookmark: _Toc360082383][bookmark: _GoBack] Stanovení alkalické fosfatázy
Alkalická fosfatáza byla stanovována z lyzátu buněk po 24 a 72 hodinové inkubaci spektrofotometricky při 405 nm. Množství alkalické fosfatázy bylo přepočítáno na množství proteinů v lyzátu buněk a porovnáno s kontrolou (lyzát z buněk kultivovaných na obrobeném povrchu Tis-O). V případě SaOS-2 byla signifikantně zvýšená ALP na disku Tis-OPAAE po 72 hodinách v porovnání s kontrolou (Obr. 12). U gingiválních fibroblastů nebylo možné ALP stanovit. Její naměřené hodnoty byly pod mezí stanovitelnosti. 

[image: ]

Obr. 12 Stanovení alkalické fosfatázy po 24 a 72 hodinách v SaOS-2. Vliv titanových disků na produkci alkalické fosfatázy byl hodnocen po 24 a 72 hodinové inkubaci buněk s titanovými disky. Množství alkalické fosfatázy bylo vztaženo na množství proteinu a porovnáno s kontrolou (buňky kultivované na obrobeném povrchu). Hodnoty jsou průměrem ± SD ze čtyř měření provedených v dupletu. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).

[bookmark: _Toc338072596][bookmark: _Toc338072651][bookmark: _Toc338320614][bookmark: _Toc344998121][bookmark: _Toc360082384]
 Stanovení kolagenu I 
Vliv titanových disků na produkci kolagenu I byl stanoven po 24 a 72 hodinové inkubaci metodou nepřímá ELISA. Výsledky byly porovnány s kontrolou (supernatant z buněk kultivovaných na obrobeném povrchu Tis-O). U gingiválních fibrolastů nebyla zaznamenána žádná signifikantní změna po 24 a 72 hodinové inkubaci v porovnání s kontrolou (Obr. 13). V případě SaOS-2 byly naměřené hodnoty ve zvoleném inkubačním čase pod mezí stanovitelnosti. Pro stanovení kolagenu u SaOS-2 by bylo nutné zvolit delší inkubaci (7 -14 dní).

[image: ]

Obr. 13 Stanovení produkce kolagenu I v buněčném supernatantu gingiválních fibroblastů po 24 a 72 hodinách. Vliv titanových disků na produkci kolagenu I byl hodnocen nepřímou ELISA po 24 a 72 hodinové inkubaci. Jako kontrola byly zvoleny buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v dupletu. 
[bookmark: _Toc338072597][bookmark: _Toc338072652][bookmark: _Toc338320615][bookmark: _Toc344998122][bookmark: _Toc360082385] Stanovení TNF- a MMP-2
Produkce TNF- a MMP-2 byla hodnocena z buněčného supernatantu pomocí ELISA kitu po 24 a 72 hodinách. V případě TNF- byly hodnoty u obou buněk po 72 hodinách pod mezí stanovitelnosti. Hodnoty byly srovnávány s kontrolou (supernatant z buněk kultivovaných na obrobeném povrchu Tis-O). U gingiválních fibroblastů nedošlo k žádné signifikantní změně u TNF- v porovnání s kontrolou (Obr. 14). V případě MMP-2 byl zaznamenán signifikantní pokles u disku Tis-OPAAE po 72 hodinách (Obr. 15). 
U buněk SaOS-2 došlo k signifikatnímu snížení hladiny TNF- u disků Tis-OA, Tis-OPAAE, Tis-OZ a Tis OPAE v porovnání s kontrolou (Obr. 14). Naopak u disku Tis-MALP došlo k signifikatnímu zvýšení hladiny TNF- po 24 hodinách v porovnání s kontrolou (Obr. 14). V případě MMP-2 se projevil nesignifikantní pokles u disku Tis-OPAAE v obou zvolených inkubačních časech v porovnání s kontrolou (Obr. 15).
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Obr. 14 Stanovení TNF- v buněčném supernatantu po 24 hodinách. 
Produkce TNF- byla stanovována ELISA metodou po 24 a 72 hodinách. Jako kontrola byly použity buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Po 72 hodinách byly hodnoty pod mezí stanovitelnosti. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v dupletu. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).
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Obr. 15 Stanovení MMP-2 v buněčném supernatantu po 24 a 72 hodinách.
Produkce MMP-2 byla stanovována ELISA metodou po 24 a 72 hodinách. Jako kontrola byly použity buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v dupletu. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05). 
[bookmark: _Toc338072598][bookmark: _Toc338072653][bookmark: _Toc338320616][bookmark: _Toc344998123][bookmark: _Toc360082386] Analýza buněčného cyklu pomocí průtokové cytometrie
Analýzou buněčného cyklu bylo hodnoceno, zda titanové disky mají  apoptotický vliv na SaOS-2 a gingivální fibroblasty. Analýza buněčného cyklu byla prováděna průtokovým cytometrem po 24  hodinové inkubaci buněk s titanovými disky. Výsledky byly porovnávány s negativní kontrolou (buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O) a pozitivní kontrolou (buňky s přídavkem 3  mol·l-1 valinomycinu kultivované na plastu). Výsledky buněčného cyklu ukázaly, že ani jeden z testovaných titanových disků nemá apoptotický účinek na buňky (Obr. 16,17). Analýza buněčného cyklu byla pro oba typy buněk shodná. 

[bookmark: _5_3_2_Cytoprotektivita_proti_oxidat][bookmark: _Toc118513177][image: ]

Obr. 16 Buněčný cyklus buněk SaOS-2. Analýza buněčného cyklu byla prováděna pomocí průtokového cytometru po 24 hodinové inkubaci. Kontrola byly buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Pozitivní kontrola byly buňky s přídavkem 3 mol·l-1  valinomycinu.


