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1. Uvod

Nanotechnologie a nanobiotechnologie diky svym
unikatnim fyzikalné-chemickym a biologickym vlastnos-
tem vytvaii pokrokové piilezitosti pro vyrobu novych
a ucinnéjsich cévnich nahrad. I pfesto, Ze se nanotechnolo-
gie dle definici zabyvé objekty v rozsahu 1 az 100 nm, lze
pomoci takto miniaturnich objektli konstruovat cévy
z nanostrukturalizovanych materiald anebo z nanocastic
obsahujicich biologicky aktivni latky'. Revoluéni objev
v oblasti umélych nanostruktur je pfipisovan profesoru
0. Jirsékovi, ktery v roce 2003 vynalezl unikatni technolo-
gii ,Nanospider”, ktera umoznuje pramyslové vyrabét
nanovlékna o velikosti 50-500 nm (cit.?). Nanomedicinské
aplikace umozni upravy povrchu cévnich §tépli pokrytim
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specialnim nanofilmem z polymeru nebo biopolymeru, aby
doslo ke snizeni rizika vzniku trombodzy anebo ke zvySeni
jeho ptilnavosti k cirkulujicim endotelialnim progenitoro-
vym butikdm. Nanostrukturalizovand sit' miize pfipominat
organizaci extracelularni matrix (ECM) v pfirozenych
cévach a tim zlepsit biokompatibilitu u umélé cévy'. Upra-
vou hydrogeld jako modernich biodegradovatelnych nosi-
¢l rastovymi faktory a ECM peptidy nanesenymi pomoci
nanocastic jsme schopni zlepSit vlastnosti téchto nosici,
a tim zvysit jejich potencial pro podporu bunécného dele-
ni**. Viechny klasické cévni nahrady vyzaduji fadu tech-
nologickych krokti pro zlepseni jejich biokompatibility,
které ovsem v urcité mife nevedou ke kyzenému cili a jsou
imunitnim systémem rozpozndny a nasledné¢ odmitnuty.
V této souvislosti by rozvoj nanotechnologii mohl pfinést
nové doposud neprozkoumané moznosti, jak zlepsit bio-
kompatibilitu, pfipadné¢ umoznit dlouhodobé uvoliovani
léciva .

2. Materialy pro zaji§téni prichodnosti cévnich
nahrad

Inzenyrstvi protisrazlivych tprav dutych materiald
cévnich nahrad je nezbytné pro zachovani prichodnosti
implantovanych materiald. Doposud byly popsany tfi hlav-
ni nanotechnologické strategie pro tvorbu takovychto ma-
teriald, které jsou zaloZeny na: i) imobilizaci proti-
srazlivych molekul a vytvofeni bezbunéénych tromborezi-
stentnich nanopovrchi’, ii) zaélenéni molekul, u kterych
bylo prokéazano, ze zvysi tvorbu endotelu i na vnitini sténé
cévni nahrady in vitro a in vivo®, a iii) posileni tvorby en-
dotelu pomoci nanocastic oxidu Zeleza nebo endotelidlnich
bunék znadenych magnetickymi mikrogasticemi”®. Inze-
nyrstvi cévnich §tépua s lipidy pro tvorbu cévy, které byly
vytvofeny z proti-srazlivych fosfolipidd, prokazalo, Ze
udrzely prichodnost po implantaci in vivo bez znamek
tvorby trombu (srazenin)’. Dal3i modifikaci této strategie
predstavuji fosfolipidové filmy, které napodobuji membra-
ny na povrchu cévniho §tépu'’. Velmi vhodné vlastnosti
byly nové prokazany u nanokompozitnich polyuretano-
vych polymerti, kdy byly do jejich struktury zaclenény
mnohosténné oligomerni silseskvioxany'®. Kromé toho,
imobilizace protilatky proti receptoru CD34 na cévni §tépy
i na cévni nahrady zvysila a zrychlila post-implantacni in
vivo tvorbu endotelu®. In vitro studie dale prokazaly, ze
nanokompozity obsahujici bioaktivni peptidy mohou pod-
porovat pfilnavost, Sifeni a vznik stékajicich vrstev endote-
lidlnich zarodenych bundk''. V soudasnosti jiz existuje
klinickd studie potvrzujici fakt, Ze cévni nahrady pokryté
materidlem napodobujicim biologické systémy anebo
nanovrstvou ukotvenych lipida zlepSuje vlastnosti cévni
nahrady véetné zvysené tvorby endotelu'®.
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3. Materialy pro zajisténi antibakterialnich
vlastnosti cévnich nahrad

