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Peptidem povie&ené implantdaty a zplsob jejich pFipravy

Oblast techniky

Vyndlez se tykd implantdat( obecné povahy pro 1idské a zvi-
Feci télo, které jsou povlieleny peptidy umoZiiujicimi selektiv-
ni zprostfedkovdani adheze specifickych bunék v urditém prost-
redi implantdtu. Zv14s$té se vyndlez se tykd implantdatl povie-
¢enych peptidy RGD a zplsobu jejich ptipravy.

Vyndlez je zaloZen na principu cilené stimulace adheze
vybranych typG bunék na povrchové povlaky biomateriall obecné
a na implantdtd zv1A48té pro Ucely jejich tkéanové selektivni,
urychlené a podpoiené integrace po chirurtgickém zadlenéni do
vhodné tkaneg.

Zplsobem podle vyndlezu rzné povrchové &asti implantéatu
se mohou poviéknout a stdt dosaZitelnymi pro rlzné peptidy
zprostredkovdvajici adhezi bunék, zvl1dsté pro peptidy RGD,
které zohlednuji specifické tkdnové prostiedi, do kterého se

implantdty véleriuji.

Nadto je tito zplsobem tkanového inZenyrstvi umoZnéna
generace "inteligentnich” biohybridnich orgénti, které nesou
biologickou informaci pro regeneraci organu spontanni organi-
zaci pomoci specifické aktivace rlznych druh( bun&k rznymi
peptidy v rlznych oblastech povrchu implantatu.

Dosavadni stav techniky

Vyrazem “peptidy podle vyndlezu" se zde vidy mini, po-
kud neni wuvedeno jinak, v8echny peptidy, které jsou schopny
zprostiedkovdvat adhezi bunék. Z téchto v8ech peptidld se pfi-




pominaji zv1adsté peptidy, které obsahuji ndsledné aminokyseli-
ny arginin (R), glycin (G) a kyselinu asparagovou (D) (peptidy
RGD). PtFiklady vhodnych RGD peptidl a vhodnych peptidl, které
neobsahuji RGD, jsou ddle uvedeny. Kromé& toho jsou zahrnujty
odpovidajici peptidy, které neobsahuji sekvenci RGD, nicméné
v8ak ovliviAuji adhezi bunék. V nejdirdim slova smyslu zahrnuje
vynédlez také nepeptidové slouceniny, které maji kvalitativné
stejnou biologickou U&innost jako uvedené peptidové sloudeniny.

Vyrazem "biomateridly nebo implantdty” se zde vZidy mini
materidly, které se mohou zavadét do lidského nebo do Zivol&i§-
ného té&la k obnoveni funkce odpovidajici funké&nosti podkozené
pFirodni tkédné. Mini se napFiklad kyc&eini endoprotézy, umélé
kolenni klouby, Celistni implantdty, 8lachové néhrady, nédhrady
kGZe, wvaskuldrni protézy, kardiostimuldtory, umé&lé srdéni
chlopné, prsni implantédty, stenty, katethery a umélé cesty pro

odklonéni tekutiny.

Integradni chovani impiantdatQ v téle je vidy problematic-—
ké. Integrace tkan& materiall &asto postupuje piFil1i§ pomaliu a
pFrilié nedokonale, aby se dosahovalo mechanické stability vaz-
by tkan/biomateridal, kterd by byla dostateind pro funk&nost.
Je to Casto zplsobeno kompozici povrchu implantdtu, ktery
v disledku své nepfiméfené kompatibility na styéné plode nebo
biokopatibility brédani aktivni absorpci okolni zdravé tkané ne-
bo bunék. To komplikuje vytvareni stabilni vazné vrstvy mezi
tkdni a implantatem, coZ vede k nepifiméiené integraci tkéané,
coZ zplGsobuje uvolnovédni, resorpci tkéné, infekce, zanéty, a-
lergie a k vytvédreni mikrothrombl (restendézy). Nadsledkem je
revize intervenéni nédhrady implantdtd (napfiklad ky&elni endo-
protézy, ¢&elistnich implantdtl, katheterd nebo externich fi-
xdtorll) a tak se stdvaji nutnymi nové chirurgické zakroky.
(Malchau a Herberts, 1996, Proghosis of the Total Jip Artho-
plasty, 63, Annhual Meeting of the American Academy of the Ort-
hopaedic Surgeons, Atlanta; Haddad a kol., The Journal of Bonhe




and Joint Surgery, 78-B, str. 546 aZ 549, 1996; Collinge a
kol., 1896, Pin Tract Infections).

Kromé& toho zv14s8té v pripadé ky&elnich endoprotéz se jevi
tak zvané aseptické wuvolfiovdni implantdtu jako problematicke,
prigemz kostni bunky a tedy kostni tkédn nevytvateji pFimy spoj
s biomateridlem, jak je ZAadouci, nabrZ fibroblasty a spojovaci
tkdné& se vyskytuji jako ruSici prvky. Nédsledkem toho je proté-
za vdzana na pojivovou tkan misto na kostni tkan, stabilita
vazby protéza/pojivovéd tkan neni priméfena pro spinéni mecha-
nickych poZadavkG na ndsilnou transmisi umé&lého kyCelniho
kloubu. Tim mOZe dochdzet k uvoitovani protézy (Pilliar a kol.,
Clin. Orthop. 208, str. 108 aZ 113, 1986) a k pravdépodobné
nutnosti revize zékroku. Dal$im pirikladem neZddoucich bunéé-
nych typl, ulpélych na implantdtdtech, jsou krevni destiéky,
které mohou vést k vytdreni mikrothrombl a tak ke zhor3eni in-
tegrace implantdtu (Phillips a kol., Cell 65, str. 359, 1991).

Nedostateind integrovatelnost biomateridll nebo implanta-
t80 do t&8la ma obzv1adtd zéadvainé dlsledky v pFipadé kompletné
nahraZenych orgdn, jelikoZ v tomto pripadé rGzné typy bunék
prichdzeji do styku s implantdtem a md byt cilem hutnd integ-
rovatelnost. Aby bylo moino vyhnout se extremné komplikovanym
transplanta&nim proceduram za pomoci jinych pacientl je na-
priklad snaha provadét terapii funk&niho selhdni jater, pan-
kreatu, ledvin a sleziny stédle Casté&ji a Casteji v oboru tka-
fiového 1inZenyrstvi prostfednictvim tak zvanych biohybridnich
organt, které sestédvaji z nosifovych materidll, které jsou po-
kryty Zivymi bufikami a mohou se implantovat jako funké&ni jed-
notka. Ve vét3ind pripadl se Zivé buiky za&lefiuji nebo zapouz-
dfuji in vitro do resorbovatelnych nebo nerosorbovatelnych
membrédn a transplantuji se pacientovi jako umé&lé biohybridni
organy nebo duté orgéany (naptikiad Lim a kol., Science, 210,
str. 908 aZ 912, 1980; Altman a kol., Horm. Met. Res. Suppl.
12, str.43 az 45, 1982; Zekorn a kol., Transplantation Procee-




dings 21, str. 2748 a7 2750, 1989; evropsky patentovy spis
¢islo EP O 504781 B1). Av8ak tako v tomto piipadé popsano mno-
ho prob1émé tkafiového zapouzdifeni spojeného s nedostatedny do-
davdanim Zivin transplantdatu, s imunologickymi obrannymi reak-
cemi v dlsiedku uvolfovani bunék z kapslif a s vytvafenim shlu-
kG krve v dlsledku thrombogenicity povrchl materidiu, pFidems
k témto potiZim dochazi velmi Casto. ‘

Je znama stimulace integrace tké&né& mezi biometaridlem a
implantaty jejich povielenim peptidy, které zprostiredkovavaiji
adhezi bunék. Pro tento (Gfel piichdzeji v Uvahu jednak pepti-
dy, které obsahuji tripeptidovou aminokyselinovou sekvenci ar-
ginin, glycin, asparagovd kyselina (RGD) nebo jejich nepepti-
dové analogy a na druhé strané& peptidy prosté RGD zprosttedku-
jici adhezi bunék (napiiklad dale uvedené) nebo jejich nepep-
tidové ahalogy, o nichZ je zndmo, Ze jsou integrdinimi sloZka-
mi mnoha protein(, napFiklad extraceluldrnich matric (napirik-
lad typ kolagenu I, fibronektin, Taminin, vitronektin, entak-
tin, osteopontin, thrombospondin) nebo funkce kaskady krevniho
srdzeni (fibrinogen, Willebranddv faktor) jako centrédiniho
rozli8ovaciho modelu pro adhezi eukaryotickych bunék (napfik-
ltad Pierschbacher a Ruoslahti, Nature 309, str. 30 a? 33,
1984; Yamada, J. Biol. Chem. 266, str. 12809 aZ 12812, 1991).
Sekvence definované podle vynédlezu jsou rozpoznany a VAzAany
pFrisludnymi receptory na povrch bunék na integriny. JelikoZ
adheze bunék k odpovidajicim proteinGm je zprosttedkovavéana
velkym poétem rGznych integrinl, je integrinovy expresivni mo-
del druhl bunék rzhodujici pro jejich adhezivni vlastnosti
k témto proteinim. Konstrukce na miru a syntéza vétsiny pepti-
dd s kréatkym Feté&zcem, vybavenych vhodnymi sekvencemi, které
se mohou vAdzat selektivné a specificky jen na uréité integri-
ny, umoZnuje cilenou aktivaci pouze takovych druhGl bunék,
které expresuji tyto integriny. Proto naptfiklad jsou zndmy RGD
peptidy, které se selektivné vdZii na av—integrinové receptory
a tak jsou vyhodné& schopné stimulovat vazdni (adhezi) avBa/
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avPBs nesoucich bunék (osteoblasty, osteopklysty, endothelové
buiky) bez soufasné schopnosti stimulovat adhezi neZadoucich
druhl  bunék napiriklad arteBs—-nesoucich krevnich destidek
(Haubner a kol., Am. Chem. Soc. 118, str. 7461, 1996, 7,). Na
rozdil od toho jiné peptidy RGD vykazuji opalny jev a pred-
nostné se vdZi na ari1vPBs—-integrinové receptory a tak inhibuji
selektivitu napiriklad pro krevni destic¢ky (Phillips a kol.,
Cell 95, str. 359, 1991).

Vybaveni povrch( implantdtu synteticky dostupnymi
peptidy definovanymi podie vyndlezu je znamé. V tomto ptripadé
se peptidy vdZi na povrch ve vétsi nebo v mens$i mite adsorpci
nebo kovailentni vazbou. V némeckém patentovém spise &islo
DE 1 97 06 667 se napiiklad popisuji biomateridly, které jsou
pribuzné materialm k nahradé kosti, které jsou zaloZeny na
poréznim polymernim materidlu, jehoZ povrch je pokryt peptidy
s RGD aminokyselinovou sekvenci nanesenymi adsorpci. Ve svéto-
vém patentovém spise €islo WO91/05036 se ddle popisuji kovové
protézy, zvidastgd z titanu nebo ze slitin titanu, na jejichZ
povrchu jsou kovalentné vazéany peptidy, které krom& jiného ma-
ii RGD aminokyselinovou sekvenci. Valentini a kol. (Transac-
tions of 23rd Annual Meeting of the Society for Biomaterials,
New Orleans, Sp. st. a. kvéten 1997) popisuje kovalentni vazbu
peptidd RGD na titanové Srouby vybavené fluorovanou ehtylen-
propylenovou mezivrstvaou. Rezania a kol., popisuje nha témZe
mitingu povrchy oxidu kifemiitého nebo oxidu titani&¢itého va-
zané kovalentni vazbou s aminoskupinami organosilan® a kova-
lentné prostirednictvim heterobifunkénich zesitujicich &inidel
vazajicich thiol obsahujici peptidy RGD.

Tato technickd FeSeni v3ak nesplfiuji poZadavek, aby imp-
lantdty nebo biomateridly, jejichZ povrchy jsou povle&eny spe-
cificky peptidy definovanymi podle vynalezu, byly selektivné
pfrizplUsobeny pro urcité typu bunék sousednich tkani, pro které
je impiantat urdéen.
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Je proto Z4douci umoZnit modifikaci biomateriald takovym
zplsobem, aby specificky tkéan nebo druhy buné&k, které také po
vE&lenéni implantdatu do téla, s nim maji aktivnd pGsobit, na-
priklad kostni bunky v kydeinich endoprotézach nebo epitelové
bunky p¥Fi ndhradé kOZe, vlasl nebo zubl, byly uspoFadény vy-
luéné nebo prednostné pro tkérhovou integraci, pFidemZ by se
soutasné& predchédzelo selektivhné vzdadjemnému plsobeni bun&&nych
druhll, které pirekdZi témto proceslm, napFiklad krevnich desti-
tek nebo fibroblastl, které podporuji vytvédfreni mikrothrombd

nebo vackl spojovacich tkani.

Kromé& toho je Zadouci a pritailivou strategii povliékat
implantédty peptidy podle vyndlezu (nebo jejich nepeptidovymi
analogy), které vylu&né nebo alespori pFednostnéd stimuluji
adhezi téchto vybranych bunéénych typl, které maji odpovidaji-
ci komplementdrni integriny, coZ vede k urychlovdni in vivo

syntézy odpovidajici vybrané tkanég.