[image: ]

Obr. 17 Buněčný cyklus buněk SaOS-2. Analýza buněčného cyklu byla prováděna pomocí průtokového cytometru po 24 hodinové inkubaci. Kontrola byly buňky kultivované na obrobeném povrchu Tis-O. Pozitivní kontrola byly buňky s přídavkem 3 mol·l-1  valinomycinu.

[bookmark: _Toc338072599][bookmark: _Toc338072654][bookmark: _Toc338320617][bookmark: _Toc344998124][bookmark: _Toc360082387]
 Tvorba biofilmu a adheze mikroorganismů k povrchu testovaných titanových disků
[bookmark: _Toc338072600][bookmark: _Toc344998125][bookmark: _Toc360082388] Adheze mikroorganismů k povrchu testovaných titanových disků
Byla určována síla přichycení (adheze) a počet mikroorgasnimů k testovaným titanovým diskům (CFU). Mezi jednotlivými testovanými mikroorganizmy byly zřetelné rozdíly v adhezi na různé typy disků. Nejsilněji adheroval k většině  testovaných disků S. epidermidis, následovaný S. gordonii. Nejslabší adheze byla zjištěna u kmene S. intermedius. U všech testovaných kmenů však byla shodně zjištěna nejvyšší hodnota adheze na Tis-OPAAE, případně na Tis-OA. U S. gordonii byla zjištěna ještě vyšší míra adheze u materiálu Tis-OZ. Rozdíly v adhezi mezi těmito materiály a v porovnání s ostatními testovanými materiály byly statisticky významné. Naopak slabší adheze byla u S. epidermidis a S. gordonii sledována u materiálů Tis-OPAE. U S. mutans, S. intermedius a C. albicans to byl materiál Tis-OZ (Obr. 18). 
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Obr. 18	 Adheze testovaných mikroorganismů k povrchu titanových disků. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * Rozdíly mezi jednotlivými materiály byly statisticky významné (p < 0,01).

[bookmark: _Toc338072601][bookmark: _Toc344998126][bookmark: _Toc360082389] Adheze mikroorganismů k povrchu testovaných titanových disků
Pro posouzení schopnosti tvořit biofilmovou vrstvu na povrchu testovaných materiálů byla navržena metodika založená na delší kultivaci (24 hod) disků se standardní suspenzí testovaného mikroba ve vhodném kultivačním médiu. Tvorba biofilmu byla u všech testovaných mikroorganizmů signifikantně nejvyšší na Tis-OPAAE a Tis-OA   (Obr. 19). U C. albicans byl zjištěn podstatně vyšší rozptyl naměřených hodnot, který lze vysvětlit menší soudržností C. albicans biofilmu, který se snadněji naruší v průběhu promývání či dalších manipulací.
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Obr. 19 Schopnost tvorby biofilmu testovaných mikroorganismů k povrchu titanových disků. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * Rozdíly mezi jednotlivými materiály byly statisticky významné (p < 0,05). 

[bookmark: _Toc338072602][bookmark: _Toc338072655][bookmark: _Toc338320618][bookmark: _Toc344998127][bookmark: _Toc360082390]
 Studium buněčného růstu lidských epidermálních keratinocytů a linií HaCaT pomocí systému xCELLigence
Byl studován růst lidských epidermálních keratinocytů a buněčné linie HaCaT pomocí systému xCELLigence po dobu 80 hodin. Důvodem zvolených 80 hodin bylo studium cytotoxicity, kde byly vybrány inkubační doby 24, 48 a 72 hodin. Cílem bylo porovnání růstové kinetiky obou buněčných kultur.
Keratinocyty začaly cca 5 hodin po vysetí adherovat a docházelo k postupnému růstu v závislosti na čase (Obr. 20).  
V případě linií HaCaT docházelo také k adhezi cca 5 hodin po vysetí a potom k následnému růstu asi do 35 hodiny, kde růst dosahoval maxima. Po 35. hodině docházelo k poklesu růstu přibližně do 50 hodiny a poté do 80 hodiny jevil růst konstantní průběh (Obr. 20). 
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Obr. 20 Studium růstu lidských epidermálních keratinocytů a buněčné linie HaCaT pomocí systému xCELLigence. 

[bookmark: _Toc360082391]Model rekonstruované lidské epidermis (RHE)
Po 14 denní inkubaci lidských epidermálních keratinocytů na polykarbonátovém nosiči a nabarvení hematoxylinem a eosinem byl vytvořen in vitro model rekonstruované lidské epidermis tvořený 5 vrstvami epidermis (Stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum) (Obr. 21,22). Tento model může být dále využit pro účely in vitro testování hojení ran.
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Obr. 21 RHE po 14 dnech (Zvětšení 20×)
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Obr. 22 RHE po 14 dnech (Zvětšení 40×)

