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V nasi studii jsme se zaméfili na zplsob, jakym uzaviena komunita rliznych jedincl (n=96)
proZiva, interpretuje a reaguje na vlivy stejného prostredi. Metodika Ulohy (Shefield lie test) byla
navrzena na zakladé studie Debey a kol. [1]. Ucastnikm prlzkumu byla prostfednictvim
elektronického formulare komunikovana jednoducha otazka ,, Jaké slovo pro Vas nejlépe vystihuje
nds seminar?*. Pro hodnoceni evokativni interakce byly po uzavreni studie (duben - Cerven 2018)
vystupy rozdéleny do subkategorii podle vnitfnich vyznamovych parametrli, jmenovité pfima
nezprostredkovana interakce, individualni rezonance, skupinové klima, nekognitivni facilitace,
deindividuace a socialni interakce (Obr. 1).

NEZARADITELNE

e 1%
INDIVIDUALNI SKUPINOVE KLIMA
REZONANCE 23%
23%

NEKONGITIVNI
FACILITACE
6%

DEINDIVIDUACE

PRIMA 7%
NEZPROSTREDKOVANA
INTERAKCE SOCIALNI INTERAKCE
23% 17%

Obr. 1 Kategorie evokativni interakce

Pomoci Grubbsova a Dixonova testu byly ze statistické analyzy nejprve vylouceny extrémni
odchylky neodpovidajici zadanym parametrdm (napt. ,SuchybezSlitra&SedlacekbezZabran:P ™,
~Abudemiblbé™, ,, Jednim slovem?"“). Veskera statistickd porovnani mezi jednotlivymi skupinami
umoznil x? test dobré shody a dobré ndlady, v uréenych pripadech ocekavané Cetnosti <5 s
Yatesovou korekci. Sila efektu byla vypoctena pomoci Cohenova f. Statisticka vyznamnost byla
akceptovana na hladiné spolehlivosti o = 80% [2]. Komplexni vyhodnoceni bylo provedeno
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nejprve metodou stratifikovaného vybéru, které vsak nevedlo k vysledku, i z déivodu uvah o
(ne)vysvétlitelnosti jevu. Proto bylo pfistoupeno k vyhodnoceni pomoci kfistalové koule (primér
55mm, Glass Sphere, Jablonec nad Nisou, CR), pro ilustraci vizte Obr. 2, podle Duina a Sofaera
[3, 4], které vysledek jednoznacné ukazalo.

A

10imm|

Obr. 2 Komplexni vyhodnoceni experimentu: virtualni viozeni dat (A) a vystup z analyzy (B).

[1] Debey, E., De Schryver, M., Logan, G. D., & Verschuere, B. (2015). From junior to senior
Pinocchio: A cross-sectional lifespan investigation of deception. Acta psychologica, 160, 58-68.
[2] Fisher, R. A., & Wishart, 1. (1930). 7he arrangement of field experiments and the statistical
reduction of the results (No. 10). HM Stationery Office.

[3] van der Duin, P. (2014). The crystal ball is not a black box: futures research in scientific and
organizational perspective. Journal of Futures Studies, 19 (2), 125-134.

[4] Sofaer, J. (2004). The Crystal Ball. Performance Research, 9(2), 118-131.

utery 13:50
Monika Supova?!, Tomas Suchy!2, Zbynék Sucharda?, Elena Filova3,
Marie Steinerova3, Lucie Bacakova3, Grazyna Simha Martynkova#*
a Vitézslav Brezina®

The comprehensive in vitro evaluation of eight different calcium
phosphates: Significant parameters for cell behaviour

1 Dept. of Composites and Carbon Materials, IRSM, Academy of Sciences, Prague

2 Faculty of Mechanical Engineering, Czech Technical University in Prague, Prague

3 Dept. of Biomaterials and Tissue Engineering, Institute of Physiology, CAS, Prague
4Nanotechnology Centre, VSB-Technical University of Ostrava, Ostrava-Poruba

> Laborator tkanovych kultur, Nové Hrady

supova@irsm.cas.cz

The class of ceramics used for repairing and replacing diseased and damaged parts of
musculoskeletal systems are termed bioceramics. The most widely-used bioresorbable ceramics
include calcium orthophosphates (CaPs). They are present in bones, teeth, deer antlers and the
tendons of mammals, giving these organs hardness and stability. There are eleven known non-

10
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ion-substituted calcium orthophosphates with a Ca/P molar ratio between 0.5 and 2.0. The most
widely used member of the family of CaPs is hydroxyapatite (HA). Other well-known biomedical
applications of CaPs are as a drug delivery agent and as a gene delivery agent, and as a filler for
biocomposites, as a scaffold for seeding stem cells and bioactive coatings on metallic osseous
implants. The mineral phase can be obtained from a wide range of natural sources (referred to
as bioapatite) as well as via the synthetic apatite preparation process. Nano-sized BAP isolated
or prepared from biogenic sources exhibits enhanced resorbability and a much higher degree of
bioactivity than micron-sized or synthetic HA. A range of scientific research projects have
addressed the issue of “synthetic bioapatites” prepared via substitutions which chemically and
structurally mimic real, i.e. natural bioapatite. The substitution level of the precursors enables the
preparation of the final product with bespoke properties.

Many research studies have attempted to assess the crucial factors that control cell behaviour
on CaPs. This contribution provides a description of the assessment of eight different calcium
phosphate nano-powders, namely bovine bone bioapatite calcined at 500°C, 600°C and 700°C,
Mg-doped brushite, fluorinated calcium phosphate, Ca-deficient hydroxyapatite, hydroxyapatite
and tricalcium phosphate, were characterised using physico-chemical methods. The structural
and chemical characterisations of the CaP were conducted by means of X-ray diffraction,
transmission electron microscopy and chemical analysis. Their cytocompatibility were evaluated
under human osteoblast-like cell line MG-63 culture conditions in elution media and via the direct
interaction of cells with calcium phosphate nanoparticles. The main objective was to determine
the correlation of the cell indices with the parameters of the calcium phosphates.

Chemical composition that contributes towards changes in pH and the calcium ion
concentration in the medium appear to make up particularly significant factors; moreover, it was
proved that the number of types of material represents a further important aspect. In the case
of a large number of types of material, almost no correlation was found between the analysed
parameters. However, in the case of a small number of apatite types, several positive correlations
were found. It can, therefore, be concluded that it is not possible to identify any monitored
parameter that had a major impact on cell behaviour or, at least, such an effect which can be
generalised. It appears more likely that cell behaviour is affected by the interplay of various
parameters.

Utery 14:20
Lucy Vojtova?, Veronika Grézlova‘’, Lenka Michlovska’, Jana Brtnikova‘,

Kristyna Smerkova?, Silvia KocCiova?, Kristyna Valova?!, Pavel Divis?,
Michala Rampichova* a Vojtéch Adam?

Nepredvidatelné vlastnosti antibakterialniho kostniho lepidla

l\ysoké uceni technické v Brné, CEITEC- Stredoevropsky technologicky institut, skupina Pokrocilé
polymery a kompozity, Brno

2Mendelova univerzita v Brn&, Agronomicka fakulta, Ustav chemie a biochemie, Brno

3Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, Centrum materidlového vyzkumu, Brno
4Ustav experimentalni mediciny, Oddéleni tkariového inZenyrstvi, Praha

lucy.vojtova@ceitec.vutbr.cz

Injektabilni kostni vypIné (cementy) na bazi samotuhnouciho fosfore¢nanu vapenatého (CaP)
se mohou uplatnit v miniinvazivni chirurgii, ortopedii, traumatologii ¢i zubnim |ékarstvi. V téchto
lékarskych oborech byva vyznamnym problémem infekce kosti (osteomyelitida), ktera se bézné
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hojné 1é¢i antibiotiky. Z déivodu zabranéni, vzniku ¢i mnozeni nezadoucich bakterii v misté defektu
byly v nasem pripadé do kostniho adhezivniho cementu (neboli lepidla) na bazi termocitlivého
polymeru a CaP pridany nanocastice selenu (SeNPs) s cilem jejich postupného uvolfiovani. Timto
zplsobem by mohlo dojit k ¢astecnému zabranéni naduzivani antibiotik. Selen je biogenni prvek
s antibakteridlnimi vlastnostmi. Pridavek SeNPs do kostniho lepidla vykazal vysokou Ucinnost
(srovnatelnou s béznymi antibiotiky) na grampozitivnich baktériich kmene Staphylococcus aureus
(zlaty stafylokok) i methicillin-rezistentnich kmenl tzv. MRSA (viz Obr. 1). Vysledek na
gramnegativni baktérii £-coli uz tak presvédcivy nebyl. Metodou optické emisni spektrometrie s
indukéné vazanym plazmatem (ICP-OES) bylo zjisténo, ze béhem 8 hodin se uvolnily témér
vsechny SeNPs (96,5 %), coz je velmi slibné, protoze tradicni polymerni kostni cementy z
polymethylmethakrylatu jsou schopné uvolnit pouze 2 % antibiotik. Kromé ocekavatelnych
antibakterialnich vlastnosti se pridavkem SeNPs necekané zlepsily reologické vlastnosti kostniho
lepidla a s tim se i zjednodusila injekéni aplikace tenkou jehlou. Zrychlilo se i samovytvrzovani
lepidla a také celkova mechanicka pevnost v tlaku.

Jediné, co nam ,zkazilo” nasi radost byl pokus o in-vitro testy na kmenovych bunkach neb se
lepidlo ve formé keramickych diskd pfi namoceni do bunécného kultivacniho média (MEM) po par
minutach UpIné rozpadlo a vytvoftilo tak suspenzi. Teoreticky Ize testovat i vyluh, ale bohuzel byly
vSechny vzorky rozpustény uz i s pridavkem bunék a nezbyl dalsi sterilni material :-( . Jedinym
rozumnym vysvétlenim, proc se disky béhem testovani rozpadly je zfejmé vliv velké koncentrace
vapenatych (i jinych) iontd v bunécném kultivacnim médiu na nedostatecné vytvrzené lepidlo.
Proto byla ¢ast letosniho horkého Iéta vyuZita k testovani namletého CaP prasku s rychlejsi dobou
vytvrzeni a s vysledkem, ze nové disky se jiz v MEM nerozpousti! Na in-vitro tak budou pripraveny
nové vzorky a tentokrat se hodnoceni biokompatibility snad povede :-)

Obr. 1 Antibakterialni testy difizni diskovou metodou. Prostiedni disk je kontrola (antibiotikum),
3 disky okolo jsou z lepidla s rliznou koncentraci SeNPs v fadu stovek ppm (1), desitek ppm (2)
a jednotek ppm (3).

Tato prace byla podporena Ministerstvem zdravotnictvi v ramci projektu NV18-05-00379 a také
projektem CEITEC 2020 (LQ1601) s financni podporou Ministerstva skolstvi, middeZe a
télovychovy Ceské republiky.
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Petra Hajkova a Ales Jira

Zhodnoceni moznosti determinace lomové houzevnatosti skloviny
s vyuzitim nanoindentace a metody zaloZené na disipaci energie

Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta stavebni, Katedra mechaniky, Praha
petra.hajkova@fsv.cvut.cz

Sklovina, jakozto nejtvrdsi tkan v lidském téle, je rovnéz material velmi krehky. Veliinou
vyjadrujici miru odolnosti materialu proti kfehkému lomu je lomova houzevnatost, resp. kriticky
faktor intenzity napéti Kc. V minulosti byl pro determinaci lomové houzevnatosti skloviny vyuzivan
vyhradné Vickers(v indentacni test lomové houzevnatosti (VIF), nebot’ béZzné metody neni mozné
z d@vodu malého mnozstvi materidlu vzorku uplatnit. Pfi VIF je pro iniciaci trhlin vyuzivana
indentace (pUsobici zatizeni v jednotkach N). Délka radidlnich trhlin vyzafujicich od roht
indentacniho vpichu spolecné s velikosti plsobiciho zatizeni nasledné vstupuje do vypoctu Kc
dle vzorcl odvozenych rlznymi autory. Pravé velké mnozstvi vzorcl, které zfidkakdy poskytuji
stejné vysledky, je zaraZzejici a evokuje nespolehlivost metody VIF.

Metoda zalozena na disipaci energie oproti VIF umoziuje determinaci lomové houZevnatosti
na zakladé elementarnich vzorcl LELM. Zakladnimi veliCiny, které je zapotiebi pred vlastni
determinaci Kc urcit, jsou energie uvolnéna (disipovana) pfi vzniku a Siteni trhliny a velikost této
trhliny. Ackoliv energie trhliny (Usac) mlze byt pomérné snadno urcena z indentacni kfivky,
velikost trhliny (Arac) je kritickym bodem pfi uZiti metody zalozené na disipaci energie. Ddvodem
je skute€nost, ze trhliny zpravidla nejsou pouze na povrchu vzorku (delaminace), ale propaguiji
se od vrcholu indentac¢niho vpichu a mohou nabyvat rliznych tvard (Palmqvist, half-penny). Bez
podrobného snimku oblasti okolo indentacniho vpichu z nano CT neni tedy mozné urcit celkovou
plochu trhliny. Obr. 1 zobrazuje priklad vypoctu K. dle metody zaloZzené na disipaci energie
pro indentacni vpich, ktery byl vytvofen pdsobenim zatizeni o maximalni velikosti 80 mN. Tento
indent vykazoval predevsim odstépovani materialu na povrchu vzorku a nebyly u néj zretelné
zadné trhliny smérujici kolmo pod povrch, bylo tudiz mozné urdit pribliznou plochu trhliny graficky
dle snimku z elektronového mikroskopu.

Matice s max. zatizenim 80 mN, indent. C. 16

hmax [nm] 2728,08

hs [nm] 2419,25

Wiot [pl] 80859

We [pJ] 8971

Wos: [pJ] 4481
Avrac [pm?] 102,03

Lawn, Howes Cheng, Cheng
Wi [pJ] 63668 65398
Usrae [pJ] 3739 2010
G [I/m7] 36,65 19,7
K. [Mpa/m*/?] 1,71 1,25

Obr. 1 Vzor determinace lomové houZevnatosti skloviny metodou zalozenou na disipaci energie.
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Cilem této studie je vypocet lomové houzevnatosti metodou zalozenou na disipaci energie
s vyuzitim nanoindentace (plsobici zatiZzeni vice nez 10x nizsi nez pfi VIF) a zhodnoceni
spolehlivosti této metody. Ackoliv metoda miiZe odstranit nékteré nezadouci aspekty VIF, ukazalo
se, ze skyta radu dalSich nejistot, které mohou ovlivnit konecné vysledky. Proto je soucasti studie
rovnéz navrh opatieni pro zpresnéni dosazenych vysledkl a navrh nové metody spojujici VIF a
metodu zalozenou na disipaci energie.

Tato studie vznikla za podpory Technologické agentury CR (TJ01000328) a Fakulty stavebni
Ceského vysokého uceni technického v Praze (SGS projekt No. SGS17/168/0OHK1/3T/11).

utery 15:00
Ales Jira, Petra Hajkova a Martin Tomanec

Mikromechanické vlastnosti zubni skloviny ovlivhéné pilisobenim napoji
s hydroxylovymi derivaty uhlovodiki

Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta stavebni, Katedra mechaniky, Praha
jira@fsv.cvut.cz

Zubni sklovina je zakladni ochranny prvek zubu, ktery ma primarni cil rozmélfiovat potravu.
Jejim poskozenim dochdazi ke vzniku zubnich kaz(l a v extrémnich pripadech az extrakci zubu.
Ubytek minerdinich latek a ztrdta mechanické pevnosti napomahd vzniku zubniho kazu. Cilem
této studie je poukadzat na negativni vliv vybranych, bézné konzumovanych napojli s nizkou
hodnotou pH na mikromechanické vlastnosti zubni skloviny a degradaci jeji tloustky. Prace se
snazi poukazat, Ze i velmi kratké plsobeni vybranych tekutin dokaze snizit modul pruznosti a
tvrdost zubni skloviny na jejim povrchu az o 15%.

