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Gtery 14:00
Frantisek Denk

Vyvoj, vyroba a aplikace kloubnich nahrad
(uvedeni na trh, prohlaseni o shodé - znacka CE, Post-Market Study)

Ustav materialového inZenyrstvi, Fakulta strojni, CVUT v Praze
Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiall, USMH, AV CR, V.v.i.

frantisek.denk@fs.cvut.cz

Charakterizace etap vyvoje kloubni nahrady (zdravotnického prostredku) s poukazanim na
nutnost mezioborového/interdisciplinarnino pristupu k FeSeni dané problematiky, vcetné
prezentace dlouholetych zkuSenosti z feSeni mezioborovych projektl. Uvedeni specifickych
vysledkl feSenych projektd s mezioborovou vécnou naplni.

Pozadavky na zajisténi vyroby kloubni nahrady véetné dalSich navazuijicich ¢innosti, které jsou
v plné kompetenci a zodpovédnosti vyrobce. Priprava a zpracovani fizené dokumentace potrebné
pro uvedeni zdravotnického prostredku na trh; Prohlaseni o shodé. Prezentace ziskavani
poprodejnich informaci o aplikovanych kloubnich nahradach vcetné realnych prikladd selhani.
Vyuziti ziskanych poznatkd pro individudlni feSeni nestandardnich onemocnéni kloubnich spojeni.
Popis a hodnoceni revidovanych kloubnich nahrad; doba pouZiti, ddvod revize, druh
opotrebeni/selhani. Priklady hodnoceni preZiti kyCelnich kloubl z ¢eského registru.

utery 15:00
Ladislav Cvrcek?, Vladimir Stary!, Jakub Kronek?

Posouzeni tribologickych a mechanickych vlastnosti materialu a povrchu
ortopedickych implantati

!Ustav materidlového inZenyrstvi, Fakulta strojni, CVUT v Praze
2Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Fakulta strojni, CVUT v Praze

ladislav.cvrcek@fs.cvut.cz

Hodnoceni kluznych ¢asti ortopedickych implantatd je soucasti jejich vyvoje a optimalizace.
Kontakt je samoziejmé otazkou a) minimalné dvou materidld, b) vlastniho povrchu c) pfitomnosti
otérovych castic (debris). Zakladni hodnoceni zalind za predpokladu biokompatibility vSech
materiald na drovni tvrdost-tribologické vlastnosti (koeficient tfeni/otér), v pfipadé pritomnosti
povrchové vrstvy na jednom z materialQ pristupuje jesté jeji adhese. Zakladem mére-ni tvrdosti
je napriklad kvantitativni uréeni postupné tvrdosti-mikrotvrdosti-nanotvrdosti. Pfi aplikaci mlze
vSak dojit v dlsledku otéru povrchu k zapojeni i hlubSich vrstev/Casti materidlu. U otéru
hodnotime kromé Ubytku materialu a zmény tvaru pdvodniho dilu i chemické sloZzeni a morfologii
otérovych Castic.

Dosavadni vyvoj se zaméril predevSim na zvySovani tvrdosti a zlepSeni tribologickych
vlastnosti povrchu pouzitého materidlu. Tento smér zahrnuje pouziti plazmové nitridace
(nitridovani slitiny CoCrMo) nebo tvrdych otéruvzdornych povlakd (DLC, ZrN, TiNbN). Komercné
se zatim podafilo prosazeni téchto technologii v omezené mite. Dlvodem jsou v nékterych
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pripadech nejednoznacné vysledky ziskané analyzou reoperovanych implantatd s dobou funkce
minimalné 5ti let.

PrestoZze hodnoceni Zivotnosti implantatd zahrnuje Siroké spektrum testl (od testl v
simulatoru pohybu, mechanické testy az po testovani korozni odolnosti), nelze timto postupem
ziskat zcela objektivni vysledky, které poskytuje samotné lidské télo. Pro dokonalejsi pochopeni
procest, kterym je implantat vystaven v lidském téle, poslouZila analyza reoperovanych
implantatd kycelniho kloubu. Predevsim opotfebeni celého systému hlavice-jamka hodnocena na
3D profilometru se jevi jako U¢inny nastroj pro vyhodnoceni stavu implantatu. Porovnany byly
dva systémy hlavic kycelnich kloubd ze slitiny CoCrMo bez a s povlakem ZrN v kombinaci s jamkou
z UHMWPE.

Ziskané poznatky z reoperovanych implantatd umoziuji provést revizi aplikovanych
technologii a vyloucit chyby, které se projevi az pti dlouhodobém plsobeni redlného prostredi.
Vysledkem jsou Uvahy o komplexnim pristup pfi navrhu implantatu, zahrnujicim vyvoj
objemového materidlu soucasné s jeho povrchovou Upravou.

utery 15:30

Ivan Jirka!, Marta Vandrovcova?, Milan Bousa!, Jan Plsek!, Hana
Tarabkova?!, Lucie Bacakova?

Priprava biokompatibilnich zeolitovychy filmli s MFI strukturou

Wstav fyzikalni chemie J. Heyrovského, AV CR, v.v.i., Dolejékova 3, Praha 8
2Fyziologicky Ustav, AV CR, v.v.i. Videnska 1083, Praha 4

ivan.jirka@jh-inst.cas.cz

Modifikace povrchu pevnych latek silikalitovym nanofilmem (SNF) je perspektivni pro vyvoj
novych vysoce stabilnich materidlli perspektivnich mimo jiné v mikroelektronice a pro vyvoj
sensorl. Diky svym chemickym, mechanickym a biologickym vlastnostem jsou SNF v neposledni
fadé perspektivni jako anti-korosivni povlaky biokompatibilnich materiald uréenych pro nahradu
kosti. Klicem k pochopeni biokompatibility takto modifikovanych materiall je porozuméni
interakce SNF s proteiny, jeZ jsou podstatnou slozkou molekul zprostfedkujicich interakci tkané s
umélym materidlem. V tomto prispévku shrnujeme nase vysledky preparace a charakterisace
série vysoce definovanych b (&) orientovanych SNF na povrchu kiemiku a oceli. SNF jsme
syntetisovali jednostupfiovou metodou /in situ z vodného roztoku tetrapropyl-ammonium
hydroxidu (templat) a tetraethyl orthosilikatu s uZitim rlizbé doby zrani reakéni smési (2 hodiny —
3 dny) a rlizné doby syntézy (2 — 6 hodin). Syntetisované SNF jsme vyhiali na 430°C v proudu
vzduchu a nasledné v proudu ozonu pfi 200°C. Vzorky v rliznych etapach pripravy byly
charakterisovany rfadou metod (skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM), fotoelektronovou
spektroskopii (XPS), mikroskopii atomarnich sil (AFM), méfenim kontaktniho Uhlu. Optimalisaci
syntéznich podminek (doba zrani reakéni smési a teplota syntézy, druh nosice a jeho povrchova
modifikace pred syntézou) a uzitim post-syntetickych modifikaci jsme vypracovali zplisob pfipravy
SNF s laditelnymi povrchovymi vlastnostmi, jako jsou (i) povrchova morfologie (i.e. drsnost
povrchu v rliznych Skalach, velikost silikalitovych krystall tvoricich SNF a jejich orientace), (ii)
chemické slozeni, (iii) smacivost a (iv) mikroporésni struktura. Uzitim uvedenych podminek
syntézy |ze pfipravit serie SNF tvorené silikalitovymi krystaly orientovanymi do rlizného stupné o
rozmérech ~10! nm - ~1 pm. Post-syntetické modifikace dramaticky méni smacivost povrchu
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SNF (kontaktni uhly v rozsahu 0° - 70°), opracovani vzorku v Oz umoziuje Uplné otevieni
mikroporesni struktury SNF. Serie SNF o dvou rdznych morfologiich (tvofenych krystaly o
rozmérech ~102 nm a ~1 pm) s proménnou smacivosti, chemickym slozenim povrchu a
mikroporesni strukturou byly uzity ke studiu adsorpce fibrinogenu a albuminu.

Wisledky ziskané na Ustavu fyzikdlni chemie J. Heyrovského, AV CR vznikly diky vnitro dstavni
podpore.

utery 16:00
Jaroslav Fojt, Matyas Peterka, Ludék Joska

Nanostrukturovani slitiny Ti-35Nb-22Zr-0,40 a jeji interakce s
modelovym télnim prostredim

Ustav kovovych materil@ a korozniho inZenyrstvi, VSCHT v Praze
fojtj@vscht.cz

Nanostrukturované povrchy télnich implantatd maji v mediciné perspektivni budoucnost.
Nanotrubky podporuji proces primarni osseointegrace a urychluji srlst kostni tkané s
implantatem. V ramci této prace byl studovan vznik nanotrubek na povrchu slitiny Ti-35Nb-2Zr-
0,40 pomoci anodizace ve vodném prostredi s fluoridovymi ionty. Dale byl hodnocen vliv
nanostruktury na interakci material — modelové télni prostredi. Studie byly realizovany s vyuzitim
elektrochemickych technik a povrchové analyzy. Bylo zjisténo odliSné elektrochemické chovani
nanostrukturovanych povrchll a nativni pasivni vrstvy. Z hlediska stimulace precipitace
hydroxyapatitu na povrchu materialu se jako nejlepsi jevil povrch pokryty nanotrubkami o vétSich
prlimérech. Vyhodnoceni elektrochemickych méreni také ukdzalo na mozné vlivy prostredi, které
znacné ztézuji interpretaci namérenych vysledkd.