[bookmark: _Toc338072603][bookmark: _Toc338072656][bookmark: _Toc338320619][bookmark: _Toc344998128][bookmark: _Toc360082392]Stanovení cytotoxicity vzorků stříbra a nanozlata 
Cytotoxicita vzorků stříbra a nanozlata byla testována na lidských epidermálních keratinocytech a buňkách HaCaT po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci. Hodnocení bylo prováděno MTT testem. Vzorky stříbra a zlata byly míchány s buněčným médiem v koncentracích od 0,013-33 ppm. Jako kontrolní vzorek byly použity buňky s médiem bez přídavku testovaných materiálů. 
Vzorek metalického stříbra a nanozlata nejevil žádný signifikantní cytotoxický účinek ani na lidské epidermální keratinocyty ani na linii HaCaT v žádné ze zvolených koncentrací a  inkubačních dob ve srovnání s kontrolním vzorkem (Obr. 23, 25). 
V případě vzorku iontového stříbra byly pozorovány silné cytotoxické účinky u obou typů testovaných buněk ve všech zvolených inkubačních dobách ve srovnání s kontrolním vzorkem. U lidských epidermálních keratinocytů byly toxické koncentrace 11 ppm a 33 ppm. Linie HaCaT prokázala vyšší citlivost na iontové stříbro, přičemž cytotoxický účinek byl u tří koncentrací a to 3,7 ppm, 11 ppm a 33 ppm (Obr. 24).
 Na základě testu cytotoxicity byly zvoleny subtoxické koncentrace vzorků pro další experimenty. V případě vzorků stříbra byly vybrány koncentrace 0,4 ppm a 0,13 ppm. Nanozlato bylo dále testováno v koncentraci 1,2 ppm.
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Obr. 23 Cytotoxicita metalického stříbra na lidských epidermálních keratinocytech a HaCaT. Jako kontrola byly použity buňky s médiem. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v tripletu. Cytotoxicita byla hodnocena MTT testem po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci buněk s metalickým stříbrem v buněčném médiu v koncentracích od 0,013 -33 ppm. 
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Obr. 24 Cytotoxicita iontového stříbra na lidských epidermálních keratinocytech a HaCaT. Jako kontrola byly použity buňky v médiu. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v tripletu. Cytotoxicita byla hodnocena MTT testem po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci buněk s iontovým stříbrem v buněčném médiu v koncentracích od 0,013-33 ppm. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).
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[bookmark: _Toc53385764][bookmark: _Toc53386518][bookmark: _Toc53386905][bookmark: _Toc53387709][bookmark: _Toc53396760][bookmark: _Toc54609565][bookmark: _Toc118513199]Obr. 25 Cytotoxicita nanozlata na lidských epidermálních keratinocytech a HaCaT. Jako kontrola byly použity buňky v médiu. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření provedených v tripletu. Cytotoxicita byla hodnocena MTT testem po 24, 48 a 72 hodinové inkubaci buněk s nanozlatem v buněčném médiu v koncentracích od 0,013 -33 ppm. 
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 Experimentální Model zánětu
Cílem bylo vytvořit experimentální model zánětu při použití lidských epidermálních keratinocytů a HaCaT buněk vyvolaný TNF- nebo LPS z Escherichia coli. K buňkám byl po dobu 2, 4, 6 a 24 hodin přidán LPS naředěný v buněčném médiu v koncentracích od 10-25 g·ml-1 a nebo TNF- také naředěný v buněčném médiu v koncentracích od 10-100 ng·ml-1. Kontrolním vzorkem byly buňky v médiu bez přídavku LPS nebo TNF-. Stanovením prozánětlivého cytokinu IL-6 v buněčném supernatantu byla hodnocena míra vyvolaného zánětu ve srovnání s kontrolním vzorkem. 
 U lidských epidermálních keratinocytů se neprojevila žádná signifikantní odezva na LPS z Escherichia coli ani na TNF- v žádné koncentraci a v žádné zvolené  inkubační době ve srovnání s kontrolním vzorkem (Obr. 26). 
V případě HaCaT se projevil signifikantní nárůst IL-6 po působení TNF- v koncentracích 10 ng·ml-1 a 50 ng·ml-1 po 24 hodinové inkubaci ve srovnání s kontrolním vzorkem. V případě působení LPS z Escherichia coli, se stejně jako u lidských epidermálních keratinocytů, neprojevila žádná signifikantní zánětlivá odezva ve srovnání s kontrolním vzorkem (Obr. 27). 
Ze získaných výsledků byla pro experimentální model zánětu použita buněčná linie HaCaT, v níž byl vyvolán zánět pomocí TNF-α v koncentraci 50 ng·ml-1. Tento experimentální model zánětu byl dále využit pro studium vybraných proteinů účastnících se hojení.  
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Obr. 26  IL-6 v lidských epidermálních keratinocytech při působení TNF- a LPS z Escherichia coli. Jako kontrola byly použity buňky v médiu bez přídavku TNF- nebo LPS. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. Produkce IL-6 byla stanovována metodou ELISA po 2, 4, 6 a 24 hodinové inkubaci buněk s TNF- (koncentrace 10-100 ng·ml-1) nebo s LPS (koncentrace 10- 50 g·ml-1). 
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Obr. 27 IL-6 v HaCaT při působení TNF- a LPS z Escherichia coli. Jako kontrola byly použity buňky v médiu bez přídavku TNF- nebo LPS. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. Produkce IL-6 byla stanovována metodou ELISA po 2, 4, 6 a 24 hodinové inkubaci buněk s TNF- (koncentrace 10-100 ng·ml-1) nebo s LPS (koncentrace 10-50 g·ml-1). * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).