Kromé prichodnosti a s ni spojené technologie brani-
ci vzniku trombu je nutné zamezit mozné infekei. Sterilita
prostiedi je samoziejmosti, ale sterilita samotné cévni na-
hrady je z fady technologickych divodi obtizné dosazitel-
na (nejcastéji je vyuzivano gama zafeni). Proto se hledaji
zpusoby modifikace cévnich ndhrad, které by zvysily anti-
bakterialni ucinky cévy bez pouziti slozitych sterilizacnich
prostfedkll a navic by neovlivnily proces biologického
piijeti cévniho implantatu. Latek s antimikrobialnimi u¢in-
ky je fada a patifi mezi né i ionty kovll a mikroorganismy
produkované proteiny.

3.1. Tonty kovi

Kovy a jejich soli se vyuzivaji pro svij antibakterialni
ucinek, ktery je vyvolavan kationtem kovu. Potiebné anti-
mikrobialni koncentrace kovovych ionti se pohybuji
v fadu ppm. Pro tyto ucely jsou nejvice zkoumany napf.
aktivni ionty stiibra (Ag") a mé&di (Cu®"). Ukéazalo se'*",
ze tyto ionty hraji dulezitou roli pfi zpomaleni procesu
déleni virt a bakterii (obr. 1).

antimikrobidlni efelt |

antimilrobidlni efekt
zvysena endotelializace

Chitosan
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3.1.1. Stribro

Je vSeobecné znamo, ze stiibrné ionty piisobi bakteri-
cidné a desinfekéné. Koloidni stiibro ni¢i houby a plisné,
zabiji parazity, pomaha regeneraci bunék, pfitom je mini-
maln¢ toxické pro vyssi organismy. V malych davkach
posiluje imunitni systém a zlepSuje odolnost organismu.
Téchto vlastnosti koloidniho stiibra je mozné vyuzit pfi
lécbeé nékterych koznich chorob, jako jsou rtizné ekzémy,
vyrazky a opary'>'°.

Biologicka aktivita stiibra je uzce spojena s aktivitou
stiibrného iontu uvoliiovaného ze stiibrnych soli, kom-
plext a halogenidll. Kation stfibra se vdZe na skupiny ob-
sahujici siru, kyslik nebo dusik, které se bézné vyskytuji
v biomolekulach ve formé thio-, amino- ¢i karboxylovych
skupin nebo vyméiuje kationty kovi (Ca*" a Zn*") v bio-
komplexech. Stfibro navézané na bakteridlni DNA inhibu-
je celou fadu zivotné dilezitych procest. Dale mohou stii-
brné ionty interagovat s biomolekulami zapojenymi do
procesii spojenych s dychacim fetézcem'’™™. Interakce
ionti Ag" s DNA byly studovany fadou metod
(infracervena a UV spektrometrie, cirkularni dichroismus).
Pomoci téchto technik bylo pozorovano, Ze dochazi
k rychlé vazb¢ stiibra na dusik bazi DNA, a to pfedev§im
na N7 guaninu v dsDNA. Tohoto bylo vyuzito pro stano-
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antimikrobialni efekt