Zpracovano v rémci reseni projektu TACR TA02010409 ,,Nanosur".

Gtery 16:20

Zdenék Remes?, Julia Micova?, Pavel Krist?, David Chvatil?>, Roman
Effenberg*

Priprava luminiscencnich diamantovych nanocastic pomoci
mikrotronu MT 25

!Laborator fotoelektrické a opticke spektroskopie, Fyzikalni Ustav AV CR, V.V.i.
2Oddéleni analyzy funkénich materiald, Fyzikalni ustav AV CR, v.v.i.

3Oddéleni urychlovacll, Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i.

4Ustav chemie prirodnich latek, VSCHT v Praze

remes@fzu.cz

Jiz pred ¢asem bylo publikovano, Ze luminiscencni diamantové nanocastice se ukazuji jako
slibné detektory pro ,bioimaging", které mohou byt srovnatelné s fluorofory a kvantovymi
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teckami. V této praci se zabyvame tvorbou NV (dusik — vakance) center v diamantovych
nanokrystalech za pouziti svazku energetickych monochromatickych elektrond. Nanodiamantovy
prasek byl ozarovan elektronovym svazkem ziskanym na urychlovaci mikrotron MT 25. P¥i
ozarovani bylo na terci dosazeno nabojové hustoty nékolik C/cm?2. Svazek elektrond byl kolimovan
do plochy 0,5 cm? s vyuZitim energii od 8 do 22 MeV. Formujici se NV centra jsou aktivovana
pomoci vysokoteplotniho Zihani ve vakuu. Nanodiamanty jsou dale upravovany oxidaci a
sonifikaci, které vedou k odstranéni sp? uhliku z jejich povrchu. Tato operace zaroven zajistuje
stabilni koloidni roztok s koncentraci 1 mg/ml s elektro-kinetickym (zeta) potencidlem okolo — 35
mV. Namérenad luminiscencni spektra ukazuji, ze vytézek luminiscence stoupa linedrné s
obdrZzenou davkou pfi dané energii primarnich elektront. Tvar terCe byl navrzen na zakladé
simulaci provedenych v software Fluka — Monte Carlo kod.

utery 16:40

Lucie Ostrovska'? Antonin Broz'3, Jan Valenta®* Minoru Fujii°,
Marie Hubalek Kalbacoval2

Kremikové nanocastice v bunécné biologii — od prvotnich vyzev
po soucasné poznatky

1Ustav dédiénych metabolickych poruch 1. LF UK, Praha

2Biomedicinské centrum LFP UK, Plzen

3Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i, Praha-Kr¢

4Matematicko-fyzikalni fakulta UK, Praha

>Dept. of Electrical and Electronic Engineering, Graduate School of Engineering, Kobe, Japan

lucie.ostrovska@Ifp.cuni.cz

Kfemikové materidly byly po mnoho let predmétem zajmu predevsim ve fyzikalnich védnich
oborech, které se soustredily na studium jejich fotovoltaickych a optoelektronickych vlastnosti.
S vyznamnym objevem Cervené luminiscence porézniho kifemiku se po roce 1990 velmi rozsifilo
aplikacni spektrum kfemikovych nano- a mikromateriall do rliznych odvétvi vyzkumu. Vyznamny
potencial kfemikovych nanokrystalll (SiNC) v biologii a mediciné byl zkouman predevsim diky
jejich unikatni biokompatibilité, nizké toxicité a schopnosti prirozené degradace v organismu. Tyto
vlastnosti odliSovaly SiNC od dosavadnich polovodic¢ovych fluorescencnich znacek oznacovanych
quantum dots, jejichz potencidlni toxicita neumoznuje aplikaci do Zivého organismu. V soucasné
dobé se biomedicinsky vyzkum zaméfuje na mozné vyuziti SINC jako biologickych senzorl, nosict
léciv a zobrazovacich technik.

Ve spolupraci s kolegy z Matematicko-fyzikalni fakulty UK probiha vyzkum SiNC
syntetizovanych na Univerzité v Kobe. Z fyzikalniho hlediska se tyto SINC dopované borem a
fosforem vyznacuiji vyjimecnymi parametry — Gzce definovana koncentrace a velikost krystald (3-
4 nm) v metanolovém koloidu, dlouhodoba dispergace a fotostabilita bez agregace krystald.
Prvotni biologické experimenty se zaméfily na uréeni cytotoxicity dvou typl SiNC a stanoveni
jejich vhodné netoxické koncentrace, ktera zaroven umozni dostatecnou vizualizaci fluorescencni
mikroskopii. Pfes vyrazné prekazky, které predstavoval samotny metanolovy koloid, slaba
luminiscence SINC a omezeny ¢as pro praci s zivymi bunkami pri UV excitaci SiNC, se podarilo
ziskat informace o cytotoxicité a schopnosti bunék pohlcovat SiNC v Case. DalSim krokem bude
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snaha o zobrazeni vstupu, pohybu v prostoru uvniti buriky a eventualni exkreci ¢i zpracovani SiNC
bunkou. Ziskana data by podala informace o mozném budoucim aplikaénim potencialu téchto
SiNC v biologii a mediciné.

utery 17:00
Antonin Broz!, Stépan Potocky?, Alexander Kromka?, Lucie Bac¢akovat
Toxicita diamantovych nanocastic

'Fyziologicky dstav AVCR, v.v.i., Praha 4
2Fyzikalni Ustav, AVCR, v.v.i., Praha 6

antonin.broz@fgu.cas.cz

Diamantové nanocastice (DNC) jsou v rdmci biomedicinskych oboré zkouméany pro nékolikeré
mozné vyuZiti, jako jsou cilena léciva nebo fluorescencni znacky. V této studii byla zkoumana
toxicita komeréné dostupnych DNC na Zivé lidské bunécné linii osteoblast(l (SAOS-2). Studovany
byly DNC pfipravené dvéma rliznymi metodami: 1) detonacni diamant a 2) diamant pripraveny
tzv. High Pressure High Temperature (HPHT) metodou. Tyto DNC maji z vyroby a pfipadné
nasledné Upravy rlznou velikost a chemii povrchu. Oboji mlze mit zcela zasadni vliv na jejich
chovani v bunécné kultufe v kultivatnim médiu a jejich cytotoxicitu. Ddlezitym faktorem z hlediska
pfipadného pohlcovani diamantt a jejich agregatd burikami je fetalni bovinni sérum pfidavané do
kultivacniho média a v ném obsazené proteiny, které nutné obali DNC po jejich pridani do média
a vytvori tzv. protein coronu. SloZeni této protein corony je zavislé jak na velikosti, tak na
povrchové chemii nanocastic. Za pomoci mikroskopického snimani Zivych bunék a biochemického
stanoveni metabolické aktivity bunék byly prokazany statisticky vyznamné rozdily v plsobeni
téchto dvou druhd diamantovych nanocastic na vyse zminénou bunécnou linii. Detonacni diamant
pronika velmi rychle do Zivych bunék, kde plisobi v ¢asovém ramci 2-3 dnl toxictéji nez HPHT
diamant. Zplsob priniku do bunky a jejich nasledné plsobeni uvnitf buriky bude predmétem
dalsiho zkoumani.