Se zretelem na vyvoj kompletnich biohybridnich orgéant
(kGZ2e, krevnich cév, moovych cest, molového méchyfFe, oesofa-
g, slinivky, jater, sleziny, ledvin) by bylo rozhodujicim
pPistupem umoZnit aktivaci Zadanych buné&dnych druhl v kaZdém
pFipadé pro uréity orgdn poviékdnim rlznymi pro bufiku selek-
tivnimi peptidy podle vyndalezu c¢ilenym, prostorové definova-
nym a koordinovanym zpusobem pro provéddéni rOznych buné&&nych

proces{l in vivo.

Vyndlez se tyka moiZnosti biofunkcionalizace biomateridll
zv1asdteé implantatd pro vs8echny moZiné orgdny povlékanim
syntetizovanymi pro bufky nebo pro tkdné selektivnimi peptidy
RGD podle vynélezu, které in vitro simuluji adhezi hlavné bu-
né&nych druhtG, které v kaZzdém pripadé maji prispivat tkanové
integraci odpovidajiciho biomateridlu a které sou&asnd in
vitro nestimuluji adhezi prevainé takovych buné&&nych druhd,
které brani takovému procesu. PouZitim takovych povlak( se




*
(XXX R ]

L
LR ]
e
[ ]
L ]
L
*

miZe dosahovat urychlené a podporované integrace r@znych bio-
materidlQ/implantdtd se zlepSenou dlouhodobou stabilitou je-

jich zadlenéni do téla.

Kromé toho tento zamér poviékdni povrchovych &asti rlz-
nych materidalt implantdtu rGznymi peptidy podle vyndlezu umoZ-
fiuje existenci vyvoje “inteligentnich" biohybridnich orgéanG
("tkanové inZenyrstvi”), které mohou nést biologickou informa-
ci pro selektivni aktivaci rlGznych cilovych tkéni nebo cilo-
vych bunék a tak se integrovat do téla spontdnni organizaci
a timto zplsobem podporovat tkédnfovou integraci nebo ji mohou

umoZfiovat pro prvni dobu.

Podstata vvynadlezu

Podstatou vyndlezu je implantai vhodny pro r8zné lidské a
zviteci orgédny, sestdvajici v podstaté =z nosifové matrice a
z peptidového poviaku této matrice, ktery obsahuje stejné nebo
od1i8né peptidy pro cilenou adhezni stimulaci bunék lidského
nebo zviteciho téla, které maji sekvence rozpozndvajici vazeb-
nd mista na integrinovych receptorech zodpovédnych za adhezi
na bunkdch l1idského nebo zvifeciho téla, priemZ nosidova mat-
rice ma reaktivni skupiny schopné vazby na sv(j povrch, které
jsou schopny vstupovat do stdlych kovalentnich vazeb se vhod-
nymi funk&nimi reaktivnimi skupinami peptidové vrstvy, spoli-
vajici v tom, e peptidy jsou uspoidddny na porvchu implantétu
tak, Ze na z4dkladé& své odpovidajicné rozli&né, strukturné pod-
minéné adhezi bunék stimulujici aktivity odpovidaji specific-
ky prirozen& odlidnému komplementdrnimu integrinovému modelu
tkAfovych bunék s nimi sousedicich v uréité oblasti, do které
méd byt 1implantat zadlenén prostfednictvim mistné& odliseného,
selektivniho, biocaktivniho poviakového modelu povrchu implan-
tatu.

Vyndlez se také tyka zplGsobu pFipravy implantdat& vhod-
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nych orgdnl/tkdné na z&kladé anorganické nosidové matrice,

kterd ma povlak z peptidd stimulujicich adhezi bung&k, pFi&em?

peptidy jsou selektivni se zitetelem na komplementrdtni integ-

rinové modely tkariovych bundk bezprostifednd sousedicich s im-

plantdtem, ktery podle vyndlezu spodéivd v tom, Ze

i) integrinovd receptorovd struktura cilovych bunék tkané,
do které se méa implantdat zadlenit in vivo, se stanovuje

testovacim systémem in vitro,

i1) selektuji a syntetizuji se peptidy majici vhodnou komple-
mentdrni strukturu,

i1i1) peptidy se kovalentné& vdZi na pFisludny, popripadé& modi-
fikovany povrch impltantdtu pfimo nebo prostFednictvim za-
kotvujicich molekul, pticemZ lokdini uspotadéni rdznych
peptidd na povrchu implantdtu odpovidéd ur&itému predem
stanovenému lokalnimu uspofdaddni cilovych bunék majicich
komplementdrni integrinovy model, do kterého se implantét

zaClenuje.

Zv]4a%té se vyndlez tykd zplsobl a implantdtl/biomate-
ridld majicich tyto charakteristiky: peptidy a zv145t& pepti-
dy RGD se vaZi na porvrch implantdtu kovalentni vazbou, po-
pripadé prostifednictvim rozvétvenych molekul se zvét3nym povr-
chem a/nebo molekulovych kotev; pouZivd se s vyhodou RGD pep-
tidG, které stimuluji avBs/avBs-nesouci bufky, zv14sté adhezi
osteoblastl, osteoklastl, endotelovych bundk a zéroven jsou
schopny - nestimulovat adhezi krevnich desti&ek mebo fibroblas-
t0; pouZivané nosidové matrice jsou tvarované nebo netvarované
dily z keramiky, plastu nebo kovu nebo biohybridni orgédny nebo

duté organy.

Na molekuldrni Grovni peptidy podle vyndlezu maji v pod-
staté nésledujici sloZky:

- aminokyselinou sekvenci nesouci doménu pFisludnou pro adhezi

(napfikiad zminénou RGD sekvenci) kterd selektivnd& rozpoznéa-

vd a vaZe vybrané druhy bunék),
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- mezernik pro bufiky rozpozndvajici a rozpoznané sekvence ne-
souci doménu buiikdam tak, aby vdzani bunék bylo moiné ze ste-
rického hlediska,

- molekuldrni kotvu, kterd umoZinuje stabilni vazani derivatu
peptidu uvaZovaného jako povrch biomateridlu nebo implantéatu

~ poptipadé se adheze bunék mGZe zvy§it pridavnou kopulaci
peptidh, definovanych podle vynadlezu, na rozvétvenou
molekularni strukturu (tak zvané dendrimér nebo Tentakely),
které vykazuji jev rozditovani povrchu pired vdzadnim na po-

vrch biomaterialu.

Povrchem biomateridlu nebo implantédtu se zde vidy mini
nejen bezprostfedni povrch nosicové matrice, avs$ak také pri-
davhy poviak, kterym mohou byt napfiklad polymerni materidly,
prirodni nebo umélé kostni materidly, proteiny nebo derivéaty

proteind.

Vhodnymi nosidovymi matricemi jsou zvladtni keramické,
plastové nebo kovové materidly (napriklad PMMA) nebo s vyhodou
resorbovatelné kostni ndhradni materidly. Resorbovatelné nebo
biologicky odbourateoné materidly se pripravuji napfiklad
z polylaktidl, zvliasté =z racemickych D, L polylaktidovych
sloudenin nebo =z resorbovatelného fosfatu vapenatého nebo
z hydroxyapatitovych smési, které mohou prispivat k obnoveni
pribliZzné& plGvodniho stavu tkdné& a kiteré jsou popsany napifiklad
ve svétovém patentovém spise Cislo WO 96/36562 nebo v evrop-
ském patentovém spise &sislo EP O 543765, a jsou zv1asté vhod-
né. V zavislosti nha oboru pouZziti mohou byt také vhodné jako
nositové matrice kolagen nebo agar.

Vyrazem "biohybridni orgdn"” se zde vidy mini obvykle an-
organickéd matrice, na které jsou naloZeny nebo se kterou jsou
vdzany Zivé bunky jakymkoliv zplsobem (jak shora uvedeno). Po-
dle vyndlezu se timto vyrazem také mini odpovidajici uspofada-
ni, které je prosté buné&k a obsahuje pouze odpovidajici pepti-
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dy rlGznych typl podle vyndlezu na r8zném povrchu &éasti implan-
tdtu, které po vloZeni do vadné tkané jsou selektivné schopné
aktivovat obklopujici bunfiky. Vyhodou takovych buné&cnych bio-
hybridnich orgdan je "inteligence" biokompabilitnich imptantéa-
tl, které se mohou vyrédbét cenové (GCinné a Fiditelnym zplsobem
nesou biologickou informaci pro regeneraci orgénu. Integraci
takovych biohybridnich organd do téla se mGZe predchdzet endo-
gennim regeneradnim procesdm, jejichZ prostfednictvim dochédzi
C¢asto k imunologickym obrannym reakcim napifiklad v dlsledku

implantovanych cizich bunék nebo cizich proteind.

Podle vyndlezu jsou implantdty zpravidla obsaZeny jako
tvarované téleso nebo protézy, pFitemZz jsou tvarovdny podle
urc¢ité defekini tkéané nebo kosti. V piFipad@ biohybridnich
organt mohou byt protézami pouhé membrany nebo filmy povlelené
odpovidajicimi burtkami nebo prosté bunék a peptidy podle
vynadlezu nebo jejich uspoifddani, popsané naprFiklad v evropském

patentovém spise Cislo EP O 504781.

JakoZto vhodné peptidy, kterych se miZe pouZivat podle
vyndlezu, se uvaddéji vSechny peptidy a jejich sloudeniny maji-
ci nepeptidové substituenty, které obsahuji doménu nebo amino-
kyselinovou sekvenci zodpovédnou za adhezi bunék a které se
mohou vazat na povrch 1implantdtu prostifednictvim svych pepti-
dovych nebo nepeptidovych substitunetl. Obzv143té moZnymi od-
povidajicimi peptidy jsou peptidy se sekvenci RGD.

Ndsledujici{ seznam vyhodnych peptidl a peptidovych slou-
¢enin je minén pouze prikladné bez zaméru na jakémkoliv omeze-

ni. PouZivané zkratky maji ndsledujici vyznam:

Asp (D) asparagovd kyselina
Gly (G) glycin
Arg (R) arginin

Tyr (Y) tyrosin




Ser (S)
Phe (F)
Lys (K)
DPhe (f)
Pro (P)
Leu (L)
Ile (1)
val (V)
Glu (E)
Thre (T)
Ala(A)
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serin
fenylalanin
lysin
D-fenylalanin
prolin

leucin
isoleucin
valin
glutamova kyselina
threonin
alanin

a) Priklady vhodnych peptidld obsahujicich RGD

RGD
GRGD
GRGDY
RGDS
GRGDS
RGDF
GRGDF

(Arg-Gly-Asp),
(Gly-Arg-Gly-Asp),
(Gly-Arg-Gly—-Asp-Tyr),
(Arg-Gly—-Asp-Ser),
(Gly-Arg-Gly—-Asp-Ser),
(Arg-Gly~Asp—Phe),
(Gly-Arg-Gly-Asp-Phe),

cyklo-RGDfK (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lysin),
cyk10-RGDfKG (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys-Gly).

b) PFiklady vhodnych peptidQ neobsahujicich RGD

LDV
LGTIPG
REDV
IKVAV
YIGSRG
LRE
PDSGR
DGEA
RYVVLPR

Peptidy podle vyndlezu mohou

(Leu-Asp-Vval),
(Leu-Gly-Thr-Ile-Pro-Gly),
(Arg-Glu—-Asp-val),
(IlTe~Lys-VAL-Ala-Vval),
(Tyr-Ile-Gly-Ser—-Arg-Gly),
(Leu-Arg-Gilu),
(Pro-Asp-Ser-Gly-Arg),
(Asp-Gly-Glu-Ala),
(Arg-Tyr-val-Val-Leu-Pro-Arg).

byt Tinedrni nebo cyklické.
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Shora uvedené peptidy a peptidové sekvence mohou byt také
v deld8ich peptidech, majicich v zavislosti na peptidu podle
vyndlezu vybrané aminokyseliny v poétu pFibliZné& celkem 4 a?
20. Podobné vynalez také zahrnuje aminokyseliny, majici D nebo
L konfiguraci, nebo které jsou alkylovany na atomu uhliku
a/nebo dusiku. Cyklickymi peptidy se podle vyndlezu mini pep-
tidy, které jsou uzavieny do formy kruhu amidovou vazbou, kte-
ré s vyhodou v molekule neobsahuji Zadné volné karboxylové
skupiny nebo aminoskupiny. Peptidy RGD podle vynédlezu jsou
zv1agté vyhodné, zv148té peptidy podle shora uvedeného seznamu
a predevs&im pentapeptid RGDfK, ktery ve své cyklické formé& je
popsdn v némeckém patentovém spise €islo DE-A-1 95 38 741 a je
specificky pro osteoblasty a také hexapeptid RGDfKG, ktery je

podobné v cyklické formé& a je specificky pro thrombocyty.