Pro nasi analyzu jsme vybrali zakladni napoje reprezentuijici prislusSnou kategorii podle
mnozstvi hydroxylovych derivatl uhlovodikt. Hodnoceni jsme provadéli pomoci nanoindentacniho
méreni s naslednou vizualni kontrolou pomoci AFM. Jednotlivda méreni probihala v maticich 5x5,
kdy experimentalni vzorek, zality v epoxidové pryskyrici, byl vzdy brousen/lestén az do kontaktu
se sklovinou na okusné plosce zubu. Indenty pak byly provedeny ve sméru podélné osy zubu
s intenzitou zatizeni 15 mN. Metodikou Oliver&Phar byly hodnoceny parametry modul pruznosti
a tvrdost skloviny, a to vzdy ve dvou fazich: pred plsobenim tekutiny a po plsobeni tekutiny po
dobu 5 minut. Viditelnych zmén bylo dosaZeno u vSech testovanych tekutin, pficemz vliv na
zménu tvrdosti byl ve vétsiné pripadl dominantni.

Obr. 1 Reliéf povrchu skloviny vzorku pred (vlevo) a po (vpravo) kontaminaci bilym vinem
analyzovany pomoci AFM
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V druhé fazi analyzy bylo snahou zjistit Ubytek skloviny po plsobeni tekutiny. Presné
stanoveni Ubytku povrchu u vzorkl zalitych v epoxidové pryskyfici je velmi narocné. Proto jsme
pro presnéjsi odhad Ubytku vyuzili opét nanoindentace. Vytvorili jsme sérii indentd s rlznou
intenzitou zatizeni a vytvorili tak indenty o réizné hloubce (s rozsahem ~ 200 — 600 nm). Nasledny
ubytek skloviny byl analyzovan opticky — komparaci snimk{ indentl pofizenych pred a po
kontaminaci. V pripadé nejagresivnéjsSich tekutin dosahoval Ubytek az ~ 400 nm. Vyuzitim AFM
(Obr. 1) jsme konfrontovali vylestény povrch pred a po kontaminaci.

Provedena méreni prokazala, ze plsobeni tekutin mze mit velmi agresivni vliv na zubni
sklovinu. Zejména napoje s nizkou hodnotou pH a vysSim obsahem cukru oslabuji tloustku
skloviny a mohou negativné ovliviiovat kvalitu zubl a jejich odolnost proti zubnimu kazu.

Tato studie vznikla za podpory Interni grantové soutéze CVUT v Praze (SGS17/168/0OHK1/3T/11).

utery 16:00

Eduard Brynda?, Jahanka Kucerova?!, Tomas Riedel!, Andrés de los
Santos Pereira, Elena Filova? a Roman Matéjka3, Stefanie Krajewski4
a Hans P. Wendel*

Povrchové modifikace biologickych nosicti bunék pro kardiovaskularni
implantaty

tUstav makromolekularni chemie Akademie ved Ceské republiky v.v.i, Praha
2Fyziologicky Ustav Akademie veéd Ceské republiky, v.v.i., Praha
3Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, Kladno
“Department of Thoracic, Cardiac and Vascular Surgery, Clinical Research Laboratory, University
Hospital Tuebingen, Tuebingen, Germany

brynda@imc.cas.cz

Kontakt krve s jakymkoliv povrchem jinym nez neporuseny endotel vyvolava srazeni krve
zahrnujici adhesi, aktivaci a agregaci krevnich desticek a tvorbu fibrinového gelu, jehoz vysledkem
je tvorba trombu a zanétlivé reakce urcené k odstranéni poranénych tkani. Po mnoha letech
vyzkumu zaméreného na vyvoj syntetickych materiald snasenlivych s krvi je evidentni, Ze Zadny
umély materidl nemUze nahradit aktivni funkce Zivého endotelu. Dlouhodoba c¢innost umélych
kardiovaskularnich implantatl v organismu nemlze byt zajiSténa, aniz by povrch implantatu
prerostl pfirozenym endotelem. Idedlnim FeSenim by byl povlak, ktery doCasné zabraruje rlst
trombu po implantaci umélé nahrady a soucasné povzbuzuje tvorbu prirozeného endotelu na
jejim povrchu. Do soucasné doby jsme vyvinuly povlaky pfipravené fizenym rlstem umélé
fibrinové sité od povrchu nahrady a povlaky z polymernich kartacd pfipravované povrchem
iniciovanou fizenou polymeraci. Tyto povlaky jsou dale modifikovany navazanim antikoagulantu
heparinu a rliznymi proteiny povzbuzujicimi adhesi a proliferaci bunék cévniho endotelu.
Modifikované fibrinové sité byly pouzity pro povleceni polyesterovych cévnich protéz, kovovych
stentll, a decelulatizovaného praseciho perikardu uréeného pro konstrukci biologickych chlopni.
Modifikace cévnich protéz z expandovaného teflonu polymernimi kartaci podstatné zvysila jejich
hemokompatibilitu.

VWzkum je podporovén granty GA CR 18-034355 a AZV CR 15-29153A.
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Hynek Chlup?!, Tomas Grus? a Mikulas Micek3
Mechanickeé testy cév a cévnich nahrad

1CVUT v Praze, Fakulta strojni, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Praha
2\/Seobecné fakultni nemocnice v Praze, II. chirurgicka klinika kardiovaskularni chirurgie, Praha
31. lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Fyziologicky Ustav, Praha

chynek@seznam.cz

Pro udrzeni fyziologickych funkci kardiovaskularniho systému clovéka je treba vyvinout
technologii vhodnych cévnich nahrad. Vzhledem k tomu, Ze autologni nahrada je v mnoha
pfipadech velmi obtizné dostupnd, je reSenim priprava arteficidlnich nahrad odpovidajicich
mechanickych vlastnosti. Nejprve je ale tfeba stanovit oblast mechanické odezvy cévni stény
pomoci mechanickych testl, jako jsou napf. jednoosa tahova zkouska, biaxialni tahovy test nebo
inflacné-extenzni experiment. Jednotlivé typy mechanickych zkousek maji sva opodstatnéni, ale
také omezeni. To se tyka reprodukovatelnosti méreni, spravné konfigurace experimentu, vyuziti
méFici techniky a zejména uvazovani parametrdl, které vstupuji do méreni nebo ovliviuji ziskana
experimentalni data.

Cilem mechanickych zkousek je ziskat materidlové parametry cévni stény, stény cévni
nahrady nebo jednotlivych komponent. Vyhodnoceni materialovych parametrd je provadéno na
zakladé konstitutivnich modeld, kde je Casto vyuZit napf. Funglv model nebo model HGO
(Holzapfel, Gasser, Ogden), popisujici hyperelasticky nelinearni anizotropni material. Tyto modely
slouzily ke stanoveni konkrétni velikosti elastickych parametr(l. Z experimentalné ziskanych
zavislosti napéti — deformace jsou pri danych deformacnich stavech urceny hodnoty Youngova
modulu pruznosti nebo hustoty deformacni energie. Pomoci téchto hodnot je analyzovan napt.
vliv rychlosti zatéZovani, davky radiace nebo dalSich Uprav stény vzorku na mechanickou odezvu
testovaného materialu. Materidlové parametry se uplatni pfi navrhu konstrukce nebo optimalizaci
vlastnosti cévnich nahrady. Slouzi také jako nezbytné vstupy do vypocetnich a simulacnich
programl. Je tedy dllezité mit predstavu, jak kvalitni data jsou provedenymi experimenty
ziskana.

Prispévek prezentuje néekteré poznatky ziskané resenim projektu NV15-27941A.
utery 16:40

Elena Filova', Marie Steinerova’, Roman Matéjka'?, Simon Prazak?, Jana
Stépanovska'?, Jana Musilkova?l, Zuzana Riedelova3, Johanka
Kucerova3?, Tomas Riedel3, Adam Eckhardt?, Miroslav Konarik*, Jan Pirk?*,
Eva Honsova?, Alena Lodererova?, Eduard Brynda3? a Lucie Bacakova?