Wzkum je podporovén GA CR, projekt & 14-047908.

utery 17:30
Jan Ktr
Méreni kloubnich nahrad

MESING, spol. s r. 0., Brno
jan.kur@mesing.cz
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atery 17:00
Ivan Janda
Jak belgicky kral Léopold II. v roce 1889 prispél k objevu nanovlaken

soukromy badatel, Praha
ivan.janda@gmail.com

Léopold II. Belgicky si roku 1889 najal malou skupinu rakousko-uherskych cestovatell, aby
mu v jeho soukromé kolonii v rovnikové Africe nasli nova nalezisté diamantli, médi a coltanu. Do
té doby se odtud do Belgie dovazela predevsim slonovina a kaucuk. Misto prospektorské cinnosti
se vSak vyprava musela vénovat spiSe humanitarni pomoci zbidacelému obyvatelstvu, které bylo
nemilosrdné tyranizovano belgickymi kolonizatory a jejich ozbrojenymi milicemi. Béhem
rekonstrukénich praci v osadé Ngongo doslo k nahodnému objevu biomateriall, které bylo mozno
v terénnich podminkach pouzit ve veterinarni i humanni chirurgii.
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streda 9:00
Zbynék Tonar, Tereza Kubikova, Markéta Slajerova, Milena Kralickova
Kvantitativni histologie pfri hodnoceni experimentii in vivo

Ustav histologie a embryologie a Laboratof kvantitativni histologie Biomedicinského centra,
Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Plzni

zbynek.tonar@Ifp.cuni.cz

Cilem prednasky je predstavit prinosy i omezeni histologického hodnoceni nékterych /in vivo
experimentd s vyuzitim implantabilnich biomateriall ¢i invazivniho mechanického ovliviiovani
tkani a organl. Tyto experimenty byly provadény partnerskymi pracovisti (napf. Oddeleni
tkanového inzenyrstvi, Ustav experimentalni mediciny AV CR, v. v. i.; Katedra netkanych textilii a
nanovlakennych materiall, Technicka univerzita v Liberci; Détska klinika FN v Plzni aj.).

Predstavime zakladni principy kvantifikace mikroskopické stavby tkanovych a organovych
blo¢k& mékkych i tvrdych tkani s vyuZitim systematického a nestranného vzorkovani pfi odbéru
organd a blockdl, vybéru histologickych fezll a mikroskopickych zornych poli, vizualizace slozeni
vzorkl pomoci prehlednych barvicich metod a imunohistochemie. Ze stereologickych metod
ilustrujeme postupy pro poditani mikroskopickych objektli, méreni délek, ploch, objem{,
hodnoceni hustoty mikrocév, plosSnych a objemovych podilli vicefdzovych struktur, tortuozity
vlaknitych struktur a shlukovani objektl je slozeni vzork@ popsano pomoci spojitych
kvantitativnich proménnych.

PopiSeme vSechny typické kroky kompletni histologické analyzy experimentd u béZznych
laboratornich zvifat (potkan, mys, kralik, prase, ovce) pocinaje resSerSi zadaného problému,
navrhem designu experimentu s ohledem na jeho pozdéjsi vyhodnotitelnost, pres formulaci
testovatelnych hypotéz pouzitelnych pro zodpovézeni biologické otazky, provedeni pilotni studie
a navrh optimalni strategie vzorkovani vySetfovanych organd pro histologickou analyzu pfi
maximalni efektivité vyroby preparatl a souasné uinosnou mirou vzorkovaci chyby, az po vlastni
analyzu vcetné fotodokumentace a zakladniho statistického vyhodnoceni morfometrickych dat.

VySe uvedené principy budou ilustrovany na histologické ¢asti konkrétnich studii (objem a
rovnomérnost distribuce novotvorené kosti v experimentalnim defektu; diferenciace hyalinni
chrupavky v osteochondralnim defektu; kvalita jizvy brisni stény pri aplikaci nanovlakenné sitky;
ventilace; reakce cévni stény na experimentalni bandaz plicnice u prasete).

Jako namét k diskusi budou formulovany oblasti, v nichz dochazi v rlznych fazich
experimentalni prace k potfebé koordinovat histologické vysetreni s ostatnimi pracovnimi postupy
a vySetrovacimi modalitami tak, aby v idealnim pripadé doslo k nejlepSimu vyuZiti mnohdy pracné
a nakladné ziskanych vzorkd a bylo mozné vyhodnoceni provést dle soucasnych mezinarodné
uznavanych pozadavkd na publikovatelnost histologickych analyz.
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stfeda 10:00
Jana Musilkova!, Adam Eckhardt? Lucie Bacakova?

Zmény funkce a proteinového slozeni bunék hladkého svalu plicnich
artérii pri vystaveni hypoxii

10dd. biomaterialll a tkanového inzenyrstvi, Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha 4
20dd. analyzy fyziologicky aktivnich latek, Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha 4

jana.musilkova@fgu.cas.cz

Hypoxie, obecné nedostatek kysliku v téle nebo v jednotlivych tkanich, je zplsobena Spatnou
funkci nékterého clanku dopravy kysliku k bufikdm organismu. ZvySeni odporu jak plicniho, tak
systémového cévniho fecisté vede ke vzniku hypertenze, jejimz disledkem je srdecni selhani. Na
vzniku hypertenze se podili zvlasté zvySeni odporu arteridlni Casti recisté. To zahrnuje
vazokonstrikci a remodelaci cévni stény. Zatimco akutni hypoxie plsobi plicni vazokonstrikci,
pokles parcialniho tlaku Oz v systémovém fecisti plisobi reakci zcela odliSnou, dochazi k systémové
vazodilataci. Zda se, ze ackoliv histologicka stavba stény plicnich a systémovych cév je velmi
podobna, bunky hladkého svalu medialni vrstvy rliznych typl cév jsou slozeny z fenotypové
rlznych populaci bunék s odliSnymi vlastnostmi. To se odrazi v jejich okamZité reakci na hypoxii,
v rlzné proliferacni aktivité a v rlzné produkci protein extraceluldrni matrix, ktery ovliviiuje
proces remodelace cévni stény.

V nasi praci jsme se zaméfili na na sledovani adheze, rlistu a metabolické aktivity bunék
izolovanych z pulmonarni arterie potkana Zijiciho v podminkach hypoxie i normoxie. Zaroven jsme
sledované bunky péstovaly na rliznych podkladech, zejména pokryvech tvorenymi rliznymi typy
kolagenu a jejich kombinaci, odpovidajicich predpokladanému zménénému prostredi
v remodelované tkani cévni stény za podminek hypoxie.

Podporovéno TACR (grant & TAO4011345).

streda 10:30
Vitézslav Brezina, Véra Jencova, Monika Homolkova, Katerina Pilarova

Scaffoldy, vlakna a reakce zivych bunék in vitro

Laboratof tkafovych kultur, JihoCeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Nové Hrady

brezinavita@gmail.com

Relativné novym prostredim pro bunky je jakési leSeni (scaffold) které ma slouzit jako
podpora pro rdst bunécné populace. Hypotéza tika, Ze toto leSeni je vhodné jako podpora pro
buriky, které budou postupné scaffold prorlistat. Surovy scaffold by tak mohl slouzit jako
implantovana nahrada kosti. Hypotézy jdou dal a rikaji, ze pokud bude scaffold z pomalu
degraduijicich materidll, mlze nakonec uvolnit v organizmu misto pro buriky dané tkané. Co
ovsem délaji zivé burky ve scaffoldu, popfipadé na jeho vrascitém povrchu je prozatim zahaleno.
Poznani chovani bunécné populace je vSak pro praktické pouziti vyznamné. Jak se chovaiji buriky
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v nerovném terénu, jak se chovaji na vlaknitém terénu a jak se méni jejich rlistové a fyziologické
vlastnosti je predmétem sdéleni. V pokusech je uzita Casosbérna mikrokinematografie, to
znamena, ze obrazovy zaznam je otevren kvalitativnimu i kvantitativnimu hodnoceni.

streda 11:00

Tomas Suchy!?, Monika Supova?, Eva Klapkova3, Martina Verdanova*5, Pavla
Sauerova®, Zbynek Sucharda?l, Marek Pokorny’, Jifi Rebicek?, Petr Mikes?,
Sarka Ryglova?, Margit Zaloudkova?, Martin Braun?, Lukas Horny?, Marie

Hubalek Kalbacova®®?°, Rastislav Ballay'®

Kolagen — st'astnym Frizenim osudu dosazZené a neocekavané vysledky

! Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH, AV CR, v.v.i., Praha

2 Laboratof biomechaniky, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, FS CVUT v Praze
3 Ustav lékarské chemie a klinické biochemie, 2. LF UK a FN v Motole, Praha

% Katedra genetiky a mikrobiologie PfF UK v Praze

> Ustav dédicnych metabolickych poruch, 1. LF UK v Praze

6 Biomedicinské centrum LF v Plzni, UK v Praze

7 Contipro Biotech, s.r.o., Dolni Dobrouc

8 Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materiald, TU Liberec

? Ustav histologie a embryologie LF v Plzni, UK v Praze

101, Ortopedicka klinika, 1. LF UK a FN v Motole, Praha

suchyt@irsm.cas.cz

Kolagen je nejhojnéjsi protein lidského téla a zakladni slozka extracelularni matrix nezbytna
pro spravnou funkénost mnoha bunék, je ddlezity pro funkci rliznych typd tkani a v neposledni
fadé hraje také dllezitou roli v hojeni ran. Proto je kolagen hojné vyuZivan ve vyvoji novych
biomateriall. Pfednaska se vénuje zplsoblm zpracovani kolagenu od jeho izolace z rlznych
Zivocisnych prekurzorl, po pfipravu do rliznych forem, napfiklad jako matrice nosic¢d bunék nebo
submikronovych vldken a nanovlaken. Prvni ukazkou jsou resorbovatelné kolagen-kalcium
fosfatové nanovrstvy s Fizenou eluci antibiotik (vancomycin, gentamicin) pro zvySeni Zivotnosti
implantatd. Druhou pak nosi¢e bunék na bazi kolagenu, polylaktidu, bioapatitu a hyaluronanu.
V prispévku jsou diskutovany nékteré metody, které by mély odpovédét na otazku, zda po
nékolikastupfiovém zpracovani kolagenu z{stava zachovana jeho pfirozend struktura.

