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Z LABORATORE DO VELKEHO DIVADLA:
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CTVRTEK 22.9. 2016

CHARAKTERIZACE & MODIFIKACE

Ctvrtek 8:50 ) )
Lucy Vojtova, Jan Zidek, Veronika Svachova, Jana Brtnikova, Markéta Tesarova,
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Rastislav Ballay, Ivan Landor, Frantisek Ruzicka a Tomas Suchy
Aloplastické materialy a jejich citlivost ke kolonizaci

Ctvrtek 10:20 (S)
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Vyvoj metody pro testovani antibakterialni aktivity
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a Vaclav Svorcik
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Ctvrtek 12:00
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Experimentalni biotribologie
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PATEK 23.9. 2016
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Interakce lidskych kostnich bunék podobnych osteoblastiim s povrchy oceli
a Si(100) pokrytymi silikalitovym filmem

patek 10:00

Martina Doubkova, Lucie Bacakova, Martin Parizek, Roman Gabor a Jaroslav Marvan
Adheze, rust a osteogenni diferenciace bunék na kovovych materidlech
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patek 11:40
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patek 12:20
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Herbertov, Horani Mlym, 20, - 23, 9, 2016

utery 13:50
Vitézslav Brezina a Jan Kreisler
Tvrda zubni tkan jako prirozeny biomaterial

Lékarska fakulta MU Brno, Vyvojova laborator stomatologické kliniky
brezinavita@gmail.com

Biomaterial je pomérné dobre definovany svétovou zdravotnickou organizaci a je chapan
prevazné jako umély ziskany z nerostnych materialQ, jejich kompositQ, réiznych kovl a jejich slitin
a v posledni dobé také material{, pochazejicich z materidl( pfirodnich, tedy Zivocisnych, které
jsou rlizné chemicky ci fyzikalné upravovany do formy, ktera vyhovuje medicinskému uziti, tedy
nejCastéji komposity, vliaknové materidly, Ci scaffoldy s Gcinkem degradacnim.

V této praci vam predstavime ucinky prirozeného materialu, tvrdé zubni tkané, ktera je jiz
Uspésné uzivana v Evropskych dentalnich ambulancich. Funguje to, ale zatim si nikdo neumél
racionalizovat podstatu jevu, pfi kterém dochazi po aplikaci dentinu k rychlé augmentaci Celistni
kosti s moznosti brzy aplikovat potfebné dentalni implantaty. Vychodiskem se stal pridzkum
izraelskych lékarli ve skupiné Dr. Itzhaka Bindermana. Ti nejenom prokazali, Ze to funguje, ale
také vyvinuli pristrojovou zakladnu, dostupnou dnes i ve stfedni Evropé. Pouzili jsme jejich metody
a zobrazili pomoci sbérné mikrokinematografie vzajemné interakce mezi strukturovanou tvrdou
zubni tkani a osteocyty v tkarfové kulture. Po kvalitativni i kvantitativni analyze, se ukazuje ddivod
zlepSené interakce lidskych osteocytll MG63 a aplikované strukturované tvrdé zubni tkané, v
porovnani s jinymi, trzné dodavanymi materialy.

utery 14:10

Radka Vrbova?!, Pavel Bradna?!, Martin Bartos?, Lucie Himmlovat
a Tomas Horazd'ovsky?

Soucasny pohled na vyuziti rekonstrukcnich materialti ve stomatologii

! VSeobecna fakultni nemocnice v Praze, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN
2 Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav fyziky

vrbova@vus.cz

Zuby jsou specifické Utvary v dutiné Ustni, tvofené prevazné tvrdymi tkanémi, mezi néz patii
sklovina, dentin a cement. Sklovina, pokryvajici povrch anatomické korunky, je vzhledem
k vysokému obsahu mineralnich latek nejtvrdsi tkani v lidském téle, ktera musi odolavat jak
fyzikalné-mechanické zatézi, tak i chemickému plsobeni Fady latek z pfijimané potravy ¢i napojl
a rovnéz produktd metabolismu bakterii, pfitomnych v Ustni dutiné. Tyto latky s nizkym pH
rozpousté&ji mineralni slozky skloviny, ¢imz dochazi k jeji demineralizaci. Sklovina je pak
nachylnéjsi ke vzniku zubniho kazu nebo erozi. V pfipadé nedodrzovani ddsledné Ustni hygieny,
nevhodnych stravovacich navykd ¢i nezahajeni véasné 1écby mize v konecném dUsledku dojit
k zavaznym nevratnym zménam az ztratdm tvrdych zubnich tkani s nutnosti jejich nahrady, coz
byva nékdy komplikované i finan¢né nakladné.
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Nabidka dentalnich materiald, uréenych k rekonstrukcim ztracenych zubnich tkani, je velmi
Siroka. V mechanicky silné namahanych distalnich Usecich mohou byt aplikovany dentalni
amalgamy, zaloZené na reakci rtuti s praskovou formou slitin kov{, obsahujicich prevazné sttibro,
cin a méd. AvSak v dlsledku Casto diskutované toxicity rtuti a jejiho mozného uvolfiovani
z amalgamd v pr@béhu koroznich déjl, ale i z dlivodd rostoucich estetickych pozadavkd, se od
amalgaml ustupuje. V soucasné dobé se pri rekonstrukcich zubnich tkani dava prednost
polymernim materialéim, skloionomernim cementdim a dentalni keramice, na néz se zaméruje i
materialovy vyvoj.

Polymery maji ve stomatologii velmi Siroké uplatnéni. Predni misto zaujimaji kompozitni
materialy, jejichz matrici tvofi predevsSim metakrylatové polymery a plnivy jsou Ba-Sr, Zr mleta
kompozity déli do dalSich podskupin s rliznym stupném naplnéni, pres mikro k nanokompozitim
vcetné hybridnich materialli, navzajem se liSicich pfedevsim mechanickymi vlastnostmi, odolnosti
proti opotrebeni, polymeracnim smrsténim, atd. AvSak i u téchto materiadll jsou jiz prokazana
rizika v podob& mozného uvolfiovani zbytkovych volnych monomer( do okolniho prostredi, které
mohou u citlivych jedincl vyvolavat nepfijemné zdravotni komplikace, predevsim alergické
reakce.

Dalsi vyvoj kompozitnich materidll je veden snahou vylepsit jejich mechanické a estetické
vlastnosti, zvysit odolnost proti opotrebeni, snizit polymeracni smrsténi a predevsim zlepsit
biokompatibilitu zamezenim uvolfiovani zbytkovych monomerd.

Tento prispévek vznikl za podpory instituciondini dotace PRVOUK P28/LF1/6 MSMT.

utery 14:30 (S)

Eva Jablonska?, Peter Minarik?, Jan Lipov?, Sarka Beranova3,
Pavlina Tlaskalova3, Vitézslav Brezina® a Tomas Ruml!

Horcikova slitina LAE442 po upravé ECAP a jeji testovani in vitro
(nejen) s vyuzitim techniky mikrokinematografie

! Vysoka Skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta potravinaFské a biochemické technologie,
Ustav biochemie a mikrobiologie

2 Univerzita Karlova, Matematicko-fyzikalni fakulta, Katedra fyziky materiald

3 JihoCeska univerzita v Ceskych Budéjovicich, Fakulta rybafstvi a ochrany vod, Ustav komplexnich
systémd, Pracovisté tkanovych kultur

eva.jablonska@vscht.cz

Horcikové slitiny mohou byt vyuzity pro doc¢asné ortopedické aplikace. Tyto fixace (Sroubky
Ci desticky) by se mély idedlné odbourat se stejnou rychlosti, jakou dochazi k regeneraci
poskozené kostni tkané, ¢imz odpada nutnost reoperace. V soucasné dobé je snahou vyvinout
horcikové materialy s optimalni korozni rychlosti, ¢ehoz mlze byt dosazeno vhodnym slozenim
slitiny a dalSim zpracovanim, které ovlivni mikrostrukturu slitiny - napfiklad pouZzitim metody ECAP
(equal channel angular pressing), kdy dochazi k intenzivni plastické deformaci a zjemnéni
mikrostruktury. Nasim cilem bylo charakterizovat horcikovou slitinu s obsahem Li, Al a vzacnych

9
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kov{ (LAE442) po Upravé ECAP z hlediska korozni rychlosti a cytokompatibility /n vitro s pouzitim
rlznych metod a aplikovat na vzorky téchto horcikovych slitin metodu mikrokinematografie.

Byla sledovana korozni rychlost horcikové slitiny LAE442 v simulované télni tekutiné
i v kultivacnim médiu (méfenim koncentrace vylouhovanych iontl i vypoctem z hmotnostnich
ubytk() v réiznych Casovych intervalech a podminkach pred a po procesu ECAP. Byly provedeny
nepfimé testy cytotoxicity s vyluhy slitin s pouzitim bunécné linie L929 za rliznych podminek
vyhodnocené pomoci WST-1 testu a také pomoci Casosbérné mikroskopie. Dale byly provedeny
kontaktni testy s pouzitim bunécné linie U 2-0OS, kdy byla hodnocena kolonizace materialu
bunkami pomoci elektronové a fluorescencni mikroskopie po fixaci v rliznych ¢asovych intervalech
a také byly v realném case mikroskopicky sledovany bunky MG-63 na rozhrani materialu béhem
tii dni.
. Po tydnu inkubace v SBF bylo zjisténo vyznamne snizeni korozni rychlosti po procesu ECAP.
Zadny z testovanych vzork{ nevykazoval cytotoxicitu v nepfimém in vitro testu (WST-1), naopak
byl pozorovan toxicky efekt nezfedénych vyluhl z obou typl vzorkd pfi vyhodnoceni pomoci
mikrokinematografie, coZ bylo pravdépodobné zplsobeno odliSnymi podminkami testu (napr.
pridavkem vyluhu k bunécné suspenzi oproti pridavku na subkonfluentni vrstvu v prvnim
pfipadé). Byl pozorovan rlst bunék U-2 OS na materidlech bez rozdilu v Upravé. Naopak pfi
mikroskopickém sledovani rozhrani materidld byl pozorovan rozdil v toxicité ve prospéch
materialu bez Upravy ECAP.

I pres nizSi korozni rychlost slitiny LAE442 po Upravé ECAP se pouzitymi metodami nepodafilo
potvrdit jednoznacCny pozitivni vliv Upravy ECAP na cytokompatibilitu. Aplikaci metody
mikrokinematografie pro horcikové slitiny komplikuje zejména nehomogenita materialu v ramci
vzorkl (kvdli riziku bodové koroze je nutno provadét méreni ve vice paralelnich opakovanich, coz
neni pri této metodé snimani v realném case vzdy mozné) i v ramci jednoho vzorku (v pripadé
pfimého testu pfi sledovani rozhrani materialu bylo pozorovano nejednotné chovani v rliznych
Castech vzorku). Dale je také v pripadé pfimého testu komplikovano vyhodnoceni zaznamu, nebot’
dochadzi béhem snimani k uvolfiovani vodikovych bublin a koroznich produktll. Metoda
mikrokinematografie je tedy vhodnéjsi pro vyhodnoceni nepfimého testu s vyluhy a v pripadé
vyhodnoceni primého testu by bylo vhodnéjsi testovat vzorky po predchozi inkubaci v médiu, kdy
vytvorena korozni vrstva zpomali uvolfiovani vodikovych bublin.

Tato préce vznikla za podpory grantu MSMT CR (¢ 20/2016).

Utery 14:50
Vladimir Havranek
Urychlené energetické ionty pro analyzy i modifikace povrchovych
vrstev
Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i.
havranek@ujf.cas.cz

Urychlené energetické ionty mohou slozit jako prakticky nastroj k charakterizaci slozeni a
struktury tenkych povrchovych vrstev uréenych pro biologické aplikace i k analyze vlastnich
biologickych materiald. Zaroven pomoci vysokoenergetickych iontd Ize vhodné modifikovat povrch
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nékterych materialli a vytvaret tak povrchy s poZadovanymi vlastnostmi, nebo vytvaret povrchové
struktury vhodné pro dané aplikace. V Ustavu jaderné fyziky v Rezi mame od roku 2005
k dispozici moderni urychlovac ¢astic TANDETRON 4130MC s terminalovym napétim 3MV, ktery
slouzi jako universalni zdroj MeV iontl témér vSech prvkl od vodiku po zlato. Tandetron
v soucCasné dobé zcela nahradil starSi Van de Grrafflv elektrostaticky urychlovac, ktery je nyni
soucasti sbirky Narodniho technického muzea v Praze.

i

Obr. 1 Laborator Tandetronu s iontovymi trasami (stav 2012) a koncova viceucelova komora
pro simultanni méreni metodami PIXE,RBS,ERDA (PESA) a PIGE.

Na trase mikrosondy je mozno kvantitativné analyzovat koncentrace prvkl s lateralnim rozliSenim
az 1uym a v koncentracich az na Urovni jednotek hmotnostnich ppm, coz umoznuje sledovat
rozloZeni koncentraci sledovanych prvk( i rdmci jediné buriky. Je zde také nové moznost vyuzivat
metodu IBW (Ion Beam Writing — psani iontovym svazkem) pro vytvareni jemnych 3D objektl ve
vhodném materidlu (PMMA, PDMS, sklo, apod.). Na konci trasy iontové mikrosondy je dale
instalovan externi svazek pro ozarovani zivych tkani v normalni atmosfére definovanou davkou,
zvolenou energii a danym typem iontu (H, He, C apod.)

Laboratof Tandetronu umoznuje volny pristup na experimentalni zafizeni (na zakladé
podaného a uspeésné obhajeného navrhu experimentu) v ramci projektu CANAM (Center of
Accelerators and Nuclear Analytical Methods) podporovanym grantem MSMT LM 2011019.

Utery 15:10
David Chvatil, Pavel Krist a Vaclav Olsansky
Radiacni polymerizace a sit'ovani na mikrotronu MT25

Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i.
chvatil@ujf.cas.cz

Mikrotron MT 25 slouZi jako zdroj relativistickych elektronl (primarni elektronovy svazek),
sekundarnich fotonovych svazkd (brzdné zafeni) a neutron z jadernych reakci. Elektronové
svazky jsou v posledni dobé Casto vyuzivany k radiacnimu sitovani a radiacni polymerizaci pro
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vyzkum v oblasti biomediciny a v potravinarském priimyslu. Ve spolupraci s UMCH byly ozafovany
kompozity z Ucelné strukturovanych makroporéznich hydrogell, tyto vrstvené kryogely byly
polymerovany pomoci elektronového svazku s energii do 10 MeV. Ve spolupraci s VUP Praha byly
radiacné sitovany kolageny, které po ozareni ziskavaji vhodnéjsi mechanické vlastnosti.

utery 16:00

Zbynék Tonar!, Tereza Kubikova?!, Jana Horakova?, Petr Mikes?, Martin
Bartos?, Jiri Janacek?*, Miroslav Jirik® a David Lukas?

Mikroskopicka stavba cév jako inspirace pro malopriimérové cévni
nahrady

L Ustav histologie a embryologie a Biomedicinské centrum, LF UK v Plzni

2 Katedra netkanych textilii @ nanovlakennych materialti, Fakulta textilni, TU Liberec

3 Stomatologicka klinika, 1. LF UK v Praze a VSeobecna fakultni nemocnice v Praze

4 Laborator nadorové lécby a regenerace tkané, Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta
Univerzity Karlovy v Plzni y

> Oddéleni biomatematiky, Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i.

zbynek.tonar@Ifp.cuni.cz

Uvod: Podminkami pro dlouhodobé udrzeni préichodnosti umélych biodegradabilnich
malopriimérovych cévnich nahrad (<2,5-3 mm) pfipravenych technikami tkanového inZzenyrstvi
je pfi testovani /in vivo zajisténi dostatecného prdtoku a takovy priibéh remodelace, osidleni a
postupného odbouravani stény nahrady, ktery nevede k uzavéru stépu. Cile prispévku jsou dva:
(i) shrnout dostupné poznatky z oblasti slozeni cévni stény, které mohou byt inspiraci pro vyrobu
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nanovlakennych cévnich nahrad a (ii) kvantitativné popsat trojrozmérnou stavbu nanovlakennych
cévnich nahrad pomoci vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim a stereologickych postupd.

Metodika: (i) V oblasti slozeni cévni stény predstavujeme postupy vedouci k hodnoceni
objemového zastoupeni hlavnich sloZek stény tepen elastického a svalového typu (cévni hladka
svalovina, glykosaminoglykany, kolagen, elastin) a pomérné tloustky vrstev tepenné stény. (ii)
V oblasti hodnoceni stavby cévnich nahrad vychazime z pilotnich snimk& z mikroCT pofizenych
s rozliSenim 0,5 pm.

Vysledky: (i) Jednou z tepen vyuzitelnych pro /in vivotestovani maloprdmérovych cévnich nahrad
je a. carotis prasete. V jeji sténé Ize stanovit objemovy podil hladké svaloviny, kolagenu i elastinu,
publikovanych Gdajl je vSak dosud velmi malo. (ii) V oblasti kvantifikace obrazovych dat mikroCT
podavame nasleduijici prehled:

Odhad objemového podilu viaken
o interaktivné pomoci bodové testovaci mrizky
o interaktivné pomoci systému izotropnich jednorozmérnych sond
o automatizované s pomoci volumetrie binarizovaného obrazu
e Odhad povrchové hustoty (povrchu) vlaken
o u arbitrdrné orientovanych skend, interaktivné s pomoci systému izotropnich
jednorozmérnych sond
o Vv sérii izotropnich fezl po znadhodnéni roviny skenu, interaktivné s pomoci cykloid
o automatizované u binarizovaného obrazu
e Odhad délkové hustoty (délek) vlaken
o pomoci skeletonizace binarniho obrazu
o Vv sérii izotropnich fezl po znadhodnéni roviny skenu, interaktivné s pomoci
pocitaciho ramecku (unbiased counting frame)
Odhad poctu segmentd vldken na zakladé poditani uzlovych bodd vétvené sité vldken
Odhad priméru vilaken
Vzorkovani pro jednotlivé metody
Casova a metodicka narocnost a srovnani vysledkd jednotlivych metod

Zaveér: (i) Znalost rozdild v mikroskopické stavbé jednotlivych Usekd tepen vybranych pro
testovani maloprlimérovych cévnich nahrad umoziuje uzplsobit vyrobu téchto nahrad na miru
vCetné zohlednéni tloustky, prdméru a vlastnosti proximalniho a distalniho konce cévni nahrady.
(ii) Stereologické hodnoceni mikroskopické stavby nahrad je ddlezitou zpétnou vazbou pro jejich
vyrobu a nastrojem Kk priblizeni jejich struktury vlastnostem cév, které maji byt nahradou
preklenuty.
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utery 16:40
Jana Horakova?!, Petr Mikes! a Tomas Suchy?
Hemokompatibilita nanovlakennych materiald a zplisob jeji prezentace

! Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materialll, Fakulta textilni, TU Liberec
2 0ddéleni kompozitnich a uhlikovych materiall, USMH AV CR, v.v.i.

jana.horakova@tul.cz

Nanovlakenné materidly napodobuijici svou strukturou mezibunécnou hmotu jsou vyuzivany
jako tkanové nosiCe pro nejrliznéjsi aplikace. Jako implantabilni materidl musi splfovat fadu
pozadavkll jako napf. cytokompatibilita, vhodné chemické slozeni, povrchové vlastnosti,
mechanické vlastnosti apod. V neposledni fadé je nutné analyzovat interakce téchto material s
krvi, které pomohou predikovat funkci téchto materidld s krevnimi elementy a plasmou.
Hemokopatibilita nanovldkennych materidld byla testovana dle normy ISO 10993-4 Biologické
hodnoceni zdravotnickych prostredk( - ¢ast 4: Vybér zkousek interakce s krvi. Pro testovani byly
pouZity elektrostaticky zvlaknéné biodegradabilni polyestery s rozdilnou morfologii viaken.