Vyuziti fibrinovych vrstev uvolnujicich rlistové faktory pro tkanové
inZenyrstvi chlopni
1Fyziologicky Ustav Akademie véd éeskvé republiky, v.v.i., Praha
2Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, Ceské vysoké uceni technické v Praze, Kladno
3Jstav makromolekuldrni chemie, Praha
4Institut klinické a experimentalni mediciny, Praha 4
elena.filova@fgu.cas.cz
V soucasnosti se pouzivaji biologické nahrady srdecnich chlopni vyrobené z lidského
homograftu nebo allograftu. V pfipadé jejich nedostatku se vyuzivaji nahrady z praseci aortalni
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chlopné nebo z bovinniho perikardu. Alogenni a xenogenni materialy vyvolavaji imunitni odpovéd’
pacienta a po nékolika letech degeneruji. Proto se védci zaméruji na vyvoj bioarteficialni
chlopriové nahrady s vyuzitim autolognich bunék, které by xenogenni material postupné
remodelovaly a pretvorily na novou autologni protézu. Fibrinova vrstva je schopna vazat rlstové
faktory, napr. VEGF a FGF, které se vyuzivaji na podporu endotelizace a mohou podporit osidleni
decelularizované perikardialni tkané kmenovymi bunkami z tuku (ASC).

Prasedi perikardidlni tkan byla decelularizovand, pokryta fibrinem, fibrinem s heparinem,
fibrinem s heparinem s navazanym VEGF nebo FGF2 a osidlena ASC bunkami. Nasledné byly
vzorky perikardu kultivovany v diferenciatnim médiu pro hladké svalové buriky 2-5 tydnd.
Hodnotili jsme prorlstani tkané bunkami, diferenciaci bunék na hladké svalové bunky a tvorbu
mezibuné¢né hmoty. Zjistili jsme, ze decelularizovana perikadialni tkan je netoxicka, burnky
adherovaly na povrch perikardu a vytvorily souvislou vrstvu. Po 14 dnech zacaly ASC burky
prorUstat do tkané. Nejlépe stimulovala prorlstani dovniti perikardu vrstva fibrinu s heparinem a
vrstva obsahujici VEGF. VEGF podporoval i remodelaci perikardu a tvorbu mezibunécné hmoty.
Nasledné budou tyto materidly hodnoceny in vitro pomoci mechanického zatézovani tkané v
bioreaktoru.

Podporovano Ministerstvem zdravotnictvi Ceské republiky, grant & 15-29153A a Grantovou
Agenturou Ceské Republiky, Centrum Excelence c. P108/12/G108.

utery 17:00
Jana Horakova!, Andrea Klapst'ova?, Jan Lukasek?, Veronika Zajicova?,

Radek Jirkovec!, Markéta Klicoval, Michal Ackermann3, Véra Jencova?,
Petr Mikes! a David Lukas!

Heparinizace cévnich nahrad aneb ,Kam s nim?"

Technicka univerzita v Liberci, Fakulta textilni, Katedra netkanych textilii a nanovlakennych
materiald, Liberec ]
2Technicka univerzita v Liberci, Ustav pro nanomateridly, pokrocilé technologie a inovace,
Oddéleni nanomaterialll v pfirodnich védach, Liberec
3Technickd univerzita v Liberci, Ustav pro nanomateridly, pokrocilé technologie a inovace,
Oddéleni prlimyslovych technologii, Liberec

jana.horakova@tul.cz

Nase pracovisté se dlouhodobé zabyva vyvojem maloprimérovych cévnich nahrad. K vyrobé
téchto materidld se vyuzivd technologie jehlového elektrostatického zvlaknovani s vyuzitim
biodegradabilnich polyesterd. Tyto tubularni grafty splfiuji pozadavky na cévni nahrady z hlediska
morfologie vldken a mechanickych vlastnosti [1, 2]. Jejich nedostatkem vSak je vysoka
trombogenicita [3]. Tento problém jsme se snazili prekonat heparinizaci nanovlakennych
materiall, kterd by méla zabranit vzniku krevnich srazenin. Pfi samotném feSeni vsak vyvstalo
nékolik otdzek: Jaky typ heparinu pouzit? (1), Jakym zplsobem heparin do materialu zabudovat?
(2) Jak analyzovat mnoZzstvi a funkénost heparinu? (3).
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SEM HV: 20.0 kV SEM MAG: 5.00 .kx | | VEGA3 TESCAN
WD: 14,59 mm Det. SE 10 ym

View field: 55.3 ym Date(m/dly): 07/19/18 FT TUL Liberec

Obr. 1 Snimek ze skenovaci elektronové mikroskopie nanoviakenného polykaprolaktonu po
inkubaci s plnou krvi. Na povrchu Ize vidét aktivované a agregované krevni desticky (Cervena
Sipka) a Cervené krvinky (zelena hvézdicka).

Samotné FeSeni probihalo ve spolupraci s mnoha odborniky z nejrliznéjSich obord. Na prvni
otazku jsme si odpovédéli jednoduse, a to cenovou dostupnosti. U druhé otazky jsme zkouseli
porovnavat zabudovani heparinu pfimo do vlaken a povrchovou modifikaci pomoci polydopaminu.
Kvantifikace inkorporovaného heparinu probihala pomoci spektrofotometrické metody toluidine
blue assay, méreni koagulacniho ¢asu (APTT) a elektronovou spektroskopii (XPS). Dale byla
funkénost heparinu sledovana v in vitro podminkach po inkubaci s plnou krvi.

Po dvou letech intenzivni prace ale stale z{stava vice otazek nez odpovédi. Ve svém prispévku
se tedy zaméFfim na néktera Uskali dosavadni prace a zhodnoceni prozatimnich vysledkd.

[1] Yalcin et al. Design of Polycaprolactone Vascular Grafts. J Ind Text 45(5) 2016.

[2] Horakova et al. The effect of ethylene oxide sterilization on electrospun vascular grafts made
from biodegradable polyesters. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl 92 2018.

[3] Horakova et al. Comprehensive assessment of electrospun scaffold hemocompatibility. Mater
Sci Eng C Mater Biol Appl 82 2018.

Prdce byla podporena projektem AZV 15-29241A (Nanovidkenna biodegradabilni maloprdmérova
cévni nahrada).
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Bacakova? a Jan Pirk3

Priprava autolognich stépli na bazi decelularizovanych prasecich
perikardt - pilotni studie /n-vivo

iCeské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, Katedra
biomedicinské techniky, Kladno

2 Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Odd. biomateriall a tkafového inZzenyrstvi, Praha

3 Institut klinické a experimentalni mediciny, Kardiocentrum, Praha 4

roman.matejka@fbmi.cvut.cz

Vyuziti decelularizovanych nosi¢l je aktudlnim trendem v oblasti regenerativni mediciny a
tkanového inzenyrstvi. Decelularizaci tkané je v pfipadé xenograftd minimalizovana negativni
imunitni odpoveéd’ organizmu pfi zachovani vhodné stavebni struktury. Cilem prace bylo vyuZiti
decelularizovanych prasecich perikardd jako cévnich zaplat, jeZz byly pred operaci autologné
osidleny kmenovymi burikami a kultivovany v bioreaktoru a nasledné implantovany do pasete.
Pfiprava decelularizovanych perikardl byla realizovana ve specialnim automatizovaném systému
pro decelularizaci. Poté byly tyto perikardy upraveny do tvaru vhodného pro pouziti jako cévni
zaplata a byly potazeny vrstvou fibrinu s navazanym heparinem. V ramci pilotniho pokusu byly
zvoleny dvé skupiny — kontrolni pouze potazena fibrinem s heparinem a osidlena autolognimi
bunkami. Samotné /in vivo ovéreni zahrnovalo dvé operace v celkové anestézii.