e HYDROXYAPATITE
2 Fors b (gt %

0 100 200 300 400 [hours]

RELEASE OF ANTIBIOTICALLY INACTIVE PRODUCTS
oBVANCOMYCIN

Tato studie byla podporena Technologickou agenturou Ceské republiky (projekt TA04010330).
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streda 11:30

Pavla Sauerova'?, Martina Verdanova??, Blanka Bilkova? Tomas Suchy?,
Monika Supova4 Sarka Ryglova*, Margit Zaloudkova#*, Zbynék
Sucharda* Marie Hubalek Kalbacoval3

Interakce mezenchymalnich kmenovych bunék s kolagenovymi nosici
sit‘'ovanymi riznymi latkami

IBiomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze

>Katedra genetiky a mikrobiologie, Pfirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova v Praze
3Ustav dédicnych metabolickych poruch, 1. I€kafska fakulta, Univerzita Karlova v Praze
4 0ddéleni kompozitnich a uhlikovych material(i, USMH, AVCR, Vv.v.i.

pavla.sauerova@gmail.com

Kolagenové nosice jsou velmi atraktivni materialy pro vyzkum v oblasti tkanového inzenyrstvi
a regenerativni medlcmy Pro tuto studii byly ve spolupracuijici laboratori (Oddéleni kompozitnich
a uhlikovych material&, USMH, AVCR) vytvoreny kompozitni nosi¢e slozené z prirodniho kolagenu,
poly(DL)-laktidovych nanovlaken, kalcium fosfatovych Castic a hyaluronu sodného. Stabilita
kompozitd byla podpofena zesiténim pomoci EDC/NHS/EtOH, EDC/NHS/PBS ¢i genipinu.
Pripravené nosiCe imituji extracelularni kostni matrix a maji indukovat adhezi, proliferaci a
diferenciaci lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék do bunék kostni tkané. Pro stanoveni
biologickych vlastnosti pfipravenych nosi¢ byly nejprve provedeny /in vitro studie za podminek
2D kultivace. Nejprve se testovalo chovani bunék s vyluhy nosice, kde bunky s vyluhy nosice
sitovaného genipinem si jako jediné zachovaly vysokou Uroven metabolické aktivity béhem
inkubace. Dale se sledovalo chovani a pocty bunék na vlastnich nosicich, kdy metabolicka aktivita
bunék péstovanych na vSech tfech typech nosicl byla viceméné srovnatelnd, ale pfi porovnani s
kontrolnimi bufikami pouze cca 50%. Bunécna morfologie se pti 2D/3D vizualizace jevila nejlepsi
na nosiCi sitovaném genipinem. Tento nosi¢ navic vykazoval nejlepsi mechanické vlastnosti
béhem celé bunécné kultivace. Jako druhy nejlepSi nosi¢ byl oznaten kompozit sitovany
EDC/NHS/PBS. Proto na zakladé namérenych vysledkl a pozorovani byly tyto dva nosice
(genipinem a EDC/NHS/PBS sit'ované) vyhodnoceny jako dva nejidealn&jsi pro nasledné in vitro
analyzy za podminek 3D kultivace a budouci in vivo experimenty.

Tato studie byla podporena Agenturou pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky (projekt AZV 15-
25813A).
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streda 14:00
Petr Mikes, Jana Horakova
S endotelem po nanovlaknech

Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materialll, Fakulta textilni, TU v Liberci
petr.mikes@tul.cz

Prispévek je zaméren na pripravu a hodnoceni maloprlimérovych cévnich nahrad technikou
elektrostatického zvlaknovani. Vaskularni grafty byly vyrabény z biodegradabilnich polymerd,
konkrétné z polykaprolaktonu (PCL) a z kopolymeru polylaktidu a polykaprolaktonu (PLC).
Tkanové nosice pro aplikace ve vaskularnim systému musi splfiovat fadu pozadavk, které budou
zohlednény. Jednou z nejdllezitéjSich vlastnosti je podpora endotelizace vnitiniho povrchu umélé
cévni nahrady a zamezeni tvorbé trombd, které by vedly k ucpani a nefunkénosti téchto nahrad
po implantaci do organismu. V neposledni fadé to jsou pak materialové vlastnosti, jako napf.
pevnost v tahu, elasticita, smacivost povrchu apod. Upravou podminek elektrostatického
zvlaknovani byly vyrobeny a testovany materialy s rozdilnou morfologii (nanovlakenné struktury,
mikrovldkenné struktury, orientovana vlakna) z obou zminénych polymerd. Toto komplexni
zhodnoceni pak vedlo k selekci materiald, které se zdaly byt vhodnymi pro moznou budouci
klinickou aplikaci. Prvotni /n vivo testy pak ukazuji, jak vysledky ziskané v podminkach in vitro
koreluji s funkcnosti graftl po implantaci do organismu. Cévni nahrady vyrobené z PCL byly
implantovany jako nahrada aorty potkana po dobu 6 mésic(, po které bylo provedeno komplexni
histologické vyhodnoceni materialu. Vaskularni grafty z kopolymeru PLC byly nasSity jako bypass
krali¢i krkavice a hodnoceny po stejném Casovém useku (6 mésicli). Pfi hodnoceni experiment(
je snaha o komplexni pFistup k dané problematice, ktera vyzaduje zvazeni mnoha aspektd, jako
je tomu vSak v celém oboru tkanového inZenyrstvi. Proto se tedy vydejme na dlouhou cestu s
endotelem po nanovlaknech.

streda 15:00

Lucie Wolfova, Julie Bystroiiova, Ivana S¢igalkova, Martin Pravda,
Vladimir Velebny

Hydrogely na bazi kyseliny hyaluronové a moznosti jejich vyuziti pro
zvyseni biokompatibility titanovych implantati

Contipro Pharma a.s., Dolni Dobrouc
wolfova@contipro.com

Kyselina hyaluronova (HA) je vysokomolekularni glykosaminoglykan, ktery je nezbytnou
soucasti extracelularni matrix tkani ZivocisSnych organisml. Jeji unikatni fyzikalné-chemické a
biologické vlastnosti, spolu s jeji vysokou biokompatibilitou, ji predurcuji k vyuziti v oblasti
regenerativni mediciny a vyvoje scaffoldl pro tkanové inzenyrstvi. Jednou z moznych podob
téchto scaffoldl jsou hydrogely. V prezentaci budou predstaveny hydrogely na bazi kyseliny
hyaluronové v kombinaci s Zelatinou, urcené pro zvySeni biokompatibility titanovych implantatd.
Cilem je vyvoj materialu vhodného k povrstveni povrchu téchto implantatd, ktery by také slouZil
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jako matrice vhodna pro zabudovani bunék imunitniho systému. V prednasce budou prezentovany
vlastnosti této matrice spolu s dosazenymi vysledky z kultivace THP-1 bunék v téchto
hydrogelech.

ENCAPSULATED @ .|II\«’H\AUNOMODULATORY
MACROPHAGES HYDROGEL

30 [ ] ADHESIVE LAYER
el

Titanium Implant

streda 15:30

Julie Bystroiiova, Lucie Wolfova, Martin Pravda, Ivana S¢igalkova,
Vladimir Velebny

Vyuziti hyaluronové kyseliny jako varianty materialti urcenych pro
regeneraci kostni tkané

Contipro Pharma a.s., Dolni Dobrouc
julie.bystronova@contipro.com

Hyaluronova kyselina (HA) je vysokomolekularni glykosaminoglykan, ktery je nezbytnou
soucasti extracelularni matrix tkani zivocisnych organismd. Vysoka rozpustnost ve vodé a kratky
biologicky polo¢as omezuje vyuziti nativni HA pro biomedicinské aplikace. Nas vyzkum je zacilen
pravé na vyuziti HA pro regenerativni medicinu. Konkrétné je vyuzivana modifikovana forma HA,
jejiz roztoky lze sitovat za vzniku biodegradovatelnych hydrogeld. Diky vzniklym pficnym
vazbam ma pripraveny material prodlouzené setrvani v organizmu, ¢imz se prodlouzi také
terapeuticky Ucinek. Pripravené materidly mohou byt pouzit pro napf. augmentaci mékkych
tkani, viskosuplementacni materiadl a podobné. Navic vzhledem k pouzité necytotoxické sit'ovaci
reakci Ize do materidlu s vyhodou zabudovavat i rlizné typy bunék a pfipravit tak bunécné
scaffoldy.