[bookmark: _Toc338072605][bookmark: _Toc338072658][bookmark: _Toc338320621][bookmark: _Toc344998130][bookmark: _Toc360082394]
 Stanovení proteinů účastnících se hojení (IL-6, MMP-1,-3 a -10 a kolagen I) v buňkách HaCaT během vyvolaného zánětu 
Byl stanovován IL-6, MMP-1,-3,-10 a kolagen I v buněčném supernatantu linie HaCaT. Nejprve byl k buňkám po dobu 24 hodin přidán TNF- v koncentraci 50 ng·ml-1 naředěný v buněčném médiu pro vyvolání zánětu. Po 24 hodinách bylo médium s TNF- odstraněno a po dobu 24 hodin byly k buňkám přidány vzorky stříbra (0,13 a 0,4 ppm) a nanozlata (1,2 ppm). Kontrolou byly buňky v médiu bez přídavku TNF- a vzorků stříbra nebo nanozlata. Pozitivní kontrolou byly buňky jen s přídavkem TNF-.
Po 24 hodinách bylo možné sledovat signifikantní nárůst IL-6 ve vzorku, který obsahoval pouze 50 ng·ml-1 TNF- (pozitivní kontrola) ve srovnání s kontrolními buňkami. Výsledky ukazály, že stříbro ani zlato nevyvolalo nárůst IL-6, ale naopak jeho pokles ve srovnání s kontrolním vzorkem a pozitivní kontrolou (Obr. 28). 
Po 24 hodinové inkubaci byla signifikantně zvýšena MMP-1 u buněk jen s přídavkem TNF-pozitivní kontrola) ve srovnání s kontrolními buňkami (Obr. 29). 
V případě MMP-3 došlo k signifikantnímu nárůstu u buněk s přídavkem iontového stříbra v koncentraci 0,4 ppm ve srovnání s kontrolními buňkami (Obr. 29). 
U MMP-10 byl zaznamenán signifikantní nárůst u pozitivní kontroly a iontového stříbra v koncentraci 0,4 ppm v porovnání s kontrolními buňkami (Obr. 30).
V případě kolagenu I, po 24 hodinové inkubaci nedošlo signifikantní změně u žádného vzorku stříbra a vzorku nanozlata ve srovnání s kontrolními buňkami (Obr. 31).
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Obr. 28 IL-6 v buňkách HaCaT po 24 hodinovém působení vzorků stříbra a nanozlata při vyvolaném zánětu. Jako kontrola byly použity buňky jen v médiu bez přídavku vzorků stříbra a nanozlata. Pozitivní kontrola byly buňky s přídavkem TNF- o koncentraci 50 ng·ml-1. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).

[image: ]
Obr. 29 MMP-1 a MMP-3 v buňkách HaCaT po 24 hodinovém působení vzorků stříbra a nanozlata při vyvolaném zánětu. Jako kontrola byly použity buňky jen v médiu bez přídavku vzorků stříbra a nanozlata a bez vyvolaného zánětu. Pozitivní kontrola byly buňky pouze s  přídavkem TNF- o koncentraci 50 ng·ml-1. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).
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Obr. 30 MMP-10 v buňkách HaCaT po 24 hodinovém působení vzorků stříbra a nanozlata při vyvolaném zánětu. Jako kontrola byly použity buňky jen v médiu bez přídavku vzorků stříbra a nanozlata a bez vyvolaného zánětu. Pozitivní kontrola byly buňky s pouze přídavkem TNF- o koncentraci 50 ng·ml-1. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření. * Tato hodnota je signifikantně odlišná od kontroly (p < 0,05).
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Obr. 31 Kolagen I v buňkách HaCaT po 24 hodinovém působení vzorků stříbra a nanozlata při vyvolaném zánětu. Jako kontrola byly použity buňky jen v médiu bez přídavku vzorků stříbra a nanozlata a bez vyvolaného zánětu. Pozitivní kontrola byly buňky s pouze přídavkem TNF- o koncentraci 50 ng·ml-1. Hodnoty jsou průměrem ± SD ze tří měření.
VÝSLEDKY
VÝSLEDKY
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Ve své disertační práci jsem se věnovala in vitro studiu biokompatibility šesti různých modifikací titanových materiálů využívaných pro dentální implantáty na buněčnou linii SaOS-2 a primární kulturu gingiválních fibroblastů. Pro hodnocení biokompatibility testovaných materiálů byla sledována buněčná viabilita, adheze, diferenciace, tvorba mikrobiálního biofilmu a apoptóza na titanových discích.
Dalším cílem mé disertační práce bylo studium vlivu stříbra a nanozlata na experimentální model zánětu vyvolaného pomocí TNF-α v keratinocytech. Pro hodnocení účinků stříbra a nanozlata byla stanovována cytotoxicita materiálů a vybrané proteiny účastnící se procesu hojení. 

[bookmark: _Toc360082396]Studium biokompatibility titanových materiálů 
[bookmark: _Toc338072607][bookmark: _Toc338072660][bookmark: _Toc338320623][bookmark: _Toc344998132][bookmark: _Toc360082397]Hodnocení buněčné viability (cytotoxicita) SaOS-2 a gingiválních fibroblastů na titanových materiálech

Buněčná viabilita a růst SaOS-2 a gingiválních fibroblastů byla hodnocena pomocí MTT testu po 24 a 96 hodinách. Během kultivační doby docházelo k nárůstu buněk na jednotlivých titanových discích. Stanovení buněčné viability ukázalo, že žádný z titanových materiálů nemá cytotoxický účinek na buňky a tedy jsou všechny disky cytokompatibilní. Podle autorů Chien a kol.(2008), Shapira a kol. (2009) a Postiglione a kol. (2001) růst buněčné linie SaOS-2 je lepší na leštěném povrchu v porovnání s obrobeným. Na druhé straně Kunzler a kol. (2006) a Lavenus a kol. (2011) ve své práci presentují, že osteoblastické buňky preferují drsnější povrch před hladším. Naše výsledky s těmito pracemi korespondují, protože růst SaOS-2 byl lepší na obrobeném povrchu v porovnání s povrchem leštěným. Co se týče gingiválních fibroblastů, Lavenus a kol. (2011) ve své práci popisuje, že růst fibroblastů je rychlejší na zrcadlově leštěném povrchu než na mikro drsném. Naše data potvrdila tuto práci, protože růst fibroblastů byl signifikantně nejnižší na povrchu alkalicky a kysele leptaném Tis-OPAAE s nejvyšší drsností (Ra = 3,39µm) po 96 hodinách (Obr. 32). Naše výsledky také podporují práci Le Guehennec a kol. (2008), který zjistil, že přílišná modifikace povrchu může snižovat buněčný růst. V našem případě růst obou typů buněk byl nejnižší na nejvíce modifikovaném povrchu Tis-OPAAE (kysele a alkalicky leptaný). Příčinou mohou být změny chemického složení povrchu nebo různé náboje na něm, které se vytvářejí během modifikačních procesů. 
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Obr. 32 Přehled vybraných parametrů pro hodnocení titanových materiálů.