Hemolytické vlastnosti nanovidkennych materidld byly hodnoceny po inkubaci
nanovlakennych materidl{ s plnou krvi. Interakce s krevnimi elementy byla sledovana kvalitativné
pomoci skenovaci elektronové mikroskopie (viz obr. 1). Mnozstvi uvolnéného hemoglobinu z
cervenych krvinek bylo stanoveno spektrofotometricky. Testované nanoviakenné materidly
vykazovaly nizké procento hemolyzy, které bylo zavislé na strukture scaffoldu.

e A i
SEM HV: 200KV SEM MAG: 5.00 kx | VEGAZ TESCAN|
W 14,88 mm Det SE 0
View field: 554 pom  Dte{midly): 041018 FT TUL Libersc

Obr. 1 Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie po inkubaci elektrostaticky zviaknéného
polykaprolaktonu s plnou krvi.

Vliv nanovlakennych materiall na proces koagulace byl testovan po inkubaci materiall s
plasmou chudou na desticky pomoci méfeni aktivovaného parcialniho tromboplastinového casu
(APTT), ktery odrazi vnitfni cestu aktivace krevniho srazeni a protrombinového ¢asu (PT) sledujici
vnéjsi cestu aktivace koagulacni kaskady.
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Dalsi sledovanou vlastnosti byla mira trombogenicity materiall, ktera byla analyzovana po
inkubaci materiall se suspenzi trombocytd. Diky vysokému mérnému povrchu nanovlakennych
vrstev vykazuji testované materialy vysoky trombogenni potencial, ktery je vSak zavisly i na
chemickém slozeni povrchu.

Vyhodnoceni hemokompompatibility nanovlakennych vrstev se opira o studium interakce
krevnich elementl s testovanymi materidly. Nevyhodou téchto prvotnich pokusd je provedeni
experimentl ve statickych podminkach, které pIné nesimuluji situaci v organismu. Proto budou
testy opakovany pri proudéni krve v dynamickych systémech, tzv. Chandler Loop. Testovani
vychazelo z hodnoceni interakce materiald s lidskou krvi. BEhem vyvoje zdravotnickych prostiedkd
jsou vSak tkanové nosice testovany na zvirecich modelech, proto budou provedeny experimenty
s krvi modelovych zvirat.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢ 15-29241A.

atery 17:00
Eduard Brynda?, T. !, Z. Riedelova?l, M. Houska?, E. Filova? O. Kaplan?
a L. Bacakova?

Modifikované biologické, bioartificialni a syntetické kardiovaskularni
implantaty

! Ustav makromolekularni chemie AV CR, v.v.i.
2 Fyziologicky ustav AV CR, V.v.i.

brynda@imc.cas.cz

Prednéaska poskytuje prehled postupl vyvijenych spolupraci tym& UMCH a FGU, jejichz C|Iem
je zlepSeni stavaJ|C|ch nebo ziskani novych nahrad cév, srde¢nich chlopni a cévnich stentd. Cast
vlastni zdravé cévy pacienta (autologni biologicka nahrada) predstavuje pro pacienta nejlepsi
cévni nadhradu, ale cévy vhodné pro transplantaci jsou dostupné pouze u 60-70% pacientd.
Jednou z hlavnich pricin selhani autolognich nahrad je zmnoZeni hladkych svalovych bunék
(VSMC)-hyperplasie, ktera vede k zUzeni az uzavreni nahrady po transplantaci. V pokusech na
kralicich byla hyperplasie blokovana obalenim autologni nahrady sitkou uvolfiujicim sirolimus
(inhibitor proliferace VSMC) vyvinutou UMCH a FGU. Syntetické cévni protézy jsou dodavané
rlznymi vyrobci jako trubice pletené nebo tkané z vlidken polyetylen tereftalatu (PET) nebo lité
z expandovaného polytetrafluoroethylenu (ePTFE) obsahuijici péry 30 to 90 ym. Jako kazdy
povrchu kromé neposkozeného cévniho endotelu vyvolava povrch protézy po implantaci reakce
krve vedouci k rychlé tvorbé povlaku z fibrinového gelu agregovanych krevnich desticek
zanétlivym procestim. Béhem nékolika mésicd je povrch pokryt stabilni kompaktni vrstvou fibrinu
— pseudointimou, na které se jen vzacné tvori ostrlivky endotelu. Tato vrstva ovsem nemlze
nahradit Zivy cévni endotel, ktery by dlouhodobé branil trombotick{/m a zénétliv{/m komplikacim
Kvdli rychlé trombotické okluzi po implantaci nemohou byt cévy s priimérem mensim nez 6 mm
nahrazovany syntetickou protézou. UMCH a FGU vyvinuly povlaky, které umoziiuji vypéstovat
na vnitfnim povrchu syntetické protézy konfluentni vrstvu cévnich endotelidlnich bunék (VECs).
Povlaky pfipravené Fizenym rlstem umélé fibrinové sité od povrchu protézy jsou modifikovany
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pripojenim fibronektinu specificky interagujicim s integriny na povrchu VECs. PovleCeny povrch je
in vitro osazen VECs, které jsou nasledné kultivovany pfi mechanickém zatézovani v bioreaktoru
napodobujicim dynamické poméry v prirozené cévé. Pro chirurgickou aplikaci se predpoklada, ze
pro vypéstovani endotelu budou pouZity VECs odebrané pacientovi pred operaci. Stejny postup
je aplikovan pro endotelizaci ndhrad z decelularizovanych (zbavenych pdvodnich bunék)
biologickych cév a pri konstrukci novych bioprotéz pro nahradu srdecni chlopné. V tomto
pfipadé je endotel péstovan na chlopni vytvorené z decelularizovaného perikardu (zbaveného
plvodnich bunék) a pokrytého fibrinovym povlakem. Je jasné, Zze by bylo mnohem vyhodnéjsi,
kdyby synteticky implantat sam podporil vytvoreni pfirozeného endotelu na svém povrchu az po
implantaci. Odpadly by tak problémy s odebiranim a kultivaci autolognich bunék pred operaci
nebo s imunitni reakci na cizi buriky. V tomto pfipadé nesmi implantat po implantaci vyvolat akutni
trombotické a a zanétlivé reakce dokud neni prekryt vlastnim endotelem cévy. UMCH a FGU
vyvijeji fibrinové povlaky s navazanym heparinem a cévnim endotelidlnim rlstovym faktorem
(VEGF) nebo kombinaci VEGF s fibroblastovym rlstovym faktor (FGF). Na rdznych materidlech
vCetné decelularizovaného perikardu pro chlopné tyto povlaky podporuji vytvoreni konfluentni
vrstvy VECs /n vitrolépe nez samotny fibrin a v podminkach simulujicim krevni obéh jsou dokonale
kompatibilni s krvi od lidskych darcl. Vyborna /in vitro kompatibilita s krvi byla dosazena
povle¢enim NiTi (nitinol) stentd urcenych pro Uzké mozkové cévy. I kdyz nejdllezitéjSim cilem
vyvoje jsou umélé cévni protézy s malym prlimérem, povlaky mohou byt aplikovany i na stavajici
polymerni soucasti stavajicich mechanickych a biologickych chlopni.

Wzkum je podporovén grantem AZV CR 15-29153A.

atery 17:20

Elena Ivankova'?, Irina Dobrovol'skaya?, Pavel Popryadikhin?
and Vladimir Yudin?

Polymer materials for tissue engineering and transplantology

! Institute of Macromolecular Compounds RAS, St. Petersburg, Russia
2 peter the Great Saint-Petersburg Polytechnic University, St.Petersburg, Russia

ivelen@mail.ru

One of the urgent tasks of modern materials science is the development of materials for
medicine and biology, in particular polymeric matrices for the cellular technologies and
transplantation of human organs. Material for such matrices should be biocompatible and
biodegradable; strength and flexibility needed to use them at liquid media. Polyglycolides,
polylactides, polilactates, polysaccharides and other natural and synthetic polymers are used for
preparation of the bioresorbable matrices. Each of these polymers has its advantages and
limitations.

Films, fibers and sponges on the basis of chitosan, D,L-polylactide and aliphatic copolyamide
(CoPA) were produced and intensively studied in Institute of Macromolecular Compounds RAS.
These materials were successfully used as the matrices for proliferation of cells (Fig.1).
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" (b) | T ©

Fig. 1 SEM micrographs of chitosan fiber (a), film (b) and sponge (c) covered by proliferated
cells.

(b)

Fig. 2 SEM micrographs of D,L-polylactide nanofibers mat (a), blood vessel implants (b) and
stem cell proliferated on them (c).

D,L-polylactide and CoPA (aliphatic copolymer of e-caprolactam [-NH-(CH.)s —CO-]» and salt
[-NH-(CH2)s —NH-CO-(CH2)4-CO- ]n) could be also used for production of nanofibers felt by
electro-spinning. Diameters of nanofibers and pores between them can be varied. These materials
are very suitable for preparing tubes as blood vessels implants (Fig.2).

It is well seen that all of these materials demonstrate good adhesion to stem cell and absence
of cytotoxicity, therefore, they are very good candidates for using in transplantology. Results of
investigation of bioresorption of the materials implanted in a living organism will be discussed as
well.

Financial support of this work by the Russian Science Foundation Grant No. 14-33-00003 is
gratefully acknowledged.
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utery 19:30
Ivan Janda

Megalithic structures in Sacsayhuaman and Puma Punku
from the point of view of Materials Science and Engineering

Private Research Laboratory, Prague, Czech Republic

ivan.janda@gmail.com

In 1894, a famous Czech traveller and researcher E. S. Vraz returned from a journey to Peru
with a pile of amazing photographs of damaged medieval megalithic structures. He showed them
to his former co-worker J. Cimrman and suggested him to go to Peru in order to finish his
interrupted explorations. In Sacsayhuaman near Cuzco J. C. made his own research and decided
to repair at least the most prominent structures. For this purpose, he invented a novel technology
based on moulding a mash of custom-made composition. After having completed planned
restoration works J. C. was given the possibility to travel further to Lake Titicaca in Bolivia to
study local Aymara population. J. C. found the Indians living on floating reed islands under poor
conditions. He resolved on building new modern housing facilities for them, again by means of
quite innovative technology. Although J. C. was not able to finish the project due to severe illness,
his remarkable achievements set up a new branch of materials science that was only re-invented
some 60 years later.
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streda 8:50
Pavel Simek
Regulacni aspekty lécCivych pripravkl obsahujicich biomaterialy

Statni Ustav pro kontrolu IéCiv, Praha
pavel.simek@sukl.cz

Legislativni zaklad urcuijici pozadavky pro biomaterialy se liSi v zavislosti na klasifikaci finalniho
vyrobku, jehoz jsou soucasti. Vyrobky pro pouziti v humanni mediciné mohou byt z pohledu
regulace zdravotnickymi prostredky nebo léCivymi pripravky. O tomto zarazeni rozhodUJe na
Uzemi Ceské republiky Statni ustav pro kontrolu Iéciv (SUKL) v souladu s platnymi pravnimi
predpisy Evropské unie a Ceské republiky. Biomateridly se mohou ve vyrobcich vyskytovat v
kombinaci s aktivnimi latkami chemické ¢i biologické povahy, bunkami, tkanémi ¢i nebunécnym
materialem lidského nebo zvifeciho plvodu. V pfipadg, Ze primarni mechanismus Ucinku takového
komplexniho systému je zajistén imunologickym, farmakologickym nebo metabolickym
plsobenim, je zpravidla takovy vyrobek povazovan za lécivy pfipravek, pfipadné kombinovany
lécivy pripravek pro moderni terapii regulovany dle specialni pravni normy. Kvalita, bezpec¢nost a
ucinnost leciveho pripravku musi byt prokazana v ramci pre-klinickeho vyzkumu a klinickych
hodnoceni. Klinické hodnoceni humannich léCivych pfipravk( na Gzemi Ceskeé republiky povoluje,
ukoncuje ¢i pozastavuje SUKL. Po uspésném ukonceni klinickych hodnoceni mlze byt Iécivy
pfipravek registrovan a uveden na trh. Rozhodnuti o registraci vydava po posouzeni Zadosti a
predlozené dokumentace SUKL nebo, v piipadé pripravkd podstupuijicich centralizovanou
registraci, Evropska Iékova Agentura (EMA). V ramci centralizované procedury jsou pfipravky
registrovany pro vSechny clenské staty Evropské unie zaroven a pro nékteré typy pripravkl je
tato cesta povinna (napf. pro lécivé pripravky pro moderni terapii nebo pripravky vyrobené za
pouZziti biotechnologii). Vyzkum a vyvoj v oblasti biomateridlového inzenyrstvi, nanotechnologii a
genetickych manipulaci postupuje nezadrzitelnou rychlosti a regulace novych IéCivych pripravkd
mdze byt v mnoha pfipadech sloZitd a vyzaduje multidisciplinarni pfistup. Vzajemné interakce
jednotlivych prvkd komplexnich systém( obsahujicich biomateridly jsou jednim z hlavnich aspektd
posouzeni a v mnoha pripadech jsou pro regulacni autority naro¢nou vyzvou.

streda 9:20
Tereza Bélinova
Patenty a uzitné vzory - jak nalozit s vysledky vyzkumu jinak

Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze, Praha

belinot@live.com
V dnesni dobé je stéle vice kladen dlraz na uplatnéni technologii ziskanych védeckymi tymy v
rlznych komercnich odvétvich. Toto propojeni neni Uplné snadné zajistit, ale jednou z cest, jak

toho Ize dosahnout, jsou pravé patenty a uzitné vzory. Je tedy vhodné vést v patrnosti, Ze vedle
publikovani existuji i jiné moznosti, jak vyuZit data ziskana vyzkumem a co to pro nas znamena.
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streda 9:40
Stefan Juhas!, Tomas Suchy?3 a Marie Hubalek Kalbacova* 5
Problematika biologického hodnoceni in vivo

1 L aborator bunécné regenerace a plasticity, Ustay zivocisne fyziologie a genetiky, AV CR, V.V.i.

2 Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materialt, USMH AV CR, v.v.i.

3 Laboratof biomechaniky ¢lovéka, FS CVUT v Praze ]

4 Laborator biochemie a bunécné biologie dédi¢nych poruch metabolismu, Ustav dédicnych
metabolickych poruch 1. LF UK a VFN

> Laborator studia interakci bunék s materialem, UK v Praze, LF v Plzni, Biomedicinské centrum

juhas@iapg.cas.cz

Vyvoj novych biomaterialli v kombinaci s bunécnou terapii predstavuje nadéjnou budoucnost
v 1é¢bé rliznych onemocnéni. Pfed zahdjenim klinickych zkousek téchto novych terapeutickych
postupl je nutné ovéfit jejich bezpecnost a Ucinnost v experimentech in vitro a in vivo. In vivo
experimenty na hlodavcich jsou relativné jednoduse proveditelné za pomoci nizkych nakladd
s vynikajicimi statisticky relevantnimi vysledky. Testovani in vivo na velkych zvifecich modelech
predstavuje posledni krok ke klinickym studiim, ktery je casto komplikovan etickymi,
ekonomickymi a logistickymi problémy. Nasimulovat nékteré lidské patologické situace v relativné
zdravém zvirecim organizmu neni jednoduché a /in vivo experimenty jsou nékdy doprovazeny
nepredvidatelnymi komplikacemi, které jsou v navrhu preklinické studie opomenuty.

Podekovani: Projekt 15-25813A (AZV) - Vyvoj a komplexni prekiinické testovani novych
kompozitnich materiald pro kostni chirurgii, Narodni program udrZitelnosti I — projekt LO1609
(MSMT) a Institucionaini podpora RVO: 67985904.

streda 10:00
Pavel Klein
Zvireci modely hojeni ran

Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze
pavel.klein@Ifp.cuni.cz

Hojeni ran je velmi komplexni proces, jehoz se v soucasné dobé neobejde bez pouziti pokusnych
zvitat. Za pouziti zvifecich modell Ize studovat hojeni jak za fyziologickych, tak i
patofyziologickych podminek. Lze tak modelovat napriklad hojeni diabetickych, ischemickych i
infikovanych ran na béznych laboratornich zvifatech (mys, potkan, kralik), ale i na prasatech.
Zejména vysledky ziskané z praseCich modeld vynikaji vysokou klinickou relevanci, nebot’
fyziologické mechanismy hojeni koznich |ézi u prasete jsou do jisté miry podobné Cloveku. I pres
fadu omezeni, které zakonité vyplyvaiji z rozdild mezi zvifetem a ¢lovékem, maji in vivo modely
nezastupitelnou Ulohu zejména ve vyvoji a zkouseni novych material pro kryti ran.
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streda 10:50

Jifi Klima?', Petra Rausova?’, Jana Juhasova’, Tomas Suchy?,
Marie Hubalek Kalbacova3# a Stefan Juhas?

Adipogenic protocol well suited for porcine BM-MSC

1 Laboratory of Cell Regeneration and Plasticity, Institute of Animal Physiology and Genetics,
Academy of Sciences of Czech Republic

2 Department of Composites and Carbon Materials, IRSM ASCR v.v.i.

3 Laboratory of Interaction of Cells with Nanomaterials, Institute of Inherited Metabolic
Disorders, 1%t Faculty of Medicine UK and VFN in Prague

4 Laboratory of Cell-Biomaterial Interactions, Charles University in Prague, Faculty of Medicine in
Pilsen, Biomedical Center

klima@iapg.cas.cz

Mesenchymal stem cells (MSCs) and their progeny reside in various tissues and contribute to
tissue build up and maintenance. MSC are considered to be valuable in cell (bone and cartilage)
replacement therapies based on their multilineage differentiation potential. Adipogenic
differentiation potential of MSC can also be exploited for example in plastic surgery of ,soft
tissues". In addition to a simply fat storage function adipose tissue has been assessed to have
endocrine function affecting nutritional intake, control of sensitivity to insulin and inflammatory
process mediators. MSC or their derived adipocytes can be thus beneficial in immunomodulation
or regulation of insulin resistance and obesity.