Tato prezentace je vénovana rlznym formam hydrogelll se zabudovanymi kalcium
fosfatovymi Casticemi. Materialy jsou urcené pro podporu regenerace kostni tkané a jedna se jak
o hydrogely se zabudovanymi bunkami, tak o vyuziti bezbunécnych materiall. Vlastnosti
jednotlivych systém jsou diskutovany, stejné tak vyhody jejich poufziti.
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stifeda 16:00

Jan Klemes !, Marek Pokorny , Jifi Rebicek 2, Ondfej Zidek %,
Lucie Wolfova !, Vladimir Velebny 1.2

Modifikace povrchi v blizkém elektrostatickém poli s vyuzitim
technologie 4SPIN®

1 R&D, Contipro Pharma a.s., Dolni Dobrou¢, CZ
2 R&D, Contipro Biotech s.r.o., Dolni Dobrouc, CZ

jan.klemes@contipro.com

V poslednich desetiletich nastal boom nanotechnologii, hojné vyuzivanych v oblastech
regenerativni mediciny, materialového inZenyrstvi, optiky, elektroniky, stejné tak i v dalSich
oborech. Mezi tyto technologie patfi i metoda tvorby nanovlakennych materiald elektrostatickym
zvlaknovanim. Tento proces je ovSem obtizné riditelny z hlediska vytvareni predem definovanych
struktur ne v nano, ale pravé v mikro méfitku. Smifime-li se s vystupem opoustéjicimi nano
rozméry, mdzeme modifikaci této metody vyuzit ke kontrolovanému strukturovani povrcha.

Zarizeni 4SPIN® pro tvorbu nanovlaken z polymernich roztok( v elektrostatickém poli mize
byt modifikovano pro paternovani primarné vodivych (do jisté miry i nevodivych) substratd.
Zkratime-li vzdalenost mezi elektrodami na nékolik milimetrd, gradient el. pole zpdsobi zachovani
pouze stabilni faze procesu, ktera je predpokladem pro Fizenou depozici a tvorbu pravidelnych
struktur. Klicovou roli hraji jak procesni parametry, tak i parametry samotného zvlaknovaného
roztoku. Vysledkem pak mohou byt napt. paralelni ¢i Uhlové diferentni ,,prouzky" s definovanymi
rozestupy.

Takto vytvorené modifikace povrchl Ize uplatnit napriklad pro specifické ,zatraktivnéni®
lokalniho charakteru povrchu pro bunécné kultury, ovlivnéni chemickych, mechanickych ci
vodivostnich vlastnosti povrchd nebo v rozvinutéjsi verzi vytvareni 3D objektd.

Prezentace je vénovana ukazce moznosti pravidelného strukturovani vodivych substrat(
s nastinem moznosti modifikace povrchd nevodivych a optimalizaci procesnich parametrl pro
near-field electrospinning v zafizeni 4SPIN®.

Tato prdce vznikla za podpory The European Union’s Seventh Framework Programme for research
and technological development and demonstration under Grant Agreement no. 602694
(IMMODGEL).

streda 16:30

Jiii Rebigek?, Marek Pokorny?, Jan Klemes?, Adéla Kotzianova?,
Ondrej Zidek?, Vladimir Velebny!-2

Tvorba 3D a kompozitnich nanovlakennych struktur pomoci technologie
4SPIN®

1R&D, Contipro Biotech s.r.o., Dolni Dobrou¢, CZ
2R&D, Contipro Pharma a.s., Dolni Dobrou¢, CZ
jiri.rebicek@contipro.com

Z mnoha metod tvorby nanovldken se zda byt nejuniversalnéjsim zplsobem jejich pripravy
metoda elektrostatického zvlaknovani, tzv. electrospinning (ES). ES je velmi variabilni technikou
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jak z pohledu volby materiald, které mohou byt zvlaknény do podoby nanovlaken, tak v kontrole
jejich morfologie a povrchové topologie. Od ostatnich metod pripravy nanovilaken ho odliSuje
predevSim moznost tvorby nanovlaken s rliznou formou usporadani. Tyto struktury pak mohou
vyrazné ovlivnit vysledné vlastnosti nanovlakenného materialu a pfizpUsobit tak dany material
pozadované aplikaci.

V prezentaci budou predstaveny moznosti tvorby nanovlakennych materiald a 3D struktur
pomoci laboratorniho zarizeni 4SPIN®. Zaméfime se predevsim na tvorbu nanovlakennych vrstev
sloZzenych z vice materiald. Takto vytvoreny kompozitni material kombinujici syntetické a pfirodni
polymery spojuje vyhody obou materidlli, coz jsou pevnost a stalost syntetickych a
biokompatibilitu pfirodnich polymerd. Priklady vytvorenych 3D struktur jsou scaffoldy z k¥izenych
orientovanych nanovlakennych vrstev, kdy pocet a velikost vrstev zavisi na pozadované aplikaci,
tubularni struktury s rlznym vnitfnim prlimérem, i pfize z usporadanych vidken. Vysledné
nanovlakenné struktury Ize také kombinovat s mikrovlakny a/nebo ,kulickami® vzniklymi metodou
electrospraying.
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Analyza biodegradabilnich nanovlakennych material

IR&D, Contipro Pharma a.s., Dolni Dobrouc, CZ
R&D, Contipro Biotech s.r.o0., Dolni Dobrou¢, CZ
3Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Ustav chemie, Brno, CZ

adela.kotzianova@contipro.com

Oblast nanotechnologii zaziva v soucCasnosti velky pokrok. Pozornost je mimo jiné vénovana
také nanovldkennym materidllm a to v mnoha odvétvich. Jednou z metod pfipravy
nanovlakennych materialll je i metoda elektrostatického zvldknovani, tzv. Electrospinning (ES).
Pri této metodé je vlakno polymeru elektrostatickymi silami pritahovano ke kolektoru a vytvari na
ném souvislou vrstvu slozenou z vidken o rozmérech desitek az stovek nanometrd. Jednou
z oblasti moznych aplikaci nanovlakennych produktl je i oblast biomediciny, kde se vyuzivaji
zejména biodegradabilni prirodni nebo syntetické polymery. Idealni material pro tuto oblast musi
byt biokompatibilni, nesmi vyvolat toxickou ani zanétlivou reakci a dle aplikace musi byt schopny
splfovat dalsi parametry napf. vhodnou porositu, smacivost atd. Vzdy je vSak nutné vysledny
material analyzovat obzvlasté v ptipadé, kdy je nanovlakenna vrstva slozena z vice polymer( (i
jinych slozek.

Cilem této prezentace je predstavit metody analyzy nanovldkennych materiall. Bude
predstavena metoda spojujici Ramanovu spektroskopii (RS) a matematickou analyzu nazyvanou
Singular Value Decomposition (SVD). Kombinace téchto metod byla vyuzita ke stanoveni
distribuce jednotlivych slozek v ramci nanovlakenné vrstvy — tedy v podstaté k ureni homogenity
vrstev na zakladé chemického slozeni. Dale budou predstaveny vysledky méreni nanovlakennych
vrstev infracervenou spektroskopii (FTIR), termogravimetrickymi metodami (DSC a TGA) a
metodou pro stanoveni smacivosti (CA).
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Proliferace a osteogenni diferenciace kmenovych bunék lidské tukoveé
tkané ziskané liposukci pfi rizném negativnim tlaku