Prvotni operace zahrnovala odebrani podkozniho tuku z oblasti krku. Tato odebrana tkan byla
nasledné homogenizovana a enzymaticky kolagenazou I rozStépena tak aby s ni bylo mozné
izolovat v maximalni mire kmenové burky z tukové tkané (ASC — Adipose Derived Stem cells,
resp. v toto pripadé PrASC — PrasecCiASC). Izolovana bunéc¢na kultura byla poté po dobu 7 dni
staticky kultivovana. Nasledné byla tato kultura nasazena na pripravené decelularizované praseci
perikardy na nichz byla dale kultivovana po dobu dalSich 7 dni ve specidlnim bioreaktoru, jez
vytvarel definované mechanické namahani — stimulace tlakem a natahovani.

Poté nasledovala druha operace zvifete. Obé karotidy byly vypreparovany pro moznost
implatace stépu — zaplaty. Po zaklampovani karotidy byl ve sténé vytvoren defekt, na néjz byly
nasity pripravené zaplaty. Na jedné strané kontrolni skupina bez bunék na druhé strané skupina
autologné osidlena predem izolovanymi bunkami prasete. Pooperacni péce zahrnovala podani
antibiotik a anopyrinu. Béhem 3tydenni faze nebyly u zvifete pozorovany Zadné zdravotni
komplikace.

Po této fazi byly Stépy i s karotidami vyjmuty pro dalSi analyzu. Jednak byla hodnocena
pritomnost formace trombd, jez byla v obou pfipadech negativni. Dale byly vytvoreny kolmé fezy
pres karotidu s nasitym Stépem a bylo hodnoceno prorosteni burikami a celkova remodelace na
urovni tunicy medii a intimy. V obou pripadech doSlo k postupnému prorosteni tkané vlastnimi
bunkami prasete. V pripadé Stépu, jez byl pred operaci kultivovan v bioreaktoru byla vrstva
hladkych svalovych bunék sefazena v protahlém tvaru po obvodu Stépu podobné jako u nativni
cévy. Stejné tak endotelova vrstva byla homogennéji rozprostfena po povrchu. Jednotlivé Casti
pripravy zaplaty, implantace a remodelace je znazornéna na obrazku €. 1.
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Obr. 1 A — dynamicky kultivacni systém a pfipravené cévni zaplaty z decelularizovaného perikardu
v drzacich; B — implantace cévni zaplaty na vypreparovanou karotidu; C — fluorescencné barveny
fez pres explantovanou cévni zaplatu zobrazujici remodelaci tuniky medii hladkymi svalovymi
burikami, vpravo je vrstva intimy, D — fluorescenéné barvend vnitfni vrstvy cévni zaplaty
zobrazujic remodelaci a endotelizaci tuniky intimy.

Podporeno z programového projektu Ministerstva zdravotnictvi CR s reg. ¢ 15-29153A.
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Ivan Janda
Cimrman a mexicka revoluce

Soukroma vyzkumna laborator, Smotlachova 3, Praha
ivan.janda@gmail.com

V roce 1892 si Jara Cimrman dal v Mexiku patentovat metodu Elektrospinnerei pod nazvem
hilado electromagnético. Na patentovém Uradé se nahodou potkal s panem Arango Moralesem a
jeho synem José Doroteem, ktefi jej diky malému nedorozuméni pokladali za stryce mladého
revolucionare Franciska Madera. Cimrmandv intelekt a domnély pfibuzensky vztah s Maderem
mladému Arangovi tak imponovaly, ze si od Cimrmana vyzadal adresu, aby ho v pripadé potieby
mohl pozadat o pomoc.

Cimrman se z Mexika vratil do Rakouska-Uherska a nedovédél se, Ze otec Arango dva roky
nato zemrel a Sestnactilety José Doroteo se z donuceni dal na drahu bandity. Zménil si jméno na
Francisco (Pancho) Villa po svém dédeckovi a postupem ¢asu se z néj stal revolucionar zaméreny
na svrzeni neoblibeného pravicového prezidenta Porfirio Diaze.

Roku 1910 uz mél Pancho Villa hodnost generala, a protoze mél se svym vojskem znacné
organizacni potize, nechal Cimrmana znovu povolat do Mexika. Cimrman kriticky posoudil situaci
v povstaleckych bojovych oddilech a navrhl mnoho opatreni vedoucich k napravé. O tom detailné
pojednava predlozena historicka studie. V roce 1911 byl Porfirio Diaz konecné svrzen, Francisco
Madero se stal mexickym prezidentem a Cimrman z ne zcela vyjasnénych dlvodd svou misi
ukoncil.

Nase studie sleduje osudy Pancho Villy a jeho vitézstvi i prohry az do roku 1923, kdy byl
patrné na prikaz tehdejsiho prezidenta Obregoéna ukladné zavrazdén.
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Lucie Bacakova, Jana Zarubova, Martina Travnickova, Elena Filova
a Roman Matéjka

Role kmenovych bunék dospélych tkani v bunécné terapii a tkanovém
inZenyrstvi

Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Oddéleni biomaterial@ a tkafiového inZenyrstvi, Praha
Lucie.Bacakova@fgu.cas.cz

Kmenové buriky jsou definovany jako organizacni jednotky biologickych systémd, zodpovédné
za vyvoj a regeneraci tkani a organd. Jsou dokonce povazovany za jednotky evoluce formou
pfirodniho vybéru. Jsou to nediferencované bunky schopné vlastni obnovy a diferenciace do
rlznych bunécnych typl [1]. Existuji 4 zakladni zdroje kmenovych bunék, a sice embryonalni
tkané, fetalni a extrafetalni tkané, tkané dospélého organismu a diferencované somatické bunky
uméle preprogramované do nediferencovaného stadia, tzv. indukované pluripotentni kmenové
buriky (induced pluripotent stem cells, iPSC). Kmenové buriky z téchto zdrojl se lisi svou potenci,
tj. mnozstvim bunécnych typl, do kterych jsou schopny diferencovat. Napfiklad kmenové bunky
ziskané z embrya ve stadiu moruly jsou totipotentni, tj. schopné diferencovat do vSech bunécnych
typl pfitomnych v organizmu i do bunék placenty. Kmenové buriky ziskané z extrafetalnich tkani,
jako je amnion, amniova tekutina, chorion a pupecni Sidra, jsou pluripotentni, tj. schopné
diferencovat do bunék vSech tkani kromé placenty. Kmenové buriky z tkani dospélého organismu
jsou obvykle multipotentni, tj. schopné diferencovat pouze do omezeného poctu specializovanych
bunécnych typd. Proto nebyly nékterymi autory povazovany za typické kmenové buriky, a byly
nazyvany bunkami stromalnimi [2] ¢i bufikami progenitorovymi (pro prehled viz [3]). Dalsi navrh
na zménu terminologie kmenovych bunék dospélého organismu vysel z poznatku, Ze pfi bunécné
terapii, Cili injekénim podani téchto kmenovych bunék do poskozenych tkani, tyto buriky prakticky
nediferencuji do bunék uvedenych tkani, ale navozuji regeneraci tkani nepfimo parakrinni
produkci Sirokého spektra biomolekul, zahrnujiciho rdstové, imunomodulacni i antimikrobidlni
faktory. Proto bylo Arnoldem Caplanem navrzeno nazyvat tyto burky nikoli bunkami kmenovymi,
ale medicinalnimi signalnimi bunkami (Medicinal Signaling Cells) [4]. Jelikoz tyto burky jsou
v tkanich svého plvodu ¢asto lokalizovany perivaskularné, jejich plivod byl odvozovan od pericytt
[5]. Presto vSak nelze diferenciacni schopnost kmenovych bunék dospélého organismu
podceriovat. Mlze se dobre uplatnit v tkanovém inzenyrstvi, tj. pfi konstrukci dané tkané in vitro
a jeji nasledné implantaci in vivo. Nase studie in vitro i studie jinych autord ukazaly, ze napf.
kmenové bunky tukové tkané pomérné snadno diferencuji do adipocytd, osteoblastli i cévnich
hladkych svalovych bunék vlivem vhodného sloZeni kultivacniho média, vhodné mechanické
stimulace i vhodné kultivacni podlozky (obr. 1 A-C). Do jinych bunécnych typd, jako napf. do
bunék endotelovych a keratinocytl, je vSak diferenciace kmenovych bunék tukové tkané obtizna
¢i zcela nemoznad. V téchto pFipadech Ize i v tkafovém inzenyrstvi vyuzit parakrinni a podpdrnou
funkci kmenovych bunék. Kmenové bunky tukové tkané kultivované spole¢né s bunkami
endotelovymi navozovaly organizaci endotelovych bunék do tubuldrnich struktur podobnych
kapildram, pricemz se zvnéjsku k témto strukturam prikladaly na zplsob pericytl a ziskavaly i
nékteré markery pericytd, jako je alfa-aktin (obr. 1D) ¢i neuralni/glidlni antigen 2 (pro prehled viz
[3]). Lze tedy uzavrit, Ze kmenové buriky dospélych tkani pIni dvé rovnocenné funkce, a sice
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funkci parakrinni a funkci diferenciacni, z nichz prvni se uplatfiuje predevsim v bunécné terapii a
druha v tkanovém inzenyrstvi.
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Obr. 1 Diferenciace kmenovych bunék tukové tkané smérem k adipocytlim s tukovymi kapénkami
obarvenymi olejovou Cerveni (A), smérem k osteoblastlim s mineralnimi depozity obarvenymi
Cervené (B), smérem k cévnim hladkym svalovym burfikam (C) s alfa-aktinem (Cervené) a
kalponinem (zelené) a smérem k pericytim (Cervené) obklopujicim tubularni struktury
z endotelovych bunék (zelené). Méritko: 100 pm (A), 500 um (B), 100 pm (C) a 50 pm (D).