zvysend endotelializace
antimikrobidlni efekt

zvysena endotelializace

zvyiena prichodnost cevy

Obr. 1. MoZné technologické postupy pro modifikace cévni protézy ionty téZkych kovii (stfibrnymi a méd’natymi ionty), chitosa-
nem a kyselinou hyaluronovou
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veni DNA na stiibrnych elektrodach®. Dusi¢nan stiibrny
byl prvni slouceninou sttibra, ktera byla v podobé obvazo-
vych materiali obsahujicich tuto slouceninu pouzita na
rany, kde ma adstringentni Gc¢inek (stahuje a vysousi téles-
né tkané, snizuje vylucovani, sekrety, vytoky a krvaceni)
a zaroven podporuje tvorbu nové krevni cévy a granulaci
tkang*'**. Déle byl piipraven preparat obsahujici stiibrné
ionty a sulfonamid, ktery vykazuje Sirokospektralni toxici-
tu viici bakteriim, ale je netoxicky k lidskym endotelidlnim
buiikam®. Stiibro se pomalu uvoliiuje z emulzniho systé-
mu v koncentracich, které jsou selektivné toxické pro bak-
terie (methicillin rezistentni Staphylococcus aureus, gen-
tamycin rezistentni Pseudomonas spp., Enterococcus spp.)
a houby.

Pouzitim nanocastic stfibra lze dosdhnout zvySeni
bakterialni toxicity a zaroven ptitom nedochazi ke zvySeni
cytotoxicity srovnatelné s koloidnim stfibrem. Vyhodou
pouziti je rovnéz jednoducha analyticka kontrola obsahu
stfibra a jeho formy ve vSech materialech. Nanosttibro se
uspé8né pouziva pro pripravu antibakterialnich obvazu,
pfiCemz uvefejnéné studie potvrzuji, ze pfi oSetfeni na-
nostfibrem klesaji poCty bakterii v ranach o Ctyfi az pét
fada za 24 hodin, coz s antibiotiky neni vibec dosazitel-
né***. Co se ty¢e modifikace cévnich nahrad nanostii-
brem, in vitro studie prokazuji, Ze stfibrem modifikované
cévni ndhrady maji vyborné antimikrobidlni G¢inky
(obr. 1). Pfi porovnani jejich G¢inku na gram-negativni
a gram-pozitivni bakterie byla pozorovana vyssi ucinnost
v pHipadé gram-negativnich bakterii®. Na zaklad& podob-
nych studii bylo dale ukazano, ze stfibrem modifikované
cévni nahrady byly uspés$né aplikovany u pacientt, u kte-
rych doslo k infekci v oblasti cévni nahrady”’. Kromé sa-
motného pozitivniho ucinku je také nezbytné sledovat
samotnou toxicitu stfibrem modifikovanych cévnich na-
hrad. Zegelman a spol. provedli klinickou studii®®, kde
testovali toxicitu cévnich ndhrad obohacenych stfibrem
u padesati pacientti. Na zakladé pozorovani prosakovani
krve v okoli implantitu jako ukazatele pro pfijeti cévni
nahrady, pruchodnosti a hojeni opera¢nich ran zjistili, Ze
cévni nahrady obohacené stiibrem jsou srovnatelné
s bézné€ pouzivanymi ndhradami a neobjevuji se pii jejich
pouziti nezadouci G¢inky.