IFyziologicky Ustav Akademie véd Ceské republiky, Praha
2Klinika plastické chirurgie, Nemocnice Na Bulovce, Praha

lucie.bacakova@fgu.cas.cz
Kmenové burky jsou perspektivnim bunécnym typem pro tkanové inZenyrstvi a bunécné
terapie. Zdrojem kmenovych bunék v dospélém organismu mlze byt napf. kostni dren, krev
(napf. endotelidini progenitorové bunky), klze, kosterni sval (jeho satelitni buriky) a zejména
tukova tkan. Kmenové bunky tukové tkané jsou ve srovnani s burikami z ostatnich zdrojd
dostupné v relativné velkém mnozstvi a pomérné neinvazivnimi technikami, jako je liposukce. Jiz
samotna technika liposukce mlze mit vliv na mnoZstvi a kvalitu ziskanych kmenovych bunék,
jejich rlstové vlastnosti a schopnost diferenciace v rlizné bunécné typy. V nasi studii jsme
porovnavali vlastnosti kmenovych bunék tukové tkané ziskané od téze pacientky liposukci pfi
vySSim a nizSim negativnim tlaku, a sice -700 mmHg a -200 mmHg. P¥i obou tlacich bylo odebrano
10 ml tukové tkané, ze které byly izolovany kmenové bunky dfive popsanou metodou [1]. Zjistili
jsme, ze mnozstvi izolovanych bunék bylo vyssSi a jejich proliferace byla rychlejsi u bunék
izolovanych pfi vySsim negativnim tlaku. Za 5 dni po nasazeni dosahly bunky izolované pfi vysSim
negativnim tlaku populaéni hustoty kolem 63 000 bunék/cm?, zatimco u bunék izolovanych pfi
nizSim tlaku to bylo pouze kolem 40 000 bunék/cm?2. Rozdily v rlistu bunék pretrvavaly i v dalSich
pasazich (byly hodnoceny do 3. pasaze) i po uchovani v hlubokomrazicim boxu (-80°C), a to pfi
stejném poctu nasazenych bunék pro obé skupiny (300 000 bunék/cm?). Osteogenni diferenciace
bunék, mérena intenzitou fluorescence kolagenu I, alkalické fosfatazy a osteokalcinu vztazenou
na bunku, vSak nastupovala rychleji u bunék izolovanych pri nizsim negativnim tlaku. Pro navozeni
osteogenni diferenciace byly bunky kultivovany po dobu 5 a 12 dnl na mikroskopickych krycich
sklech v médiu DMEM s 10% fetalniho bovinniho séra, kyselinou askorbovou, dihydroxyvitaminem
D3, L-glutaminem, B-glycerolfosfatem a dexamethasonem. Po 5 dnech kultivace byla intenzita
fluorescence alkalické fosfatazy a osteokalcinu statisticky vyznamné vyssi u bunék izolovanych pri
nizSim tlaku, i kdyz intenzita fluorescence kolagenu I zlstavala na obdobnych hodnotach u obou
skupin bunék. Po 12 dnech kultivace se osteogenni diferenciace bunék izolovanych pfi nizSich a
vySSim negativnim tlaku zacala vyrovnavat. Intenzita fluorescence alkalické fosfatazy sice stale
setrvavala na vysSich hodnotach u bunék izolovanych pfi nizSim tlaku, avsak intenzita
fluorescence osteokalcinu byla obdobna u bunék obou skupin a intenzita fluorescence kolagenu
I u bunék izolovanych pfi vyssim negativnim tlaku dokonce prevysila hodnoty u bunék izolovanych
pri niz8im negativnim tlaku. Lze tedy uzavrit, ze kmenové bunky tukové tkané izolované pfi nizSim
negativnim tlaku jsou vhodné pro aplikace vyzaduijici rychly nastup osteogenni diferenciace,
zatimco bunky izolované pfi vysSim tlaku jsou vhodné vSude tam, kde je vyzadovan vysoky
proliferacni potencial bunék.

[1] Estes BT et al.: Nat Protoc 5: 1294-311, 2010

Podporovano Agenturou pro zdravotnicky vyzkum Ministerstva zdravotnictvi CR (grant & 15-
33018A) a Technologickou agenturou CR (grant ¢. TA04011214).
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Adhese a rist lidskych koznich bunék na celul6zovych nosicich
vyvijenych pro kozni kryty a nahrady
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Rostlinna celuldza je nejrozsSirenéjsi polymer na zemi. Spektrum jejiho vyuziti je opravdu
Siroké a svou znacnou Ulohu hraje i v medicinskych oborech. Proto studujeme mozné vyuziti
rostlinné celuldézy nejen pro kozni kryty, ale i jako potencialni nosi¢e koZnich bunék pro nahradu
a regeneraci poskozené kize.

V prvni fazi vyzkumu jsme pomoci fluorescencni mikroskopie sledovali adhezi a rlst
keratinocytll linie HaCaT a lidskych koznich fibroblastl na sedmi typech sodné soli
karboxymethylcelulézy (AV1 — AV7) liSicich se stupném substituce (DS = 0,113 - 0,226) a
hodnotami pH (6,90 - 9,03) v intervalech 1., 3. a 7. den po nasazeni bunék. Mezi odliSnymi typy
celulézy byly viditelné rozdily, avSak pokryti vzorkl burikami nebylo uspokojivé ani u nejvice
pokrytého vzorku AV5 (=vykyselena AV1; DS 0,113; pH 7,20) ¢i AV1 (DS 0,113; pH 9,03). Pro
potvrzeni dat ziskanych fluorescencni mikroskopii jsme provedli komercné dostupny metabolicky
test WST-1 (Roche) ve stejnych Casovych intervalech. Namérené hodnoty mitochondrialni aktivity
bunék byly sice nizké, nicméné potvrdily nejvyssi aktivitu na vzorcich AV5.

V dalsi fazi bylo pottreba vyloucit cytotoxicitu materialQ. Byly pfipraveny tydenni vyluhy vzork(
do média DMEM, ktery byl nasledné pouZit pro zaznamenavani rlstové kfivky v senzorickém
pristroji xCELLigence (Roche), které je zalozeno na méreni zmén impedance na pozlaceném dné
jamek 96-jamkovych desti¢ek, zplsobenych adhezi a rozprostfenim bunék. Byly pouzity
keratinocyty linie HaCaT a lidské kozni fibroblasty. Spolu s nasazenim bunék do vyluhu bylo
pridano fetalni teleci sérum. Paradoxné nejlepsi rlistovou kivkou se vykazoval vyluh vzorku AV3,
ktery pti sledovani adheze bunék na materidl dopadl nejhlife. Naopak nejhorsi rdistovou krivku
méla pozitivni kontrola Cistého média v polystyrenové kultivacni jamce a vzorek AV5. Nicméné
rlstové kivky ve vyluzich ze vSech sledovanych vzork@ mély uspokojivy priibéh a nesvéddily o
cytotoxicité materialu.

Pro dalSi postup jsme vybrali vzorek AV3, jehoz vyluh dosahl v cytotoxickém testu nejlepsich
vysledkl a vzorek AV5, ktery nejvice podporoval adhezi a rdst bunék. Tyto dva typy celuldzy jsme
modifikovali fibrinem a kolagenem, které se bézné nachazeji v mezibunééné hmoté a podporuji
adhezi bunék k materidlu. Fibrinova modifikace kupodivu na kazdém vzorku vytvarela odliSné
struktury. Oba modifikované vzorky dosahovaly vyrazné lepsi adheze a rlstu bunék, nez tomu
bylo u originalnich nemodifikovanych vzorkd. Modifikaci kolagenem jsme provedli dvéma zpdsoby,
kdy kolagen byl pfipravovan bud’ pfi pH > 7,4 nebo pfi pH = 7,4. Obé modifikace dosahovaly
lepSich vysledk( oproti nemodifikovanym vzork(im, ale kolagen prvniho zplsobu pfipravy se zda
byt efektivnéjsi. Jak by proces adheze a rlistu koznich bunék vypadal po delSim ¢asovém intervalu
pri modifikaci celuldzy fibrinem a kolagenem je predmétem dalSiho vyzkumu, ale vzhledem
k nepotvrzené cytotoxicité materialu se zda byt celuldza jako zajimavy adept pro vyuziti v koZznim
tkafovém inzenyrstvi.

Studie byla podporovana Technologickou agenturou vfeské republiky (TACR, grant ¢
TA04010065) a Grantovou agenturou Ceské republiky (GACR, grant ¢. P108/12/1168).
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Vliv nanotubularni povrchové tpravy titanove slitiny na bunécnou
odpovéd’ lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék
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Povrchové Upravy titanovych implantatl vedouci k jejich lepsi osteointegraci jsou predmétem
zajmu v oblasti biomateriadlli s vyuzitim v ortopedii. Jednou z moznosti je pfiprava povrchové
nanotubularni vrstvy pomoci anodické oxidace v pfitomnosti fluoridovych iontl. Je tak dosazeno
udrzné vrstvy, ktera je povaZovana za pozitivni z hlediska adheze, proliferace a diferenciace
bunék. Bunécna odpovéd’ na nanostrukturu je zavisla na mnoha parametrech, jako je sloZeni
materialu, krystalicka forma, nanogeometrie povrchu a pouzity bunéény model. Autofi vysvétluji
pozitivni vliv. mnoha mechanismy, naptiklad vyraznou hydrofilicitou nanotrubek, snazSim
proudénim média mezi nanotrubkami, vysSSi hustotou povrchového naboje na okrajich
nanotrubek, samovolnou tvorbou nanohydroxyapatitu na strukture, ¢i spusténim shlukovani
integrinovych receptorl pfi vhodné geometrii nanotrubek. A¢ je v ortopedii hojné vyuZzivana slitina
Ti-6Al-4V, existuje relativné malo publikaci zabyvajicich se vlivem nanostruktury na bunécnou
odpovéd’ pravé na této slitiné.