We have explored adipogenic differentiation of porcine BM-MSC. CD45-, CD29+, CD90+,
CD105+ and CD44+ MSC were in vitro propagated up to 1%t passage and two different adipogenic
protocols were applied to confluent cells. Notably in one specific protocol, adipogenic
differentiation of porcine BM-MSC was promoted using PPARy agonist Rosiglitazone for the first
time.

Differentiation status of derived adipocytes was proved by lipid droplet detection and
immunofluorescence staining of cultivated cells on labtek. Early markers C/EBPa, PPARY, as well
as an intermediate marker aP2 (an adipocyte-specific fatty acid binding protein) and mature
adipogenic marker Adiponectin, were identified. Rosiglitazone containing medium exhibited
faster and higher expression of adipomarkers by 6 day of differentiation.

Porcine BM-MSC can be readily differentiated into adipocytes using our protocol. Further
utiliation of these cells requires assessment of their differentiation potential and survival in vivo.

This work was supported by following grants: AZV - project number 15-25813A; the National
Sustainability Programme, project number LO1609 (Czech Ministry of Education, Youth and
Sports); 7F — EEA/Norwegian Financial Mechanism (2008-2017) 7F14308 and RVO. 67985904.
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stfreda 11:10

Elena Filova!, Roman Matéjka'?, Jana Havlikova!, Marie Markova?,
Jaroslav Chlupac!3, Tomas Riedel?, Eduard Brynda* a Lucie Bacakova'

Bunécna odpovéd’ na mechanické zatézovani

! Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha

2 Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, CVUT v Praze, Kladno
3 Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha

4 Ustav makromolekularni chemie, Praha

elena.filova@fgu.cas.cz

Fyziologicky jsou tkané a bunky namahany tlakem, tahem, ohybanim, proudénim krve a
podobné. Toto fyziologické, nebo i patologické namahani ma vliv na spravnou diferenciaci bunék,
ovliviiuje produkci mezibunééné hmoty a ma vyznamny vliv na chovani bunék nebo implantatu
ve tkanovém inZenyrstvi. Mechanické zatézovani napomaha napft. diferenciaci kmenovych bunék
ve vhodny bunécny typ. Poznani mechanizml plsobeni a Gcinkd mechanického namahani na
bunky je prospésné pro optimalizaci vlastnosti napriklad kardiovaskularnich nebo kostnich
implantatd.

Podporovano granty Ministerstva zdravotnictvi (AZV 15-29153A) a TA CR (TA04011345).

streda 11:30

Jaroslav Fojt!, Ludék Joska?, Jaroslav Fencl? Vojtéch Hybasek!
a Eva Prilichova!

Nanostrukturované povrchy - z laboratore k implantatu

L Vysokd $kola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych
materiall a korozniho inZenyrstvi, Praha
2 Beznoska s.r.o., Kladno

fojtj@vscht.cz

Pro urychleni srlstu implantadtu s kosti jsou opatfovany povrchy kovovym biomateriald
vhodnou Upravou. Mize se jednat o rlizné nastfiky, napfiklad na bazi hydroxyapatitu, nebo o
pfimou Upravu povrchu. Jednou z mozZnosti je i tvorba nanotubularni struktury na povrchu
implantatu. Nanostruktura vznika v ddsledku dvou soutéZicich déjd — oxidace povrchu aplikaci
vnéjsiho napéti a rozpousténi vznikajiciho oxidu agresivnimi slozkami elektrolytu. Struktura je
tvorena oxidy kovu implantatu a ma specifickou morfologii. Ta mize byt vhodnymi podminkami
pripravy modulovatelna v celé skale parametrli. Nanostrukturované povrchy mohou stimulovat
deposici kostnich bunék, urychlovat srlst implantatu s kosti a maji antibakterialni Gcinky.

Pfed klinickou aplikaci musi projit povrchova Uprava fadou testll, neZ je schvalena jako
vhodna pro pourziti v lidském téle. Prispévek je zamérena na tvorbu nanostruktur na povrchu
slitiny Ti-6Al-4V, popisu jeji morfologie a chovani. V prvni ¢asti bude popsan vliv parametrli na
tvorbu nanotrubek. Dale bude diskutovano korozni chovani nanostruktur v modelovych télnich
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prostredich a testovani pripadné bioaktivity. Pro realnou aplikaci musi vrstva vykazovat urcitou
soudrznost s povrchem. Ta byla testovana jak odtrhovymi testy, tak pomoci dynamického
namahani. Na zakladé bunécnych testl byla vytipovana nanostruktura optimalnich parametrl a
nasledné prosla in vivo zkouskami. Tyto testy ukazaly rychlejsi srlist zkusebniho téliska s kosti,
nez v pripadé bézné pouzivanych povrchovych Uprav. V zavéru prezentace budou diskutovany
problémy pri pripravé nanostruktur na realnych implantatech.

Financovéno z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT ¢& 20-SWV/2016).

streda 11:50
Marcela Munzarova
Technologické zazemi pro vyrobu nanoviakennych materiali
ve spolecnosti Nanovia s.r.o.

Nanovia, s.r.o., Litvinov-Chuderin
marcela.munzarova@nanovia.cz
Nanovia je jediny prlimyslovy vyrobce nanovlakennych materialli v Evropé. Ma zazemi pro vyrobu

technickych aplikaci nanovlaken — filtracni materialy, membrany pro odévni aplikace, atd.. Také
si vybudovala zazemi pro vyrobu zdravotnickych prostredkl — Cisté prostory t¥idy C dle EN 14644.

Nanovia ma zajem spolupracovat s akademickymi partnery na vyvoji a certifikaci zdravotnickych
prostfedkd na bazi nanovldken a komercializovat je pro klinickou praxi.

NANO
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stfeda 13:30

Lucie Bacakova, Markéta Bacakova, Julie Pajorova
a Radmila Kudlackova

Kozni nahrady — soucasny stav a budouci trendy

Odd. biomaterial a tkariového inZenyrstvi, Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha 4
lucie.bacakova@fgu.cas.cz

Nahrady ireverzibilné poskozené kozni tkané jsou dlleZitou problematikou v transplantologii
i v novych mezioborovych disciplinach, jako jsou biomaterialy a tkanové inzenyrstvi. K poskozeni
tkané mize dojit napt. vlivem vysoké teploty (popaleniny, opareniny), tlakové zatéze
(prolezeniny), poruch krevniho obéhu (Zilni trombdza, z(zeni arterii), metabolickych onemocnéni
(diabetes), nadorovych onemocnéni, koznich chorob (epidermolysis bullosa), vrozenych vad
(aplasie) a rliznych poranéni (véetné chirurgickych). Kozni ndhrady pouzivané v soucasné klinické
praxi |ze rozdélit z nékolika hledisek, a to na biologické, syntetické a hybridni, na epidermaini,
dermalni ¢i nahrazujici kzi v celé jeji tloustce, a rovnéZ na nahrady bez bunécné slozky a
s bunécnou slozkou.

Biologické nahrady kozni tkané Ize rozliSit na autologni, tj. pochazejici z organismu samotného
pacienta, allogenni, tj. pochazejici od jiného lidského darce, a na xenogenni, tj. pochazejici
z organismu darce jiného Zivocisného druhu.

Autologni nahrady zahrnuji obvykle epidermalni bunécné nahrady, napr. subkonfluentni nebo
konfluentni vrstvy keratinocytli, komercné dostupné pod nazvy CellSpray, EPIBASE, EpiCel i
MySkin [1, 2]. Tyto vrstvy jsou casto uchyceny na podplrném syntetickém nosi¢i (gaza
s vazelinou, silikon), ktery je po uchyceni keratinocytl do rany odstranén.

Alogenni nahrady s bunécnou slozkou zahrnuji zejména nahrady dermalni, a to TransCyte
(neonatalni dermalni fibroblasty na nylonové sit'ce), Dermagraft (neonatalni dermalni fibroblasty
na nosici z PLGA) nebo ICX-SKN (neonatalni dermalni fibroblasty na fibrinové matrici) [2, 3].
Allogenni nahrady klize jsou vSak Casto bezbunécné, jako napt. Alloderm (decelularizovana
dermis 1z lidskych kadaver(l), jemu pfibuzné nahrady (Karoderm, SureDerm, Cymetra,
DermaMatrix) a Neox (amniova membrana z lidské placenty) [1-3]. Mezi regeneracni prostredky
alogenniho plvodu Ize zaradit i Regranex (rekombinantni lidsky destickovy rlstovy faktor
(rhPDGF-BB) [3] a krevni plasmu obohacenou destickami (platelet rich plasma, PRP), ktera byla
Uspésné pouzita u pacientl s popaleninami [4].

Xenogenni nahrady klize jsou rovnéz predevsim bezbunécné, jako napf. nahrady zaloZené na
decelularizovanych dermalnich matricich (Permacol, EZ-Derm), matrici ziskané ze submukosy
tenkého streva prasete (Oasis Wound Matrix) [1, 3], bovinni dermalni matrici obsahujici kolagen
a elastin (Matriderm) [5] ¢i na molekulach extracelularni matrix (kolagen, chitin, chitosan, alginat,
kyselina hyaluronova) morskych Zivocichll (ryby, medizy, moirské okurky) [6]. Bezbunécné
xenogenni koZni nahrady byvaji Casto kombinovany i s materidly syntetickymi. Typickym
prikladem je Integra, vyznamna a Casto pouZzivana kozni nahrada, obsahujici bovinni kolagen ze
Slach a zraloci chondroitin-6-sulfat na silikonové membrané. Integra je porézni, a tudiz umoznuje
vaskularizaci, osidleni fibroblasty a nasledné i keratinocyty. Je pouZivana zejména pri tézkych
rozsahlych popaleninach, postihujicich celou tloustku kdze. Dalsi nahradou podobného typu je
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Biobrane, obsahujici praseci kolagen na jemné silikonové sit’ce [1-3]. Bunécnou xenogenni kozni
nahradou je Mediskin, tj. xenograft z praseci klize [1]. Castymi nahradami kiZe jsou nahrady
kombinované, a sice autologniho a allogenniho plvodu (Laser Skin: autologni keratinocyty na
rekombinantni matrici z esteru kyseliny hyaluronové; Hyalograft-3D: autologni lidské fibroblasty
na vlaknech z allogenni kyseliny hyaluronové se silikonovou membranou) [1, 3], autologniho a
xenogenniho plvodu, napf. lidské autologni keratinocyty na feederu mysich fibroblastd
uchycenych na poly(2-hydroxyetylmetakrylatu) [7], a allogenniho a xenogenniho plvodu (Apligraf
a Orcel, obsahujici allogenni lidské keratinocyty a fibroblasty na bovinnim kolagenu) [1, 3].

V péci o kozni rany jsou rovnéz pouzivany Cisté syntetické materialy, jako je nylon (Dermalon,
Ethilon), PLGA (Vycril), polyglykolid (Dexon) Ci polykaprolakton (Monocryl) ve formé Sicich
materiall a polyuretan (Tegaderm, Opsite) ve formé krytl ran [3].

Kultivaéni

Nanovlakenna

—_— |
membrana
\ Fibroblast

Adaptovany CellCrown
insert (Scaffdex)

Obr. 1. Vyvoj dvojvrstevného konstruktu lidskych keratinocytt linie HaCaT a lidskych
neonatalnich dermalnich fibroblastd na protilehlych stranach nanovlakenné membrany
(Usecka = 100 pum).

Soucasnym trendem je vyvinout kozni nahrady, které by nezplsobovaly imunitni aktivaci
bunék, nebyly spojeny s rizikem prenosu infekce (viry, priony), byly relativné levné, snadno
dostupné v dostateCném mnoZzstvi a snadno manipulovatelné. Takovymi nahradami by mohly byt
hybridni konstrukty obsahuijici autologni kozni burfiky na degradovatelnych syntetickych
polymernich nosicich, pficemz by tyto nosice byly pripraveny modernimi metodami (3D printing,
electrospinning) a svou morfologii by napodobovaly utvareni pfirozené extracelularni matrix
(nanovlakna). Vhodnost syntetickych polymerl pro adhezi a rlst bunék by byla zvySena jejich
fyzikalné-chemickymi modifikacemi (napf. modifikaci v plasmatu) [8] nebo nanesenim fibrinu,
ktery mdlze byt v dostatecném mnozZstvi pfipraven v autologni podobé z fibrinogenu ve vzorku
krve odebrané pacientovi. Fibrin podporuje adhezi a rlst fibroblastli, a spolu s kyselinou
askorbovou i produkci kolagenu v téchto bunkach, ktery se osvédcil jako vhodny adhezni substrat
pro keratinocyty [9]. Keratinocyty mohou byt nasledné nasazeny na vrstvu fibroblastd nebo na
protilehlou stranu nanovldkenné membrany, kde mohou prostfednictvim pérli v membrané
fyzicky i humoralné komunikovat s fibroblasty (obr. 1). Nanovldkenné membrany ¢i fibrinové
vrstvy na nich mohou byt rovnéz nosici pro fizené uvolfiovani ristovych faktord, vitaminG a dalSich
bioaktivnich molekul pro rlist a maturaci keratinocytll. Pfi malé dostupnosti diferencovanych
keratinocytl mohou byt vyuZity i buriky kmenové, napfiklad z embryonalnich tkani, z pupecniku,
z epidermis, z tukové tkané ¢i z kostni dfené. Tyto bunky mohou byt jednak stimulovany
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k diferenciaci pfimo v keratinocyty [10], nebo mohou zastoupit i funkci fibroblastd [11]. Je znamo,
Ze kmenové burky produkuiji Siroké spektrum rdstovych faktord navozujicich vaskularizaci kozniho
konstruktu, a rovnéz napomahaiji rekonstrukci koznich adnex, jako jsou vlasy, potni a mazové
Zlazy [12]. Na druhou stranu je mozné kiizi rekonstruovat i z bunék téchto adnex [13, 14]. Této
moznosti bylo vyuzito v kozni nahradé EpiDex, kde autologni keratinocyty pochazeji z vlasovych
folikulG [2]. V modernim tkanovém inzenyrstvi klize je rovnéz zadouci navodit pigmentaci kdze,
coz bylo alespon Castecné realizovano v kozni nahradé PermaDerm, a to pfimési melanocytt [3].
I pres veskery uvedeny pokrok vyzaduje vSak konstrukce modernich a vysoce funkcnich koznich
nahrad pro dosaZeni plné regenerace poskozenych mist jesté mnoho Usili.

Podporovano Technologickou agenturou Ceské republiky (grant ¢ TAO4010065).

[1] Anish S. Indian J Dermatol Venereol Leprol. 2015;81(2):175-178.
[2] Maver T et al. Wien Klin Wochenschr. 2015;127 Suppl 5:5187-5198.
[3] Debels H et al. Plast Reconstr Surg Glob Open. 2015;3(1):e284.
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streda 14:00 (S)

Radmila Kudlackova?l, Markéta Bacakova?l, Petr Mikes?, Martin Pelcl®
a Lucie Bacakova?

Rist bunék na nanovlakennych membranach pro uGcely koznich nahrad

1 0dd. biomaterial@ a tkafiového inzenyrstvi, Fyziologicky tstav AV CR, v.v.i., Praha 4
2 Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materiali, Fakulta textilni, TU Liberec
3 Nanopharma a. s., Pardubice

kudlackovaradmila@seznam.cz

Nanotechnologie od svého vzniku v 80. letech 20. stoleti zaznamenavaji stale vétsi zajem
vefejnosti a jejich ,pole plsobnosti® se neustale zvétSuje. Kromé vyuZiti v elektrotechnice,
informacnich technologiich, textilnim prlmyslu, potravinarstvi, ochrané pfirody nebo kosmetice
jsou dnes nanovlakna pouzivana i v mediciné. Prvni Uspéchy zaznamenavaji nanocastice jako
prenasece lécivych latek nebo jako kontrastni latky v diagnostice pomoci magnetické rezonance.
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Nanotechnologie jsou velkou nadéji i pro tkanové inzenyrstvi, které vyuziva nanovlakenné matrice
jako nahradu extracelularni hmoty. Tyto materialy nasledné slouzi jako nosi¢e pro buriky. Nas
vyzkum ohledné nanovlaken a jejich pouziti v medicing, se soustredil na kozni tkanové inzenyrstvi.
Nanovlakenné membrany byly zkoumany za Ucelem vyuziti jako koznich nahrad. Takové
materialy tedy nesmi byt toxické a zaroven by mély byt biodegradabilni a podporovat adhezi a
rlst koznich bunék.

Na adhezi a rdst bunék byly testovany tfi nanovidkenné membrany. Membrany
z polykaprolaktonu (PCL) a z kopolymeru L-laktidu a €-kaprolaktonu v molarnim poméru 70:30
(PLA/PCL) pripravila metodou bezjehlového elektrostatického zvlakiovani Technicka univerzita
v Liberci. Membranu z acetatu celulézy (AC) pripravila firma Nanopharma a. s. metodou
elektrostatického zvlaknovani z jehly. Na materidlech byly kultivovany primarni lidské kozni
fibroblasty a lidské keratinocyty linie HaCaT. V ¢asovych intervalech 1., 3. a 7. den po nasazeni
bunék byla sledovana jejich adheze a proliferace. Metodou fluorescencni mikroskopie byla
sledovana morfologie bunék a jejich pocet byl méren neprfimou metodou pomoci metabolického
testu WST-1. 1. den po nasazeni primarnich lidskych koZnich fibroblastl bylo pozorovano, ze tyto
buriky na materidly adheruji. Treti den kultivace se vSak pocet fibroblastd priliS nemeénil. Na PCL
a PLA/PCL pocet fibroblastl spiSe klesal a morfologie bunék se lisila od kontrolnich bunék na
polystyrenovém dné kultivacni jamky. Tento trend zlstal do 7. dne zachovan. Na AC vSak pocet
fibroblastll mezi 3. a 7. dnem vyrazné stoupl a bunky dosahly konfluence. Linie lidskych
keratinocytl HaCaT na materidlech z PCL a PLA/PCL adherovala a rostla ve vSech ¢asovych
intervalech dobre a na obou materidlech dosahla 7. den konfluence.

Vzhledem ke Spatné proliferaci koznich fibroblastl na PCL a PLA/PCL, byly materidly
podrobeny testovani na cytotoxicitu. VSechny membrany byly tyden louhovany v kultivacnim
médiu. Do vyluh{ byly nasazeny primarni lidské kozni fibroblasty a lidské keratinocyty linie HaCaT.
Rdst bunék ve vyluzich byl zaznamenavan metodou xCELLigence, ktera méfi zmény impedance
pomoci zlatych elektrod ve dné kultivacnich jamek. Zmény impedance koreluji s po¢tem bunék
adherujicich na dno. Ve vSech vyluzich impedance narlstala a pocet bunék se neustale zvysoval.
Prlbéh experimentu nevykazoval pfitomnost cytotoxickych latek ve vyluzich. Na vylouhované
materialy byly nasazeny primarni kozni fibroblasty a byla sledovana jejich adheze a rdst. Sledovani
probihalo fluorescen¢nim mikroskopem ve stejnych Casovych intervalech jako u nelouhovanych
vzorkll. Ke zlepSeni proliferace bunék nedoslo, naopak zejména u AC doslo ke snizeni poctu
adheruijicich bunék. Tyto vysledky pfispivaji k tvrzeni, ze materidly toxické nejsou a jejich
louhovanim v kultivatnim médiu nedochdzi k odstranéni cytoxickych latek. Naopak mize
dochazet k naruseni chemickych vlastnosti.