3.1.2. Med

Dalsi moznosti, jak zvysit tvorbu endotelu a zaroven
posilit antibakterialni vlastnosti cévnich nahrad, je jejich
modifikace ionty m&di*>°. M&d’ je stopovym prvkem pro
lidsky organismus stejné jako pro bakterie, ale ve vysokém
mnozstvi mohou médéné ionty plsobit negativné na fadu
procest probihajicich v bunice. Mechanismus bakteriotoxi-
city je neznamy, i kdyz existuje fada teorii, 7) iniciace uni-
kani drasliku a glutamatu pres vnéjsi membranu bakterie,
ii) naruseni osmotické rovnovahy, iii) vazba na aktivni
centra proteinii pfirozen¢ neobsahujicich méd’, popf.
iv) generace peroxidu vodiku zptlsobujictho oxidativni
stres”. N&které studie uz potvrdily schopnost médi u¢inng
nicit patogenni bakterie, mezi které patii E. coli, Salmonella a
methicillin-rezistentni Staphylococcus aureus® ™. M&d’ je
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prvnim pevnym povrchovym materialem, ktery ziskal re-
gistracni znamku EPA (US Environmental Protection
Agency). Spolu s povrchy z antimikrobidlnich slitin médi
se dokazalo, ze béhem dvou hodin znié¢i vice nez 99,9 %
bakterii. Médéné ionty si zachovaji své antimikrobidlni
ucinky, nabizeji spolehlivou a dlouhodobou ochranu
(obr. 1). Tim méd mlze hrat stézejni roli v obrané proti
Sifeni Skodlivych patogent a dopliovat standardni ochran-
né postupy kontroly infekce, které predchazi piisnym hy-
gienickym kontroldm a vyvinuti protivirové vakciny.
I pfes vySe zminéna fakta, nejsou méd’naté ionty soucasti
cévnich nahrad, pfi¢emz jejich ucinek na moznou endoteli-
alizaci se zda byt velmi pozitivni, jak ukazuji Kothapalli
a Ramamurthi®.

3.1.3. Platina, palladium a ruthenium

V posledni dobé vzrostl zajem o platinové kovy
(platina, palladium a ruthenium) ve vztahu k jejich anti-
bakterialnim 0¢inkim. Prvni zminky o jejich moznych
antimikrobialnich ucincich byly popséany jiz v roce 1965
na komplexech ruthenia-fenantrolinu, kdy byla prokazana
inhibice aktivity gram-pozitivnich i gram-negativnich bak-
terii*®. Antimikrobialni G¢inky ruthenia byly taktéZ proka-
zany skupinou autorti Bolhuis a spol., ktefi zkoumali anti-
mikrobidlni aktivitu ruthenia (II) zaloZzenou na interkala-
cich jejich komplexti do DNA?". Tyto komplexy neproka-
zaly sice vysokou aktivitu u gram-negativnich bakterii
E. coli in vitro, ale zato u gram-pozitivnich bakterii Ba-
cillus subtilis a Staphylococcus aureus byly inhibi¢ni G¢in-
ky ruthenia (II) velmi znatelné. Autofi dale demonstrovali
aktivitu ruthenia in vivo na jednoduchém zvifecim modelu
nepatogenniho pidniho helminta z kmene hlistic Caenor-
habditis elegans neboli had’atko obecné, které je pfirozenym
konzumentem pidnich bakterii. Uginky ruthenia (II) vsak
neprokazaly toxicitu vici C. elegans ani Vu¢i S. aureus.

V poslednich letech byl taktéz zminén antimikrobialni
ucinek komplexil platiny a palladia, které jsou velmi zna-
mé diky svym cytostatickym u¢inkam®***’. Sharma a spol.
sledovali antimikrobidlni u¢inky riznych komplext u vy-
branych plisni Alternaria alternata a Fusarium oxysporum
a u dvou druhi bakterii Pseudomonas cepacicola a E. coli.
Ve své praci zjistili, ze i presto, Ze jednotlivé ligandy vy-
kazovaly toxicitu vi¢i plisnim i bakteriim, jejich kom-
plexy s platinou a palladiem potlacovaly rist mikroorga-
nismi signifikantng vice*'.

Na druhou stranu nebyly doposud popsany ucinky
platinovych kovli na moZnou endotelializaci bun€k a jejich
vliv je zatim neznamy, nicméné jejich antimikrobialni
uginky byly jiz popsany v fadé publikaci*™*. Lze se tedy
domnivat, ze v budoucnu by se tyto kovy mohly stat, vedle
bézn¢ pouzivanych stribrnych iontd, vhodnymi antimikro-
bialnimi latkami vyuzivanymi v cévnim inZenyrstvi.