Stabilní spojení mezi povrchem materiálu a okolní tkání a kostí je jedna z nejdůležitějších predispozic pro dlouhodobou funkci implantátu.  Z tohoto důvodu byly pro hodnocení buněčné adheze vybrány proteiny integrin 31 a vinkulin, které jsou společně s filamenty aktinu složkami komplexu označovaného jako fokální adheze. Tento proteinový komplex hraje důležitou roli v kontaktu buněk s povrchem dentálních materiálů. Podle autorů Jayaraman a kol. (2004) a Eisenbarth a kol. (1996) jsou důležitými parametry pro pevnou buněčnou adhezi drsnost povrchu, jeho elektrický náboj, smáčivost a jeho mechanické, fyzikálně-chemické a topografické vlastnosti. 
Protivinský a kol. (2007) ve své práci popisuje adhezi SaOS-2 k povrchu Tis-OPAAE a Tis-OPAE. Uvádí, že SaOS-2 lépe drží na povrchu Tis-OPAAE než Tis-OPAE. Důvodem by mohly být zmiňované fyzikálně-chemické vlastnosti těchto povrchů. Z chemických modifikací vyplývá, že povrch Tis-OPAAE má spíše hydrofilní charakter, zatímco povrch Tis-OPAE je hydrofobní. Naše výsledky potvrzují tuto teorii, protože signifikantně nejvyšší exprese integrinu 31 u SaOS-2 byla stanovena na disku Tis-OPAAE (Obr. 32). 
Hamdan a kol. (2006) ve své práci stanovil, že pozitivně nabitý povrch materiálů má statisticky signifikantní vliv na buněčnou adhezi fibroblastů. Dále se ukázalo, že také materiály s pórovitým nebo popraskaným povrchem mají vliv na buněčnou adhezi buněk epitelia. Tyto materiály totiž přerušují epiteliální spojení. Důvodem je penetrace složek epitelia do pórů na povrchu materiálů a pevné přichycení buněk  gingivální oblasti. Di Iorio a kol. (2005) navrhl hypotézu, že se zvyšující se drsností povrchu se zvyšuje povrch, který je dostupný pro buněčnou adhezi, ale také dochází ke snižování proliferace. Naše výsledky se shodují s teoriemi předchozích prací. Nejlepší přichycení gingiválních fibroblastů bylo sledováno, stejně jako u SaOS-2, na materiálu Tis-OPAAE, který má ze všech materiálů největší drsnost povrchu (Ra = 3,39 µm), ale současně byl na tomto materiálů pozorován snížený růst gingiválních fibroblastů 
(Obr. 32).
[bookmark: _Toc338072609][bookmark: _Toc338072662][bookmark: _Toc338320625][bookmark: _Toc344998134][bookmark: _Toc360082399] Stanovení alkalické fosfatázy

Pro studium diferenciace SaOS-2 byla stanovována produkce alkalické fosfatázy. ALP je osteoblastický marker, který je zodpovědný za přenos fosfátové skupiny. Předpokládá se, že je také zapojený do mineralizačních procesů v kostech. Podle autorů Kim a kol. (2006), Palaiologou a kol. (2001) a Shapira a kol. (2009) se produkce ALP paralelně zvyšuje s drsností povrchu. Takeuchi a kol. (2005) dále uvádí, že by modifikace povrchu mohla snižovat produkci ALP. Předpokládá se, že drsnost povrchu vytvořená leptáním kyseliny nebo zásady snižuje proliferaci osteoblastů. Tyto hypotézy by vysvětlovaly naše výsledky, kdy nejvyšší produkce ALP byla stanovena u čistého neleštěného povrchu a naopak signifikantně nejnižší byla u disků alkalicky a kysele leptaných (Obr. 32). 
Abe a kol. (1994) ve své práci uvádí, že gingivální fibroblasty exprimují ALP v případě zánětlivého onemocnění dásní (periodontitida). Tato skutečnost souhlasí s našimi výsledky, protože naměřené hodnoty ALP u gingiválních fibroblastů byly pod mezí stanovitelnosti. Tím se potvrdilo, že ani jeden z materiálů nevyvolával zánětlivou odezvu v gingiválních fibroblastech. 
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[bookmark: _Toc360082400] Stanovení TNF- , MMP-2 a kolagenu I