Odpovidajici linedrni a cyklické peptidy podle vynalezu
jsou popsédny napriklad v nédsledujicich patentovych spisech
¢islo: EP O 632053, EP O 655462, EP O 578083, EP O 770622 a DE
1 95 38 741. Zv14sté jsou vhodnymi peptidy, které se vazi se-
lektivné na druhy avBs—-/avBs—integrin expresujici bunky (na-
priklad osteoblasty, osteoklasty, endothelové bunky) bez sou-
¢asného vazani napiriklad na druhy aii1bvBanesouci bunky (napfrik-
lad krevni destidky). Peptidy a jejich odpovidajici derivaty
se mohou snadno ptripravovat o sobé& zndmymi zplsoby, pokud ne-

jsou dosazZitelné jinou cestou.

V zAasadé se peptidy podle vyndlezu mohou vdzat na povrch
biomateridlu adsorpci hebo kovalentni vazbou. Adsorpce je méné
vhodnéd, pokud se pouZivd rlznych peptidl na jeden a tentyZ im-
plantdat, jelikoZ? 1okd1né selektivné odlisny povlak povrchu
podle vyndlezu se mlZe uskutelnit méné uspokojivé timto zplso-

bem.

Kopulace peptidl nebo jejich nepeptidovych analogl na po-
vrch nosige kovalentni vozbou hlavné tak zvanym molekulovym
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zakotvenim je jako takovad primétrend a popsal ji napiiklad Sin-
ger a kol. (J. Cell Biol. 104, str. 573, 1987); Brandley,
Schnaar (Develop. Biol. 135, str.74, 1989); Massia, Hubbell
(Anal. Biochem. 187, str. 292, 1990); Hirano a kol., (J. Bio-
med. Mat. Res. 25, str. 1523, 1991; Lin a kol. (Biomaterials
13, str. 905, 1992; Nicol a kol. (J.Biomed. Mat. Res. 26, str.
393, 1992); (Dee a kol. (Tissue Engin. 1, str. 135, 1995) aniZ
avéak v tomto pfipadé& povliak implantdtd byl ziskdn obecné a

zejména jakymkoliv zplsobem.

Vyndlez se tedy tvkd novych aplikaci zplsobl poviékani o
sobé& zndmych pro pripravu implantédt& podle vyndlezu napFiklad
zplGsobu "KevliocR" (evropsky patentovy spis &islo EP O 712621),
kterého se po prvé pouZ?ivd podle vyndlezu pro kopulaci shora
uvedenych peptidd (nebo jejich nepeptidovych analogl) pro po-
vrchy, které obsahuji akryloylové nebo methakryloylové kotvici
slo?ky nebo zpGsobu "SilicoaterR” (némecky patentovy spis &is-—
lo DE-A 42 25 106), kterého se pouZiva podle vynadlezu pro ko~
pulaci odpovidajicich peptidld prostiednictvim akryloylovych
nebo methakryloylovych kotvicich sloZzek zpravidla prostiednic-
tvim mezivrstvy akryloyl/methakryloylsilanového derivatu (na-
priklad 3-metakryloxypropyltrimethoxysilanové vrsitvy) na odpo-
vidajici nosidové matrice. Dals$i moZnosti vdzédni peptidl podle
vynadlezu na povrch nosifové matrice nebo implantdtu je obdobné
pouZitj silanizaéniho procesu, jako je popsan v némeckém pa-
tentovém spise <&islo DE-A 43 21005, pGvodné vyvinutém pro
nandsSeni povlak(Q s perletovymi pigmenty poviakovymi systémy na
vodné bédzi na kovy a plasty v automobilovém primysliu a v pri-
myslu plastl. RovnéZ je podle vyndalezu vhodny zplsob pro po-
viékani zlatych povrchl peptﬁdy majicimi thiolové skupiny,
ktery byl pGvodné popséan v jiné slouvislosti (Heuvel a kol.,
Analytical Biochem. 215, str. 223, 1993).

Dosud znamych zplsobl nebylo pouZzito pro poviékani im-—

piantatd pro jejich bioaktivizaci. !




Kopulace odpovidajicich peptidl podle vyndlezu na povrch
implantdtu se provadi podle vyné1ézu prostiednictvim kotvicich
molekul, to znamend, Ze se peptid jako takovy nevédie pfimo na
povrch implantdtu. Vd&lenéni takové molekuly, ddle podrobné
popsané, je speciadlné bodem, ktery uvaZuje sterické poZadavky
biologického receptoru na cilové bunky ve spojeni s vazbou

odpovidajiciho peptidu.

Pro tento G&el musi mit povrch implantdtu vhodné
funkéni skupiny nebo reaktivni jednotky, které umoiZnuji vazbu
odpovidajicich funké&nich skupin kotvici molekuly. Funk&ni sku~
piny, které maji byt na povrchu impiantdtu, z4avisi na sloZenf
pFrisiudné nosiové matrice, které se Fidi podle poZadavkl pou-
7iti (kov, plast, kostni materidly). V p¥Fipadé kovovych im-
plantdatd je moZné nap¥iklad generovat povrchovou vrstvu reak-
tivni pro SH skupiny kotvici molekuly napafovanim zlata. Si-
lanizace kovovych povrchl o sobé znamymi zplsoby (jak shora u-
vedeno) vede podobné& k vytvoreni reaktivnich povrchl, které se
mohou zalleriovat do sloufenin se vhodnymi kotvicimi molekulami
podle vyndlezu pPFi vhodném pouZiti silan obsahujicich promoto-
r& adheze (dédle popsanych). Implantédty z pi#irodni kosti nebo
z kostnich materiall podobnych pFirodnim materidallm (napriklad
kalciumfosfatovy cement) mohou vdzat kotvici molekuly, které
obsahuji fosfonatovou skupinu ( princip popsal Chu, Orgel Bio-
conjugates Chem. 8, str. 103, 1997). Kotvici molekuly podle
vyndlezu, které jako takové maji akryldtovou skupinu, se mohou
kopulovat na implantdty z plastl na bdzi akryldtu (napfiklad
PMMA) nebo na bazi jinych materidald majicich poviak ze vhodné-

ho plastu.

Kotvici molekuly podle vyndlezu jsou molekuly na bézi
modifikovanych hnebo substituovanych alkylovych tetézcl nebo
uhlovodikovych Feté&zcl, které maji alesponn dvé funkéni skupi-
ny, pricemZ jednou funkéni skupinou je zpravidla volnéd karbo-
xylovd skupina (volnd aminoskupina NHz), kterd generuje amido-
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vou vazbu (-CO-NH-) s volnou aminoskupinou NHz (volnad karboxy-
lovd skupina) vedlejsiho fetézce peptidu podle vynédlezu,
zv148té peptidu RGD a jinou funk&ni skupinou, kterd je s vvho-
dou umisténa na druhém konci uhlikového Feté&zce kotvici mole-
kuly a prind8i p¥imou nebo nepFimou vazbu na povrch implantéatu
v zAavislosti na sloZeni nebo na poZadavcich povrchu implantatu
je to s vyhodou skupina obsahujici {(meth)akrylat nebo merkap-
toskupina. V podstaté je také moiné pouZit jinych funké&nich
skupin, které jsou schopny reagovat s prislusnymi reaktivnimi
skupinami pFimo na povrchu implantdtu nebo na vhodné mezivrtvé

za dosaZeni stabilnf vazby.

Kotvici molekuly podle vyndlezu (jak shora uvedeno) majf{
zaroveh funkci mezerniku, to znamena, Ze vedle moZnosti vazby
maji vhodhou pPipadnou specificky upravenou délku, aby umozZni-
ly Ze doména, zodpovédna za stimulaci adheze bunék, ma spréavny
odstup od cilové buriky, takZe se mlZe zlep$it buné&nd vazba

nebo se dokonce mZe umoZnit ze sterického hilediska.

Biologickd funkce rozpozndvajici buniku a odpovidajici
doména nesouci aminokyselinovou sekvenci je potvrzena pFikla-
dem prost¥fednictvim vdzdni syntetického peptidu selektivné na
druhy avBs-/avfs~—integrin expresujicich bunék (napfiklad os-
teoblasty, osteoklasty, endotelové bunky) (Haubner a kol., J.
Am. Chem. Soc. 118, str. 7461 aZz 7472, 1996).

Kotvici molekuly podle vynadlezu maji s vyhodou ndsleduji-
ci linerdani struktury, peptidy, definované podlie vyndalezu, se
vdZzi prostiednictvim NHz skupiny jednoho 2z jejich vedlejgich
aminokyselinovych Fetézcl, s vyhodou na vedlej$i lysin na vol-
né karboxylové zakonleni pirislusné kotvici molekuly.

i) Derivdty merkapto(amido)karboxylové kyseliny
—CO-(CH2 )k X-SH,
kde znamend X jednoduchou vazbu nebo skupinu
-CO-NH-(CH2 )1, k = 2 a2 12 a 1 = 2 aZ 4
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ii) Derivdty akrylamidokarboxylové kyseliny
~CO-(CHz2 )Jm~[NH-CO-(CH2 )n ]p =NH-CO~CH=CH2 ,
kdeman =2 az 8, p = 0 aZ 2,

iii) Derivaty akrylamidoamidotriethylenglykolové kyseliny
—(CO-CH2 -0—-CHz —~CH2 -=0—CHz ~CH2 —NH )q ~CO~ (CHz )r ~NH-CO-CH=CHz —

kde g =1 aZ2 3 a r = 2 aZ 8.

Zv148té jsou vyhodné ndsledujici typy kotvicich molekul:

ia) ~CO~-CH2 -CH2-8H (merkaptopropionovd kyselina),
ib) ~CO~-CH2 -CH2 ~CO—-NH-CH2 ~CH2 ~SH (merkaptoethylamidojantarové
kyselina),

iia) ~CO-(CHz)5-NH-CO-CH=CH2 (akrylamidohexanovéd kyselina),

iib) ~CO-(CH2 )5 ~-NH-CO-(CH2 )5 ~NH~CO~CH=CH2 (akrylamidohexanova
kyselina—-amidohexanovd kyselina),

iiia) -CO-CHz2-0-CHz~CH2 -0-CHz ~CHz ~NH~CO~(CHz2 )5 ~NH~CO-CH=CH>
(akrylamidohexanovd kyselina-amidotriethylenglykolovéa
kyselina)

iiib) —-(CO-CHz ~0-CH2-CH2 ~O-CH2 —CHz2 —NH )2 ~CO-(CH2 )5 ~NH-CO~CH=CHz2
(akrylamidohexanovd kyselina-diamidotriethylenglykolova

kyselina).

Obecné je podle vyndlezu vyhodna jakakoliv kotvici mole-
kulovd struktura, kterd md alespon Sest atom@ uhliku a lineér-
ni uhlikovy fretézec. S prekvapenim se zjistilo, 7e délka kot-
vici molekuly je obzvlasgté priznivd Kk dosaZeni optimalnich
vysledk(t se zFetelem na urychlenou a podpofenou tkanovou in-
tegraci implantdtu. Skute&nost, Ze 1linedrni Fetézec podle vy-
ndlezu md mit alespori Sest atoml uhliku se tykd podle vyndlezu
celkové délky molekuly mezi peptidem a povrchem implantdatu.
Proto, aby kotvici molekuly struktur shora uvedenych majicich
krat8i Fetézec (napPFiklad typu ia) byly také vhodné, pokud ne-
ni uvedeno jinak, véelfluje se Fetézec prodiuiujici kopuladni
sloZky mezi peptid a povrch .implantatu.
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Kotvici molekuly se vdzi v amidové formé prostifednictvim
karboxylové skupiny na peptidy definované podle vyndlezu o
sob& znamymi zplsoby, &imZ vznikaji struktury typu peptid-NH-
CO- kotvici molekula, které se jako takové vdzi na implantéat,
&imZ nakonec vznikaji konstrukty: implantdat-NH-CO-kotvici mo-
lekula-implantdatdt (povrch). V souhlase s tim jsou vyhodné im-
plantdtové konstrukty, které jsou sloZené z jednoho =ze shora
jednot1ivé uvedenych peptidd, zvi43té z peptidd RGD, jednak
Zz obecnd a spcificky definované kotvici molekuly jednotlivé
shora definované a z implantdatu se vhodné upravenym povrchem.
Obzv148té& vyhodnymi jsou ndsiedujici imptantaty:
cyk1o-RGDfK NH-CO - thiolové derivaty (typ:i) implantét,
cykl1o-RGDfK NH-CO - akrylatové derivéadty (typ:ii) implantéat,
cyk1o-RGDfK NH-CO - akryldatgliykolové derivéaty (typ:iii)

| implantét,
cyk10-RGDTKG NH-CO —akryldtglykolové derivdty (typ:iii)
implantédt,
priéemZz 1inedrni uhlikovy tetézec kotvici molekuly jako celku

méd alespofi Sest atom® uhliku.

Z téchto uvedenych implantdtd jsou obzv148té& vyhodnymi

ndsledujici implantéty:

cykl1o-RGDfK NH-CO - thiolovy derivdt (typ:ib) implantat,

cyk1o0-RGDfK NH-CO - akryldtovy derivat (typ:iia) implantéat,

cyklo-RGDfK NH-CO - akryldtovy derivat (typ:iib) implantét,

cyk1o-RGDfK NH-CO - akrylatglykolovy derivadt (typ:iiia)
implantat,

cyk10-RGDfKG NH-CO —-akrylatglykolovy derivdt (typ:iiia)
implantét,

cyk10-RGDfKG NH-CO -akryldtglykolovy derivat (typ:iiib)
implantédt.