Spatna proliferace primarnich lidskych koZnich fibroblast& mohla byt zplisobena nevhodnymi
vlastnostmi materialli, které nepodporuji adhezi a naslednou proliferaci bunék. Modifikace
fibrinem je v tkanovém inzenyrstvi pouzivdna pro Upravu chemicko-fyzikalnich vlastnosti
materiald. Kromé toho fibrin podporuje produkci kolagenu koznimi fibroblasty. Fibrinova vrstva
na vSech nanovlakennych membranach zlepsila adhezi a proliferaci lidskych koznich fibroblastd.
7. den kultivace byly bunky na vSech membranach konfluentni.

Nanovlakenné membrany jsou slibnymi nosi¢i bunék pro kozni nahrady. Vlastnosti materialli
pro adhezi bunék je ale potfeba vylepsit. Celuléza v podobé nanovlaken se zda byt velmi
perspektivni, ale diky jejim mechanickym vlastnostem a nedegradovatelnosti zatim neni vhodna
pro klinické pouZiti.

Studie byla podporovana Technologickou agenturou v(,xeské republiky (TACR, grant ¢
TA04010065) a Grantovou agenturou Ceské republiky (GACR, grant ¢. P108/12/1168).
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Michala Rampichova'?, Matej Buzgo?!, Véra Lukasova?, Andrea
Mickova'?, Karolina Vocetkoval?, Véra Sovkova?, Franco Rustichelli?
a Evzen Amleri?

Funkcionalizace 3D nosici pripravenych metodou odstredivého
zvlaknovani
! LaboratoF pokrocilych biomaterial@, Univerzitni centrum energeticky efektivnich budov, CVUT v

Praze, Bustéhrad ) 5
2 Laborator tkanového inzenyrstvi, Ustav experimentalni mediciny, AV CR, v.v.i., Praha

michala.rampichova@cvut.cz

Troj-dimenzionalni porézni nosiCe jsou vychozim materialem pro tkanové inzenyrstvi kosti.
V soucasné dobé jsou vyhledavany nosice, které funguji nejen jako mechanicka podpora pro rlst
bunék, ale slouzi soucasné i pro stimulaci jejich proliferace a diferenciace. Tohoto efektu Ize
dosahnout funkcionalizaci nosi¢e pomoci rlistovych faktord a dalSich bioaktivnich molekul.

Funkcionalizované nosice pak mohou byt implantovany do téla samotné, bez osazeni
bunkami. Stimulacni latky z nich uvolnéné pfimo v misté defektu totiz stimuluji buriky
z okolnich tkani k migraci a infiltraci. Tim odpada problematicka kultivace autolognich bunék,
ktera je spojena s rizikem kontaminace a je financné velmi narocna.

V soucasné studii jsme se zaméfili na vytvoreni jednoduchého systému funkconalizace. Jako
nosiC byla pouzita vldkna z polykaprolaktonu, vytvorena metodou odstredivého zvlakrnovani.
Metoda odstredivého zvlaknovani dava vzniknout viaknm s priméry v fadu nano- a mikrometr{
a s 3D vysoce porézni strukturou. Jako zdroj rlstovych faktord byly pouzity trombocyty nebo
trombocytarni lyzat uzavireny do liposomd.

Adheze liposom{ a trombocytl na vldkna byla prokazana pomoci elektronové mikroskopie.
Uvolfiovani rdstovych faktorl bylo meéfeno v uvolfovaci studii (ELISA, méfeni celkového
proteinu). Nosice byly osazeny burikami MG-63 a byla sledovana bunécna adheze a proliferace /in
vitro (MTS test, méreni celkové DNA, konfokalni mikroskopie). Dale byla sledovana osteogenni
diferenciace (PCR, aktivita alkalické fosfatazy, konfokalni mikroskopie). Byly pouzity rlizné
koncentrace liposomd a trombocytl. Jako kontrola byl pouZzit vzorek s liposomy naplnénymi
fosfatovym pufrem (PBS) a samotna PCL vlakna.

Z vysledkl studie bylo patrno, Ze liposomy nemély vliv na buné¢nou adhezi. Uvolfiovaci studie
ukazala pomérné rychlé pocatecni uvolnéni obsahu liposomd. V bunécné proliferaci se tento efekt
objevil jiz 3. den. Pozitivni vliv liposom0 na bunécnou proliferaci byl sledovan i béhem dalSich
experimentalnich dni. Naopak nebyla ovlivnéna bunécna viabilita. Podpora osteogenni
diferenciace a produkce proteint typickych pro kost nebyla prokazana.

Jako druhy systém pro funkcionalizaci PCL vlaken jsme pouzili adhezi samotnych trombocytd.
Ukazalo se, ze trombocyty mély pozitivni vliv na bunécnou adhezi, proliferaci a osteogenni
diferenciaci. Byla prokazana pozitivni zavislost na koncentraci trombocytd.

Funkcionalizace vlakennych nosi¢l trombocyty a jejich lyzaty uzavienymi v liposomech se
ukazala jako Uspésny jednoduchy systém fizeného dodavani 1éciv. Vyhodou tohoto pfistupu je
moznost pouZiti autolognich trombocytd.

Tato préce byla podporena Grantovou agenturou Ceské Republiky, grantem ¢ 15-156975.
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Pavla Sauerova'?, Martina Verdanova??, Blanka Bilkova?,
Tomas Suchy*>, Monika Supova?, Sarka Ryglova? Margit Zaloudkova“,
Zbynék Sucharda?, FrantiSek Denk*, Martin Bartos®
a Marie Hubalek Kalbacoval?

Studium interakce bunék s biomaterialy na bazi kolagenu

1 Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

2 Katedra genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze

3 Ustav dédi¢nych metabolickych poruch, 1. I€kafska fakulta, Univerzita Karlova v Praze

* Oddéleni kompozitnich a uhlikovych material&, USMH AV CR, v.v.i.

> Laborator biomechaniky ¢lovéka, FS CVUT v Praze

6 Stomatologicka klinika, 1. lékarska fakulta, Univerzita Karlova v Praze a VSeobecna fakultni
nemocnice v Praze

pavla.sauerova@gmail.com

Biomateridly musi byt pro burky netoxické a snadno odbouratelné - musi byt tolerovany
organismem. Proto jsou /n vitro a nasledné in vivo testy zasadni a urlujici pro aplikaci daného
biomaterialu v klinické praxi. Na zakladé /n vitro analyz je mozno material modifikovat potfebnym
zplsobem a poté vybrat jeho nejvhodnéjsi variantu pro poZzadované pouziti. V rdmci mezioborové
spoluprace byly vyvinuty dva typy kompozitd na bazi pfirodniho kolagenu.

Prvy typ ma svym slozenim maximalné napodobit strukturu kosti. Po osazeni kmenovymi
bunkami by mél takovyto nosi¢ indukovat novotvorbu kosti a umoznit tak regeneraci poskozené
kostni tkané.

Druhym typem kompozitli je resorbovatelna kolagen-kalcium fosfatova nanovrstva s fizenou
eluci antibiotik. Nanovrstva ma diky svym vlastnostem podpofit integraci implantatu do kosti,
prodlouzit jeho zivotnost a zabranit jeho septickému uvolnéni vyvolaného zanétem. Na obou
typech kompozitl byla sledovana viabilita bunék, uroven bunécné adheze (pfipadné penetrace
do hloubky vzorku), dale zde byla stanovena cytotoxicita samotného materialu s ohledem na
bunécnou morfologii a distribuci na vzorku v rliznych kultivacnich ¢asech. Vzorky prvniho typu
byly navic vystaveny podminkam dynamické kultivace.

V ramci prvniho typu kompozitli byly pro /in vitro studie vybrany dva podtypy vzorkl — mezi
nimi vSak nebyl, doposud pouzitymi metodami, zaznamenan zasadni rozdil v interakci s bunkou.
Vzorek s vySsim zastoupenim hydroxyapatitu se presto zda byt v kombinaci s dynamickou kultivaci
idealngjsi pro podporu kolonizace nosi¢e bunkami. Kompozity druhého typu (nanovrstvy s ATB)
se ukazaly byt pro bunky netoxické z hlediska testovani vyluhd. Pfima interakce jednotlivych
podtypl nanovrstev (rozdilny typ ATB, koncentrace hydroxyapatitu) s burikami vSak rozdily
ukazala. Reakce bunék jsou v rlizné mife zavislé na typu antibiotika ¢i kombinaci vybranych
antibiotik, toto chovani je navic ovliviiovano konkrétni koncentraci hydroxyapatitu ve vzorku a
Casem bunécné kultivace.
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Obr. 1. Ukazka testovanych resorbovatelnych kolagen-kalcium fosfatovych nanovrstev s
fizenou eluci antibiotik (mag. 1000x). Zleva: fez spinovanou kolagenovou vrstvou, rez vrstvou
s 5%hm. hydroxyapatitu a 10%hm. gentamicinu, fez vrstvou s 15%hm. hydroxyapatitu a
5%hm. gentamicin a 5%hm. vancomycinu.

Tato prace je podporovana projekty AZV 15-25813A (MZ CR) a TAO4010330 (TACR), déle pak
granty LF UK v Plzni SVW-2016 No. 260 279 a projektem GAUK 400215.

streda 15:00

Andrea Mickoval?, Véra Sovkova?!, Karolina Vocetkova'?, Eva Filovat
a Evzen Amleri?

Funkcionalizované nanovlakenné nosice pro rizené dodavani
bioaktivnich latek

! Laborator tkafového inzenyrstvi, Ustav experimentaini mediciny AVCR, v.v.i., Praha 5
2 Laborator pokrocilych biomaterial{, Univerzitni centrum energeticky efektivnich budov CVUT
v Praze, Bustéhrad

andrea_mickova@labdemo.cz

Nanovlakna PCL pripravena metodou elektrostatického zvlaknovani byla obohacena o
lipozomy s enkapsulovanymi rlstovymi faktory, jakozto systému pro dodavani bioaktivnich latek
»,na miru". Po optimalizaci enkapsulac¢nich technologii aktivnich latek do lipozom{ a testovani
jejich adheze na vlaknech PCL jsme po dobu devatenactidenniho experimentu sledovali vliv
uvolnénych rlstovych faktord na proliferaci a chondrogenni diferenciaci lidskych
mesenchymalnich kmenovych bunék z kostni drené (hMSCs) pomoci metod fluorescencni
konfokalni mikroskopie (1., 7. a 14. den), skenovaci elektronové mikroskopie (1, 7 a 14 den);
PicoGreen testu (1., 3., 7., 11. a 14. den), MTS testu (1., 3., 7., 11. a 14. den) a RT-PCR (1., 7.
a 19. den). Vysledky devatenactidenniho experimentu prokazaly, ze adherované lipozomy
s enkapsulovanymi rlstovymi faktory jsou vhodnym nosi¢ovym systémem pro stimulaci bunééné
proliferace a nasledné diferenciace za podminek kultivace hMSC v 5% FBS. Funkcionalizace
pomoci fyzikalni adsorpce na povrch PCL nanovlaken se ukazala jako vhodna metoda pro aplikace
v tkanovém inzenyrstvi, ve kterych je potreba rychlé a kratkodobé dodani latek.

Studie byla podporena projektem NPU 1:LO1508 a NPU I:LO1309; MSMT Univerzitni centrum
energeticky efektivnich budov a Grantovou agenturou CR (Cislo projektu 15-156975).
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Biokompatibilita polykaprolaktonovych scaffoldli s mnohosténnymi
uhlikovymi nanotubami

L Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i. Praha 4
2 AGH University of Science and Technology, Krakéw, Poland

antonin.broz@fgu.cas.cz

Biodegradabilni nanokompozitni scaffoldy jsou studovany jako jedna z alternativ pro
regeneraci kostni tkané. Mnohosténné uhlikové nanotuby (MWCNT) jsou vyuzivany pro konstrukci
uvedenych scaffoldd, a to kvdli svym mechanickym i elektrickym vlastnostem. MWCNT Ize také
povrchové modifikovat pro zménu jejich fyzikalné chemickych vlastnosti. V této studii byla
hodnocena biokompatibilita volnych MWCNT a polykaprolaktonovych (PCL) scaffold s MWCNT
vytvorenych pomoci ,solvent casting & particulate leaching™ (SPCL) metody. Studované nanotuby
byly na svém povrchu modifikovany dvéma zplsoby: 1) Zakoupené nanotuby byly jiz od vyrobce
na povrchu hydroxylovany (MWCNT-OH). 2) Na hydroxylované uhlikové nanotuby byly nasledné
navazany pouhou fyzisorpci magnetické nanocastice z oxidu Zeleza (MWCNT-MNP). Hydroxylace
zvySuje smacivost MWCNT, a tak i moznost jejich nasledného rozptyleni do matrice kompozitu.
VétSi smacivost mlze také ovlivnit bunécnou adhezi. MNP budou v nasledné studii vyuzity
k stimulaci diferenciace bunék pomoci magnetického pole nanocastic. K hodnoceni
biokompatibility MWCNT a scaffoldd byla pouzita lidska bunécna linie SAOS-2. Bunky byly
vystaveny plsobeni nanotub v kultivacnim médiu, a byly rovnéz péstovany na povrchu PCL
scaffoldd. Viabilita bunék byla méFena jako metabolicka aktivita za pomoci MTS testu (Promega)
a primého poditani prezivsich bunék po 3 a 7 dnech kultivace. Buriky byly po kultivaci fixovany,
immunofluorescencné obarveny a sledovany pomoci widefield a konfokalni fluorescencni
mikroskopie. Plsobeni volné rozptylenych nanotub na bunky bylo také pozorovano pomoci life-
cell imaging (LCI) mikroskopie. Z vysledk({ vyplyva, Ze pfimé plsobeni nanotub na buriky je dobie
snaseno pri koncentraci 10 mg/lI média. O rad vyssi koncentrace jiz snizuje viabilitu o polovinu, a
to jak u MWCNT-OH tak MWCNT-MNP. Testy metabolické aktivity na PCL scaffoldech prokazaly,
Ze pritomnost MWCNT-OH mize mit na buriky negativni vliv. Pfidani MWCNT-MNP ve spravné
koncentraci do kompozitu vSak metabolickou aktivitu vraci na Groven kontroly bez MWCNT.

Préce byla podporovéna projekty Grantové agentury Ceské Republiky & P108/12/1168 a 14-
04790S.
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Core-shell nanovlakna na bazi polykaprolaktonu pro regeneraci
chrupavky
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Nanovlakna z poly-e-kaprolaktonu (PCL) jsou vhodné biomateridly pro rlst bunék. Core-shell
nanovlakna umoziuji inkorporaci rlstovych faktord nebo lékd do nanovlaken a nasledné jejich
postupné uvolfiovani. Cilem studie bylo sledovat rlist a diferenciaci prasecich mesenchymalnich
bunék (MSC) na core-shell nanovlakenech z PCL s obsahem rlstovych faktorli a hyaluronanu
sodného prip. s pridavkem Pluronic® F68, pfi kultivaci v médiu se snizenym obsahem séra.

Elektrostatickym zvlaknovanim z volné hladiny jsme pfipravili nanovlakenné nosice z poly-¢-
kaprolaktonu s obsahem vodného roztoku z rlstovych faktor(: bazicky fibroblastovy rlstovy
faktor (bFGF), inzulinu podobny ristovy faktor-I (IGF-I), transformacni rlstovy faktor -B1 (TGF-
B1). Stejné rlstové faktory s pridanim amfifilni latky Pluronic® F68 (vzorek PLUGF), nebo
Hyalganu inj (hyaluronan sodny) (Mr=500-730 kDa), nebo Synvisc One inj (hyaluronan sodny a
derivaty hyaluronanu (Mr= 6 MDa), kontrolni vzorek bez rlstovych faktorl s Pluronikem F68 a
Cisty PCL bez rlistovych faktord.

Bunky jsme kultivovali 14 dni v MEM médiu s 1% fetdalniho teleciho séra a antibiotiky. Hodnotili
jsme rdst a metabolickou aktivitu MSC, chondrogenni diferenciaci MSC pomoci
imunohistochemického barveni kolagenu II a naslednou vizualizaci konfokalnim mikroskopem.
Rozprostreni bunék na nanovlaknech jsme sledovali barvenim DiOC(6)3 a propidium jodidem a
snimali konfokalnim mikroskopem.

PCL nanovldkna s Pluronic®F68 a rlstovymi faktory stimulovaly rlst a chondrogenni
diferenciaci MSC po dobu 7 dni kultivace. PCL nanovildkna s hyaluronanem s vyssi i nizsi
molekulovou hmotnosti podpofily preZiti bunék a stimulovaly tvorbu kolagenu II po dobu 14 dni,
proto jsou vhodné jako systémy Fizeného uvolfiovani latek pro regeneraci chrupavky.

Projekt byl podporeny grantem MSMT NPU I: LO1309 a projektem Akademie véd ,Otevrend
véaa".
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Kremikové castice a lidské bunky - soucasné poznatky a budouci vyzvy
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V poslednich nékolika letech je ¢im dal tim vési pozornost smérovana na potencidlni vyuziti
rlznych typd nanocastic v biomedicing, a to predevsim jako biosenzord ¢i nosicl 1éCiv. Pro takové
vyuziti je nutné pochopeni fyzikalnich a chemickych interakci probihajicich pfi vstupu castice do
bunky a nasledné pak sledovani jejich pohybu po ni. Pfi zkoumani realné vyuzitelnosti nanocastic
z rlznych typl materiadll je nutné v kontextu s Zivymi organismy uvazovat o jejich co mozna
nejvyssi bezthonnosti. Jakozto biokompatibilni, biodegradovatelny a nizce toxicky material se
tedy jevi kfemik jako jednou z vhodnych platforem pro aplikace v Zivych soustavach. Dalsi
vyhodou kremiku je také jeho stabilni Cervena luminiscence, a tedy relativné snadna
pozorovatelnost a identifikace ¢astic z tohoto materialu.

V soucCasné dobé se spolecné s kolegy z Matematicko-fyzikalni fakulty UK snazime o
dtkladnéjsi prozkoumani a pochopeni chovani kfemikovych nanokrystall (SiNC), pochazejicich
z Univerzity v Kobe, v biologickém prostiedi. Z dosavadnich poznatk( je prozatim mozno urcit, ze
chovani SIiNC je ovliviiovano sloZzenim média, respektive prfidanym typem séra v médiu, ve kterém
se Castice spolu s burikami nachazeji. Odhaleni presného mechanismu chovani SiNC v zavislosti
na prostiedi, ve kterém se nachazeji, by nam otevrelo zcela nové obzory v oblasti funkcionalizace
povrchu téchto castic. Nadale také Celime vyzvé v podobé pozorovani vstupu a pohybu SiNC po
burikach. Odhalenim presnych principl interakci SINC s biologickymi systémy ma potencial
znacnou meérou prispét k redlnému vyuziti téchto ¢astic v biomediciné.

streda 16:50 (S)
Anna Zavad'akova?l, Pavel Klein!, Tomas Suchy? a Lucie Vistejnova?