S pouzitim lidskych mesenchymalnich stromalnich bunék kostni drené (MSCs) a jejich Strol
pozitivni frakce byla /in vitro testovana slitina Ti-6Al-4V s nanotubularni povrchovou Upravou
(pr@mér trubicek 50 a 100 nm) v amorfni podobé. Po tfech dnech interakce bunék s materidlem
byla provedena imunofluorescen¢ni mikroskopie (vizualizace vinkulinu, aktinu a jader),
hodnocena adheze bunék na materidl (intenzita fluorescence vinkulinu) a také sledovana
morfologie a stanoven pocet bunék. Dale byla sledovana osteodiferenciace bunék po Ctyrech
tydnech rlstu na materidlu pomoci méreni hladiny transkripce metodou gPCR. Byla pozorovana
lepsi adheze Strol pozitivnich bunék v pfipadé 50nm trubicek v porovnani s 100nm trubickami.
Nepodafilo se vSak prokazat zvySenou hladinu osteogennich markerd Runx2, alkalické fosfatasy
a osteokalcinu na nanostrukture, coz si vysvétlujeme vlivem dalSich faktorl, jako je zejména
pritomnost vyleptanych beta-fazi. Do budoucna planujeme testovat uniforméjsi nanostrukturu
pripravenou na beta-titanovych slitinach s vyuzitim imortalizovanych kmenovych bunék.

Podporovéno Technickou agenturou Ceské republiky (grant ¢ TE01020390) a MSMT CR (¢
20/2015).
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Kontakt krve s jakymkoliv povrchem jinym nez neposkozeny endotel vyvolava srazeni krve
zahrnujici adhesi, aktivaci a agregaci krevnich desticek a tvorbu fibrinového gelu, jehoz vysledkem
je tvorba trombu. Pfi poranéni cévy trombus zastavuje krvaceni. Po 50 letech vyzkumu
zaméreného na vyvoj materiall snasenlivych s krvi je evidentni, Ze Zadny umély material nemlze
nahradit aktivni funkce Zivého endotelu. Dlouhodoba cinnost umélych kardiovaskularnich
implantatl v organismu nemUze byt zajiSténa, aniz by povrch implantatu prerostl pfirozenym
endotelem. Jednim z pfistupl, na ktery se v soucasné dobé zaméfilo tkarnové inzenyrstvi, je vyvoj
bioartificialnich protéz pripravenych pokrytim povrchu syntetické protézy /in vitro monovrstvou
endotelidlnich bunék. Predpokladany postup spociva v odebrani bunék od pacienta cca 2 tydny
pred planovanou operaci, jejich namnozeni in vitro, vysazeni na povrch protézy a vytvoreni
monovrstvy endotelialnich bunék kultivaci v bioreaktoru. Hotovy produkt je pak implantovan do
organismu. Je jasné, ze pro chirurgickou praxi je mnohem vyhodnéjsi, aby implantat sam podporil
vytvoreni endotelu az po implantaci. Pro dosaZeni tohoto cile vyvijime povrchové Upravy
materiall, které by po implantaci ldkaly progenitorové endotelidini bunky z periferni krve,
podporovaly jejich uchyceni a proliferaci na povrchu a soucasné branily srazeni krve pred pokrytim
povrchu pfirozenym endotelem. Do soucCasné doby jsme vyvinuly povlaky pripravené fizenym
rlstem umélé fibrinové sité od povrchu materidlu, na kterou je kovalentné navazan heparin a
nasledné rlstové faktory. Povlaky v /in vitro testech branily srazeni krve a podporovaly adhesi a
proliferaci endotelidlnich bunék. Pripravovany jsou prvky schopné zachycovat progenitorové
endotelidlni bunky (specifické aptamery a protilatky), které budou v dalsi fazi vyzkumu
imobilizovany na povlaku.

Wzkum je podporovén grantem AZV CR 15-29153A.
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Vliv morfologie povrchu a mechanického zatézovani na adhezi, riist a
diferenciaci bunék

Odd. biomaterial{ a tkariového inZenyrstvi, Fyziologicky Ustav AVCR, Praha
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Morfologie povrchu, zejména mikrodrsnost, nanodrsnost nebo pravidelna struktura povrchu,
jako jsou vrypy apod., ovliviiuji adsorpci proteindl, adhezi bunék, jejich proliferaci a diferenciaci.
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Jednotlivé bunécné typy reaguiji na mikrodrsnost a nanodrsnost odliSné. Mechanické zatézovani
(tlak, ohybani, smykové napéti) plsobi pfimo na bunky kosti, cév, srdecnich chlopni a dalSich
tkani a podporuje spravnou diferenciaci bunék. Reguluje i diferenciaci kmenovych bunék ve
vhodny bunécny typ. Fyziologické/nefyziologické mechanické zatézovani ovliviiuje i tvorbu
mezibunéné hmoty. Regulace povrchovych vlastnosti biomaterialll a fyziologického
mechanického zatézovani v kulture /n vitro mlze vést ke zlepSeni kolonizace umélych materiall
bunkami, diferenciaci bunék nebo udrzeni jejich fyziologického fenotypu. Studium této
problematiky je proto dlleZité pro optimalizaci vlastnosti implantatt a kvalitnéjsi 1é¢bu pacientd.

Podporované grantem Ministerstva zdravotnictvi (AZV 15-291534) a TACR (TA04011345).
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Svétovym trendem pfi IéCbé rozsahlych kostnich defektl v kranio-maxillo-facidlni chirurgii je
individualizace umélych nahrad za pouZiti modernich technologii. Na naSem pracovisti byl vyvinut
postup navrhu a vyroby individualnich nahrad lebecni kosti s vyuzitim CT diagnostickych dat a
CAD/CAM technologii (Computer-Aided Design & Manufacturing). Kranioimplantaty byly vyrobeny
z biokompatibilnich materidld s vybornymi mechanickymi vlastnostmi, titanu a
polyetheretherketonu. Vyhodou pouziti CAD/CAM technologii je zejména vysoce presna geometrie
implantatu vychazejici z aktualnich CT dat pacienta a maximalni kontaktni plocha s kosti zajist'ujici
rovnomeérny prenos zatizeni.

V oblasti spinalni chirurgie je jednou z moznosti Ié¢by degenerativnich postizeni patere pouziti
meziobratlovych kleci v kombinaci s kostnimi Stépy i syntetickymi vyplnémi, které kostni fuzi
obratl{ trvale stabilizuji postizeny segment patere. V dnesni dobé jsou tyto implantaty vyrabény
nejCastéji z titanu Ci polyetheretherketonu. Rozlozeni napéti na implantatu s vypini vSak neni
idedlni @ mze dochazet k jeho zaboreni do obratle.

Z hlediska interakce s kostni tkani jsou titan a PEEK bioinertnimi materidly. Za icelem zvysSeni
schopnosti osseointegrace kraniofacidlnich a spinalnich implantatd byly vyvinuty bioaktivni
povrchové Upravy, které umoznuji vznik funkéniho rozhrani mezi implantatem a kosti. Implantaty
byly charakterizovany metodami povrchové analyzy. Provedené in vitro a in vivo testy potvrdily
bioaktivni a osseokonduk¢ni vlastnosti povrchové upravenych implantatd.

Prace vznikla za podpory grantu MPO v ramci projektu ¢.FR-TI3/587. Vyzkum a vyvoj biomateriald
a technologii vyroby umélych nahrad pro Iécbu kostnich defektd.
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ludek.joska@vscht.cz

Chovani kovovych biomateriald je testovano in vitro v fadé prostiedi od standardniho
fyziologického roztoku, pres komplexné&jsi modely (Hank, SBF) az po expozice v mediich
obsahujicich proteiny a pripadné i bunky. Standardnim prostfedim testujicim schopnost
biomateriald/povrchl vyvolat tvorbu apatitu, uzivanym v mnoha laboratorich, je simulovana télni
tekutina (SBF). VétSinou je tato expozice pouzita jako ano/ne test. Po urcité dobé jsou vzorky
vyjmuty a vizualné hodnoceny elektronovou mikroskopii, pfip. EDS analyzou.
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Na povrchu bioaktivniho materidlu se v priibéhu expozice v SBF postupné vytvari vrstva
apatitu. Tim se méni charakter fazového rozhrani a téz rychlost prenosu naboje, coz by se mélo
na hodnotach elektrochemickych veli¢in, které Ize in situ sledovat, projevit. Vznikajici slouceniny
jsou obecné malo vodivé, odliSna je i permitivita nové se tvorici vrstvy, jejiz tloustka postupné
narlsta. Pokud by tedy néktera z elektrochemickych velicin dostatecné citlivé reagovala na tyto
zmény, pak by mélo byt mozné detailnéji hodnotit a porovnavat aktivitu povrchl. Testy na
souboru materialt s hladkym a nanostrukturovanym povrchem, které se na zakladé predchozich
méreni liSily bioaktivitou, prokazaly, Ze Casové zavislosti samovolného korozniho potencialu,
polarizacniho odporu i elektrochemickych impedancnich spekter jsou schopny s rfiznou mirou
citlivosti detekovat vyse uvedené déje na fazovém rozhrani. V prispévku bude demonstrovano,
Ze moznosti elektrochemického monitoringu nejsou omezeny pouze na vySe uvedeny systém.