Tyto vvhodné struktury se priprvuji o sobé& zndmym zpl-
sobem nebo déle popsanymi zplUsoby nebo zplUsobem podle souasné
podavané prihlasky vyndlezu, kiterd se tykd kotvicich struktur




jako takovych.

Jak bylo shora uvedeno, sleduji se tFri alternativni
cesty pro kotveni se ztetelem na bunky nebo tkadné selektivnich
shora posanych derivatl peptidl na povrch biomateridld podile
vynadlezu, aby se umoZnil molekuldrné& rozpoznavaci model domény
nesouci prFrisludnou RGD sekvenci, aby zlOstala selektivné nezmeé-
néna pro urdity typ bunék a mezernik, priemZ se molekularni
kotva mlZe ménit v zdvislosti na zminénych kopulaénich varian-
tdch, napfiklad nasiedujicimi zplsoby
-~ kopulace derivatl thiolpeptidu na zlatem povlelené povrchy

biomateridalu (napfiklad typ (i) kotvici molekuly),

- kopulace derivdtd (meth)akryloylpeptidu na akryldtovem nebo
methakryldtem povlelené povrchy biomateridlu (napfiklad typ
(i1) nebo (iii) kotvici molekuly),

~ kopulace derivatl (meth)akryloylpeptidu na silanem povlielené
povrchy biomateridlu (napriklad typ (i1) nebo (iii) kotvici
molekuly) za pouZiti (meth)akryloylsilanového derivatu jako
promotoru adheze nebo mezivrstvy (napfiklad 3-methakryloxy-

propyltrimethyloxysilan).

Dosazeni kritické minimdini déiky kotvici molekuly pro
rdzné kopuladéni peptidové varianty povrchu biomateridliu se
provadi syntézou peptidd definovanych podle vyndlezu s kotvi-
cimi molekulami definovanymi podle vyndlezu s délkou Fetézce
s vyhodou 6 a? 24 atomd uhliku a nebo s odlisnymi hydrofobni-
mi/hydrofilnimi viastnostmi (napfiklad pouZzitim poletné odlis-
nych jednotek -CHz- a/nebo amidohexanové kyseliny nebo ethy-
lenglykolu o sobé& znamymi zplsoby a naslednym testovdnim bio-
Togické Gu&innosti stanovenim adheze bunék in vitro po poviele-

ni vhodnych biomateridlovych povrch().

Popsanym zplsobem v zdvislosti na materidlovych vlastnos-
tech implantatu, se voli vhodny zplsob poviékdni pro kondicio-
naci povrch( pFed skute&nou kopulaci s peptidovymi derivéaty

[ X ]
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podie vyndlezu. Kromé toho v z4avislosti na typu tkéné& nebo na
typu bufiky, u kterych se mé doééhnout v&lienéni biomateridlu/
implantatu, je moZny povlak jinymi peptidy, které aktivuji in-
tegriny odpovidajicich cilovych druhl bun&k cilenym zplGsobem,
napf¥iklad ae/Bs-integrin z epitelovych bun&k (napfiklad pro
pouZziti implantdatd kosti, kyCle, klZe nebo viasu) nebo aiib/B3
integrin z krevnich desti&ek. av/Bs-Specifické RGD peptidy ma-
ji selektivitu pro endotelové buniky a osteoblasty, a proto na-
ptriklad by byly vhodné pro poviékani vaskuldrnich protéz nebo
kostnich implantat(. Timto zplsobem je moZno realizovat vhodny
biocaktiva&ni povrchovy povlak pro témév kaZdy Z4dany orgén pro

implantdty v oboru nahrady kosti, cév, zubl, kG%e a vlas(.

DFfive neZ jsou implantaty nebo biohybridni orgédny podle
vyndlezu uéinény dostuphymi, musi se testovat peptidy vhodné
pro uréity typ bunék a musi se pfedem stanovit jejich biolo-
gickd aktivita v testovacim systému in vitro, aby byly schopny
nést specificky a selektivni povlak implantdtu, ktery se mé

zaClenit do vybrané tkéané.

Analyza integrinové receptorové struktury cilové tkéné
nebo cilovych bunék, do kterych se implantdt mé4 zadlenit, nut-
nd pro tento zplsob se provadi o sob& znamymi b&Znymi imuno-
histologickymi zplsoby, napfiklad imunofiuorescenci nebo imu-
nohistochemicky vzorkl tkéané. Proti]étkybproti rGznym integri-
novym receptorim nebo jejich podjenotkdm, nutné pro tento G-
¢el, Jjsou zndmy a dostupné nebo se mohou produkovat o sobé

zndmymi zplsoby, napfiklad vhodnymi imunizacemi.

Peptidy, definované podle vyndlezu, se kovalentné& kopuluji
v rlznych koncentracich na kulturové povrchy, napFiklad na
polystyren povleleny hovézim sérovym albuminem (BSA). Materidl
tohoto testovaného nosife neni podstathou <&4sti stanoveni
vhodnych peptidl. Podobné pouZity kopula&ni zplsob mé p¥ridavné
maly vyznam. Z praktickych dlvodl se kopulace p¥Fi t&chto sta-
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novenich mQZe také provadét inkubaci a adsorpci peptidd na

testovaném povrchu.

Ndsledn& adheze vybranych tkanovych bunédénych kutur
(naptriklad osteoblasty), které jsou schopné odpovidat svymi
adheznimi viastnostmi bunkdm, které se maji aktivovat v pFfi-
rodni tkdni 1in vivo se zkoumaji na vhodné povie&enych povr-
chdch. Rozhodujicim pro volbu vhodnych buné&nych kultur pro
zkoudky adheze je porovnateiné zallené&ni expresniho modelu pro

cilové bunky in vivo po implantaci, napriklad jejich avBs-/

av/Bs- nebo aiibp/PBs-exprese, kterd se ovéFuje fluorescentné
znatenymi protildtkami proti avBs-, avPBs- nebo arieBz—-integ-
rintm nebo proti av-, airibn, PBs— nebo Bs—podjednotkdm integri-

novych receptort fluorescentné aktivovanymi bunélnymi tFididi
(FACS). V pFipad& jinych druhG cilovych molekul in vivo s réz-
nymi modely integrinovych receptord se musi pouZfit jinych pro-
tildtek. Takové protildtky jsou o sob& zndmé a dostupné nebo
se mohou produkovat o sobé znamymi zplGsoby napifiklad vhodnou

imunizaci.

RGzné vybrané druhy bunék se naockuji a inkubuji na BSA
ptredupravené polystyrenové kulturni povrchy povieCené peptidy
podle uvadZeni. NepFilnuté bunky se vymyjfi.

Chovéni pt¥i véazéni rdznych vybranych druh& bunék na tes-
tovanych povrchach povielenych rlznymi peptidy, definovanymi
podle vyndlezu, odpovidda v pozitivnim p¥Fipadé&, tTo znamena
v pripadé primétené specificity v kaZdém pFipadé titradni
ktivnce majici maximdini miru adsorpce pFibliZné 60 aZz 100 %
nao&kovanych buné&k a poloviéni maximdini vdzéni bunék koncen-
traci peptidu RGD v povlakovém roztoku pfibliZné& 5 nM aZ 5 uM.

Podobnym zpGsobem jako je popsdn pro kopulaci vhodnych
peptidd na predem BSA povlie&ené povrchy polystrenu je moina
kotvici strategie k modifikaci nebo kondicionaci povrchl bio-
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materidalu za pouZiti rdznych mezivrstv jako promotor( adheze.

Souhrnné se pripomind: implantdty podle dosavadniho sta-

vu techniky maji tyto nevyhody:

nedokonalé, pomlé zadlenéni implantdatu do tkéné,

omezené pirijimdni tkéaniy,

nepfrimérend funkini stabilita okrajovych vrstev implantéatu a
tkanég,

nedostatek stimula&niho plsobeni implantdtu na neogenezi
tkanég,

nefyziologické vlastnosti povrchu implantéatu.

Ndsledkem téchto nedostatkl dochdzi k témto problémdim:

aseptické uvolnovani implanté4tu (vytvareni v1dknitych
kaps11),

mistni vytvédfeni mikrothrombi,

infekce,

zanéty,

resorpce tkang,
revize.

V8echny tyto problémy se v 8iroké mifFe eliminuji zplsobem

podle vyndliezu nebo implantdty pro tento Glel. PFedmét vynale-

zu se proto od dosavadniho stavu techniky 1181 témito charak-

teristikami:

konstrukce adheze peptidd na miru, pPriéemZ jsou peptidy
komplementdrni s modelem exprese integrinu cilené tkan& nebo
bunék,

selektivni stimulace adheze bunék cilovych bunék, které maji
dopinit tkan,

neogeneze bez soufasného zplUsobovdni adheze bundk, které
zabranuji procesu,

poviaky vysoké stability dosahované prostifednictvim novych
molekul kotvicich peptidy,

urychleni a podpora procesu zallenéni implantdtd do tkéné.
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Bylo moZno doloZit, Ze kritickd sterickd absolutni

minimdin{ vzddlenost mezi sekvenci rozpozndvacich bunék pepti-
du a nepoviedenym povrchem materidlu je 2,0 aZ 3,5 nm, s vyho-
dou 2,5 a?¥ 3,5 nm. Maximdlni miry povlaku (80 aZ 100 %) se ml-

e dosdhnout s minimaini vzddlenosti 3,0 aZ 5,0 nm.

Pfrehled obrazkd na vykresech

Obr. 1:

Analyza integrinové slouleniny primdrnich lidskych osteoblastd
FACS (fluorescen&nd& aktivovaného tridice bunék) pomoci fluo-
rescenné konjugovanych protilatek proti integrinim avBs a avPs
osa X: intenzita fluorescence (pocCet)

osa y: pocet bunék

M21: pozitivni kontroly avf3s a avfs

M21L: negativni kontroly avfs a avps

HOB: kultura primarnich lidskych osteoplastd

ROB: kultura primdrnich krysich osteoplastd

Obr. 2:

Adheze osteoblast® MC3T3 Hi na polystyrenovy zkuSebni povrch
poviedeny rdznymi peptidy RGD cestou BSA

osa x: koncentrace peptidu RGD v povlékacim roztoku (uM)

osa y: mira povie&eni bunék (%)

horni k¥ivka: cykl1o-RGDfK NH-CO-CH2 -CHz2-S- (sulfo-SMPB)
("derivadt thiolpeptidu 2-SMPB"), SMPB = sukcinimidyl-4-(p-ma-
leimidofenyl)butyrat

stredni horni krFivka: cyklo-RGDfK NH-CO-CHz-CHz2~CO-NH-CH2- "
CH2-S- (sulfo-SMPB) ("derivat thiolpeptidu 2-SMPB")

stfedni dolni k¥Fivka: cyklo-RGDvE CO-NH-CHz~CHz2—-CH2—-CHz ~CHz -
CO-NH-CH2 ~CHz -8~ (sulfo-SMPB) ("derivéat thiolpeptidu 3-SMPB")
doini kFivka: thiolpeptidovd kontrola: cyklo RBADfK-NH-CO-
CHz ~-CH2-8 (sulfo-SMPB)

Obr.3:
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Adheze osteoblastl na povietenéd derivatem
thiolpeptidu 1-SMPB (viz obr. 2):

osa x: koncentrace peptidu v poviékacim roztoku ( pM)

testované povrchy

osa y: mira povlieteni buné&k (%)

horni krivka: mys8i osteoblasty MC3T3 H1

stFedni horni k¥ivka: primdrni 1idské osteoprogenitorové burky
stfedni kFivka: primarni 1idské osteoblasty '
stPedni doini k¥Fivka: negativni kontrolni bunky alfavbetas
M21L

dolni krivka: primarni krysi osteoblasty

Obr. 4:
Adheze
thiolpeptidu 1-SMPP (10 puM v poviakovém roztoku) (viz obr. 2)

osteoblastl na testované povrchy povietené derivatem

osa x: koncentrace rozpudténého cyklo-RGDfK (bez molekularni
kotvy) v adheznim mediu (uM)

osa y: mira povie&eni bunék (%)

horni ktrivka: my$i osteoblasty MC3T3 Hi
stFedni kirivka: primdrni lidské osteoblasty

doini kFivka: priméarni krysi osteoblasty

Obr. 5:
Adheze osteoblastd na
thiolpeptidu 1-SMPB (10 uM v poviakovém roztoku) (viz obr. 2)

osa Xx: poéet o&kovanych bunék/cm?

testované povrchy povledené derivétem

osa y: po&et ulpé&lych bun&k/cm?

horni kFivka: primdarni krysi osteoblasty

stfedni horni krFivka: my8i osteoblasty MC3T3 Hi1
stifedni dolni kiFivka: primdarni 1idské osteoblasty

dolni kFivka: BSA negativni povlak

Obr. 6:

Adheze osteoblastl na
thiolpeptidu 1-SMPB (10 uM v povlakovém roztoku) (viz obr. 2)
osa x: polet ol&kovanych bunék /cm?