Periodontální hojení začíná po vložení implantátu do dutiny ústní. Během první fáze hojení dochází k produkci mnoha proteinů do prostoru mezibuněčné hmoty. Mezibuněčná hmota periodontální tkáně obsahuje především kolagen I, dále pak kolagen III, IV a V a nekolagenové proteiny jako je fibronektin, laminin a proteoglykany. Kolagen I, IV, V, VII a X je degradován MMP-2, která je vylučována jak fibroblasty, tak osteoblasty. Je to důležitý protein zapojený do degradace složek mezibuněčné hmoty během fyziologických podmínek, ale také při různých onemocněních. De Souza a kol. (2000) ve své práci uvádí, že pacienti trpící periodontitidou mají zvýšené hladiny tohoto proteinu ve srovnání se zdravými jedinci a množství MMP-2 se snižuje během léčby. Během exprese metaloproteináz se také indukuje exprese cytokinů jako je např. prozánětlivý cytokin TNF-. Tento cytokin má na svědomí destrukci pojivové tkáně během periodontálních onemocnění a stimuluje produkci MMP-2. Koncentrace TNF- také odráží množství gram-negativních bakterií a stav zánětu. Kubies a kol.(2011) ve své práci shrnuje, že vyšší produkce TNF- byla na čistých titanových materiálech a naopak nižší produkce byla pozorována na alkalicky a kysele leptaných površích. Tuto práci podporují naše výsledky u SaOS-2, kde nejvyšší produkce byla na Tis-MALP (Obr. 32). Ovšem u gingiválních fibroblastů byla produkce TNF- signifikantně nejnižší na Tis-MALP a nejvyšší na Tis-OPAE. V případě produkce MMP-2 se výsledky u obou typů buněk shodovaly. Signifikantně nejnižší produkce MMP-2 byla stanovena u disku Tis-OPAAE (Obr. 32). 
Ačkoliv degradace kolagenu I je spojována s produkcí MMP-2, nenašli jsme žádné spojení mezi těmito dvěmi parametry. Na disku s nejnižší produkcí MMP-2 nebyla nejvyšší produkce kolagenu I. Grande a kol. (1997) popisuje ve své práci, že TNF- může blokovat indukci mRNA kolagenu I ve fibroblastech a tím snižovat jeho produkci. Na základě našich výsledků zvyšující se produkce TNF- měla malý vliv na produkci kolagenu I po 72 hodinách.
Je známo, že kolagen I je exprimovaný mnoha buňkami včetně osteoblastů. V našem případě u SaOS-2 byly naměřené hodnoty kolagenu I pod mezí stanovitelnosti. Důvodem by mohla být krátká inkubační doba kultivace SaOS-2 na titanových discích (24 hod a 72 hod). Z našich výsledků lze usoudit, že SaOS-2 vylučují kolagen I do ECM po delší kultivační době než 72 hodin. Postiglione a kol. (2003) a Teixeira a kol. (2012) ve svých publikacích uvádí 7 a 14 denní kultivaci SaOS-2 na titanových materiálech.
[bookmark: _Toc338072611][bookmark: _Toc338072664][bookmark: _Toc338320627][bookmark: _Toc344998136]
[bookmark: _Toc360082401] Analýza buněčného cyklu

Podle Ramkumara a kol (2012), TiO2 může indukovat apoptózu v různých buňkách jako jsou mezenchymální kmenové buňky, osteoblasty a také vyvolávat nekrózu ve fibroblastech. Matsunaga a kol. (2001) ve své práci uvádí, že ionty titanu by mohly degradovat osteoklasty a osteoblasty apoptotickým mechanismem. V práci Portan a kol. (2012) je diskutován vznik apoptózy 1. fáze, silným ukotvením osteoblastů k titanovému povrchu. Na základě literatury jsme tedy provedli analýzu buněčného cyklu u osteoblastů a gingiválních fibroblastů kultivovaných na titanových discích. Naše výsledky korespondovaly s prácí Postglione a kol. (2003). Žádný z titanových disků nevykazoval apoptotický účinek na SaOS-2, stejně tak na gingivální fibroblasty. Buněčné cykly obou typů buněk byly shodné. 

[bookmark: _Toc338072612][bookmark: _Toc338072665][bookmark: _Toc338320628][bookmark: _Toc344998137][bookmark: _Toc360082402] Tvorba biofilmu a adheze mikroorganismů k povrchu testovaných titanových disků

Tvorba biofilmu a kolonizace bakterií na povrchu dentálního implantátu se spouští v okamžiku, kdy je implantát vystaven prostředí ústní dutiny. Adherované bakterie začínají proliferovat, vylučují polysacharidy a začínají kolonizovat. Tyto kroky vedou ke vzniku biofilmu (Hauser-Gerspach a kol, 2007; Schierholz a kol., 2001). Jedná se o dvou-krokový proces vyžadující adhezi bakterií k povrchu implantátu. Mnoho periodontálních onemocnění může být způsobeno právě kmeny bakterií. K nejznámějším kmenům bakterií, které mohou vyvolat onemocnění v dutině ústní, patří Staphylococcus epidermis, Streptoccocus mutans, Streptoccocus gordonii, Streptoccocus intermedius a Candida albicans (Pye a kol., 2009; Hahnel a kol., 2008).
Je známo, že adheze bakterií k povrchu implantátu je ovlivněna fyzikálními nebo chemickými procesy jako jsou hydrofobní interakce, van der Waalsovy síly, elektrostatické interakce, hydrodynamika a drsnost povrchu materiálů (Huang a kol., 2010). Také chemická modifikace může mít vliv na adhezi bakterií a tvorbu biofilmu. Adheze bakterií je tedy považována za kritický krok v patogenezi infekce, která může vést až k selhání implantátu. Mei a kol. (2011) ve své práci uvádí, že také topografie povrchu může působit na akumulaci plaku bakterií. Naše výsledky ukazují, že adheze bakterií byla nejlepší na titanovém disku Tis-OPAAE, který má největší drsnost povrchu. Shodujeme se tedy s prací Größner-Schreiber a kol. (2009), kde autoři navrhují, že tvorba biofilmu je zvýšena na drsném povrchu. A také uvádí, že ideální povrch by měl být tedy hladší, aby odolával akumulaci plaku bakterií. Amoroso a kol. (2009) ve své práci píše, že titanové povrchy s hodnotou drsnosti (Ra) nižší než 0,2 m snižují adhezi bakterií. Jiné in vitro a in vivo studie zase ukázaly, že titanové implantáty pokryté nitridem zirkonia by mohly také snižovat kolonizaci bakterií. V našem případě byla na disku Tis-OZ snížena pouze adheze kmenu bakterií Streptoccocus. Z našich výsledků vyplývá, že antibakteriální aktivita povrchu materiálů nezávisí pouze na jejich drsnosti, ale na kombinaci drsnosti s chemickou modifikací.  