Uspéchy a pady p¥i vytvareni scaffoldu pro 3D kultivaci koznich
fibroblast(

! Biomedicinské centrum, Leékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze
2 Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH AV CR, v.v.i., Praha

zavadaka@Ifp.cuni.cz
Proc je 3D lepsSi nez 2D
V bézné praxi se kozni bunky, fibroblasty, kultivuji na kultivacnim plastu z polystyrenu, tedy ve
2D usporadani. Tento model ma vSak fadu omezeni, predevsim nepritomnost prirozeného
kontaktu bunék s mimobunécnou hmotou, ktery je pro spravnou funkci koznich fibroblastl
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nezbytny. Na zakladé toho jsou vyvijeny reprezentativnéjSi modely — modely 3D. Prostorové
usporadani bunék v téchto podminkach odpovida mnohem vice skutecnosti nez v 2D usporadani.
Scaffoldy pro kultivaci bunék v 3D se tak jevi se jako vhodné nastroje pro studium chovani
dermalnich fibroblastd.

Pro vytvoreni 3D prostredi se bézné pouziva kolagen. Jedna se o prirodni material, ktery
v zavislosti na teploté, pH a dalSich podminkach méni své vlastnosti, jejichZ Upravou jsme schopni
docilit napriklad pozadovaného skupenstvi.

Cilem této prace bylo vytvorit kolagenovy scaffold pro kultivaci a nasledné studium koznich
fibroblastll v 3D prostredi.

Co vsechno jsme s kolageny zkouseli

VSechny vzorky kolagend byly rozpoustény v roztoku slabé kyseliny octové a Upravou pH bylo
docileno jejich tuhnuti. Snadno dostupné kolageny, které byly nasi prvni volbou, byly lyofilizované
kolageny ziskané z rybi a teleci kiiZze. Pozdéji byly pouZity i rGiznymi zpUsoby izolované kolageny
z praseci klize a vlastnoruc¢né izolovany kolagen z krysich Slach.

Z homogenniho roztoku kolagenu byl dle protokold vyrobcl komercnich kolagend vytvoren
prvni acelularni scaffold stabilni v podminkach vhodnych pro kultivaci bunék.

Scaffold s burikami byl vytvoren smichanim neutralniho roztoku kolagenu se suspenzi
fibroblastd a naslednym tuhnuti v prostfedi pro /in vitro kultivaci bunék. Fibroblasty byly ve
scaffoldech pozorovany tydny. Byl sledovan jejich tvar, distribuce ve scaffoldu a zivotaschopnost,
ktera byla stanovena mérenim metabolické aktivity a specifickym barvenim bunécnych organel
zavislym na jejich fyziologickém stavu. Méfenim rozdilu primérd scaffoldl v Case byla sledovana
schopnost kontrakce, jez je pro fibroblasty typicka.

Prvni ispéch a postupné vystrizlivéni
Nejprve bylo nutné pevny kolagen rozpustit. Uz v tomto kroku byla zfejma velka variabilita mezi
vzorky, a to i mezi kolageny ziskanymi rliznymi metodami ze stejného organismu (Obr. 1).

Obr. 1 Kolagen z praseci klze izolovany rliznymi zplsoby rozpustény v 1% kyseliné octové
(5 mg/ml); 1 - homogenni mlécné zakaleny roztok, 2 - nehomogenni mlécna suspenze
s patrnymi srazeninami kolagenu, 3 - lehce mlécny roztok s nerozpusténym shlukem.
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V publikacich zabyvajicich se konstrukci scaffoldl pro bunécny rlst jsme se Casto potykali s
kolagenem izolovanym z krysich ocasll. Mohli jsme si ho tedy koupit za péknych par tisic, nebo
ho zkusit izolovat pfimo z ocasl. Rozhodli jsme se vydat se delsi, zato horsi cestou a kolagen z
krysich Slach ziskat. Nasim voditkem byl postup podle (Bell et al. 1979). Izolace se zdarila a dle
protokolt vyrobcl komercnich kolagenl (IBIDI) se ndam podafilo vytvofit prvni acelularni scaffold
stabilni v podminkach vhodnych pro kultivaci bunék.

Nasledovala pfiprava scaffoldl s burikami. S narlstajicim poctem vytvorenych scaffoldd vSak
zacCal narlstat i pocet neuspéchl pfi jejich vytvareni. Zjistili jsme, Ze pfiprava, kterd zpocatku
zdala byt snadng, si Zije vlastnim Zivotem, a opakovana priprava scaffoldu se stejnymi vlastnostmi
se dafii jen zfidka. A tak vytvoreni stabilniho prostredi, ve kterém se budou citit fibroblasty jako
doma (v kidzi), prostredi, které bude vhodné pro studium jejich chovani po nékolik tydnd, se zda
byt obrovskou vyzvou!

Reference

Bell, E., B. Ivarsson & C. Merrill (1979) PRODUCTION OF A TISSUE-LIKE STRUCTURE BY
CONTRACTION OF COLLAGEN LATTICES BY HUMAN-FIBROBLASTS OF DIFFERENT
PROLIFERATIVE POTENTIAL INVITRO. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 76, 1274-1278.

Prdce je podporena z Narodniho programu udrZitelnosti I (NPU 1) ¢. LO1503 poskytovaného
Ministerstvem skolstvi, middeZe a télovychovy.

streda 17:10
Tomas Suchy'?, Lucy Vojtova®>4> a Marek Pokorny®
Zeugolistliv paradox, cast I. - sazka

1 0ddéleni kompozitnich a uhlikovych materidld, USMH AV CR, v.v.i., Praha

2 Laboratot biomechaniky ¢lovéka, FS CVUT v Praze

3 Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Vysoké uceni technické v Brng, Brno
4 Ustav chemie materialQ, Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné€, Brno

> SCITEG, a.s., U vodarny 2965/2, 616 00 Brno

6 Contipro a.s., R&D Department, Dolni Dobrouc

suchyt@irsm.cas.cz

PFi zpracovani kolagenu do rliznych forem urazite od jeho izolace dlouhou cestu, na které
hrozi, Ze se vlivem nékterych vymol{ (plsobenim chemickych sloucenin) a nerovnosti (tepelnymi
ucinky) mohou ztracet jeho plvodni nativni viastnosti. Existuje celd fada metod, jak miru této
pfipadné ztraty charakterizovat, existuje ale také cela fada pristupl, jak tyto charakterizace
interpretovat. A v neposledni fadé se na této cesté setkate s celou fadou nazorl a zkusenosti,
které vam ji mohou usnadnit anebo zprostredkovat jiny pohled ,pod kapotu”.

Prednaska shrnuje nekteré poznatky Zziskané pii feseni projektu TA04010330, financné
podporeného Technologickou agenturou Ceské republiky.
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stfreda 17:15

Prezentace firmy HANYKO Praha, s.r.o.
Prezentace firmy HANYKO Praha, s.r.o. je umisténa na zavér sborniku

streda 19:30
Petr Vydra
Uskali prezentace védecké prace
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ctvrtek 8:50

Lucy Vojtoval23, Jan Zidek?, Veronika Svachova?, Jana Brtnikova?,
Markéta Tesarova?!, Tomas Zikmund?, Eva Prosecka*, Michaela
Rampichova?, Jifi Chmelik®, Roman Jakubicek?®, Jiri Jan® a Jozef Kaiser!

Morfologické hodnoceni poréznich kolagenovych skafold{i s kmenovymi
bunnkami pomoci pocitacové mikro- a nanotomografie

! Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Vysoké uceni technicke v Brng, Brno

2 Ustav chemie materialQ, Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické v Brné, Brno

3 SCITEG, a.s., U vodarny 2965/2, 616 00 Brno

4 Ustav experlmentalnl mediciny AVCR V.V.i. , Videniska 1083, 142 40 Praha, CZ.

5 Ustav biomedicinského inZenyrstvi, Fakulta elektrotechniky, Vysoké uceni technické v Brng,
Technicka 12, 61600 Brno, CZ.

lucy.vojtova@ceitec.vutbr.cz

V uplynulych letech byly na nasem pracovisti vyvinuty a pfipraveny nové resorbovatelné
porézni nosiCe bunék a IéCiv (skafoldy) na bazi biopolymerniho kompozitu k I[écbé kosti Ci
chrupavek metodou tkanového inzenyrstvi s Uspésnym preklinickym hodnocenimi-2, Kromé
chemického sloZeni téchto biopolymernich skafoldl zalozenych na modifikovaném kolagenu, je
velice dllezitou charakteristikou morfologie jejich 3D porézni struktury hrajici vyznamnou roli pfi
regeneraci tkané. Morfologie poréznich skafoldd je bézné sledovana pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie (SEM), bohuzel snimek ze SEM je pouze dvojrozmérny a neurluje
morfologii v celém objemu vzorku, ale jen v malé Casti jeho fezu. Navic musi byt vzorek pred
pozorovanim upraven (nafezan a pokoven). Z téchto dlvodd jsme pouZili rentgenovou
pocitaCovou mikro-tomografii (uCT), kdy byl vzorek skafoldu nedestruktivné evaluovan v celém
svém objemu. OvSem biopolymery, diky své nizké hustoté, se nezobrazuiji tak presné a ostre
jako pevné, kompaktni materialy (kovy, keramika). Navrhli jsme proto systém kontrastovani
kolagenového skafoldu, kdy jsme spolecné s metodou ,volume rendering" (objemového
vykreslovani), optimalizaci prahovych hodnot vizualizacnich parametrl doplnénych o lokalné
adaptivni metodu dosahli nezkreslenych 3D zobrazeni poréznich skafoldl (Obr. 1)3. Ukazka
kontrastovani kolagenového nosice a jeho zobrazeni pomoci UCT je na Obr. 23,

a*b *C

Staining,
Volume rendering method, Locally adaptive method

Optimization of threshold value.

Obr. 1 Optimalizace 3D zobrazeni kolagenového skafoldu
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Nasledné jsme kolagenové nosice osadili mezenchymalnimi kmenovymi bunkami a snaZzili se
zobrazit jak skafold tak i buiky pomoci uCT. Stejné jako biopolymery, tak i bunky nejsou bez
kontrastovani snadno pozorovatelné pomoci uCT. Bud’ jsme velice dobre pozorovali skafold, ale
bez bunék nebo naopak buriky, ale zase bez skafoldu. Proto jsme nové pouzili na tento systém
v Evropé zcela unikatni pocitacovy nanotomograf (nCT) fy Rigaku s rozliSenim az 270 nm, ktery
byl zakoupen v ramci projektu Ceitec. Pomoci nCT jsme nakonec byli schopni zobrazit bunkami
osazeny skafold. Ve finale jsme porovnali jak snimky ze SEM, tak i uCT, nCT a nakonec porizenych
i ze synchrotronu Elettra (Trieste, Italie). K lepsSimu dokresleni jak skafoldu tak i bunék prispélo
zobrazeni finalnich 3D snimkd pomoci stereoskopie.

without Ag with Ag

without (nano)particles

with (nano)particles

500 pm

Obr. 2 Vliv kontrastovani na zobrazeni kolagenového nosi¢e pomoci UCT: (a) Cisty kolagen typ
I, (b) kolagen se stfibrnymi ionty, (c) kolagen s mikro-hydroxyapatitem, (d) kolagen
S nanocasticemi stfibra pripravenymi ,,in-situ".

Ukazuje se, Ze pocitacova nanotomografie bude dalSi plnohodnotnou metodou pro pozorovani
morfologie polymernich skafold( a také pro stanoveni porozity, velikosti porl a jejich vzajemného
propojeni. Po osazeni skafoldu burikami Ize stanovit i objemovy pomér bunék a skafoldu a
predevSim také distribuci bunék uvnitf 3D skafoldu. Tato nova technika nam pomdize Iépe
porozumét metodam osazovani skafoldu burnkami, chovani bunék ve skafoldu (proliferaci a
diferenciaci v rliznych ¢asovych intervalech), pfipadné zmény v morfologii skafoldu po urcité dobé
vystavené burikam, coZ je nezbytné v modernim tkanovém inZenyrstvi pro regeneraci tkani.

Vysledky tohoto vyzkumu byly ziskany v rémci projektu CEITEC 2020 (LQ1601) za financniho

prispéni Ministerstva skolstvi, middeZe a télovychovy Ceské republiky v rémci ucelové podpory z
prostredkd Narodniho programu udrZitelnosti II.

40



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY IX.

Herbertov, Horani Mlym, 20, - 23, 9, 2016

Pouzita literatura: 3

1. Proseckd, E., Rampichova, M., Vojtova, L., Tvrdik, D., Mel¢akova, S., Juhasova, J., Plencner,
M., Jakubova, R., Jancar, J., Necas, A., Kochova, P., Klepacek, J., Tonar, Z., Amler, E.
Optimized conditions for mesenchymal stem cells to differentiate into osteoblasts on a
collagen/hydroxyapatite matrix. Journal of Biomedical Materials Research Part A, 2011,
99A(issue 2), 307-315.

2. Prosecka, E., Rampichova, M., Litvinec, A., Tonar, Z., Kralickova, M., Vojtova, L., Kochova, P.,
Plencner, M., Buzgo, M., Mickova, A., Jancar, 1., Amler, E. Collagen/hydroxyapatite scaffold
enriched with polycaprolactone nanofibers, thrombocyte-rich solution and mesenchymal stem
cells promotes regeneration in large bone defect in vivo. Journal of Biomedical Materials
5esearc/7 Part A, 2015, 103(2), 671-682.

3. Zidek, J.; Vojtova, L.; Abdel-Mohsen, A.; Chmelik, J.; Zikmund, T.; Brtnikova, J.; Jakubicek,
R.; Zubal, L.; Jan, J.; Kaiser, J. Accurate micro-computed tomography imaging of pore spaces
in collagen-based scaffold. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, 2016, 27(6), 1-
18.

Ctvrtek 9:20 (S)
Martin Bartos' a Tomas Suchy?3
Moznosti mikro-CT hodnoceni kompozitnich scaffoldti

! Oddéleni maxilofacialni chirurgie, Stomatologicka klinika 1, LF UK a VFN, Praha
2 Oddeleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH AV CR, v.v.i., Praha
3 Laborator biomechaniky clovéka, FS CVUT v Praze

martin.bartos@vfn.cz

Kostni defekty rlizné etiologie (traumata, nadorova onemocnéni, zanéty apod.) mohou
predstavovat terapeuticky problém, a to predevsim v zavislosti na jejich rozsahu a lokalizaci.
Perspektivni moznosti léCby téchto defektl je vyuZiti scaffoldd na bazi polymer(, které po
implantaci do mista defektu zajisti podminky vyhovujici procestim hojeni; v idealnim ptipadé
dosahnou regenerace poskozené tkané. Jednim ze zakladnich poZadavk{ na vlastnosti scaffoldl
je vhodna prostorova struktura, ktera vyznamné ovliviiuje interakci scaffoldu s okolni tkani.

Mikro-CT predstavuje preklinickou zobrazovaci metodu zalozenou na RTG zareni, ktera
umoziuje zobrazeni 3D struktury vzork( v rozliSeni nékolika mikrometr( a jejich prostorovou
analyzu. Zasadni prednosti je nedestruktivni charakter metody. Scaffoldy mohou byt vyhodnoceny
in vitro v suchém ¢i mokrém stavu. V pripadé pokusu /7 vivo je mozné posuzovat proces hojeni
pfimo v organismu pokusného zvitete nebo po ziskani vzorku této tkané. Mikro-CT scaffoldl
umoznuje vizualizovat a analyzovat prostorové usporadani vzorkl, které je konvencnimi
metodami obtizné hodnotitelné. Mezi klicové parametry patfi porozita (oteviena i zaviend), nebot’
ma vyznamny vliv mj. na pronikani bunék do scaffoldu. Porozita mdze byt hodnocena 2D i 3D
metodikou. Vyznamnou charakteristikou porozity je PSD (Pore Size Distribution — distribuce porl
dle velikosti a jejich podilu na celkovém objemu porozity).
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Obr. 1. Ukazka 3D modelu scaffoldu s barevné kédovanou porozitou v zavislosti na velikosti
porl, 3D model scaffoldu (méfitko 200 um), 2D prlifezy scaffoldem (méfitko 100 pm).

Pfinos a moznosti hodnoceni prostorové struktury pfi vyzkumu téchto materidll je
dokumentovan prostorovou analyzou a stanovenim porozity nékolika typd scaffoldd na bazi
kolagenu typu I, polylaktidu, kalcium fosfatovych nanocastic a kyseliny hyaluronové, a to za uziti
ex-vivo mikro-CT pristroje SkyScan 1272 (Bruker, Belgie) a originalniho softwaru Bruker (NRecon,
DataViewer, CTAn, CTvox, CTvol). Mikrotomografie je vyznamnou metodou hodnoceni
scaffoldovych materialli, ktera pfinasi fadu poznatkd o jejich vnitini strukture. Jeji pouziti vSak
mdze byt komplikovano relativné nizkou RTG denzitou scaffoldovych materidll a pritomnosti
gracilnich struktur na hranici rozliSeni (napf. tenka septa mezi péry).

Podékovani

Mikro-CT bylo pofizeno za podpory MSMT, EU a OpVaVpl vrédmc projektu ¢
CZ.1.05/4.1.00/16.0346. Prispévek vznikl za podpory vyzkumného programu Prvouk P28/LF1/6
MSMT. Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢. 15-25813A.
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Lucie Vistejnova?l, Azalia Mariel Carranza Trejo?!, Iveta Zimova?
a Tomas Suchy?

Upravy plastovych povrchii pro dlouhodobou kultivaci hepatocytt —
Otazka zni ,Koutovat ¢i nekoutovat, a pripadné jak?"

! Oddéleni maxilofacialni chirurgie, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN, Praha
2 Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiall, USMH AV CR, v.v.i., Praha

lucie.vistejnova@Ifp.cuni.cz

Hepatocyty jsou hlavni bunky jater vykonavajici nejen radu esencialnich metabolickych funkci,
ale zaroven umoznuji jedincm obcas ochutnajice rlzné ndpoje obsahujici EtOH, tuto
nizkomolekularni latku zpracovat a eliminovat jeji Skodlivé plisobeni. Tato schopnost hepatocytl
zvana detoxifikace se vztahuje na vSechny pfirodni i syntetické slouceniny, které télo chté/nechté
vstrebava a potrebuje se jich zbavit za i¢elem minimalniho poskozeni viastnich funkci. Hepatocyty
se touto vlastnosti stavaji idealnim modelem pro studium cytotoxickych a farmakologickych
charakteristik latek ¢i pro studium metabolickych pochodd téla.