3.2. Pfirodni polymery
3.2.1. Chitosan

Chitosan tadici se mezi pfirodni polymery je pro své
netoxické, biokompatibilni a biodegradabilni vlastnosti
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vhodny pro vyuziti v mediciné (cit.®). 0 vyznamnosti
pouzivani chitosanu v biomedicing svéd¢i v nedavné dobé
publikované specidlni ¢islo v ¢asopise Advanced Drug
Delivery Reviews* ', Chitosan, lze vyuzit pro aplikaci na
cévni nahradu nejen jako systém pro transport 1éCiv, ale
ijako antibakterialni slozku. Samotny chitosan vykazuje
antibakterialni u¢innost vi¢i mnoha gram-pozitivnim
i gram-negativnim bakteriim. Pfesny mechanismus antimi-
krobialni G¢innosti neni plné znadm. Pfedpokladad se, Ze
kladné nabité aminoskupiny glukosaminovych jednotek
interaguji s negativné nabitymi komponentami mikrobial-
nich bunéénych membran, a tim méni jejich propustnost
a zplisobuji dehydrataci intracelularniho obsahu, coz vede
ke smrti bakterialnich bunk™. Antioxidatni a biocidni
ucinnost byla prokdzana pro 2-(hydroxypropyl)trimethyl-
amoniovy derivat chitosanu. Maltosové derivaty chitosanu
vykazuji nejvyssi antibakteridlni ucinnost proti S. aureus,
proti E. colli byly nejuéinngjsi cellobiosové derivaty™ .
A navic u chemicky modifikovaného chitosanu ftaldtem,
byl pozorovéan vyrazny antimikrobialni G&inek’’.

Efekty chitosanu se pomalu dostavaji do popiedi za-
jmu v pfipravé cévnich nahrad, kde je studovan vliv cév
obohacenych chitosanem na srazlivost, prichodnost cévy
a antimikrobidlni aktivity (obr. 1). Zhu a spol. prokazali in
vitro, ze cévni nahrady obohacené chitosanem vykazuji
mnohem niz8§i adhezi krevnich destiCek v porovnani
s béznou cévni nahradou. Tyto vysledky nasledné doplnili
a potvrdili experimentem in vivo pfi implantaci cévni na-
hrady u psa®. Dalsi kolektiv autorti ukazuje na vyjime&né
dobré vlastnosti cévnich ndhrad tvofenych kombinaci chi-
tosanu a rekombinantniho kolagenu, ktery je podobny
lidskému™.