testované povrchy povleéené derivatem

—
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osa y: poZadovand vypolétend plocha/buniky (um2)
horni k#Fivka: primadrni lidské osteoblasty
stfedni kPFivka: myS8i osteoblasty MC3T3 H1
dolni kFivka: primarni krysi osteoblasty

Obr. 7:

Adheze osteoblastl na testované povrchy povielené derivétem
thiolpeptidu 1-SMPB (10 uM v povlakovém roztoku) (viz obr. 2)
osa x: Cas (min)

osa y: mira poviedeni bunék (%)

horni kifivka: my8i osteoblasty MC3T3 Hi

stfedni kFivka: primarni lidské osteoblasty

dolni krivka: primdrni krysi osteoblasty

Obr. 8:

Adheze osteoblastl MC3T3 H1 na povrchy Kkostniho cementu PMMA
povlie&ené rlznymi RGD peptidy

osa x: koncentrace peptidu RGD v povlékacim roztoku (uM)

osa y: mira povie&eni bunék (%)

horni kirivka: derivat cyklo-RGDfK NH-CO-akrylatu (typ iiia,
akrylatovy peptid 3)

sttfedni horni kiFivka: derivat cyklo-RGDfK NH-CO-akryldtu (typ
iib, akrylatovy peptid 2)

stfedni dolni krFivka: derivdt cyklo-RGDfK NH-CO-akryldtu (typ
iiib, akrylatovy peptid 4)

doini kifivka: derivdt cyklo-RGDfK NHFCO—akry1étu (typ iia,
akrylatovy peptid 1)

Obr. 9:
Adheze osteoblastl MC3T3 Ht na porézni povrchy PMMA/PHEMA po-

vietené rlznymi RGD peptidy

osa x: koncentrace peptidu RGD v povlékacim roztoku (uM)
osa y: mira povleleni bunék (%)

horni krFivka: derivdt cyklo-RGDfK NH-CO-akryldtu (typ iiia,
akrylédtovy peptid 3)
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sttedni kPFivka: derivdt cyklo-RGDfK NH~-CO-akryldtu (typ
iiib, akryldtovy peptid 4)

dolni kFivka: derivdt cyklo—-RGDTK NH-CO-akryldtu (typ iib,
akryldtovy peptid 2)

Orb. 10:

Adheze osteoblastd MC3T3 H1 na porézni povrchy PMMA/Plex Y7H
povielené rlznymi RGD peptidy

osa x: koncentrace peptidu RGD v poviékacim roztoku (uM)
osa y: mira povle&eni bunék (%)

horni kifivka: derivéat cyklo-RGDfK NH-CO-akrylatu {(typ iiia,
akryldtovy peptid 3)

stPedni kiFrivka: derivdt cyklo-RGDfK NH-CO-akrylatu (typ
iiib, akryldtovy peptid 4)

doini k#Fivka: derivdt cyklo-RGDfK NH-CO-akrylatu (typ iib,
akryldatovy peptid 2)

Obr. 11:

Maximalni adheze osteoblastl MC3T3 H1 na kostni cement PMMA
nebo polystyrenové povrchy BSA-SMPB povie&ené rQznymi RGD pep-
tidy s kolisavou molekulovou délkou

osa x:molekulové déiky peptidd RGD (nm)

osa y: maximdini mira poviedeni (%)

Obr. 12:

Adheze osteoblastd MC3T3 H1 na povrchy nherazvéjici oceli V4A
povle&ené derivatem akryldtového peptidu RGD cykl1o-RGDfK NH-CO
(typu iiia, akryldtovy peptid 3), povrchy nerezavéjici oceli
predb&iné povie&eny ve své Casti rlznymi zplsoby

osa x: koncentrace peptidu RGD v povlékacim roztoku (uM)

osa y: mira poviedeni buné&k (%)

horni kFivka: povlak KevlocR

stFedni kiFivka:poviak SilicoaterR

doini kFivka: pigmentovy poviak




Obr. 13:

Proliferace osteoblastd MC3T3 H1 na povrchu kostniho cementu
PMMA povieleného akrylovym derivdtem peptidu RGD cyklo-RGDfK
NH-CO (typ iiia, akrylatovy peptid 3)

osa x: doba kultivace (dny)

osa y: poCet bunék

horni krivka: 100 uM peptidu v povliékacim roztoku

stfredni horni kfivka: 1 pM peptidu v poviékacim roztoku
stfedni dolni kFivka: O,1 uM peptidu v poviékacim roztoku
doini kFivka: nepovieCend kontrola

Obr. 14:

Adheze osteoblastlO MC3T3 H1 a destifek na povrchy kostniho ce-
mentu PMMA povie&ené derivdtem akrylatového peptidu RGD cyklo-
RGDTfK NH-CO (typu iiia, akryldtovy peptid 3)

osa X: osteoblasty samotné a destic¢ky samotné oc&kované na
povrchy majici rlznou koncentraci peptidu v poviékacim roztoku
100 uM, 10 UM a 1 uM

osa y: pofet bunék (absorpce piri 405 nm)

Obr. 15:

Adheze osteoblastd MC3T3 H1 a destifek na povrchy kostniho ce-
mentu PMMA povledené derivdtem akrylAdtového peptidu RGD cyklo-
RGDfK NH-CO (typu iiia, akryldtovy peptid 5)

osa X: osteoblasty samotné a destilky samoitné oclkované na
povrchy majici rQznou koncentraci peptidu v poviékacim roztoku
100 M, 10 uM a 1 uM

osa y: polet bunék (absorpce pFi 405 nm)

Obr. 16:

Adheze osteoblastl MC3T3 H1, destiek a smé&si osteoplastld a
desti&ek nha povrchy kostniho cementu PMMA povlelené derivatem
akryldtového peptidu RGD cyklo~RGDfK NH-CO (typu iiia, akryléd-
tovy peptid 3)

osa x: osteoblasty samotné, destilky samoiné a smés osteoblas-
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t0 a destidek odkované na povrchy majici rGznou koncentraci
peptidu v povlékacim roztoku 100 uM
osa y: polet bunék (absorpce pFri 405 nm)

Obr. 17:

Adheze osteoblastd MC3T3 H1, destidek a smési ostoplastl a
destiCek na povrchy kostniho cementu PMMA povielené derivdtem
akryldatového peptidu RGD cyklo-RGDfK NH-CO (typu iiia, akryla-
tovy peptid 5).

osa x: osteoblasty samotné, destilky samotné a smé&s osteoblas-
1t a destifek olkované na povrchy majici rlznou koncentraci
peptidu v povliékacim roztoku 100 uM

osa y: pocet bunék (absorpce piri 405 nm)

Vyndlez objasnuji, nijak v8ak neomezuji nédsledujici piFi-

klady praktického provedeni.

Priklady provedeni vvynalezu

Priklad 1

(a) Ptiprava cyklo-RGD peptidu (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys) s kotev-
ni merkaptopropionovou kyselinou (—> cyki1o0-RGDfK NH-CO-thiol-
derivdat typu: ia) se provadi zplsobem podle némeckého patento-
vého spisu &islo DE 1 95 38 741. Syntesa odpovidajiciho cyk-
10-RBADTK, ktery je biologicky inaktivni a derivatu cyklo-

RGDfK bez kotevni molekuly se provede obdobné.

(b) Cyklo(R(PbTf)GD(tBu)fK(Z) (Pbf = pentamethylbenzofuransul-
fonyl; tBu = terc.-butyl) se ziskd syntezou peptidu v pevné
fdzi (Merrifield, Angew.Chem. 97, str. 801, 1985) a néadslednou
cyklizaci (napfiklad zplsobem, ktery popsali Zimmer a kol.
Liebigs Ann. Chem. 497, 1993). Po selektivnim odstranéni
chréanici skupiny Z osobé& znamymi zplsoby, mGZe byt 1ysinovy
bo&ni Fet&zec roz&iten reakci 0,1 mmol cyklo (R(Pbf)GD(tBu)fK)
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s 0,2 mmol anhydridu kyseliny jantarové (sa) v 5 ml1 dimethyl-
formamidu k ziskéani cyklo (R(Pbf)GD(tBu)fplsa-K].

c) Priprava cyklo—-RGD peptidu (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys) s kotevni
merkaptoethylamidojantarovou kyselinou (—> cyklo~RGDfK NH-CO-
thiolderivat typu: ib =cyklo(RGDf[thiol-sa-K]) se provadi tak

to:

V ledové kyselin& octové se rozpusti pifi teploté 60 °C 10
mmol cysteaminhydrochloridu a ekvimoldrni mnoZstvi (eq.) tri-
fenylmethanolu a zpracuje se za michdni 1,1 eg. etherdtu fluo-
ridu boritého. Po 50-minutovém michdni se smés neutralizuje
nasycenym roztokem hydrogenuh1i61nanu sodného a extrahuje se
ethylacetdtem. Olej, zbyly po extrakci, se rozpusti v terc.-
butanolu pro pfevedeni na hydrochlorid upraveny na hodnotu pH
2 zred&nou kyselinou chlorovodikovou a vysu$i se vymrazovanim.
VytéZek je 99%. Takto vznikla strukturni jednotka 'se kopuluje
za pomoci EDCIxHC1 o sob& znamym zplsobem na cyklo-(R(Pbf)GD-

(tBu)flsa-K]) a boé&ni chrédnici skupina se odstrani.

d) Priprava cyklo-RGD peptidu (Arg-Gly-Asp-DPhe~Lys) s kotevni
akrylamidohexanovou Kkyselinou (—> c¢yklo-RGDfK NH-CO-akrylde-
rivat typu: iia = cyklo(RGDfl[akryl-ahx-K]) se provadi takto:

Akrylovy kotevni systém se syntetizuje oddé&lené& a kopu-
Juje se na bo&ni peptidovy ‘tetézec jako aktivni ester. K tomu
se 10 mmol B-aminohexanové kyseliny a 1,8 eq. hydroxidu vépe-
natého suspenduje ve vod& a piridd se 1,2 eq. akryloylchloridu
pti teplot& O °C. Nerozpustny hydroxid védpenaty se odfiltruje
a filtrdt se okyseli na hodnotu pH 2 koncentrovanou kyselinou
chlorovodikovou. VysréaZeny produkt se pfekrystaluje z ethyla-
cetdtu. VytéZek 65%. Suspenduje se 10 mmol krystalické 6-ak-
rylamidohexanové kyseliny v 50 ml dichlormethanu, zpracuje se
1 eq. N-hydroxysukcinimidu a p¥i teplot& O °C se p¥Fida 1,2
eq. EDCIxHC1. Po jednohodinovém michdni se reakce ukonli pFi-
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sadou 10 ul ledové kyseliny octové. Extrahuje se nékolikrat
studenym roztokem nasyceného uhiifitanu sodného a vodou a ex-
trakt se vysu${ siranem sodnym. VytéZek 52%. Takto vznikly ak-
tivni ester se kopuluje na cyklo(R{Pbf)GD(tBu)fK) v dimethyl-
formamidu a chrédnici skupiny bo¢niho Feté&zce se odstrani.

(e) Priprava cyklo-RGD peptidu (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys) s ko-—
tevnim systémem akrylamidohexanovd kyselina-amidohexanovd ky-
selina (—> cykl1o-RGDfK NH-CO-akryldrivat typu : iib = cyklo-
(RGDf[akryl—-ahx—-ahx-K]) se provadi takto:

K synteze akrylového kotevniho systému se rozpusti 10
mmol aminohexanové kyseliny ve vodném pufru fosforednanu sod-
ného (hodnota pH 8) a ochladi se na teplotu O °C. V systému
ethanol/chloroform se rozpusti 2vmm01 aktivniho esteru akryla-
midohexanové kyseliny (podle (d)) a pomalu se piridda. UdrZuje
se konstantni hodnota pH 8 pomoci ztedéného roztoku hydroxidu
sodného. Po oddestilovdni organického rozpoustédla se vodna
fdze okyseli na hodnotu pH 2,6 koncentrovanou kyselinou chlo-
rovodikovou a vysrdZena pevna 1ldtka se odfiltruje, promyje se
vodou a vysu$i se oxidem fosforelénym (vytéiek 70%). Vytvoreny
akrylovy kotevni systém se kopuluje na peptidovy bolni Fetézec
znamym zpfisobem pomoci EDCIxHC1 a chranici skupina se odstra-

ni.

(f) PFriprava cykl1o-RGD peptidu (Arg-Gly—-Asp-DPhe-Lys) s ko-
tevnim systémem akrylamidohexanovd kyselina-amidotriethylen-
glykolovd kyselina (—> cyklo—-RGDfK NH-CO-akryldrivat typu:
iiia = cyklo(RGDf[akryl-ahx~-tEG-K]) se provéadi takto:

Akrylovy kotevni systém se pPipravi shora uvedenou synté-
zou peptidu v pevné fédzi. Jako posledni sloZka se kopuluje ak-
rylamidohexanovd kyselina. VytéZek 97%. Vytvofreny akrylovy ko-
tevni systém se kopuluje na peptidovy bo&ni tetézec znamym
zplsobem pomoci EDCIxHC1 a chrénici skupiny se odstrani.