[1] Weissman IL. Cell 100: 157-168, 2000.

[2] Horwitz EM et al. Curr Opin Hematol 13(6): 419-425, 2006.
[3] Bacakova L et al. Biotechnol Adv 36(4):1111-1126, 2018.
[4] Caplan Al Stem Cells Transl Med 6(6):1445-1451, 2017.
[5] Caplan AL J Cell Physiol 231(7):1413-1416, 2016.

Podporovéno Agenturou pro zdravotnicky vyzkum, Ministerstvo zdravotnictvi CR (grant & 15-
33018A).
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Mikro-CT hodnoceni vyvoje kompozitnich nosicl urcenych pro kostni
regeneraci (part 3)

IStomatologicka klinika, 1. LF UK a VFN
2Ustav patologické fyziologie, 1. LF UK ] 5
30ddéleni kompozitnich a uhlikovych materiall, USMH AV CR
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SUstav histologie a embryologie, LF UK v Plzni 5
’Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, FS CVUT v Praze
) martin.bartos@If1.cuni.cz
Uvod

Vyzkum |écby kostnich defektl predstavuje dynamickou oblast tkanového inzenyrstvi a
regenerativni mediciny s vyznamnym klinickym potencialem. Aplikace vhodného biomaterialu do
oblasti defektu zajistujici kostni regeneraci by predstavovala vyhodné feSeni. Vliv parametr(
nosiCe ma zasadni vliv na jeho interakci s okolni tkani. Pro vyhodnoceni UspésSnosti implantace
takového materidlu mlze byt s vyhodou pouzito mikro-CT, které umozni nedestruktivni hodnoceni
3D struktury novotvorené kostni tkané a pfip. degradaci plvodniho nosice. Prispévek je zaméren
na posledni fazi projektu (/in vivo experiment) vyvoje kompozitnich nosi¢li uréenych pro kostni
regeneraci a navazuje na prispévky prezentované zde v letech 2016 a 2017. Kromé prezentace
mikro-CT charakterizace jsou v prispévku uvedeny (v souladu s heslem konference: ,bavme se o
tom, co nam nejde") i spiSe neolekavané technické komplikace, a to zejm. problematicka
lokalizace mista pdvodniho defektu v delSich ¢asovych intervalech.

Metody

Tkanové nosiCe (kolagen I, polylaktid, hydroxyapatit, hyaluronan sodny) byly pfipraveny
pomoci elektrostatického zvlaknovani a lyofilizace. Cast nosicd byla osazena kmenovymi bunikami
pomoci dynamické kultivace (osazovani nosi¢l v pritokovém bioreaktoru) ziskanymi
z miniprasete, do kterého byly pak buriky na nosi¢i zpét implantovany. V proximalni Casti
femurd pokusnych zvitat (N=6) bylo pouZito zafizeni k lokalizaci defektli kotvené dvéma K-draty.
Kostni frézou byly vytvoreny 4 cylindrické defekty, které byly feSeny rozdilnym zpldsobem: aplikaci
autologni kostni tkané ziskané pfi preparaci defektl (,B"-bone), ponechanim prazdného defektu
(,E"-empty), aplikaci tkanového nosice (,S"-scaffold), aplikaci tkanového nosice s autolognimi
kmenovymi bunkami (,SM"- scaffold+MSC). K-draty byly zkraceny a ponechany pro budouci
lokalizaci defektd. Po 3, 6 a 12 mésicich byla zvifata usmrcena a oblast plivodnich defektl byla
po explantaci analyzovana pomoci mikro-CT a histologického vySetreni. Pokud byl v defektu
patrny material nosi¢e, nebyl pfi hodnoceni kostni tkané uvazovan. Jako zakladni parametry
mikro-CT hodnoceni byly vybrany nasleduijici:
Percent Object Volume (Obj.V.) - podil kosti (resp. RTG kontrastni tkané) v daném objemu k
celkovému objemu analyzovaného objemu. (Obj.V./Volume Of Interest Volume)
Structure Thickness (St.Th.) — prdmérna tloustka objektu (pocitano ve 3D algoritmem sphere
fitting)
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Structure Separation (St.Sp.) — prlimérna tloustka prostoru mezi ¢astmi objektu (,structure
thickness" porozity)

Referencni hodnoty byly ziskany mikro-CT hodnocenim 30 vzork{ proximalnich femur( zdravych
miniprasat (Kubikova et al., 2018). Vysledky byly statisticky vyhodnoceny.

Vysledky a diskuse

Vysledky po 3 a 6 mésicich ukazuji vyznamny rozdil mezi jednotlivymi metodami reseni
kostniho defektu. Jako nejuspésnéjsi je dosud jevi soucasny ,zlaty standard" — aplikace autologni
kostni tkané. PoufZiti tkanového nosic¢e s kmenovymi burfikami se jevi v této ¢asové periodé jako
nejméné Uspésné. Obdobné vysledky ukazuji i vzorky po 12 mésicich (Obr. 1).

Vyznamnym problémem se ukazala lokalizace defektl, zejm. po 12 mésicich hojeni. Umisténi
lokalizacniho zafizeni v oblasti proximalniho femuru pro mozny posun K-dratd neni casto
jednoznacné. Vysledkem je fada vzorkd, které zahrnuji defekt okrajové / Castecné vice defektl /
bez jasné pritomnosti defektu (napf. u S ¢i SM vzorcich). U vzorkd 3 a 6 mésicl se tento problém
objevuje ojedinéle. Vzorky po 12 mésicich jsou tedy omezené hodnotitelné.

Obr. 1 Ukazka vzork( S po 6 mésicich hojeni: A) priifez ve 3 rovinach, patrny kostni defekt @)
vyplnény scaffoldem (*) B) 3D vizualizace stejného vzorku. Méfitko=5 mm.

Po 3 meésicich (Obr. 2) je patrné zvysSeni rozptylu hodnot Obj.V. ve sméru B-E-S; SM hodnoty
vykazuji vyznamné nizSich hodnoty. St.Th. narlstd ve sméru B-E-S; SM hodnoty vykazuiji
vyznamné nizSich hodnoty. St.Sep. narlstaji ve sméru B-E-S-SM. V této Casové periodé se
nejvyznamnéji lisi skupina SM.