3.2.2. Kyselina hyaluronova

Dalsim materidlem vhodnym pro upravu a zlepSeni
vlastnosti cévni ndhrady je kyselina hyaluronova
(glykosaminoglykan, polymer disacharidovych jednotek
tvofeny opakovanou sekvenci N-acetylglukosaminu a ky-
seliny D-glukuronové, jez jsou spojeny glykosidickymi
vazbami (obr. 1)). Kyselina hyaluronova (KH) ma fadu
fyziologickych funkci véetné branéni ukladani kolagenu,
coz podporuje bez-jizevnaté hojeni ran®. Navic KH spo-
le¢né s dalsimi molekulami vytvaii extracelularni prostiedi
pro zabezpeceni bunécného déleni, migraci a adhezi bu-
n&8k®*. A dale, experimenty in vitro prokazaly, ze KH

~~~~~

Gsp&§né testovana jako modifikace cévnich néhrad®> .

Arrigoni a spol. popsali, ze pii pouziti KH u hladkého
srde¢niho svalstva se zvysila proliferace bunék a reduko-
val se polet apoptotickych bunék®. Vzhledem k témto
biologicky velmi vyznamnym vlastnostem slavi primyslo-
va vyroba KH zna¢ny uspéch, pricemz Ceska spolecnost
Contipro Group a.s. produkuje 30 % svétové produkce.

4. Nanovlakna kolagenu a elastinu

Kromé modifikaci dnes pouzivanych material pro
tvorbu cévnich nahrad je dalSich smérem v této oblasti

27

Referat

tvorba samotnych nahrad z materiald, ze kterych je céva
v lidském téle tvofena. Pro tento vyzkumny smér se vyuzi-
va takzvany ,self-assembly* (samo-usporadani) proces
zahrnujici spontanni organizaci jednotlivych komponentt
do stabilnich struktur vétsi slozitosti. Konstrukce peptidi
pfilnavych na vldkna trojité Sroubovice kolagenu, které
jsou pouzivany jako stavebni kameny (ECM), patii mezi
Zasto testované materialy v této oblasti’™®'. Vysoky stupei
biokompatibility téchto vlaknitych materiali a jejich
schopnost pfipojit peptidy a proteiny s aktivnimi zbytky
podporuje rozvoj funkénich a hybridnich biomaterialt.
Nekolik skupin védcii nezévisle na sobé vyvinulo strate-
gie, které jim umoznily vytvofit pfilnavé povrchy pro tvor-
bu kolagenovych vldken pomoci napfi¢ spojenych tff ami-
nokyselin (prolin-hydroxyprolin-glycin), pficemz strukturu
stabilizovaly disulfidick¢ mustky’'’*. Timto zptisobem
bylo dosazeno syntézy fragmenti kolagenovych vlaken
o délce 400 nm (cit.”’). Hartgerink a spol. piipravili delsi
kolagenova vlakna o délce nékolik mikrometra
s navazanymi peptidy’*. Syntetizované heterotrimery ukaza-
ly ptekvapivé vysokou stabilitu, coZ naznacuje, ze elektro-
statické interakce mezi fetézci zvysuji jejich stabilitu’"".
Elastin je dalsi protein ECM, ktery je schopen ,,self-
assembly* procesu’". Schopnost elastinu a elastinu podob-
nych polypeptidii polymerovat, spolu s pozoruhodnymi
fyzikéalnimi a mechanickymi vlastnostmi tohoto proteinu v
cévni sténé, dala zéklad pro vyvoj na elastinu zaloZenych
materiald pro cévni a tkafiové inZenyrstvi’®’’. Pomoci
rekombinantnich lidskych polypeptidi 1ze vytvofit synte-
tické makromolekuly s rozpustnosti a mechanickymi vlast-
nostmi podobnymi tém, které ma lidsky elastin’®"®, Na
zakladé téchto vysledkt se zda byt ,,self-assembly* piistup
k technické ptipravé kolagenu a elastinu podobnych bio-
materiald pro cévni a tkanové inZzenyrstvi velmi slibny.

5. Zavér

Uplatiovani nanotechnologickych ptistuptt v tkano-
vém inZenyrstvi je nové vznikajici a rychle se rozvijejici
oblasti vyzkumu, ktera ma potencial piekonat jeho dopo-
sud nevyfesené problémy. Modifikace cévnich nahrad
riznymi chemickymi slou€eninami a biomolekulami pro-
pujcuji cévnim nahradam lepsi vlastnosti jak po strance
vstfebatelnosti, tak po strdnce antibakteridlnich vlastnos-
ti”’. Budoucnosti v tomto oboru je pfiprava cévnich mate-
rialll za pouziti kmenovych bunék popf. biotechnologicka
priprava samotné cévy piimo z kolagenu pomoci nano-
technologii. Lze fici, ze muzeme v této oblasti ocekavat
velmi zajimavé vysledky jiz v pfistich nékolika letech,
které posunou cévni inZenyrstvi a tim i zlepsi terapeutické
moznosti moderni mediciny.

Tato prace byla podporena granty NanoCeva TA CR
TA01010088 a CEITEC CZ.1.05/1.1.00/02.0068.
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The application of nanotechnology in tissue engineer-
ing is an emerging and rapidly growing area of research.
The advances of nanotechnology can bring additional
functionality to vascular scaffolds and optimize internal
vascular graft surface. Metals and their salts are used for
their antibacterial effects, Ag(I) and Cu(Il) ions ranking
among the most studied ones. Recently antibacterial ef-
fects of Pt, Pd and Rh have also been demostrated. Natural
polymers are also suitable for modification and improve-
ment of the properties of vascular grafts, chitosan and hya-
luronic acid being their main representatives. In addition to
antimicrobial effects they support cells endothelisation and
increase vascular permeability.