[bookmark: _Toc360082403]Studium vlivu stříbra a nanozlata na experimentální model zánětu
[bookmark: _Toc338072613][bookmark: _Toc338072666][bookmark: _Toc338320629][bookmark: _Toc344998138][bookmark: _Toc360082404]Cytotoxicita vzorků stříbra a nanozlata

Stříbro je po mnoho let využíváno k hojení ran. Dříve se používalo stříbro ve formě fólií nebo roztoků jako dusičnan stříbrný.  Vzhledem ke spektru antimikrobiálních účinků je v současné době studováno především iontové stříbro, které se využívá jako profylaktické antibakteriální činidlo v obvazech. Zjistilo se, že působí proti aerobním, anaerobním gram-negativním a gram-pozitivním bakteriím a stejně tak proti plísním. Antibakteriální vliv stříbra může být vysvětlen několika způsoby. Usuzuje se, že stříbro zasahuje do dýchacího řetězce bakterií. Ionty stříbra reagují se složkami bakteriálního transportního systému elektronů a váží se na DNA a tím inhibují její replikaci (Barnea a kol., 2010). 
Castle a kol. (2011) ve své práci zdůrazňuje, že stříbro může vykazovat i toxické účinky v závislosti na jeho velikosti částic a koncentraci. Toxicita závislá na velikosti částic souvisí s produkcí ROS. Snižování membránové integrity umožňuje únik ROS mimo buňku a to může vyvolat apoptózu. Carlson a kol. (2008) uvádí, že dalším možným mechanismem toxicity stříbra může být jeho velká afinita k thiolové skupině v cysteinu.
Kromě stříbra se dnes v medicíně využívá i nanozlato díky svému unikátnímu povrchu, optickým, magnetickým a elektronickým vlastnostem. Na rozdíl od stříbra nebyly v literatuře zmíněny žádné jeho toxické účinky na buňky. Tento fakt koreluje s našimi výsledky. Testovali jsme cytotoxické účinky dvou vzorků stříbra (metalické a iontové) a jednoho vzorku nanozlata na lidské epidermální keratinocyty a buněčnou linii HaCaT. V případě nanozlata nebyl prokázán žádný cytotoxický účinek na zvolený typ buňek. U metalického stříbra, obdobně jako u zlata, se také neprojevily žádné cytotoxické účinky na buňky, ale u lidských epidermálních keratinocytů byla u koncentrací 11 ppm a 33 ppm pozorována snížená proliferace buněk. Podle autorů Poon a kol.(2004) bylo potvrzeno, že ionty Ag, Cu, Hg a Ni mohou mít antiproliferativní účinky. Předpokládá se, že snížená nebo zastavená proliferace může být vyvolaná usmrcením buněk nebo zabráněním jejich dělení, popřípadě oběma mechanismy. Iontové stříbro při vysokých koncentracích jevilo silný cytotoxický vliv jak na keratinocyty, tak na HaCaT. Z našich výsledků tedy vyplývá, že pro bioaplikace stříbra není vhodné používat koncentrace nad 3,7 ppm.
Otázkou zůstává, zda-li jsou nanočástice biologicky bezpečné. Huang a kol. (2010) ve své práci diskutuje možnost tzv. nano-biointerakcí především zlatých částic, jejichž velikost je menší než 10 nm. Uvažuje se tedy, že by nanozlato mohlo reagovat s membránovými lipidy ve Stratum corneum, tím ji otevřít a penetrovat do kůže (Daniel a kol., 2004; Leu a kol., 2012). V případě biobezpečnosti stříbra Kokura a kol. (2010) ve své práci uvádí, že nanočástice Ag nejsou schopny proniknout neporušenou lidskou kůží. Penetrace hrozí pouze při narušení bariérní funkce kůže. 
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[bookmark: _Toc360082405] Proteiny zapojené do epidermálního hojení
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Obr. 33 Schéma poraněné kůže během 24 hodin (upraveno podle Xu a kol., 2013).
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Obr. 34 Přehled vybraných proteinů účastnících se procesu hojení na experimentálním modelu zánětu.

Nadworny a kol. (2010) ve své práci uvádí, že stříbro v  infekčních ranách vykazuje současně s antimikrobiální také protizánětlivou aktivitu. Jeho protizánětlivé účinky však nejsou závislé na jeho antimikrobiální aktivitě. Mechanismus jeho protizánětlivých účinků není zcela objasněn, ale předpokládá se, že ionty stříbra jsou schopné přímo interagovat s jednotlivými zánětlivými buňkami. To způsobuje jejich apoptózu a  snižování zánětu přes indukci nebo aktivaci MMP a prozánětlivých signálních molekul. Podobně jako u stříbra, tak i u zlata se prokázaly protizánětlivé účinky. Eisler a kol. (2003) ve své práci uvadí, že zlato má pozitivní vliv na hojení revmatoidní artritidy. Dnes se pro léčbu využívá koloidní zlato Au0, které se zdá být efektivnější a bezpečnější alternativou než sloučeniny zlata využívané dříve. Bylo prokázáno, že sloučeniny zlata obsahující ionty Au+ nebo Au3+ vykazovaly během léčby revmatoidní artritidy toxické účinky. Dle literatury se dá shrnout, že stříbro a zlato podporují hojení kožních ran potlačením exprese cytokinů a indukcí aktivace MMP, které jsou nezbytné během procesu hojení. Naše výsledky dokazují, že jak zlato, tak stříbro potlačovaly produkci IL-6 a navíc iontové stříbro indukovalo zvýšení produkce MMP-3 (Obr. 34).
V naší práci byla stanovována produkce kolagenu I. Z literatury je známo, že MMP-1 společně s MMP-10 podporují migraci keratinocytů přes kolagen I během hojení (Dumin a kol., 2001; Martins a kol., 2012). Pilcher a kol. (1997) ve své práci uvádí, že nativní kolagen I selektivně podporuje adhezi keratinocytů a indukuje produkci MMP-1. Navíc produkce MMP-1 je zvýšena na počátku zánětu a je tedy jeho indikátorem. Naše data ukázala souvislost mezi těmito vybranými proteiny  u iontového stříbra při koncentraci 0,4 ppm, kde společně s nárůstem produkce MMP-1 a  -10, byla zvýšena i produkce kolagenu I (Obr. 34). To by potvrzovalo skutečnost, že pro migraci keratinocytů během hojení je důležité spojení mezi MMP-1, -10 a kolagenem I.