PERCENT OBJECT VOLUME STRUCTURE THICKNESS STRUCTURE SEPARATION
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Obr. 2. Vysledky vybranych parametrli po 3 mésicich hojeni; p=0,05. REF = referencni hodnoty
(Kubikova, 2018).
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Po 6 mésicich (Obr. 2) Ize pozorovat ,vytvoreni® 2 skupin (B+E a S+SM), pficemz v ramci
skupiny dosahuji podobnych vysledkd a skupiny se lisi od sebe navzajem. Plsobeni kmenovych

bunék Ize tedy pozorovat pouze na vzorcich po 3 mésicich hojeni. Po 6 mésicich hojeni jiz S a SM
dosahuji podobnych hodnot (Obr. 3).
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Obr. 3. Vysledky vybranych parametri po 6 mésicich hojeni; p=0,05. REF = referencni hodnoty
(Kubikova, 2018).

Efektivni parametr hodnoceni je Structure Separation, ktery dobre popisuje mékkotkanovou
Cast defektu (zejm. u S a SM skupiny). Percent Obj.V. neuvazuje strukturu kostni tkané v defektu,
napf. zda jde o kostni ,monoblok" nebo trabekuldrni strukturu; v disledku mize atypicka
struktura dosahovat podobnych hodnot jako zdrava kostni tkan.

U Fady defektd S a SM, které jsou tvoreny pouze mékkotkarnovym defektem se zbytky nosice,
je pfitomny okrajovy lem kostni tkané, ktery se ¢astecné dostava do oblasti plvodniho defektu,
je tedy zapocten do hodnoceni, coz mize zkreslovat vysledky, nebot’ dosazené parametry Obj.V.
a St.Th. mohou byt podobné normalni strukture.

Zavér

Vysledky zplsobu Iécby kostniho defektu se po 3 a 6 mésicich hojeni vyznamné lisi. Prozatim
SM) nepodporuje tvorbu kostni tkané. Vliv osazeni kmenovymi burfikami Ize pozorovat pouze po
3 meésicich hojeni, dale jsou vysledky skupin S a SM podobné. Lokalizace odbérového mista po
12 mésicich hojeni je obtizna a bude potrebovat Upravu technického reSeni do budoucna. Nyni
se dokoncuje mikro-CT hodnoceni vzorkd po 12 mési¢nim hojeni a histologické hodnoceni, které
by mélo pomoci identifikovat pricinu selhani aplikace tkarnovych nosicu.

Tento projekt byl podporen z programového projektu MZCR (reg. ¢ 15-25813A) aVM§M T (Progres
Q29). Mikro-CT bylo pofizeno za podpory OpValVpl, ERDF a MSMT (reg. C.
CZ.1.05/4.1.00/16.0346).
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Background

Three-dimensional (3-D) objects such as fibroblasts distribute in a 3-D volumes such as
tissues or artificial scaffolds. Current methods for cell number determination in 2-D (e.g.,
DNA/protein quantification in cells on plastic, cell counting on surface of 3D objects) suffer from
lack of accuracy and descriptions of the spatial distribution of cells. Further, 2-D sampling of 3-D
objects suffer from biases associated with cellular size, shape and orientation2. These obstacles
can be addressed with the application of unbiased (accurate) methods for acquisition of cell
numbers and spatial distribution in a defined region of interest.

Aim

The aim of this project is to develop a method for accurate cell number determination and
spatial distribution using freely available Image] (FIJI) software and stereological principles for
cell sampling and quantification. Here we outline an approach that can be broadly applied to
quantify cells and their distribution in a 3-D tissue or scaffold volume under normal or
experimental conditions.

Methods

Collagen hydrogel scaffolds with incorporated dermal fibroblasts (“cells”) were used as
representative model of 3-D objects in a defined 3-D volume. About 5 000, 25 000 or 50 000 cells
were seeded into scaffolds of total volume of 100 pl. Cells were stained by calcein AM (1 ug/ml,
45 min, 37°C). As shown in Figure 1, 9 Z-axis columns were located a systematic-uniform distance
apart through the XYZ-axes of each scaffold. The columns included 30 separated Z stacks with
0.02 mm distance between each stack (height of column = 30 ¢ 0.02 mm = 0.6 mm). Each
column had an XY area of 0.584 mm?, giving a total volume of each column of 0.35 mm3 (0.6
mm e 0.584 mm?) = 0.35 pl. Thus, the total volume of all 9 columns was 3.15 pl (0.35 pl ¢ 9), i.
e. 3.15% of total scaffold volume (100 pl). Cell numbers were counted with columns using FIJI
(Imagel, NIH, Bethesda, Maryland, USA) and cell number in total volume of scaffold was
estimated from each column using the optical disector principle?. Counting procedure was
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performed by 3 independent observers and statistical analysis was performed by Statistica v12
(Tibco, USA).

Results

The variances of cell numbers counted by observers 1-3 were homogenous for 5 000, 25 000
and 50 000 seeded cells (Levene’s test, p<0.05). There were no statistical differences between
cell numbers counted by 3 independent observers (ANOVA, Fisher LSD test, p<0.05). The
variances of cell humbers counted in 3 — 9 columns were homogenous for 5000, 25 000 and
50 000 seeded cells (Levene's test, p<0.05) and there were no statistical differences between
cell numbers counted in 3 — 9 columns (ANOVA, Fisher LSD test, p<0.05). Counted cell number
for 5 000 seeded cells was 5 531 + 763 (t-test seeded vs. counted, p<0.05; CV=14%); for 25 000
seeded cells was 38 369 + 3 502 (t-test seeded vs. counted p<0.05; CV=9%); and for 50 000
seeded cells was 65 338 + 634 (t-test seeded vs. counted p<0.05; CV=1%).

Discussion and Conclusion

There is no difference between cell numbers counted by 3 independent observers; thus, the
cell number can be determinated by 1 observer. There is no difference between cell numbers
counted in 3 — 9 columns and it can be concluded there is no matter if cell number is determinated
in 3 or 9 columns. However, based on 95% confidential interval (Clos) we concluded the cell
number determination can be performed from 5-9 columns, i.e. from 1.75% - 3.15% of total
scaffold volume reaching the similar accuracy (data not shown, more in lecture). Importantly, the
counted cell numbers differ from seeded cell numbers in case of 25 000 and 50 000 seeded cells.
Possible explanation is the insufficient accuracy of cell counting method before scaffold seeding
(Burker chamber) or variance in total scaffold volume. The issues for further examinations include
the determination of accuracy of cell counting method before scaffold seeding, exact verification
of the total scaffold volume, the revision of sampling procedure for scaffolds with homogenous
cell distribution, and the definition of sampling procedure for scaffolds with heterogeneous cell
distribution.
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Fig. 1 SAMPLING PROCEDURE. 3-D scaffold sampled into 9 XY visual fields and 30 Z-stacks. Cell
number is counted for each column (0.35 pl = 0.35% of total volume). Our question is "What is
the minimal number of columns for accurate cell number determination in total sample volume
and what should be the distribution of these columns within total volume considering cell
distribution heterogeneity?”

1. Wicksell S.D. The corpuscle problem: a mathematical study of a biometric problem.
Biometrika. 1925:84-99.
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2. Mouton PR. Principles And Practices Of Unbiased Stereology: An Introduction For Bioscientists
(2002). The Johns Hopkins University Press, Baltimore, Maryland.

This study was supported by project No. CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787 ,Fighting
Infectious Diseases", awarded by the MEYS CR, financed from EFRR; by Specific University
Research Grant No. 260392 provided by Charles University, and by Grant Agency of Charles
University, No. 128417.
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Mechanické a strukturni vlastnosti kolagenovych nanovlakennych
vrstev v simulovanych télnich podminkach
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Aplikace biodegradabilnich polymerli v mediciné zahrnuji resorbovatelné Sici materialy,
matrice pro kontrolované uvolnovani léCiv, nosice pro tkanové inzenyrstvi nebo resorbovatelné
ortopedické aplikace jako jsou kostni cementy, hieby, Srouby a dlahy. Pro vyvoj polymernich
degradabilnich systéml je pochopeni faktor(, které ovliviiuji jejich degradaci naprosto klicové,
zejména z pohledu degradacni kinetiky, zmény mechanickych vlastnosti a identifikace
degradacnich produktl [1]. Pro degradace probihajici v biologickém prostfedi se vzil termin
biodegradace. V kontextu biomedicinskych aplikaci mlzeme biodegradaci definovat jako
postupny rozpad materidlu fizeny specifickou biologickou aktivitou [2]. Zmény fyzikalné-
chemickych vlastnosti materialli, které jsou vystavené télnim tekutinam, jsou pak vysledkem
chemickych, fyzikalnich, mechanickych a biologickych interakci mezi materidlem a okolnim
prostfedim [1].