Zpracovéno v rémci reseni projektu TACR TA02010409 ,,Nanosur".
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Tomas Kocourek!?, Miroslav Jelinek'?, Petr Pisarik'2, Jan Remsa'?,
Jan Miksovsky?!2

Chromem dopované DLC vrstvy pripravené hybridni pulsni laserovou depozici

'Fyzikélni dstav AV CR, v. v. i., Praha 2
2CVUT v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, Kladno 2

kocourek@fzu.cz

DLC (Diamond-like carbon) tenké vrstvy jsou casto pouzivany k povlakovani implantatd.
Problém DLC vrstev spocCiva ve Spatné prilnavosti na kovovy implantat. Chrom je pouzivan jako
dopant pro zlepSeni prilnavosti DLC vrstvy. DLC a Cr-DLC vrstvy byly pfipraveny hybridni
technologii vyuzivajici kombinace pulzniho laserového depozice (PLD) a magnetronového
naprasovani na podlozky z kfemiku, slitiny Ti6Al4V a slitiny CoCrMo. Topologie vrstev byla
studovana za pouziti SEM, AFM a mechanickym profilometrem. Obsah chromu v uhliku a
koncentrace trivalentnich a toxickych Sestimocnych vazeb chrému byly stanoveny pomoci XPS a
WDS. Testy prilnavosti potvrdili jeji zlepSeni pro vrstvy DLC dopované Cr. Antibakterialni vlastnosti
byly studovany pomoci bakterii Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus. Je diskutovan
vliv drsnosti povrchu na antibakterialni schopnosti dopovanych vrstev.

patek 10:30
Monika Supova
Substituted Hydroxyapatites for Biomedical Applications

Department of Composites and Carbon Materials, IRSM, AS CR
supova@irsm.cas.cz

Hydroxyapatite and its derivatives are of general importance in many interdisciplinary fields
of science, including geology, chemistry, ecology, biology and medicine already for several
decades. Ease of atomic doping or substitution in apatite allows this mineral open to a wide range
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of biomedical applications. It can be used for repairing and replacing diseased and damaged parts
of musculoskeletal systems and also such as drug or gene delivery agent, bioactive coating on
metallic osseous implants, biomagnetic particles and fluorescing markers. Bioapatite apatites
generated partially or entirely from biogenic sources have given composition, whereas
synthetically substituted hydroxyapatites could be well regulated by facile tailoring the
substitution level of the precursors and the reaction ratio of the precursor/solution, respectively
and final product of demand properties can be prepared. A general summary on substitution
reaction for hydroxyapatite is made. Special attention is paid to describing anionic, cationic and
multisubstituted hydroxyapatites used for various biomedical applications. Finally, summary and
future perspectives are discussed.

This study was supported by grant project provided by the Ministry of Health of the Czech
Republic (AZV 15-25813A).

patek 11:00
Martin Braun
Aplikace analytickych metod pfi chemické charakterizaci biomaterialti

Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH, AV CR, v.v.i., Praha 8
braun@irsm.cas.cz

U kompozitnich biomateridld vyuzitelnych v ortopedii ¢i stomatologii ve formé implantatd,
vyvstava potreba co nejlépe definovat a monitorovat jejich sloZeni, stabilitu a pribézné sledovat
vliv jednotlivych fyzikalné-chemickych faktor(l na jejich biodegradabilitu v Zivém organismu.

Vyvijené nanomateridly na bazi biopolymerli, zejména kolagenu, izolované z rdznych
zivocisnych tkani vSak podléhaiji fadé chemickych reakci a modifikaci (napf. intramolekularni a
intermolekularni zesitovani, posttranslacni modifikace, zména tercialni struktury, denaturace ci
proteolytické Stépeni) v zavislosti na danych experimentalnich podminkach (zména pH, teploty,
chemicka interakce s dalSimi komponentami, expozice zareni apod.). Navic je zde, tak jako u
kazdého jiného biologického materidlu, prirozena urcita variabilita.

Dobrou charakteristikou integrity molekul biopolymerli nebo zmén, k nimz dochazi napf. pfi
jejich fragmentaci, agregaci ¢i denaturaci, je jejich molekulova hmotnost. Vhodnou analytickou
metodu pro separaci smési proteind a jejich fragmentl a zjiStovani tohoto parametru predstavuje
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE).
Rychlost migrace zén jednotlivych slozek vzorkd, kterym je udélen stejny specificky naboj pomoci
aniontového detergentu (SDS), umoznuje v diskontinualnim gelovém systému s odliSnym
stupném zesiténi, déleni slozek podle relativnich molekulovych hmotnosti a jejich stanoveni
v Sirokém rozmezi na zakladé srovnani s vhodnou sadou standard.

Pro kvantitativni analyzu latek uvoliovanych pfi postupné degradaci kompozitnich
biomateriald pak nabizi znacny potencial vysokolcinna kapalinova chromatografie (HPLC), ktera
dokaze, v zavislosti na typu detekcniho systému, s vysokou citlivosti stanovit i obsah stopovych
slozek, které jsou v chromatografickém systému separovany na zakladé jejich rozdilné distribuce
mezi mobilni a stacionarni fazi. Timto zplsobem Ize sledovat napf. kinetiku degradace
funkcionalizované nanovlakenné matrice, identifikovat jednotlivé fragmenty a sit'ujici elementy
kolagenu ¢i antibiotik Fizené uvolfiovanych z biopolymerniho nosice.
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V prispévku jsou shrnuty hlavni principy a aplikacni moznosti vybranych variant uvedenych
separacnich metod, které umoznuji Iépe chemicky charakterizovat biomateridly vyvijené pro
vyuziti v implantologii a regenerativni mediciné.

Tato studie byla podporena Technologickou agenturou Ceské republiky (projekt TAO4010330).

patek 11:30
Miroslav Petrtyl!, Karel Balik?, Ctibor Povysil3, Margit Zaloudkova?2

Orientace domén nanostruktury a submikrostruktury v kompaktni lidské
kosti verifikovana elektronovym skenovacim mikroskopem QUANTA 450

!Laborator biomechaniky a biomaterialového inzenyrstvi, FSv CVUT v Praze, Praha 6
2Oddeleni kompozitnich a uhlikovych materiald, USMH, AV CR, v.v.i., Praha 8
31. Lékarska fakulta UK, Ustav patologie, Praha 2

petrtyl@fsv.cvut.cz

V souvislosti s vyzkumem nanobiokompozitdl jako nahrad kostni tkang, ktery probiha
v Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materidld USMH jiz od roku 2009 jsme chtéli ovérit, zdali
elektronovy skenovaci mikroskop QUANTA 450 mize byt Gc¢inné pouzivan nejenom pfi navrhu
sloZeni nanobiokompozit{, ale také pro hodnoceni extrahovanych vzork( po jejich implantaci do
zivych organizmd. Nase pozorovani a analyzy nanostruktur a submikrostruktur osteond, lezicich
v lateralni sténé lidského femuru, byly zaméreny na vylomova rozhrani strukturalnich komponent
osteond, priblizné 5 mm od periostu a v Grovni kolmé roviny k podélné ose femuru, lezici cca 13
cm distalné od temen hlavic kazdého pravého femuru. Analyzy byly provadény ve femurech muz{
véku 56, 64 a 66 rokl. Zaméfeni a vylomy vhodnych vzork( osteonll byly v pfipravné fazi
pozorovani provadény pomoci optického mikroskopu. Metoda pozorovani a studia struktur
vylomovych rozhrani pomoci mikroskopu QUANTA 450 velmi dobfe umoznila poznat plochy
odlucnosti strukturainich prvkd na nanodrovnich a submikrourovnich, tvary separovanych casti
tkani, a to jiz od 2. Urovné nanostruktur kortikalni kosti. Z nasich pozorovani je na priklad zfejmé,
Ze ve 4. strukturalni Grovni osteon( kortikalis je zakladni nosnou jednotkou mineralizované vigkno
(o prliméru cca 5-8 um), komponované z obloukovych, Sroubovicovité orientovanych,
mineralizovanych nanoskorepinovych vrstev, které jsou armovany soubéznymi mineralizovanymi
vlakny (nanopruty) o prmérech cca 80 — 140 nm.

Tato studie byla podporena Agenturou pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky (projekt AZV 15-
25813A).
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