Hepatocyty jsou v jaterni tkani usporadany do tramcitého epitelu a spolu s endotelialnimi
bunikami, bunkami Zlu¢ovodl, mesenchymalnimi a imunitnimi burikami vytvareji organizovanou,
a prekvapivé i velmi pevnou tkan. Pro vytvoreni relevantniho /n vitro modelu je tedy nutné
hepatocyty ze slozitych struktur a cetnych mezibunécnych spojeni vyvazat, izolovat a spravné
kultivovat.

Diky zkusenostem fady predchlidcd majici za cil experimenty na /n vitro kulturach hepatocytd
jiz existuje verejna zkusSenost, Ze hepatocyty na klasickém kultivacnim plastu nerostou a
neuchovavaji pozadované funkce po dobu delSi nez 2-3 dny. Tento problém se zda reSitelny
vhodnou Upravou kultivacniho povrchu — pokryvem (, koutovanim") vybranym proteinem, ktery
je pro hepatocyty prirozeny. Pro tyto Ucely se pouziva kolagen typu I ¢ IV, laminin nebo
fibronektin. Objevuiji se i prace, kde se hepatocyty a dany protein vrstvi na sebe a vytvari se tzv.
sendvicova struktura.

Prispévek popiSe prvni zkuSenosti s pfipravou ,koutovanych" plastovych povrchl pro
dlouhodobé (alespori 5ti-denni) kultivace hepatocytl kolagenem typu I. Kolagen je izolovan
z rlznych zivociSnych druhd, z r@iznych &asti téla, rlznymi metodami, a je také rlzné aplikovan
na plastové povrchy. A jak Cetnost slova ,rlzné" v predchazejici vété napovida, dostavame
predevsim rlizné Uspésné vysledky, a otazkou k diskusi z{stava, jak kolagen spravné izolovat a
zpracovat pro Ucely pfipravy vhodného povrchu pro kultivace hepatocytd.

Tato prdce je podporena grantem Narodniho program udrZitelnosti I (NPU I) ¢ LO1503
poskytovaného Ministerstvem skolstvi, miadeZe a télovychovy.
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Rastislav Ballay?, Ivan Landor?, Frantisek Rtizicka? a Tomas Suchy3*
Aloplastické materialy a jejich citlivost

11, Ortopedicka klinika, 1. lékarska fakulta FN v Motole, Univerzita Karlova v Praze

2 Masarykova univerzita v Brné, Lékarska fakulta, Fakultni nemocnice u Sv. Anny,
Mikrobiologicky Ustav ) 5

3 Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiall, USMH AV CR, v.v.i., Praha

4 Laborator biomechaniky ¢lovéka, FS CVUT v Praze

ballayrastislav@gmail.com

V podminkach mikrobiologické laboratore byly in vitro testovany nejCastéji uzivané
aloplastické materidly v obvyklych povrchovych Upravach cilenou kontaminaci mikrobidlnimi
agens nejCastéji se vyskytujicimi pri hluboké infekci totalni nahrady. Hlavni otazkou bylo zjistit,
jak jsou aloplastické materidly primarné odolné vici bakterialni kolonizaci pfi rliznych povrchovych
Upravach. Urcitou limitaci nasi prace je hodnoceni poréznich povrchl in vitro, které vykazuji
zvySenou citlivost ke kolonizaci (Obr. 1).

Obr. 1 Ukazka testovanych povrchi s rliznym chemickym slozenim a rliznou topografii povrchu.

Porézni titan a zejména pak jeho hydroxyapatitova vrstva totiz znatné akceleruji osidleni
povrchu osteoblasty a tak i osteointegraci implantatu do kostniho IGzka. Mikrobidlni agens nema
prostor tento povrch kolonizovat. Problémem mohou byt ¢asti poréznich povrch(, které zlistavaji
mimo kontakt s kosti a jejich afinita ke kolonizaci tudiz zlistava trvale vysoka. Materidlem volby

44



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY IX.

Herbertov, Horani Mlym, 20, - 23, 9, 2016

A4

kolonizaci. Materidlem volby pro konstrukq necementovanych implantatu jsou slitiny titanu.
Problémem je osteoaktivni povrch, ktery neni v kontaktu s kostnim Ilzkem. Jeho hrubost a
porozita jsou zasadni pro dobrou osteointegraci, ale zéroven ma vysokou afinitu ke kolonizaci
bakteriemi. V souasné dobé pracujeme na biokompozitni nanostrukturované vrstvé schopné
vyrazné zlepsit proces integrace implantatu. Tato vrstva kontrolované uvolfnuje absorbované
antibiotikum, a tim umozni snizit riziko kolonizace povrchu implantatu.

Ctvrtek 10:20 (S)
Eva Prlichova?l, M. Kosova?, L. Joska! a V. Filip?
Vyvoj metody pro testovani antibakterialni aktivity

1 Qstav kovovych materiald a korozniho inzenyrstvi, VSCHT v Praze
2 Ustav mléka, tukl a kosmetiky, VSCHT v Praze

pruchovv@vscht.cz

Slitina Ti6AI4V je Siroce vyuzivanou slitinou v ortopedii a stomatologii. Pasivni vrstva TiO;
zprostfedkovava korozni odolnost, bioaktivitu a osseointegraci. Elektrochemicky vytvorena
nanostruktura v oxidu zakladniho kovu jesté vice podporuje propojeni implantat kov, zlepSuje rist
kostnich bunék, ale také mlze byt vyuzita jako substrat pro kotveni dalSich latek. Mozny vznik
infekce po implantaci nahrady je jednou z vyznamnych pficin selhani implantatu. V této praci bylo
na nanostrukturu deponovano stribro, které je znamo svymi antibakteridlnimi vlastnostmi proti
Siroké Skale mikroorganismd.

Hlavnim cilem této studie bylo vyvinout metodu umoznujici pfesné stanoveni antibakterialni
aktivity na povrchu plochych vzorkd. Stfibro bylo deponovano na povrch nanostrukturovanych
vzorkll nasledujicimi zplsoby - PVD, fotochemické depozice, elektrochemické depozice, metoda
sol-gel. Antibakterialni ucinnost byla testovana s vyuzitim indikatorovych kmenl bakterii
Escherichia coli a Staphylococcus aureus. Bakterialni kultura byla aplikovana na povrch vzorku.
Po 5 hodinach byl vzorek se suspenzi prenesen do fyziologického roztoku (desitkové redéni). Po
vhodném poctu fedéni byla kultura rozprostfena na Petriho misky zalité agarem. Nasledovala
kultivace a poté byly prezivsi kolonie kvantitativné vyhodnoceny.

Byly zjistény odliSné potfebné kultivacni casy, aby kolonie na agarovych plotnach byly dobre
narostlé a pocitatelné (Obr. 1). V inkubatoru pfi 37 °C dostacovalo bakterii Escherichia coli 24 h,
Staphylococus aureus vyzadoval nejméné 48 h kultivace. Brouseny vzorek slitiny Ti6Al4V slouzil
jako negativni kontrola, podle kterého byla posuzovana inhibice na dalSich, modifikovanych
vzorcich. Vzorek cistého stfibra byl pouzit jako pozitivni kontrola, zde se naopak predpokladala
maximalni mozna inhibice bakterii. Numerické vyhodnoceni prokazalo, Ze stfibro svou
predpokladanou funkci spinilo. Alespon ¢astecna inhibice byla potvrzena u vSech testovanych
vzorkd. Prekvapivé i nemodifikované nanostruktury vykazovaly do urcité miry antibakterialni
aktivitu. Kmen Escherichia coli byl zlikvidovan u vSech testovanych vzorkl obsahuiicich stfibro.
Z vysledkl také vyplynulo, Ze bakterie Staphylococcus aureus je vice rezistentni druh a proto
bude tento kmen pouzivan i v nasledujicich testech. Metoda pro testovani antibakteridlnich
vlastnosti plochych vzork{ byla vyvinuta a spolehlivé fungovala.
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Obr. 1. Petriho misky zalité agarem s narostlymi prezivSimi koloniemi
a) Escherichia coli, b) Staphylococcus aureus

Financovéno z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT & 20-SVV/2016).

Ctvrtek 11:00
Vitézslav Brezina
»Live cell imaging” v priizkumu interakci burniky a biomateriald

Laboratof tkafovych kultur, FROV Jihoceskéa Univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Nové Hrady
brezinavita@gmail.com

Biokompatibilita je Castym terminem se kterym se setkavame pfi testovani vhodnosti novée
vytvofeného materialu uréeného pro I€karske ucely. Kazdy novy material urceny pro zdravotnictvi
musi byt peclivé vyzkousen a tyto zkousky jsou fizeny statnimi autoritami. Pro CR a vlastné celou
EU to je norma CSN EU ISO 10 992 a ta urcuje vSe potfebné k provedeni testd. Statni autoritou
u nas je CIA, ktera kontroluje metody, jejich spravnost a interpretaci. Az potud jde o komercni
praci a zcela samozirejmé existuji laboratore, které sluzby poskytuii.

Mimo to je nezbytné, aby existovaly vyzkumné laboratore, které stoji vcele tvorby novych
metod hodnoceni oné interakce definované vztahem zivé hmoty k umélému materidlu a zejména
zplsobu jak ke vztahu dochazi. Rovnéz jaka je dynamika a kinetika skute¢ného kontaktu, jaké
biologické jevy se v misté kontaktu vyskytuji, jakou roli hraji zmény materidlu, tfeba koroze,
zmény potencialu, nebo pohyby okolnich tkani a jejich rlst.

Dobrou metodou jak tyto zmény zobrazit a interpretovat je ,live cell dynamic imaging" ve
svété uzivana stale Castéji. Je to vlastné mikrokinematografie, ktera zanechava obrazovy zaznam
jevd pro hodnoceni vice metodami a vice osobami.
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1. ProcC kinematografie

Kinematografie byla pdvodné vynalezena jako vyzkumna metoda a fotopuska je jeji prvni aplikaci.
Tehdy byl sledovan let ptakd. Brzy se vSak stava predmétem obchodu s dramatickym zbozim.
Jsou vytvareny pribéhy k pobaveni obecenstva a plvodni vyzkumna metoda se dostava do pozadi.
Ale existuje a je rozvijena, zejména ve Francii, Anglii, Némecku a také v zamofri zejména USA a
Japonsku. Aplikace vyzkumného charakteru jsou velmi Siroke a nejenom technické, ale také
biologické. Do Ceskoslovenska se dostaly z Némecka, a snad prvni skutecné vyzkumnou aplikaci
byl vyzkum ovijivych pohybd rostlin. Ten uskutecnil prof. Ulehla, kratce po zaloZeni Masarykovy
univerzity v Brné. Byl to tehdy profilovy vyzkumny program Ustavu fyziologie rostlin. Mozna je
dobré vzpomenout jesté aplikaci zoologickou, také z Brna, film Zivot zabité Zaby prof. Bayera, ten
vsak byl spiSe filmem popularné védeckym, a vyukovym. Oba tyto styly, to je film jako vyzkumna
metoda a film jako prostfedek vyuky se navzajem prolinaji. Osobnosti téchto smérl byl Zak
profesora Ulehly, profesor Calabek, plsobici na Vysoké sSkole zemédélské a v Akademii véd.
Osobnosti té vyzkumné stranky byl v té dobé doktor Milos Spurny, zabyvajici se fyziologii rlistu
rostlin béhem velké rdstové periody, jeho modelem byl kofen hrachu. Definoval zpétnou vazbu
na tomto systému, a vysvétlil podminky, pri kterych vazba funguje. S nastupem dalsi biologické
techniky, totiz techniky tkanovych kultur, dochazi k rozvoji sbérné mikrokinematografie v
medicingé. Vldcimi silami je profesor PiZa na Hradecké Lékarské fakulté a jeho Zak profesor
Cervinka. Silnou osobnosti té doby byl doktor Vesely plsobici na Akademii véd. Kolem nich se
soustred'ovali lidé na pravidelnych konferencich, konanych v Hradci Kralové. Slo pfevazné o
vyzkum v oblasti mediciny a ten byl rozvijen osobou doktora Cinatla na Ustavu hematologie a
krevni transfuse v Praze. Tak se metoda tkanovych kultur a metoda sbérné mikrokinematografie
setkavala a prinasela nejenom nové poznatky do dynamiky bunécnych déjd, ale také prispéla
k vychové novych pracovnikll v obou téchto disciplinach. Trebaze se filmové aplikace dostavaly
do dalSich obordl, biomedicinské aplikace se jevi dodnes jako viddi. ZvIasté dnes, kdy jsme se
odpoutali od filmového nosice obrazové informace a nové zplisoby zaznamu dovoluji nejenom
snadnéjsi uchovani ale také snadné&jsi analyzu obrazovych dat.

2. Princip sbérné kinematografie

Princip je stejny a od doby vynalezl bratrli Lumierovych se nezménil. Zménilo se jenom technické
reSeni toho co je pred objektivem kamery a toho co je za objektivem kamery. Technika pred
objektivem je dana zvolenou metodou vyzkumné otazky, tedy v naSem pripadé mikroskop, jako
dalSi optické zafizeni. Technika za objektivem kamery je v naSem pripadé dand zplsobem
zaznamenani obrazu, jeho uchovanim a jeho analyzou. Ale jedno je zcela zasadni — volba snimaci
a projekeni frekvence jednotlivych snimkd. Ta musi kopirovat umysl vyzkumnika, totiz zvolit
snimaci frekvenci podle priibéhu pozorovaného déje; je-li obraz nasniman tak se uz frekvence
snimani neda zménit. To neplati o projekéni frekvenci, ta se ménit mdZe a je vyznamnou Casti
dynamické analyzy obrazu.

3. Co se da filmovou metodou prokazat

Lépe Feeno na co je metoda dobra. Zlstarime u aplikaci biologickych, i kdyz aplikace filmu do
technickych disciplin pfinaseni také mnoho nového (trhaci zkousky, kmitani, krystalizace apod.)
Pro biologii, je charakteristicka aplikace zkousejici biokompatibilitu, o niz se budeme asi zajimat
nejvice. Stale jsou ovSem aktualni aplikace z fyziologie rostlin, zejména z fyziologie ras a sinic.
Plati vSak pravidlo o analyze kvalitativni a kvantitativni. Snimek je nutno podrobit obéma
zplGsoblm analyzy.
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4. Praktické ukazky nékterych soucasnych reseni

Vénujme se ukazkam z oboru zkouSek biokompatibility. Mame na mysli interakci mezi zivou
zivociSnou bunikou (nebo tkani) a umélym, ¢i prirodnim substratem. A také to, kdyz substrat,
nebo tekutina (zivné médium) néjak pulzuje. Zda jsou bunky néjak ovlivnény, treba smérové a
zda a jak pri tom prenaseji signal ze svého okoli. A pochopitelné jak bunky okupuiji tfirozmérny
substrat, dnes aktualni otazka scaffoldd. V podstaté je nékolik zakladnich technik:

a. vyluh substratu — vyluh obvykle v rlistovém médiu je ¢inén za konstantnich podminek, které
ur€uje vyzkumnik, nebo norma. Vyluh je pak nasazen do kultivaci v rlznych fedénich,
Ucelem je zjistit zavislost Ucinku na davce. Obvykle se urcuji zmény ve specifické rlistové
rychlosti, stavu cytoskeletu populace metodou dilatace bunék (spreading), lokomocni
aktivitou a aktivitou déleni bunék.

b. primy kontakt s povrchem rovinného substratu — bunky jsou naockovany pfimo na rovinny
substrat. Je obvykle neprlhledny a tak je nutno zvolit odliSny zplsob mikroskopie, totiz
mikroskopii v dopadajicim svétle, a obvykle s Sikmym svétlem, neni-li k disposici vhodna
zkontastnujici technika. Urcuje se proliferace bunécné populace, jeji schopnost kolonizovat
substrat jeji lokomocni a mitoticka aktivita. Tyto zkousky nejsou jenom doménou sbérné
mikrokinematografie, zkouseji se i batchovym zplsobem, tedy stav pfi startu a stav pfi
ukonceni. Dava to jednoznacnou informaci o ochoté bunék kolonizovat zkouseny substrat a
zejména strukturu jeho povrchu.

c. primy kontakt s trojrozmérnym substratem — burky jsou naockovany na substrat, jde
obvykle o vldkna, mrizku upletenou z viaken rlizného plvodu a konecné tfirozmérny substrat
majici pdvod v rlznych organickych i anorganickych latek. Jeho struktura milze byt
rlznorodd od pravidelnych a opakujicich se struktur az po nepravidelné, spiS porézni
morfologii. Zde pravidelné sledujeme zplisob zardstani mfizky, ¢i péru, a zplisob osidlovani
vlakna. Casto mohou byt patrny snahy bunécné populace vytvaret jakousi pseudotkan se
zakladem regulacnich mechanism.

d. pfimy kontakt s pulzujicim substratem — aplikace kdy jsou bunky naockovany na pruzny
substrat, ktery je, az se burky pfichyti, podroben stahlim. Takové stahy, ¢i oscilace, jsou
experimentalné ménény podle zaméru vyzkumnika. Vysledek je ofekavan zejména ve
smérové orientaci bunék populace a v prenosu informace z buriky do bunky. Obrazoveé to
Ize vyhodnotit analyzou kontaktli mezi bunikami a pozorovanim struktur, prechazejicim
z bunky do burky sousedni. Také undulace bunétnych membran jsou touto oscilaci
ovlivnény.

e. kontakt bunék na pevném substratu, ale s pulzujicim prostredim — tato technika objasnuje
zakladni bunécné jevy vyskytujici se v krevnim recisti, tedy pouze modelové, s cilem zachytit
zar(stani povrchu umélého substratu bunikami, jejich orientaci a zplsob jejich proliferace.

5. MozZné pristrojové vybaveni

To je zavislé na zplsobu, ktery zvoli vyzkumnik, jehoZ cilem je odhaleni dynamickych Ci
kinetickych bunécnych jevl. Jednoduchost a Ucelnost je zakladnim poZadavkem. Je rozdil,
stavime-li metodiku pro nékolik izolovanych pokusl, anebo pro systematickou praci. Vybér
techniky, ktera nase pozadavky mdze spinit, je dnes Siroky a neni mozné, ani spravné jednotlivé
moznosti a firemni nasazeni citovat. Uvazme, Ze pri novych experimentalnich pristupech je casto
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nutné vyrobit spoustu pomocnych zafizeni, obvykle to jsou kultivacni komlrky urcené pro
mikrokultivaci bunék a tkani, je nutno v néjakych pripadech uvazovat také o pristupu ex vivo.
Rovnéz pumpy pro davkovani zivnych médii jsou Casto predmétem vlastni konstrukce a vyroby.
Budeme vam presentovat obraz zarizeni a video, které bylo na tomto zarizeni snimano. Vysledné
video je pochopitelné podrobeno analyze, jak kvalitativni, tak kvantitativni. Kvantitativni analyza
poskytuje Cisla, ktera je mozno uzpUsobit do grafti, ke konecné interpretaci probihajiciho déje.
Tady je nutno podotknout, Ze stejny zaznam mUlze opakované slouzit pro odliSnou obrazovou
analyzu. Softwar( pro analyzu je dnes nepreberné mnozstvi a Casto je také vyzkumnik tvori sam.