.. .: L ] : : L ".: LR ]
OCOQ.... O:. .:. QQ.
— 30 _
(g) Priprava cyklo—-RGD peptidu (Arg-Gly-Asp-DPhe-Lys) s ko-

tevnim systémem akrylamidohexanovd kyselina-amidotriethylen-—
glykolova kyselina-amidotriethylengliykolova kyselina (—> cyk-
To-RGDfK NH-CO-akryldrivat typu: iiib = cyklo(RGDf[akryl—-ahx-
tEG-K]) se provadi obdobné jako ve stupni (f). Vyté&Zek 85%.

(i) Synteza cykl1o-RGD peptidu (Arg-Gly—-Asp-DPhe-Lys) s ko-

tevnim systémem akrylamidohexanovd kyselina-amidotriethylen-
glykolova kyselina (—> cyklo-RGDfK NH-CO-akryldrivdt typu:
iiia = c¢cyklo(RGDf[akryl—-ahx-tEG-KG]) se provdadi obdobné jako
ve stupni (f). VytéZzek 81%.

Priklad 2

Kovalentni kopulace peptidd podle vyndlezu se sulfosuk-
cinimidyl-4-(p-maleimidofenyl)butyrdtem (sulfo-SMPB) na kul-
turni povrchy polystyrenu povieéného albuminem hovéziho séra
(BSA) se provadi zplsobem, ktery popsal Singer a kol, (J.Cell.
Biol. 104, str. 573, 1987) a Ruoslahti a kol. (Methods Enzy-
mol. 82, str. 803 a7 831, 1982).

K tomu U&elu se povléknou 48-dllkové destilky (Costar
"non-tissue culture treated”, druh &. 3547) 250 uyl PBS (fosfa-
tem pufrovand solanka), hodnota pH = 8,3, 2 % BSA na dllek
a inkubuji se ptes noc piri teploté mistnosti k vytvoFeni pov-
laku BSA na polystyrenu. Destilky se omyji 250 ul PBS/dllek,
hodnota pH 8,3, a inkubuji se jednu hodinu pFi teploté mist-
nosti s 250 pl roztoku obsahujiciho 100 ug/mil SMPB v PBS, hod-
nota pH 8,3. DOlky se promyji t¥Fikrdt 250 ul PBS, pokaidé o
hodnoté pH 8,3. Pro povliékaci roztoky se pripravi prislusny
peptidthiol-RGD v ndsledujicich kone&nych koncentracich v PBS,
o hodnoté pH 8,3: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 puM, 10 uM, 100 uM a
1 mM. Po pFiddni 250 pl povliékaciho roztoku do kaZdého déiku
se desti&ky inkubuji pPi teplot& mistnosti pfes noc a pak se
promyji tFrikrdt PBS, hodnota pH 8,3. Po pFiddni pokazdé 250 ul
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5% roztoku BSA v PBS, hodnota pH 7,4, néasledné inkubaci dvé

hodiny p¥i teploté mistnosti a promyti PBS, hodnota pH 7,4,

byla blokovédna nespecifickd mista vazby buné&k. Polystyrenové

povrchy, které tvoFi povlaky, se zpracuji 5% roztokem BSA
stejné jako pozitivni vzorky, fungujici jako negativni kontro-

ly poviedeni. PPrilnuti &tyr bun&&nych kultur, ziskané ze t#{

rGznych druhl, se pak zkoumd na uvedeném povrchu povle&eném

peptidem RGD:

~ primarni lidské osteoblasty z hlavy kostni trdm&iny stehennf{
kosti dospé&lych pacientl (Siggelkow a kol., Bone 20, str.
P231, 1997),

- primdarni 1idské osteoprogenitorové bunky z kostniho morku
dospélych pacientl (Vilamitjana-Amedee a kol., In vitro Cell
Dev. Biol. 29, str. 699, 1993), '

- primarni osteoblasty z Tlebe&nich kost{i neonatdlnich krys,
jejichZ preparace a kultivace se provadi zplsobem, ktery po-
psali Yagiela a Woodbury, The Anatomical Record 188, str.
287 aZz 305, 1977),

- linie MC3T3 H1 osteoblastovych bunék ziskanych z lebek neo-
natdlnich my38f (Heermeier a kol., Cells and Materials 5,
str. 309 aZz 321, 1995) a

- bunéénd linie M21L Tlidskych melanomovych bun&k jako negativ-

ni kontrola avBs/avPs integrinu.

DFive neZ se pouZije téchto bun&&nych druhl ke zkoudkém
adheze, ovéiri se jejich exprese integrinu pomoci fluorescen&né
zna&ené protilatky v0&i receptorim avBs nebo avfs a vG&i in-
tegrinovym podjednotkdm av, Bz a B85 pomoci Becton-Dickensonova
sorberu fluorescenci aktivovanych bunék (FACS). V tomto p¥ipa-
dé se pozoruje silnd exprese uvedenych integrinG (obr. 1).

Popsané buné&cné druhy se odkujfi s hustotou bunédk 48000

bunék/cm?2, jak shora uvedeno, do 48-dGlkovych desti&ek Costar
povieZenych peptidem RGD a pak se inkubuji jednu hodinu p¥Fi
teplot& 37 °C, za 95% relativni vlhkosti a pFi obsahu oxidu
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uhligitého 5 %. Neulp&lé buiniky bé&hem tohoto pokusu se odplavi
dvakrat PBS, hodnota pH 7,4. Kvantifikace ulpé&lych bunék se
provede nepfimo stanovenim aktivity bun&&ného enzymu N-acetyl-
hexosaminidédza pomoci vhodné standardni kFivky zplsobem podle
Landegrena (J. Imunol. Methods 67, str. 379 aZ 388 1984).

Povlak povrchl buné&né kultury pFedb&?né& BSA zpracovaného
plystyrenu derivatl avBs- nhebo avBs— selektivnich thiolpeptidl
1-, 2-(sulfo-SMPB)derivdtl vede k silné a na dédvce nezdvislé
stimulaci adheze kulturnich my8ich osteoblastd MC3T3 H1 (obr.
2). Na rozdil od toho, nemd biologicky inaktivni thiolpeptido-
vd kontrola vyznamny G&inek, z &ehoZ vyplyvd vysoka selektivi~-
ta a vysokd specifilnost prokdzané peptidové interakce integ-
rin-RGD. Mén& selektivni avPs/avPs thiolpeptid 3-(sulfo-SMPB)
(cyklo-RGDVE-aminocysteinamidohexanovd kyselina (Delforge a
kol., Anal. Biochem. 242, str. 180, 19386) vykazuje také vyraz-
né slabd{i u&inek neZ odpovidajici derivdty thiolpeptidu 1 a 2.

Vazebni chovani rlznych bunéénych druhl k polystyrenovym
BSA-ptedbé&iné zpracovanym povrchim povilelenym thiolpeptidovym
derivatem i-{sulfo-SMPB) nebo thiolpeptidovym derivdtem
2-(sulfo-8SMPB) odpovidda titraéni kifrivce majici maximalni
miru absorpce pribliZng 70 % (primdrni krysi osteoblasty),
pFibliZnd 80 % (primdrni lidské osteoblasty a primarni bunky
lidského osteoprogenitoru) a priblizng& 90 aZ 100 % (my3i os-
teoblasty MC3T3 H1) o&kovanych bunék a polovi&ni maximdini bu-
n&&nou vazbu s koncentraci peptidu RDG v povlakovém roztoku 50
a? 1000 nM (obr.3). Na rozdil od toho nevykazuji negativni
kontrolni buriky (M21L) avBs/avBs Z&dnhou vyznamnou buné&nou ad-
hezi. Shora popsané miry absorpce jsou zvy$Seny 20 aZ 40x ve
srovnani s povrchy povlenymi 5% BSA, coZ vede k nevyznamné
bun&&né adhezi u v8ech pouZitych osteoblastovych kultur.

Podobné chovdni uvedenych osteoblastovych kultur potvr-
zuje, Ze U&inky stimulujici adhezi jsou specifické pro osteo-
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blasty, nejsou v8ak zavislé na druhu.

Vazba shora uvedenych osteoblastovych buné&énych kultur na
BSA pFedzpracovanych polystyrenovych povrchdch povledenych
thiolpeptidovym derivdtem 1-sulfo-SMPB mGZe byt Upilné inhibo-
vdnha pFisadou rozpudt&ného cyklického RGDfK v adhesnim pro-
stFedi (obr. 4). Tento vysledek potvrzuje, Ze pozorované jevy

ulpivani bunék zprostredkuje peptid RGD samotny.

Zdvislost ulpivdni buné&k primdrnich lidskych osteoblastl
nebo bunék MC3T3 HY1 na uvedeném thiolpeptidem povledeném 1,2
(sulfo-SMPB) ptedem BSA zpracovaném polystyrenovém povrchu na
radu o&kovanych bundk vytvari saturaéni kiivku (obr. 5). Lze
v8ak rozeznat nevyznamnou adhezi buné&k na BSA negativnim po-
viaku. Prdmérnd plocha ulpé&lych buné&k je pribliZn& 200 aZ 500
um2  vypodteno pro pfipad maximdlni hustoty ofkovanych bunék
vytvarici na povrchu stfedni vzdédlenost mezi bunkami pFibliZiné
15 aZ 25 um (obr. 6). JelikoZ prOmér bunék osteoblastu je pFi-
b1iZn& 10 a¥ 15 um, je zFejmé, Ze peptidovy povlak vytvédri do-
stupnd mista pro adhezi bunék v takovém poltu, Ze lze dosdh-
nout husté povleleného povrchu osteoblasty, kde jsou bunky us-
poréaddny v bezprostifedni vzdjemné vzd4dlenosti. Casovy prubéh
procesu adheze bunék na shora uVedeném povrchu ukazuje rychlou
adhezi bunék, kterd v zdvislosti na bunélném typu je ukondcena
po pFibliZn& 45 a? 60 minutdch (obr.7). Buné&&né linie (napfik-
lad MC3T3 H1) vykazuji rychlej§i kinetiku adheze neZ primarni
bun&&né kultury (lidské, krysi). Vyznamné rozdily mezi obé&ma
zde pouZitymi thiolpeptidivymi derivdty nejsou v té&chto poku-
sech rozeznatelné.

PFiklad 3

K prozkoumani G¢inku rtznych délek kotevnich molekul a
tudiZ vzddlenosti mezi sekvenci RGD rozezndvajici bunky a po-
vrchem materidlu na rozsah osteoblastové adheze, se pfipravi
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¢tyFi rdzné akryldt-RGD peptidy (cyklo-RGDfK NH-CO-akrylatové
derivaty) (typ: iia, iib, iiia, iiib) s r@znymi délkami mezer-

niku molekul.

Cyklo-RGD peptidy se pifipravi zplUsobem podle pFikladu 1
nebo zplsoby, které popsal Pless a kol. (J. Biol. Chem. 258,
str. 2340 aZ 2349, 1983) nebo Gurrath a kol. (Eur. J.Biochem.
210, str. 911 aZ 921, 1992). Odpovidajici délky kotev téchto
peptid& byly pfibliZné 2,6 nm (akrylatpeptid 1, typ iia), 83,5
nm (akrylatpeptid 2, typ iib), 3,7 nm (akrylatpeptid 3, typ
jiia) a 4,2 nm (akrylédtpeptid 4, typ iiib).

Ke kovalentni vazbé& téchto peptidl na polymerované po-
vrchy PMMA (polymethylmethakrylatu) se pPipravi ze t#{i rlznych
sloZek PMMA ¢&lanky vhodného tvaru s rlznou porozitou (primér
10 mm, vydka 2 mm):

- kostni cement na bédzi PMMA (Merck kGaA, Némecko, &islo 1i-
cence 5181.00.00) odpovidajiciho popisu produktu (40 g prés-
ku + 20 ml1 tekutiny).

- 10 g granuli PMMA/PHEMA (polyhydroxyethyimethakrylédtu)
o velikosti &4stic 0,5 aZ 0,6 mm (Biomet) smiSenych s 1,3 ml
roztoku HEMA (68,6 % HEMA, 29,4 % TEGMA [triethylenglykoldi-
methakryldt], 2 % tBPB [terc.-butylperoxybezodt]) a ulpé&lych
prostifednictvim tohoto roztoku na poréznim podlioZnim materi-
adlu.

- 10 g granuli PMMA (Plex Y7H, Ro6hm, Némecko) frakce Castic
0,7 a? 2 mm s 1,5 ml roztoku methylmethakryldtu (MMA) (68,6
% MMA, 29,4 % TEGMA, 2 % tBPB) a ulpélych prostfednictvim

tohoto roztoku na poréznim podloZnim materidlu.

Ke kovalentni vazbé& akrylatovych peptidd na pfedbéZiné po-
lymerované lisované prvky. PMMA se pFipravi zdsobni roztoky ak-
ryldtovych peptidd 1, 2, 3 a 4 v kone&né koncentraci 100 puM
v kaZzdém ptripadé v systému DMSO/0,2 % (hmotnost/objem) ka-
frchinonu. Ve v8ech pfipadech se pFipravi zifedénim systémem
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isopropanol/2 % (hmotnost/objem) kafrchinonu fada koncentraci

majici kone&ny obsah peptidu 0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 uM
a 10 uM. Vylisované prvky se inkubuji 2 hodiny pFi dennim
svétle a pFi teploté mistnosti a pak se v suchém stavu skladu-
ji pri teploté& 4 °C. Pted pouZitim se vzorky promyji PBS, hod-
nota pH 7,4 k odstranéni nevdzanych peptidd a uloZi se v PBS o

hodnot& pH 7,4 pFes noc piri teploté 4 °C.