DISKUZE
DISKUZE
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[bookmark: _Toc360082406]Závěr
[bookmark: _Toc53385766][bookmark: _Toc53386520][bookmark: _Toc53386907][bookmark: _Toc53387711][bookmark: _Toc53396762][bookmark: _Toc54609567][bookmark: _Toc118513201]Ze získaných výsledků lze vyvodit tyto závěry:

[bookmark: _Toc360082407]Studium biokompatibility titanových materiálů
U šesti modifikací titanových disků byl studován jejich vliv na buněčnou viabilitu, adhezi, diferenciaci a apoptózu gingiválních fibroblastů a osteoblastů a také byl sledován jejich vliv na adhezi vybraných kmenů bakterií a s tím související tvorbu biofilmu. Cílem bylo zjistit, zda jsou materiály biokompatibilní a popřípadě říct, který materiál je nejvhodnější pro měkkou tkáň (gingivální fibroblasty) a tvrdou tkáň (osteoblasty).

· Žádný z testovaných titanových materiálů neměl cytotoxický ani apoptotický účinek na vybrané buněčné modely. Všechny materiály byly biokompatibilní 
· Ukázalo se, že fyzikální a chemické modifikace mění drsnost povrchu, která koreluje s buněčnou adhezí. 
· Z  výsledků vyplývá, že implantát, který je v kontaktu s měkkou tkání, by se měl skládat ze dvou částí. První horní část v kontaktu s "gingivální sulcus", vystavena působení bakterií, by měla být z disku s nižší drsností, aby docházelo k potlačování adheze bakterií. Druhá část, v kontaktu s pojivovou tkání, by měla být z disku, který podporoval adhezi fibroblastů a současně snižoval produkci MMP-2 a TNF-(Tis-OPAAE) (Obr. 35)
· V případě implantátu, který bude v kontaktu s tvrdou tkání, je vhodnější volit povrchy s větší drsností (Tis-OPAAE, Ra= 3,39 m). Tis-OPAAE zvyšoval adhezi osteoblastů a stejně jako u gingiválních fibroblastů, potlačoval produkci zánětlivých proteinů (Obr. 35).
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Obr. 35 Dentální implantát (upraveno podle závěrečné zprávy LASAK s.r.o.)

[bookmark: _Toc360082408]Studium vlivu stříbra a nanozlata na experimentální model zánětu
Byla hodnocena cytotoxicita metalického, iontového stříbra a nanozlata na buněčnou linii HaCaT a primární kulturu lidských epidermálních keratinocytů. Dále byl studován vliv stříbra a zlata na experimentální model zánětu vyvolaný pomocí TNF-α v keratinocytech. Byla stanovena hladina vybraných proteinových markerů exprimovaných keratinocyty během procesu hojení (IL-6, MMP-1, -3 a -10 a kolagen I).

Iontové stříbro
· Koncentrace iontového stříbra 3,7 ppm, 11 ppm a 33 ppm vykazovaly silné cytotoxické účinky na oba buněčné modely. Pro aplikaci iontového stříbra na buňky je proto vhodné volit nižší koncentrace řádově od 0,4 ppm. 
· Z našich výsledků lze usoudit, že iontové stříbro by mohlo podporovat hojení na základě stanovených proteinů:
      - Snižovalo hladinu IL-6.
      - Signifikantně zvyšovalo MMP-3 a -10, tedy proteiny, které jsou důležité během migrace keratinocytů při hojení.


Metalické stříbro
· Metalické stříbro nevykazovalo žádný cytotoxický účinek na buňky. Avšak u koncentrací 11 ppm a 33 ppm byl pozorován antiproliferační vliv. Z tohoto důvodu je vhodnější pracovat s koncentracemi v rozmezí 0,013 ppm- 3,7 ppm. 
· Metalické stříbro vykazovalo protizánětlivé účinky, protože snižovalo hladinu prozánětlivého cytokinu IL-6. 

Nanozlato
· Nanozlato stejně jako metalické stříbro nevykazovalo žádné cytotoxické účinky na buňky.
· [bookmark: _Toc53385767][bookmark: _Toc53386521][bookmark: _Toc53386908][bookmark: _Toc53387712][bookmark: _Toc53396763][bookmark: _Toc54609568][bookmark: _Toc118513202]U nanozlato byly také prokázány protizánětlivé účinky jako u obou typů stříbra, snižením hladiny IL-6. 

Dále byl vytvořen model rekonstruované lidské epidermis, který bude dále využit pro studium hojení ran. 
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