Metoda sbérné mikrokinematografie je samozrejmé pouze metoda a vyzkumnik si metody
vybira podle zdméru daného ukolu a predpokladaného sméru vyzkumu. Jednoducha zobrazovaci
technika to vSak neni, tfebaze se tak tvari. Je vsak vynikajici metodou k uréeni dynamiky a kinetiky
bunécnych procestl, tedy funkce, jako protipdl k metoddm na fixovanych bunkach, kde je
studovana hlavné morfologie a anatomie, tedy struktura

ctvrtek 11:20

Zdenka Kolska?, Monika Benkocka?, Nikola Slepickova Kasalkova?,
Katerina Kolarova? a Vaclav Svorcik?

Chemické modifikace povrchii material{ pro bioaplikace

1 Ustecké materialové centrum, Pfirodovédeckd fakulta, Univerzita J. E. Purkyné v Usti nad
Labem

2 Ustav inZenyrstvi pevnych latek, Fakulta chemické technologie, Vysoka $kola chemicko-
technologicka v Praze

zdenka.kolska@ujep.cz

Hrajeme si s mnoha materialy tak, abychom upravili jejich povrch, ktery zpocatku mdze jevit
nevhodné povrchové vlastnosti pro nékteré aplikace. K témto hratkdm vyuzivame rlzné
materialy, polymery, sklo, silikaty. K Upravam povrchl pak vyuzivame fadu technik zahrnujici
fyzikalni a chemické postupy. Nasledné tyto povrchy charakterizujeme mnoha technikami pred a
po jednotlivych krocich modifikaci, abychom zjistily, zda tyto kroky vedly k pozadovanym zménam
povrchovych vlastnosti. Jednim z dlvod({, pro¢ ménime povrchy latek, je jejich pfipadné vyuziti
v oblastech bio-. Z tohoto dlivodu jsou mezi metody testovani povrhd zahrnuty téz testy na adhezi
a rlst bunék, ¢i testy na antimikrobialni aktivity.

Tato préce je provadena za podpory grantid Agentury pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky
C. 15-33018A a Grantové agentury CR ¢. 13-06609S.
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Ctvrtek 11:40 (S)
Barbora Jakubcova?, Jana Turiioval, Ondrej Rehounek!
a Vladimira Petrakova?

Vplyv hrubosti a chemickej Gpravy povrchu na rast kortexovych
neuronov

! Katedra prirodovédnych obord, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, CVUT v Praze
barbora.jakubcova@fbmi.cvut.cz

Vlastnosti rozhrania medzi materidlom a zivym tkanivom su zasadné pre reakciu organizmu
na implantovany biomaterial. Zvlastny vyznam ma biorozhranie u konstrukcie implantabilnych
neuroelektrdd, kde je dolezité zaistit ¢o najlepSi kontakt medzi elektrédou a neurénom. Ak
navrhujeme biomaterial pre interakciu s nervovym tkanivom, jednym z dolezitych kritérii je
posilnenie adhézie buniek k povrchom tohoto biomateridlu. Funkcionalizacia povrchov r6znymi
Struktirami alebo topografia povrchu je jednou z moznosti vylepSenia adhézie buniek k povrchu.
Ciel'om tejto prace je zistit’ vplyv Struktlry povrchu a chemickej funkcionalizacie diamantovych
tenkych vrstiev na adhéziu neurénov k povrchu diamantovych tenkych vrstiev. V nasej praci sme
porovnali vhodnost’ povrchov troch roznych materialov (sklo, zlato a nanodiamanty) pre rast
kortexovych neurdnov. Charakterizaciu povrchov sme robili pouzitim mikroskopie atomarnych sil,
skenovacej elektronovej mikroskopie a Ramanovskej spektroskopie. Nasledne sme pozorovali
vplyv lamininu a porovnali rast kortexovych neurénov na povrchoch funkcionalizovanych
polyetyléniminom a poly-D-lyzinom s lamininom s bunkovymi kultdrami bez lamininu. Nakoniec
sme ukazali vplyv molekulovej vahy polyetyleniminu pre kultivaciu buniek. Najvhodnejsi
z pouzitych polymérov pre funkcionalizaciu povrchov bol poletylénimin s My=2000 g.mol.

Ctvrtek 12:00
Jakub Kronek, Vlastimil Kralik a Jan Mervart
Experimentalni biotribologie

Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, FS CVUT v Praze
jakub.kronek@fs.cvut.cz

Na seminafi zaméfeném predevsim na biomateridly netfeba opakované zddraziiovat obecné
vliv otéru kloubnich ndhrad na jejich Zivotnost a vlibec vztah material-zatizeni-otér-zivotnost.
Zaméfme se na konkrétni experimenty k ohodnoceni materidlovych dvojic pouzivanych
v artikulacnich dilech kloubnich nahrad. Jak si vede PEEK ve srovnani s bézné pouZzivanym
UHMWPE? ProC se PEEK zda byt slibnym materialem u kycelnich jamek, ale selhava jako vlozka
kolennich nahrad? Jak vlibec spolehlivé zméfit otér u /n vitro experimentl anebo explantovanych
nahrad. S ¢im pocitat pfi Uvahach o otéru a otérovych Casticich a co s klidem zanedbat? A co by
na pozorovany narlst hmotnosti vzorkl béhem otérového experimentu ekl Jan Tleskac?
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Obr. 1 Srovnani otérového poskozeni PEEK a UHMWPE jamek

ctvrtek 12:20

Martin Braun?, Monika Supova?, Sarka Ryglova!, Margit Zaloudkova?,
Martina Krizkova?!, Zbynék Sucharda?, Eva Klapkova?, Frantisek Denk?,
Karel Balik  a Tomas Suchy %3

Moznosti HPLC a elektroforézy pri charakterizaci kompozitnich
biomaterialt pripravovanych pro klinické aplikace

! Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH AV CR, v.v.i.
2 Ustav Iékarské chemie a klinické biochemie, 2. LF UK a FN v Motole. 5
3 Laborator biomechaniky, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, FS CVUT v Praze

braun@irsm.cas.cz

V tkanovém inzenyrstvi a regenerativni mediciné jsou stale cCastéji pouzivany kompozitni,
fizené degradovatelné biomaterialy, které nachazi uplatnéni napr. ve formé kostnich nahrad,
vyplni, vyztuzi a pti modifikaci bioaktivnich povrchd implantatd.

Nami vyvijené biokompozity jsou zaloZzeny zejména na kolagenu, izolovaném z rdznych
zivoCisnych tkani, ktery je vhodnym a télu vlastnim materidlem. Kolagenni nanostrukturované
matrice proto umoziuji jejich dobré osazeni osteoblasty ¢i mezenchymalnimi kmenovymi
bunkami. DalSimi vyznamnymi slozkami jsou pak kalcium-fosfatové nanocastice (bioapatit), plnici
funkci kostniho minerdlu a antibiotika (vankomycin ¢i gentamicin) umoziujici zabranit primarni
infekci pfi implantaci.

Chemickeé zesiténi téchto kompozitnich materiald zvysuje jejich stabilitu, zlepSuje mechanické
vlastnosti a navic Ize zménou slozeni cilené ovlivnit kinetiku pozvolného uvolfiovani antibiotik
Z nosné matrice. Pfidavana antibiotika pak mohou diky dlouhodobému plsobeni /n situ, eliminovat
rizika nepfijeti implantatu organismem, zlepsit inkorporaci do Zivé tkané a vyznamné prodlouzit
zivotnost implantatd.
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VSechny biopolymery vSak podléhaiji pfi plisobeni variabilnich fyzikalné-chemickych faktor(
(pH, teplota, chemicka interakce s dalSimi komponentami apod.), resp. za simulovanych
fyziologickych podminek, radé chemickych reakci a modifikaci, které ovliviuji jejich biologické a
mechanické vlastnosti.

Proto je treba tyto biomaterialy urcené pro aplikace v implantologii co nejlépe chemicky
charakterizovat a priibézné sledovat vliv podminek pdsobicich v prostfedi Zivého organismu na
jejich slozeni, stabilitu a biodegradabilitu. Tento prispévek ma za cil pfiblizit moznosti analytickych
separacnich metod zaloZenych na elektroforéze v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE), vyuZivané
predevsim k charakterizaci kolagenu a identifikaci jeho fragmentl elektroforeticky délenych podle
svych relativnich molekulovych hmotnosti a vysledky metod na bazi vysokoucinné kapalinové
chromatografie (HPLC), vypracovanych a optimalizovanych pro Ucely kvantitativni analyzy
vankomycinu a gentamicinu uvolfiovanych z biodegradabilnich kompozitnich materiald
pfipravovanych a testovanych na nasem pracovisti.

Autori dékuji za financni podporu teto prace AZV MZCR (grantovy projekt NV15-25813A),
Technologické agenture Ceské republiky (grantovy projekt TA04010330) a USMH AV CR, v.v.i,
(institucionaini ukol c. 481).
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patek 9:00
Vaclav Svor¢ik?, P. Slepicka?, J. Siegel?, O. Lyutakov! a Z. Kolska?
Kovové nanostruktury a jejich antibakterialni vlastnosti

1 LiJstav inzenyrstvi pevnych latek, Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze
2 Ustecké materidlové centrum, Prirodovédecka fakulta, Univerzita J. E. Purkyné v Usti nad
Labem

vaclav.svorcik@vscht.cz

V prednasce jsou shrnuty zakladni poznatky, které byly ziskany na naSich pracovistich v
posledni dobé zejména v oblasti pripravy a charakterizace kovovych nanostruktur na polymernich
substratech a v suspenzich. Je diskutovana moznost povrchové modifikace materidld a nasledné
chemické roubovani aktivovanych povrchli pouzitim kovovych nanocastic. Tento vyzkum je
smérovan pro potencialni aplikace vysledk{ zejména do oblasti tkanového inzenyrstvi (napf. 1é¢ba
ztraty kozniho krytu a cévni protézy) a antibakterialnich povlakd.

Obr. 1 Schéma interakce kovové nanocastice aktivované svétlem s bakterii.

Autofi dékuji za financni podporu projektu GACR ¢ 108/12/G108.

patek 9:20 (S)
Kamila Moriova?!, Vladimir Stary? Zdenék Tolde? a Vaclav Nehasil!
Stabilita vrstev BaTiOs nanesenych na Ti a TiNb podlozkach

1 Matematicko- -fyzikalni fakulta Univerzity Karlovy, Praha
2 Ustav materialového inzenyrstvi, Fakulta strojni CVUT v Praze

morikam@gmail.com

BaTiOs je feroelektricka sloucenina, o které se uvazuje, ze by po naneseni na materidl
kloubnich nahrad a zpolarizovani mohla pfiznivé ovlivnit pfirlistani kostnich bunék. Vrstva BaTiOs3
byla nanesena metodou pulzni laserové depozice na podlozky Ti a TiNb, slozeni jsme sledovali
metodou XPS a porovnavali jsme vysledky ziskané na vrstvé tak, jak byla pfipravena a po tydnu
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ve fyziologickém roztoku o teploté 38° C. Cilem naSi prace bylo zjistit, zda se v podminkach
podobnym tém v lidském téle neuvolfiuje baryum, které je toxické. Sledovali jsme i koncentrace
a chemicky stav ostatnich prvk{ ve vrstvé pfitomnych a jejich zménu po plsobeni fyziologického
roztoku.

Hlavnim vysledkem prace je zjiSténi, ze se baryum z povrchu vzorku v malém mnozstvi
uvolfuje, ale priblizné po jednom tydnu se povrch stabilizuje. Dale méreni vedou k hypotéze, Ze
u vzorkd pripravenych na TiNb podlozce se plisobenim fyziologickho roztoku dostava niob na
povrch vzorku. To midze vysvétlovat lepsi rlst bunék na vzorcich s TiNb podlozkou.

patek 9:40

Ivan Jirka!, Marta Vandrovcova? Vitézslav Bfezina3, Jan Plsek!
a Lucie Bacakova?

Interakce lidskych kostnich bunék podobnych osteoblastiim s povrchy
oceli a Si(100) pokrytymi silikalitovym filmem

! Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského, AV CR, v.v.i., Praha
2 Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha
3 Stomatol, Vyzkumné centrum LF MU Brno

ivan.jirka@jh-inst.cas.cz

UZiti kovovych materidlQ pfi vyrobé implantatl je komplikovano jejich korozi, pfi které se do
organismu uvolfiuji Casto toxické kovy. Korozi Ize eliminovat vhodnou povrchovou Upravou
materialu, ktera mdze v principu téz zvysit i jeho bioaktivitu. V tomto pfispévku shrnujeme nase
soucasné vysledky /n vitro studia interakce lidskych osteoblastd MG-63 a Saos-2 s definovanymi
antikorosivnimi silikalitovymi filmy na povrchu oceli AISI-316L a na povrchu kfemiku Si(100).
K charakterisaci vzorkl jsme pouzili fotoelektronovou spektroskopii (XPS), skenovaci
elektronovou mikroskopii (SEM) a méfeni kontaktniho Uhlu 8. Volbou systémU silikalit/ocel a
silikalit/Si(100) spolu s uzitim vhodnych reakcnich podminek jejich pripravy jsme ziskali filmy
vyrazné se lisici topografii, t.j. krystalografickou orientaci zeolitovych krystald (obr. 1a,b).

Day 4 after seeding

=i

Obr. 1 SEM vzork{ silikalitovych filmG s proménnou topografii : (A) — silikalit/Si(100):
kompaktni b-orientovany zeolitovy film s isolovanymi a orientovanymi krystaly, (B) silikalit/ocel:
vysoce defektni film tvoreny prevazné a orientovanymi krystaly. Morfologie (C) a pocet (D)
lidskych kostnich bunék linie Saos-2 na povrchu vzorku silikalit/ocel ve srovnani s poctem bunék
na povrchu mikroskopického sklicka a polystyrenové misky.

w
o

N
o

-
o o o O’
| | | |

Cells / cm?(x1000) O
N
o

55



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY IX.

Herbertov, Horni Mlynm, 20, - 23, 9. 2016

Vzorek silikalit/Si(100) obsahoval prevazné b orientované krystaly, vzorek silikalit/ocel
krystaly prevazné a orientované. Vnéjsi povrch filmi byl v dlsledku zplsobu pfipravy pokryt
molekulami neutralnich amind (pfevazné tripropylamin). Adsorbované aminové molekuly byly
z vnéjsiho povrchu vzorku silikalit/ocel odstranény termicky (ohfev na 300°C a 500°C), ze vzorku
silikalit/Si(100) ozonizaci za laboratorni teploty. Tato zména chemického slozeni vnéjSiho povrchu
silikalitovych film vedla ke zvySeni jejich smacivosti. U post-syntheticky nemodifikovanych
vzorkd byl kontaktni Ghel @ vody ~70°, u vzorkl vyhiatych na 300°(500°C) klesla hodnota @na
~30° (~40°). Hodnota @ ozonizovaného vzorku byla ~10°. Pocet bunék () byl na silikalitovych
nemaodifikovanych filmech vyssi nez na mikroskopickém sklic¢ku i polystyrénové misce (obr. 1D).
K dalSimu zvySeni NV doSlo v dlsledku zvySené smacivosti vzorkd po eliminaci neutralnich amin
z jejich vnéjSiho povrchu. Interakce osteoblastim podobnych bunék je dale ovlivnéna
povrchovou topografii silikalitového filmu. Burky interaguji pfimo s a orientovanymi zeolitovymi
krystaly (obr. 2). Ziskané vysledky potvrzuji, Ze bioaktivitu silikalitového filmu Ize zvysit volbou
jeho synthesnich podminek a post-synthetickou modifikaci.

JEOL SE GB-L LE1 40Ky

Obr. 2 SEM vzorku silikalit/Si(100) s lidskou kostni bunkou MG-63.

Podporovéno Grantovou agenturou Ceské republiky (grant ¢ 16-026815S).

patek 10:00

Martina Doubkova?, Lucie Bacakova!, Martin Parizek!, Roman Gabor?
a Jaroslav Marvan?

Adheze, rist a osteogenni diferenciace bunék na kovovych materialech
pro potencialni kostni implantaty

! Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha

2 Laboratore a zkusebny VUHZ a.s., Laboratof chemicka a radioizotopova — chemické analyzy,
Dobra

3 Medin a.s., Nové Mésto na Moravé

martina.doubkova@fgu.cas.cz

Kovové materidly, predevSim titan (Ti) a jeho slitiny (Ti6Al4V, Ti6AI7Nb), casto
oSetfené rlznymi povrchovymi modifikacemi, maji dnes v biomediciné Siroké vyuziti — od
docasnych ¢i trvalych implantatd az k systémUm pro Fizeny transport 1éCiv do organismu. Diky
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vysoké biokompatibilité, svym dobrym fyzikalnim a mechanickym vlastnostem jsou vhodné pro
pouziti v tvrdych tkanich, a tedy velmi rozsirené predevsim v oblastech ortopedie a stomatologie.
Tento prispévek shrnuje vysledky pokusd sleduijicich interakci lidskych osteoblastd linie SAOS-2 a
lidskych kmenovych bunék kostni drené (MSC) se vzorky medicinsky nejcastéji uzivané slitiny
Ti6Al4V, povrchové upravenymi pro zlepseni osteointegrace anodickou oxidaci. Vzorky byly
testovany ke zjisténi jejich vhodnosti pro poufziti k vyrobé trvalych implantatl do kostni tkané.
Byla hodnocena mira inicialni adheze a plochy rozprostreni bunék (po jednodenni kultivaci), jejich
morfologie a populacni hustota (po jednodenni, ctyfdenni a sedmidenni kultivaci), stupen
mineralizace a exprese vybranych markerli osteogeneze, jako je kolagen I nebo osteokalcin (po
nasledné kultivaci ve standardnim mediu a mediu s pfidavkem osteogennich faktor(). Tyto
poznatky byly korelovany s fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi povrchu vzorkd, jako je
topografie, drsnost, smacivost a chemické slozeni povrchovych vrstev.

Celkem bylo pouzito 9 druhd kovovych vzorkl ve formé diskd (préimér 14 mm, tloustka
2 mm) ve 3 pokusech. Vzorky v prvnim pokusu (s5.1, s6.1, s7) byly anodizovany v elektrolytech
obsahujicich stabilni mnoZzstvi KOH s rliznou koncentraci Na;SiOs. Vzorky druhého pokusu (s5.2,
$6.2, s12, s15, s5.2+FAS) prosly anodizaci v elektrolytech obsahujicich rfizné koncentrace a
kombinace NaSiOs, Na2COs, EDTA a NaOH. Vzorek z pokusu tretiho (s2) byl komercné vyrabény
material od firmy DOT GmbH, jiz anodickou oxidaci modifikovany z vyroby. Jako referencni
materialy pro porovnani sledovaného chovani bunék byly vzdy pouzity povrchové nemodifikované
kontrolni vzorky slitiny Ti6Al4V (sC), standardni kultivacni polystyrenové jamky (PS) a
mikroskopicka kryci sklicka.