Prisadou 250 ul1/ na kazZdy vylisovany prvek kaZdého z 5%
roztoku BSA v PBS o hodnoté& pH 7,4 a nédslednou inkubaci dvé
hodiny pfi teploté& mistnosti a promytim jednou PBS o hodnoté
pH 7,4 jsou blokovdna nespecifickd mista buné&&né vazby.

Vylisované prvky PMMA, které byly zpracovany roztokem
isopropanol/0,2 % (hmotnost/objem) kafrchinonu misto peptido-

vymi roztoky, plGsobi jako negativni kontroly.

Zkoumd se adheze osteoblast® Tinie MC3T3 H1 ziskané z le-
bek neonatdinich my8i (Heermeier a kol., Cells and Materials
5, str. 309 a? 321, 1995) na shora uvedenych peptidem povle&e-

nych povrchach.

Osteoblasty MC3T3 H1 se olkuji s olkovaci hustotou 48000

bunék/cm2, jak shora uvedeno, do 48-dilkovych destifek Costar

s vylisovanymi prvky PMMA povlelenymi peptidem RGD a pak se
inkubuji po dobu jedné hodiny pFi teploté& 37 °C, v prostiedi
s 95% vihkosti a s obsahem 5 % oxidu uhliitého. Neulpé&lé buni-
ky b&hem pokusu se pak vymyji dvakrdt PBS, hodnota pH 7,4.

Kvantifikace ulp&lych bun&k se provede nepfimo stanovenim
aktivify buné&&ného enzymu N-acetylhexosaminiddza pomoci vhodné
standardni krivky zplsobem podle Landegrena (J. Imunol.Methods
67, str. 379 aZ 388, 1984).

Vazebni chovani osteoblasti MC3T3 H1 k rlznym PMMA
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vylisovanym prvkdm povielenym uvedenymi akryléatovymi peptidy 1
RGD (typ iia), 2 (typ iib), 3 (typ iiia), 4 (typ iiib) odpovi-
dd v kaZdém ptripadé titraéni kifivce. Maximdini miry absorpce
jsou piribliZné 20 % pro akryléatovy peptid 1 a piribliZné 80 %
aZ 100 % pro akrylatové peptidy 2, 3 a 4. K polovi&ni maximal-
ni buné&&né vazbé& dochdzi pfFi koncentraci RGD v povlékacim roz-
toku pFribliZzné 1 aZ 10000 nM pro akrylédtové peptidy 2, 3 a 4.

Popsané miry absorpce bun&k na RGD peptidem povleenych
tvarovanych prvcich z kostniho cementu se zvy3uji pribliiné
1,56x (akryldtovy peptid 1) a pPibliZné 5 aZ 15x (akryldtové

peptidy 2, 3 a 4) v porovnani s nepovielenymi povrchy (obr. 8).

Popsané miry absorpce bunék na RGD peptidem povlelenych
prvcich tvarovanych z poréznich granuli PMMA/PHEMA se zvysuji
2 a? 5x (akryldtové peptidy 2, 3 a 4) v porovnani s nepovlele-
nymi povrchy (obr. 9).

Popsané miry absorpce bunék na RGD peptidem poviecenych
prvcich tvarovanych z poréznich granuli Plex Y7H se zvyS8uji 2
a? 3x (akryldatové peptidy 2, 8 a 4) v porovndni s nepovleéeny-
mi povrchy (obr. 10).

U vzorkld PMMA/PHEMA nebo PMMA-Plex Y7H je patrno, jak
vétsi kolisani $ifky hodnot bunééné adheze, tak siln&jsi adhe-~
ze osteoblastd na nepovlelené kontrolni vzorky s konstantni
mirou maximaini adheze RGD peptidem povielenych vzorkd neZ
u prvkd tvarovanych z kostniho cementu PMMA.

U akrylédtovych peptidl 2, 3 a 4 jak v porovnédni navzajem,
tak v porovndni s thiopeptidy 1 a 2 povlielenymi pii testu kon-
troly BSA, se pozoruji velmi podobné stimulace buné&cného ulpi-
vani, av8ak nejkrats8i peptid, akryldtovy peptid 1 je témé¥ ne-
aktivni. Z toho vyplyvéd zavér, Ze rozhodujici minimadini vzda-
lenost ptibliZzné 2,5 aZz 3,5 mm je nutnd mezi RGD buné&dnou roz-
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1i8ovaci sekvenci a povrchem materidlu Kk moinosti uskutelnit

stericky Uspé&dnou adhezi buné&k (obr. 11).

Vy&89 aktivita akryldtového peptidu 3 na nosi¢ kostniho
cementu PMMA ukazuje na molekulovou strukturu optimdini pro
adhezi bunék s ohledem jak na délku molekuly, tak na pripadné

hydrofilni/hydrofobn{i rozdéleni nebo pomé&r v mezerniku.
Priklad 4

Ke zkoudce bund&né adheze osteoblastl k peptidem povliele-
nému kovovému povrchu byly opatifeny tvarované prvky (7x7x1 mm3
Zz nerezavéjici oceli V4A tPemi rlznymi povlaky a vzdy byly po-
vie&eny peptidy RGD. K tomu se napfed tvarované nerezové prvky
inkubuj{i v ultrazvukové ldzni 15 minut pri teploté 60 °C za U-
Eelem vy&idténi, opldchnou se demineralizovanou vodou, inkubu-
ii se 30 minut v acetonu, opét se oplachnou demineralizovanou

vodou a inkubuji se 24 hodin pifi teploté 60 °C k vysuSeni.

{
Desti&ky z nerezavéjici oceli se pak opat#i tremi druhy

povlak{:

a. ZpGsob KevlocR (Haereus Kulzer GmbH, Wehrheim, Némecko):
Primdrni roztok KevlocR se nanese v tenké vrstvé a inkubuje se
tFi minuty pFi teploté& mistnosti. Pak se nanese podobné tenké
vrstva vazebniho roztoku KevlocR a aktivuje se 20 minut
v suddrnd pFi teploté& 180 °C.

Jeliko? tato varianta povlaku pifimo vyivaiPri dostupné ak-
ryldtové volné radikdly na kovovém povrchu, je pak moZno pfimo
kovalentné kopulovat akrylatovy peptid 3, typu iiia, jak je
popsdano v pFikladu 3 pro polymerovany kostni cement PMMA.

)

b. ZpGsob SilicoaterR (Haereus Kulzer GmbH, Wehrheim, Né&mecko):

Nanese se v tenké vrstv® roztok SilisealR a su3i se pé&t minut
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ptri teploté mistnosti. Pak se stejnym zplsobem nanese v tenké
vrstvé roztok Sil1i1inkR a aktivuje se v susdrné tv¥i minuty pfi
teploté& 320 °C. K umoinéni nanést akrylatové radikdly na po-
viedeny kovovy povrch se pfipravené tvarové prvky z nerezavé-
jici oceli ponofi do demineralizované vody zaht4té na teplotu
75 °C a hodnota pH se nastavi hydroxidem sodnym na pfiblizné
8,00. Za michdani se vnese bé&hem jedné hodiny 1% roztok
3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (HUls AG, Némecko) aZ do
dosaZeni hodnoty pH ptibliZné 6,5. Smés se michd jednu hodinu
pFi teploté 75 °C p¥Fi hodnoté pH pribliZné 6,35. Dojde k vazbé
akryldtového peptidu 3, typu iiia, jak je popséno v prikladu 3

pro polymerovany kostni cement PMMA.

c. Pigmentovy povlak (Merck KGaA, Darmstadt, Né&mecko):

Tato varianta povle&eni se provadi podle silanizadniho zplsobu
popsaného v patentovém spise Cislo DE-A 4321005, ktery plvodné
popisuje techniku nand8eni perleftové lesklého pigmentu v po-
viakovém systému na vodné bdzi na kovy a plasty v automobilnim

a plastovém primysiu.

PFri tom se tvarované prvky z nerezavéjici oceli ponoti do
demineralizované vody zahtdaté na teplotu 75 °C, hydroxidem
sodnym se nastavi hodnota pH 8,00 a za michdni se pFid4d bé&hem
dvou hodin roztok chloridu hlinitého. Pak se podobné davkuje
za michani bé&hem dvou hodin 5% roztok silikatu sodného. V na-

sledujicim stupni se za michdni b&hem jedné hodiny pFidad 1%

roztok 3-methakryloxypropyltrimethoxysilanu (HUls AG, Némecko).

- Smés se michd jednu hodinu pifi teploté 75 °C a pri hodnoté& pH
pribliZné 6,40. Uskute&ni se vazba akryldtového peptidu 3, ty-
pu iiia, jak je popsdno v pfikladu 3 pro polymerovany kostni
cement PMMA.

Kdy? jsou tvarované prvky z nerezavéjivci oceli povleleny
akryldtovym peptidem 3, typu iiia tfemi rGznymi zplsoby, zkou-
md se adheze osteoblastl Tlinie MC3T3 Hi. K tomu se pouZije




_39_

popstupu popsaného v pFikladu 3.

Vazebni chovéani osteoblastl 1inie MC3T3 H1 na tvarované
prvky z nerezavdjici oceli povlelené akryldtovym peptidem 3 a
ptedem wupravené tFemi rGznymi zplsoby odpovidd pro kaZdy

pripad titragni kFivce (obr. 12).

Maximélni mira adheze je pPibliZné ' 60% u pigmentového
povlaku a pFibliZné 80% u zplsobl KevlocR a SilicoaterR. Polo-
viéni maximalni vazba bunék nastdvd pPri koncentraci peptidu
RGD v povlékacim roztoku pPibliZné 1 aZ 100 nM u v8ech tfech
variant povledeni. Popsané miry absorpce na tvarovanych prv-
cich z nerezavéjici oceli povlelenych peptidem RGD jsou zvySe-

ny 3 aZ? 8x ve srovnani s nepovielenymi kontrolami.

U zpGsobl KevlocR nebo SilicoaterR pro kaZdy prFipad doda-
te&né provedou poviaky za pouZziti pouze jednoho povlékaciho
roztoku (samotny primer KevlocR, samotnd vazba KevlocR, samot-
ny SilisealR, samotny SililinkR). V tomto pFipadé se nepozoru-
ji 74dné vyznamné rozdily v adhezi bunék v porovnani s ptfi-
sludnymi dvojitymi poviaky (KevlocR primer/bond, SilisealR/Si-
1iT1inkR ).

Priklad 5

K doplhujicimu vyzkumu nikoli pouze adheze osteoblastl,
ale také jejich proliferace na povrchu povle&eném peptidem RGD

se postupuje takto:

Ke kovalentni vazbd akryldtového peptidu 3 typu iiia na
polymerované prvky tvarované z kostniho cementu PMMA je zvolen
zpUsob pov1ékédni popsany v pPFikladu 3.

Na prvky tvarované z kostniho cementu povie&ené peptidem
RGD se aplikuji my${i osteoblasty MC3T3 H1 zplisobem popsanym
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v prikladu 3, avéak se dvéma rozdily: naolkuje se 12000
bundk/cm?2 misto 48000 bun&k/cm? a doba adheze se zvy3i na dvé
hodiny misto jedné hodiny. Krom& toho se zkoumaji t#fi rlzné
koncentrace peptidu v poviékacim roztoku: 0,01 uM, 1 pM a 100
uM. Po odplaveni neulpé&lych buné&k, se osteoblasty MC3T3 H1
kultivovuji pti 95% atmosferické vlhkosti a pFi obsahu 5 %
oxidu uhlic¢itého ptri teploté 37 °C v prostiedi obsahujicicm
sérum (10 %) po dobu 15 dni. B&hem té doby se prosttedi méni
dvakrat tydn& a po 1, 2, 3, 4, 5, 10 a 15 dnech se zjidtuje
pofet bunék testem WST (Boehringer, Mannheim, Némecko). V kaZ-
dém prFipad& je patrnéd typickd exponencidlni kifivka bun&Zné
proliferace kultivovanych osteoblastl (obr. 13). Maximdlné do-
saeny polet bunék je primo zAavisly na koncentraci peptidu RGD
v povlékacim roztoku. Tak po 15 dnech kultivace se dosahuje na
cm?2  pFibliZn& 1000000 bungék (100 uM peptidu), pFribliiné
550000 bunék (1 uM peptidu), prFibliZn& 300000 bunék (0,01 uM
peptidu) a pribliZné 230000 bunék (kontrola bez peptidl). PPFi
nejvy$si koncentraci peptidu 100 uM je tedy patrny pPFibliZné
Etyr— a? pé&tindsobny néardGst proliferace ve srovhani s nepovle-

Cenymi vzorky.
Priklad 6

Modelem pouZitym pro povlékdni materidiu peptidy RGD rlz-
né selektivity bun&k k ziskdni implantdtl majicich mistné& di-
ferencované bioaktivni modely povleleni, které maji stimulovat
adhezi r@Gznych bun&&nych druhl se polymeruji prvky tvarované
kostnim cementem PMMA. Na né se kovalentné kopuluji dva pepti-
dy RGD s rGznou bund&&nou selektivitou. V tomto ptripadé se na
prvky tvarované PMMA, popsané v pifikladu 3, kovalentn& Kkopu-
luje akryldtovy peptid 3 typu iiia se selektivitou pro osteo-
blasty obsahujici avBs/avBs integrin a akrylétovy peptid 5 ty-
pu iiia majici selektivitu pro airtipBz—-pozitivni destilky.

a. V prvni &&4sti pokusu se tvarované prvky PMMA povléknou
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akryldatovymi peptidy 3 a 5 v koncentracich povliékaciho rozoku
100 pM, 10 uM a 1 uM pro kazdy pfipad. Tyto materidly poviele-
né peptidem RGD se pak paralelné& ockuji osteoblasty a desticC-
kami a zjidtuje se jejich bunédnd adheze. Osteoblasty MC3T3 Hi
(350000 bunék/cm2) a lidské destilky 50 miliond bunék/cm?) se
paraleln& nao&kuji do tvarovanych prvkd PMMA povleCenych jak
akrylatovym peptidem 3, tak akryldtovym peptidem 5 a jejich
bun&nd adheze se stanovi zplsobem popsanym v pifikladu 3. Lid-
ské destidky se pripravi zptsobem, ktery popsali Shattil a
Brass (J. Biol. Chem. 262, str. 992 a7 1000, 1987). Timto po-
kusem je moZno piredvést bun&fnou selektivitu obou peptidl RGD.