Anodicka oxidace vedla na vSech vzorcich k vytvoreni povrchové vrstvy TiO, prevazné ve
formé anatasu, o rlzné homogenité a drsnosti. Bunky byly kultivovany ve standardnich
kultivacnich mediich, vizualizovany fluorescencnimi barvivy Texas Red C>-maleimid (20 ng/ml) a
Hoechst # 33258 (5 pg/ml) a prohlizeny ve fluorescenénim mikroskopu Olympus IX 51
(vybaveném digitalni kamerou DP 70). Osteogenni diferenciace bunék byla navic sledovana také
na burkach kultivovanych v mediu s pfidavkem osteogennich faktorll — konkrétné kyseliny
askorbové (50 pg/ml), B-glycerolfosfatu (10 mM), L-glutaminu (2 mM), dihydroxyvitaminu Ds
(10® M) a dexamethasonu (108 M) — pomoci imunofluorescencniho barveni kolagenu typu I a
osteokalcinu, tj. ¢asného a pozdniho markeru osteogeneze, produkovaného burikami, spole¢né
s vizualizaci jader bunék barvivem Hoechst # 33258. Intenzita fluorescence byla vyhodnocena
programem Fluorescent Image Analysis Software (ALICE, verze 1.0) a normalizovana na pocet
jader na snimek zorného pole, pricemz byly odecteny intenzity fluorescence namérené u bunék
na kontrolnich vzorcich (PS, sklo) bez pridani primarnich protilatek.

Ve vSech pokusech bylo mozné pozorovat relativné vyssi proliferaci bunék i produkci kolagenu
I na materidlech, jejichz primérna aritmeticka odchylka profilu povrchu (Ra) po anodizaci byla
nizsi nez 1,0 ym (vzorek s5.1 z prvniho pokusu: Ra[s5.1] = 0,89 um; vSechny vzorky druhého

vétsi homogenita povrchu prispiva lepSimu uchyceni a zZivotaschopnosti bunék.

V ramci samostatnych pokusl se jako velmi nadéjné ukazalo pokryti anodizovanych vzorkd
tridecafluorooctyltriethoxysilanem (vzorek s5.2+FAS), ktery vyznamné podpofil rist bunék ve
srovnani s ostatnimi Upravami, coz naznacuje véetsi osteointegracni potencial a vhodnost pouziti
v trvalych implantatech. Pfi hodnoceni produkce kolagenu I vSak takto upravené vzorky
nevykazovaly vyssi hodnoty nez ostatni vzorky. DAvody rychlejsi proliferace bunék na vzorcich
s Upravou FAS je proto vhodné dale zkoumat. Vyznamnou roli zrejmé hrala priliS vysoka smacivost
anodizovanych vzorkl nepokrytych FAS, a relativné vysoka polarni slozka jejich povrchové ~
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energie. Na vzorcich s uvedenymi parametry mohou byt proteiny zprostredkujici adhezi bunék,
jako je vitronektin a a fibronektin ze séra kultivacniho média, adsorbovany slabymi silami a
nestabilng, coz snizuje rozprostreni a retenci bunék na povrchu materialu. Nicméné by tento typ
vzork@ mohl byt vhodny pro kratkodobé implantaty do kostni tkané, kde je pevna integrace do
kosti nezadouci.

s5.2

sb.2
+FAS

kultivace na vzorku s5.2 a tomtéz vzorku s Upravou FAS (fluorescencéni mikroskop Olympus IX 51,

meéfitko: 200 um). Uprostied snimek topografie anodizovaného povrchu vzork( s5.2 a s5.2+FAS

(SEM, méfitko: 100 um). Materidl vzork{: Ti6AL4V, anodizovano v elektrolytu obsahujicim

Na2SiOs a Na2COs, vzorek s5.2+FAS navic vystaven roztoku tridecafluorooctyltriethoxysilanu a

ethanolu; Ra[s5.2] = 0,21 + 0,03 , Ra[s5.2+FAS] = 0,21 £+ 0,03. Bunky barveny Texas Red

Cz-maleimidem (Cervena fluorescence, bunéna membrana a cytoplasma) a Hoechst # 33258
(modra fluorescence, bunécna jadra).

Studie byla podporovéna Technologickou agenturou Ceské Republiky (TACR, grant &
TA04011214)

patek 10:20 (S)
Jan Krcil a Vladimir Mara

Adheze, riist a osteogenni diferenciace bunék na kovovych materialech
pro potencialni kostni implantaty

Ustav materidlového inZenyrstvi, Fakulta strojni, Ceské vysoké uceni technické v Praze
jan.krcil@fs.cvut.cz

Tato prace se zabyva problematikou tvorby a charakterizaci tenkych oxidickych vrstev
vznikajicich na povrchu povlaku titanu a titanovych slitin. Tyto oxidické vrstvy vynikaji souborem
vlastnosti. Jedna se zejména o kombinaci korozni odolnosti a biokompatibility. Diky tomuto jsou,
tyto vrstvy (a materidly na kterych se oxidické vrstvy nachazeji), velmi vhodné pro uziti v Iékafrstvi.
Ackoliv oxidické vrstvy vznikaji samovolné, je z dlvodu pfipadnych praktickych vyuZiti proces
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vytvareni a rlstu urychlit. K pfipravé, nanaseni, vytvareni a rlstu oxidickych vrstev na slitinach
titanu se vyuziva rlznych metod. Nejbéznéji je mozné se setkat s oxidaci: anodickou, termickou,
jejich kombinacemi apod.

V ramci této prace byla oxidicka vrstva pripravena pomoci metody termické oxidace na
nékolika rliznych podkladech. Byly pouzity celkem Ctyfi typy zakladniho materialu: Vzorky z CP Ti
grade 2, vzorky z CP Ti grade 2 s povlakem z Ti39NB o tloust'ce cca 2,5 pm, vzorky z CP Ti grade
2 s povlakem z Ti39NB o tloust'ce cca 5 pm a vzorky z z Ti39Nb. Termicka oxidace probihala za
stejnych podminek pro vsechny vzorky (600 °C, 8 hodin doby vydrze na teploté). Po oxidaci byly
pozorovany rozdily mezi jednotlivymi vzorky: zména zbarveni povrchu, zmény drsnosti povrchu,
byla mérena tloustka oxidické vrstvy a byla provadéna analyza na SEM (zmény na povrchu, jeho
chemickeé slozeni a presnéjsi urovani tloustky vrstvy).

Cily prace, ktera je jen prvnim predstupném k SirSimu pozorovani, bylo zjistit jaka je role
zakladniho materialu a jak je jim ovlivnéna vznikajici oxidicka vrstva. Zejména jaky je vliv tenkého
povlaku z Ti39Nb. V dalSich fazich prace se pristoupi k jemnéjSimu rozdéleni vstupnich podminek
a dojde k porovnani s dalSimi metodami ptipravy oxidické vrstvy.

patek 11:00
Tomas Kolegar?!, Martin Matousek!, Monika Vilémova? a Vladimir Stary*
Adheze biokompatibilniho TiNb poviaku

1 Qstav materialového inZenyrstvi, Fakulta strojni, Ceské vysoké uceni technické v Praze
2 Ustav fyziky plazmatu, Akademie véd CR, v.v.i., Praha

tomas.kolegar@fs.cvut.cz

Pro pripravu povlaku vysoké kvality, musi byt dosazeno velmi dobré prilnavosti k zakladnimu
materialu. Tyto vysoké pozadavky jsou o to vysSsi u materiall bez chemické vazby mezi zakladnim
a nanasenym materialem. Prispévek se zabyva adhezi biokompatibilniho poviaku TiNb na nékolika
rlznych zakladnich materidlech. Pouzité zakladni materidly jsou Cisty titan (CP grade 2), titanova
slitina Ti6Al4V, Ti39Nb a nerezova ocel AISI 316L. Na vzorky ve formé maly kotouckl byla
vytvorena tenka vrstva TiNb povlakovaci metodou PVD (magnetronové napraSovani). K této
vrstvé byl prilepen vysokopevnostnim lepidlem E1100S pomocny trn. Pomocny trn s nalepenym
vzorkem byl upnut do specialniho pfipravku a cela soustava byla podrobena odtrhavaci zkousce
(Pull-off test). Hlavnimi mérenymi parametry je morfologie a velikost odtrzeného povrchu a sila
potfebna k jejimu odtrzeni. Vysledkem byla méfena zavislost drsnosti povrchu zakladniho vzorku
na vysledné sile potfebné pro odtrzeni povlaku. Pripadné dostacuijici zvliadnuti adheze a zplsobl
nanaseni povlakl na rlzné materidly bude mit pozitivni dopad na vyuziti pro bioaplikace
implantatl tvrdych tkani jako napfiklad jsou rdizné kloubni nahrady a protézy.
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patek 11:20 (S)
Vojtéch Hybasek, Jaroslav Fojt a Ludék Joska

Impedancni odezva nanostrukturovanych povrcht slitin titanu pro
biomaterialovou oblast

Vysoka $kola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych
materiall a korozniho inZzenyrstvi, Praha

hybasekv@vscht.cz

Vyznamnym faktorem ovliviiujicim chovani implantatd v lidském organismu je stav povrchu.
Vhodnymi modifikacemi Ize podpofit spojeni mezi kosti a implantatem a zkratit dobu srdstu.
Jednou z moznosti je vytvoreni nanotubularniho oxidu na povrchu metodou elektrochemické
oxidace. Tato modifikace zna¢nym zplisobem navysuje redlné exponovany povrch a mize slouzit
k podpore osseointegrace, plsobit antibakteridlné, ¢i slouzit tfeba jako morfologicky vhodny
substrat pro kotveni dalSich stimulacnich latek. U nejpouzivanéjsi slitiny v implantologii, Ti-6Al-
4V, je jiz pozitivni vliv potvrzen in vivo testy. Pozornost v oblasti biomateridld se v dnesni dobé
taktéz upira k B-slitinam titanu. Tyto slitiny legované vhodnymi netoxickymi prvky, napt. Ta, Nb,
Zr, Mo, Sn vykazuji vySsSi pevnost, lepsi tvaritelnost za studena, zvySenou interakci s tkani, vyssi
korozni odolnost a predné modul pruznosti podobnéjsi kosti.

Prvni Cast této prace byla pfiprava vrstvy nanotubularniho oxidu na zastupcich vsech typl
slitin, Cistého titanu, a+B-slitiny TiAIV a B-slitiny TiNbTaZrO a nasledny popis chovani Cistého
titanu a jeho slitin Ti-6Al-4V a Ti-25Nb-13Ta-7Zr-0,60 s modifikovanym povrchem metodou
elektrochemické impedancni spektroskopie. Pro detailnéjsi porovnani je takto upraveny povrch
nejprve srovnavan i s dalsi modifikaci a to s anodickou oxidaci, kterd vede k narlstu tloustky
oxidické vrstvy. Jak ukazuji méfeni provedena v roztoku tetraboritanu sodného, béhem této
modifikace nedochazi pouze k narlstu oxidu, ale i k tvorbé porl v této vrstvé. Srovnani s
nanotubularnim oxidem ovSem ukazuje vétsi odpor pérd, proto jsou tyto pravdépodobné vyrazné
mensi nez cilené tvorené nanotrubice v druhé modifikaci.

Méreni impedancnich spekter v boratovém pufru pfimo na nanotubularnim oxidu poukazalo
na zasadni ¢asovy vyvoj systému boratovy pufr - nanostrukturovany material, a proto vede k
zavéru, ze tento pufrovany roztok, ktery je povazovan za nejjednodussi expozicni prostredi, je
pro méfeni nanostrukturovanych material nevhodny. Déle bylo proto pfistoupeno k méfeni ve
fyziologickém roztoku. Z nahradnich schémat pouzitych pro modelace namérenych impedancnich
spekter ve fyziologickém roztoku u nanostrukturovanych materialQ vyplynul jednoznacné zasadni
vliv vnitfniho rozhrani mezi kovem a oxidem tvoricim nanostrukturu. Taktéz byl také stanoven vliv
mirné odliSné morfologie na dvoufazové slitiné TiAlV, u které dochazi pfi nanostrukturovani k
odleptani B-faze z povrchu materialu.

V ramci prace byla také vyvinuta metoda tvorby nanostruktury s rlznymi rozmérovymi
parametry na vyvojové B-slitiné TiNbTaZrO a bylo téze popsano jeji elektrochemické chovani
metodou impedancni spektroskopie véetné zhodnoceni rozdild chovani vic¢i  ostatnim
nanostrukturovanym slitinam. Vysledky této prace budou slouzit jako zaklad pro vyzkum
komplexnéjsich systéml zahrnujicich interakci nanostrukturovanych implantatl se simulovanou
télni tekutinu, nebo minimalnimi esencialnimi médii ¢i pfimo s prostredim obsahujicim buriky.

Financovéno z ucelové podpory na specificky vysokoskolsky vyzkum (MSMT & 20-SWV/2016).
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patek 11:40

Jan Miksovsky!?, M. Jelinek'?, P.Pisarik'?, T. Kocourek!?, J. Remsa?3
a K. Jurek?

Studie povrchovych viastnosti vrstev DLC/Ti pripravenych hybridni
laserovou technologii

! Katedra pfirodovédnych obor{, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, CVUT v Praze
2 Fyzikalni ustav, AV CR, v.v.i., Praha 5
3 Katedra fyzikalni elektroniky, Fakulta jaderna a fyzikalné inzenyrska, CVUT v Praze

jan.miksovsky@fbmi.cvut.cz

Materialy z diamantu podobného uhliku a specialné tenké vrstvy tohoto materialu, jsou svymi
vlastnostmi zajimavé pro rdizné obory. Pro jejich mozné vyuziti v mediciné a pribuznych oborech,
jsou studovany jejich biokompatibilni viastnosti a mechanické vlastnosti. Nase studie se zaméruje
na zmény mechanickych, biologickych a koroznich vlastnosti v zavislosti na dopaci téchto vrstev
rlznymi koncentracemi titanu. Pro vytvoreni vrstev DLC/Ti bylo pouzito hybridni technologie
zalozené na kombinaci pulsni laserové depozice (excimerovy laser, KrF, A = 248 nm)
s magnetronovym naprasovanim. Hustota energie laseru byla 8 J/cm2. Vykon magnetronu se
pohyboval od 40 W do 300 W. Studovali jsme koncentrace (0; 1; 3; 5; 10 a 25) at.% Ti v DLC.
Nosnym materidlem byly podlozky z Si(100) a slitiny Ti6Al4V. Na pripravenych vrstvach byly
provedeny testy slozeni pomoci WDX, morfologie pomoci mechanické profilometrie a mikroskopie
atomarnich sil. Dale byly provedeny testy smacivosti, opotfebeni a tribologické testy. Specialni
zaméreni bylo na korozni chovani v zavislosti na zvysujicim se obsahu titanu ve vrstvach.

patek 12:00

Petr Pisafik %", M. Jelinek 2, J. Remsa 2, J. MikSovsky ',
T. Kocourek?, J. Zemek ?, K. Jurek ?, J. Lukes 3, J. Sepitka 3 Z. Tolde 4,
L. Bacakova 5, M. Vandrovcova ® a E. Filova °

Dopace diamantu podobného uhliku pro pouziti v mediciné

! Katedra pfirodovédnych obor{, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, CVUT v Praze
2 Fyzikalni Ustav, AV CR, v.v.i., Praha 5
3 Katedra fyzikalni elektroniky, Fakulta jaderna a fyzikalné inzenyrska, CVUT v Praze

petr.pisarik@fbmi.cvut.cz

V soucasné dobé existuji materialy, které maji vynikajici vlastnosti pro pouZiti v medicinég,
jako je napriklad diamantu podobny uhlik (DLC). DLC je metastabilni forma amorfniho uhliku
obsahujiciho spojeni atoml uhliku za pomoci sp? a sp® hybridizovanych orbitald (“vazeb"“). DLC
vrstvy jsou polovodice s vysokou mechanickou tvrdosti, chemickou inertnosti, nizkym
koeficientem treni, vysokou tepelnou vodivosti, a maji dobré elektrické a optické vlastnosti,
dobrou biokompatibilitu a nejsou cytotoxické.
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VSechny vlastnosti filmd nejsou vzdy Uplné idedlni, a proto je nutné upravit vrstvu dle dané
aplikace. Jednim z priklad(, jak upravit vlastnosti tenkych vrstev, jsou dopoce. Zaclenénim
dopantu do vrstvy mize vést k vétsi multifunkénosti a ke zlepseni vlastnosti. Dopanty ve vrstvé
umoznuji Upravu kontaktniho Uhlu a povrchové energii, snizeni vnitfniho pnuti a tim i zvySeni
adheze k podkladu, nebo vedou ke snizeni drsnosti povrchu, koeficientu tfeni nebo opotrebeni.
Co je ale nejdllezitéjsi, ze zlepSuji biologickou kompatibility a hemokompatibilitu nebo zvysuiji
antibakterialni ucinnost.

Na zavér budou predstaveny vysledky DLC vrstev dopovanych chromem, titanem a stribrem,
které byly pfipraveny za pomoci hybridnich systém( - dualni pulzni laserovou depozici (obr. 1A)
a pulzni laserovou depozici v kombinaci s magnetronovym naprasovanim (obr. 1B). U vrstev byly
hodnoceny parametry jako je pomér sp® a sp? vazeb, topologie povrchu, mechanické, optické,
biologické a antibakterialni vlastnosti. VSe s cilem upravit DLC vrstvy pro jejich potencialni vyuziti
v mediciné.

Obr. 1 Hybridni systémy pro pripravu dopovanych vrstev. A) Schéma dualniho PLD depozi¢niho

systému: 1 - Substrat, 2 - Grafiticky ter¢, 3 - Chromovy nebo stfibrny ter¢, 4 - Laserovy svazek

1, 5 - Laserovy svazek 2, 6 - Prdtok plynu (Ar), 7 - Rotace, 8 - RF elektroda, 9 - Vakuové mérky,

10 - Turbomolekularni pumpa, B) Schéma depozicniho systému PLD s magnetronovym

naprasovanim: 1 - Substrat, 2 - Grafiticky ter¢, 3 - Laserovy svazek, 4 - Magnetron, 5 - Zaslepka

magnetronu, 6 - Rotace, 7 - RF elektroda, 8 - Vakuova mérky, 9 - Turbomolekularni pumpa,
10 - PrQtok plynu (Ar)

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské republiky - GA15-05864S a grantem
Studentské grantové souteZze CVUT ¢. SGS16/111/0OHK4/1T/17.
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Semindt Biomateridly a jejich povrchy IX. potddaji
_ @ Spoleénost pro kompozitni a uhlikové materidly, z.s.
T' Ustav materidlového inZenyrstvi, FS CVUT v Praze

@ Ustav struktury a mechaniky hornin, AV CR, v.v.i.
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