Osteoblasty avBs/avBs-pozitivni prilnuly pfednostné na tva-
rované prvky PMMA povielené akryldtovym peptidem 3 (avBs/avBs-—
selektivn&) ve srovnani s avBs/avPs-nedgativnimi destidkami.
(obr. 14). Pro osteoblasty se zjistily vypoltené Abs (405 nm)
pribliZngd 6,0 Abs (pro 100 uM peptidu v poviékacim roztoku),
priblizng 2,0 Abs (pro 10 uM peptidu) nebo 1,8 Abs (pro 1 uM
peptidu). Pro destiky se v8ak zjistily podstatné niZ8{ hodno-
ty bun&&né adheze pFibliZné 3,0 Abs (pro 100 uM peptidu v po-
vlékacim roztoku), pribliZné 1,5 Abs (pro 10 uM peptidu) nebo
pfibliZné& 0,2 Abs (pro 1 UM peptidu). Opa&ny jev se v8ak zjis-
ti1 u tvarovanych prvk& PMMA povlelenych akryldtovym peptidem
5 (ar11bPs—-selektivng). V tomto pitipadé ulpivaly desticky na
prednostn& ai1ipPBa—pozitivni oproti aii1ibBa-negativnim osteo-
blastim (obr.15)

Pro destig&ky se zjistily vypoltené Abs (405 nm) pFibliZné
4,0) (pro 100 uM peptidu v povlékacim roztoku), pFibliZné 0,5
Abs (pro 10 uM peptidu) nebo ptibliZné 0,2 Abs (pro 1 uM pep-
tidu). Pro osteoblasty byly v8ak zjistény vyznamné niZ8§i hod-
noty bun&&né adheze, priblizn& 1,5 Abs (pro 100 pM peptidu
v povlékacim roztoku), priblizn& 1,0 Abs (pro 10 uM peptidu)
nebo pribliZn& 0,2 Abs (pro 1 uM peptidu).
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b. Ve druhé &4sti pokusu se podobné tvarované prvky PMMA

poviéknou akrylatovymi peptidy 3 a 5, av8ak vidy pouze v kon-—
centraci povlékaciho roztoku 100 uyM. Materidly povielené pep-
tidy RGD se pak o&kujf paralelné ostoblasty, destidkami nebo
smési osteoblastl a destifek a stanovi se jejich buné&nia adhe-
ze., V kaZdém pripadé se paralelné naolCkuji osteoblastty MC3T3
H1 (350000 buné&k/cm?), l1idské destidky (50 miliond bundk/cm2?)
a smés bunék (350000 buné&k/cm? nebo 50 miliond bunék/cm?)
jak na tvarované prvky PMMA povielené akryldtovym peptidem 3
tak akryldtovym peptidem 5 a jejich buné&fnd adheze se stanovi

zplsobem popsanym v piikladu 3.

Osteoblasty avfBs/avBs-pozitivni (pFibliZné 6,0 Abs) pFfi-
Tnuly ptrednostné na tvarované prvky PMMA povlielené akryléatovym
peptidem 3 ve srovhani s avBs/avBs-negativnimi destickami
(pfibliZné 3,0 Abs) (obr. 16). JesatliZe se oba druhy ockuji
jako smds, ziskd se vysledek odpovidajici osteoblastim samot-

nym (pfibliZzné 6,5 Abs.).

Opadny jev byl v8ak zjidtén u tvarovanych prvk( PMMA po-
viedenych akryldtovym peptidem 5 (aitripfB3—selektivné). Destil-
ky (aiti1eBs-pozitivni) (pribliZné 4,0 Abs) ulpivaly prednostné
v porovhani s airi11bBs-negativnimi osteoblasty (pfribliZné 1,5
Abs) (obr.17). JestliZe se oba bunéiné druhy odkuji jako smés,
byl ziskdn vysledek, ktery odpovidd pribliZné& soultu jednotli-
vych hodnot pro desti&ky a osteoblasaty (pFibliZné& 6,5 Abs.).

Tyto vysledky potvrzuji, Ze povlak@ implantdt( rlznymi
bund&nd selektivnimi peptidy RGD je moZno pouZit k vytvéafeni
implantdt®, které zprostfedkuji preferované adhezi vybranych
bun&&nych druht. V tomto pitipadé z porovhdni osteoblastl a
destigek vyplyva:

- povrchovy povlak integrin-selektivnimi peptidy RGD mbZe vy-
razn& stimulovat adhezi buné&&nych druhl, které maji komple-
mentdrni integrinovou Upravu v porovnani s bunikami, které
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nemaji takové specidlni integriny, nebo je maji jen v malé
mire,
- tento jev pFfetrvdavd i kdyZ se pouZije smési bun&k, které se

bl1iZzi vice stavu in vivo.

Primyslovd vyuZitelnost

Vyroba biologicky funkcionalizovanych biomateridlt, zej-
ména implant4tld povliékdnim na miru syntetizovanymi peptidy RGD
selektivnimi pro bufky nebo tké&n&, které stimuluji in vitro
adhezi buné&&nych druhl, které jsou ur&eny k dosa’eni tkahové
integrace odpovidajiciho biomateridlu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Implantdt vhodny pro rlzné l1idské a zviteci orgédny, se-
stdavajici v podstaté z nosifové matrice a z peptidového povia-
ku této matrice, ktery obsahuje stejné nebo odli&né peptidy
pro cilenou adhezni stimulaci bunék Tidského nebo zvifeciho
téla, které maji sekvence rozpozndvajici vazebna mista na in-
tegrinovych receptorech zodpové&dnych za adhezi na bufikdch l1id-
ského nebo zviteciho téla, pridemZ? nosidova matrice ma reak-
tivni skupiny schopné vazby na svlj povrch, které jsou schopny
vstupovat do stdlych kovalentnich vazeb se vhodnymi funké&nimi
reaktivnimi skupinami peptidové vrstvy , vy zna&¢uijici i
s e t 1 m, Ze peptidy jsou uspotfdddny na porvchu implantétu
tak, Ze na zékladé své odpovidajicné& rozli&né, strukturnd pod-
minéné adhezi bunék stimulujici aktivity odpovidaji specific-
Ky ptrirozené odlidnému komplementdrnimu integrinovému modelu
tkédfiovych bunék s nimi sousedicich v ur&ité oblasti, do které
ma byt implantdt zaclenén prostfednictvim mistné& odligeného,
selektivniho, bioaktivniho poviakového modelu povrchu implan-

tatu.

2, Implantdt podle ndroku 1, vy znad¢uijiicii s e
t im, Ze peptidy jsou vdzédny na porvchu implantédtu pomoci

kotvicich molekul.

3. Implantat podle ndroku 2, vy znad¢uijidici s e
t i m, Ze kotvici molekuly maji jednu z nédsledujicich struktur:
~CO-(CH2 )x X-SH, (i)

kde znamend X jednoduchou vazbu nebo skupinu
~CO-NH-(CHz2 )1, k = 2 aZ 12 a 1 = 2 a? 4,

—CO-(CH2 )m~[NH~CO~(CH2 )n ]1p ~NH-CO—~CH=CH2 , (i)
kdeman=2 aZ? 8, p =0 aZ? 2,

~(CO-CHz2 -O~CH2 -CH2 ~0~CH2 ~CH2 —=NH )q —CO-(CH2 )r =NH~CO~CH=CHz2~ (i41)
kde g =1 aZ2 3 ar =2 aZ 8.
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4, Implant4t podle ndroku 3, vy z na & y i ic A s e

t 1 m, e kotvici molekuly maji jednu z ndsledujicich struktur:

—~CO-CH2 -CH2 -SH (ia)
—CO~CHz2 -CH2 ~CO-NH~CH2 ~CH2 -SH (ib)
—~CO-(CHz )5 ~NH~CO~CH=CH2 (iia)
~CO-(CHz )5 ~NH-CO-(CH2 )5 ~NH-CO~CH=CH> (iib)
~C0~CH2 ~0-CHz2 —CH2 ~0~CHz ~CHz2 ~NH~CO~ ( CHz )5 ~NH~CO-CH=CHa (iiia)

~(CO—CH2-O—CH2—CH2-O—CHz—CHz—NH)z—CO—(CHz)s—NH—CO-CHzCHz (iiib)

5. Implantdt podle ndroku 2 a¥ 4, vyznacuijici i
s e t i m, Ze peptidy jsou vdzany na porvchu implantatu pro-
stfednictvim karboxylové skupiny kotvici molekuly amidovou
vazbou a kotvici molekuly jsou vazany na povrch implantitu
prostfednictvim merkaptoskupiny nebo akryl&tové skupiny.

6. Implantdt podle ndroku 5, v Yyznac¢uijici s e
t im, Ze peptidovd kotvici molekula ie vdzdna na porvch im-
plantdtu tak, Ze stericky rozhodujici, absolutni minimalnid
vzddlenost mezi bufkou rozpoznavaci doménou peptidu a povrchem

nepovleceného materidlu je 2,5 a7z 3,5 nm.

7. Implantdt podle ndroku 1 a¥ 6, vy znaduijici
s e t 1 m, Ze peptidy jsou schopny véazat avBs/avPs-expresu-—
iici buhky.

8. Implantédt podle nédroku 1 a% 7, v YzZnadéuijic i
s e t im, Ze obsahuje peptidy majici aminokyselinovou sek-
venci RGD.

9. Implantdt podle ndroku 8, vy zn a & u iic i s e
t 1 m, Ze obsahuje peptidy se sekvenci cyklo-RGDfK.

10. Implantédt podle nédroku 1 a3 9, vVyznaé&uijici i
S e t i m, Ze obsahuje mezivrstvu podporujici adhezi a/nebo
rozvétvené molekuly, které prispivaji efektu roz&iteni povrchu
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mezi peptidy nebo molekulami kotvicimi peptid a povrchem nosi-
Cové matrice.

11. Implantdt podle ndroku 1 a¥ 10, vy znaé&u i ic i
s e t im, Ze nosi&ovou matrici je vhodn& tvarovani kerami-
ka, polymerni materidl, Kkov nebo ie matrice konstruovana
z téchto materidia, které mohou byt vytvoreny jako biohybridnf
organ kolonizovany butitkami in vitro nebo in vivo.

12. Zplsob vyroby implantétu podle ndroku 1 a3 11, vy -
Znadcuijici S e t im, Ze
i) integrinova receptorovd struktura cilové tkdné, do kte-

ré se ma implantédt zadlenit in vivo, se stanovuje tes—
tovacim systémem 1in vitro,

ii) selektuiji a syntetizuji se peptidy majici vhodnou komple-
mentarni strukturu,

iii) peptidy se kovalentné vdZzi na pFrisludny, popripad& modi-
fikovany povréh implantdtu p¥imo nebo prosttfednictvim za-
kotvujicich molekul, pFidem? lokdlnig uspotfdadani rlznych
peptidd na povrchu implantédtu odpovida uré&itému predem
stanovenému Tokalnimu usporadani cilovych bunék majicich
komplementarni integrinovy model, do kterého se implantéat

za&lefuije.

13. ZplUsob vyroby implant&tu podle ndroku 12, v Y Z na -
Cuijic i s e t im, Ze se provadi in vitro stanoveni
integrinové receptorové struktury cilové tkang pomoci imuno-
histologicky aktivnich protilatek.

14, Zplsob vyroby implant&tu podle ndroku 12 nebo 13, v y-
Zznaduijici i s e t im, Ze kopulace peptidd nebo
kotvicich molekul peptidu na povrch implantdtu se provadi o
sob& zndmymi zpUsoby poviékani.
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