Tento prispévek pojednava o analyze mechanickych a strukturnich vlastnosti nanovlakennych
kolagenovych vrstev za podminek simulujicich télni prostfedi a pfi kontaktu s kostnimi bufikami a
bunkami vaziva. Kolagenové vrstvy byly pfipraveny elektrostatickym zvlakiovanim 8 9%hm.
roztoku kolagenu (typ I) ve fosfatovém pufru a ethanolu (1/1 obj.), jejich stabilita byla zvySena
zesit'ovanim pomoci chemického ¢inidla na bazi karboimidu [3]. Na pripravenych vrstvach byly po
dobu 21 dni kultivovany lidské dermalni fibroblasty nebo osteoblasty lidské linie SAOS-2. Burky
byly kultivovany ve standardnim kultivaénim médiu obsahujicil0 % fetalniho bovinniho séra, pfi
37°C a v atmosfére obsahujici 5 % CO.. Stejné médium a podminky byly pouzity pro vrstvy
vystavené pouze kultivatnimu médiu bez bunék. Uspésnost kultivace obou typl bunék byla
sledovana mérenim metabolické aktivity bunék v ¢asech 1, 7, 14 a 21 dni a pomoci barveni Zivych
bunék a fluorescenéni mikroskopie. Mechanické vlastnosti (Younglv modul, mez pevnosti v tahu)
byly stanoveny pomoci jednoosé tahové zkousky. Vliv ¢innosti bunék na sekundarni strukturu
kolagenu byl ovérfovan pomoci infracervené spektroskopie. Kolagenové vrstvy byly dale
hodnoceny pomoci obrazové analyzy (elektronova mikroskopie).

[1] Azevedo H.S. and Reis R.L., "Understanding the Enzymatic Degradation of Biodegradable
Polymers and Strategies to Control their Degradation Rate", Biodegradable Systems in Tissue
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Engineering and Regenerative Medicine, CRC Press, Boca Raton, pp. 177-201, 2005.

[2] Williams, D.F. and Zhong, S.P., Biodeterioration/biodegradation of polymeric medical devices
in situ, Int. Biodeter. Biodegrad., 95, 1994.

[3] Suchy T. et al., The release kinetics, antimicrobial activity and cytocompatibility of differently
prepared collagen/hydroxyapatite/vancomycin layers: Microstructure vs. Nanostructure, Eur.
Pharma. Sci. 100, 2017.

Podporeno  projektem (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787, Centrum vyzkumu infekcnich
onemocnéni, udéleného Ministerstvem skolstvi, mladeze a télovychovy CR, financovaného
z Evropského Fondu pro Regionadini Rozvoj.
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Volba metod pro kvantitativni hodnoceni kostni tkané - vybrusy,
odvapnéné histologické rezy nebo mikro-CT?
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Motivace a cile prace
Morfometrie je pomérné cCastym nastrojem pro kvantitativni popis normalniho stavu,
remodelace a hojeni kostni tkané. Data dostupna v literatufe jsou zaloZzena na tfech rliznych
metodickych postupech zpracovani a hodnoceni kosti: (i) odvapnéni mineralni slozky kosti a
zpracovani na histologické parafinové fezy, (ii) fezani a krajeni prlsvitnych vybrusi bez predchozi
demineralizace, (iii) nedestruktivni vypocetni tomografie s vysokym rozliSenim (mikro-CT)
trojrozmérnych vzorkd kosti. Kazdy z téchto postupl ma své vyhody i omezeni. Cilem nasi studie
bylo vyhodnotit vzajemnou porovnatelnost vysledkd ziskanych u kostnich vzork( zpracovani
rozdilnymi postupy.

Material a metody

Vzorky z velkého trochanteru proximalni epifyzy femuru prasete (n=15; stafi 24-39 mésicd,
hmotnost 59+8 kg) byly rozdéleny na dva sousedici kostni blocky (proximalni oznaceni jako A,
distalni oznacené jako B), kazdy o rozméru priblizné 1x1x1 cm. U kazdého blocku byly pomoci
mikro-CT zméreny Ctyfi parametry: celkovy objem kosti, objem kortikalni kompaktni kosti, objem
tramcité kosti a tloustka kortikalni kompakty. Poté byly blocky A odvapnény a zpracovany na
parafinové fezy barvené hematoxylinem-eosinem. Vzorky B byly zpracovany na vybrusy o tloust'ce
70-90 um. Pomoci stereologické bodové testovaci mfizky a pomoci linedrniho mefitka byly
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vyhodnoceny stejné kvantitativni parametry jako pfi predchozich mikro-CT. Hodnoceni vzork( A
bylo zalozeno na tfech fezech, hodnoceni vzorkd B na dvou vybrusech.

Vysledky

Parové testy neprokazaly vyznacné rozdily u morfometrickych dat namérenych u tychz vzorkd
pomoci mikro-CT a pomoci stereologického hodnoceni odvapnénych fezli (blocky A). Parové testy
neprokazaly vyznacné rozdily ani u morfometrickych dat namérenych u tychz vzorkl pomoci
mikro-CT a pomoci stereologického hodnoceni vybrusd (blocky B).

Zaveér

Histomorfometrie zalozenda na pomérné malém poCtu odvapnénych fezll a
nedemineralizovanych vybrust poskytuje primérné Gdaje o objemu kompaktni i tramcité kosti a
tloust'ce povrchové kompakty jako nativné trojrozmérné mikro-CT vySetreni. Otazka ekvivalence
dat ziskanych z odvapnénych fezd vs. z vybrust zlstava nerozhodnuta kvlli destruktivité obou
metod a nemoznosti vyhodnotit zcela totozné oblasti obéma metodami.

Obr. 1 Priklady vzajemné si odpovidajicich vzorkl zpracovanych rdznymi metodami: a -
porovnani mikro-CT (vlevo) vs. odvapnény fez (vpravo); b — porovnani mikro-CT (vlevo) a
vybrusu (vpravo); ¢ — porovnani odvapnéného rezu (vlevo) a vybrusu (vpravo. Méritko 2000 pm.

Projekt byl podporen grantem AZV 15-25813A a projektem NPU LO1503 poskytovanym MSMT.
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Prodluzovani dlouhych kosti se vyuZivda zejména k vyrovnani nestejnych délek dolnich
koncetin u déti a dospivajicich. Kortikotomie s maximalni Usporou periostu, endosteu a kostni
drené podporuje tvorbu kostniho regeneratu v interfragmentalnim prostoru prerusenych diafyz,
coz je patrné béhem celé distrakcni faze. K prodluzovani diafyz dlouhych kosti je v této souvislosti
vyvijen a experimentalné verifikovan prototyp nového zevniho fixacniho aparatu, ktery by mél
eliminovat nevyhody dosud pouzivanych prolongator(. Jedna se zejména o urychleni lééebného
procesu, tj. biomechanickou stimulaci tvorby a formace svalku s naslednou konsolidaci a osifikaci.
Predmétny novy typ zevniho fixatoru s elektronicky fizenou prolongaci a regulaci napétovych
stavl mezi kostnimi fragmenty by mél podporovat urychleni formace tkani, bezbolestnou
prolongaci provadénou pozvolnym krokovym prodluzovanim a zajistit dostateCnou tuhost pro
prenos silovych GcinkG vyplyvajicich z biomechanického zatézovani. Zkraceni doby IéCeni
s podporou tvorby svalku je reSeno navrzenym casovym planem prolongace, ktery kromé
CastéjSich a mensich distrakénich krok@ zahrnuje také faze dynamického buzeni a
biomechanického klidu potrebného k efektivni a kvalitni tvorbé svalku. Navrzeny zevni fixacni
aparat, jehoz stimulacni Ucinky jsou kontrolovany Fidici jednotkou a softwarem, soucasné
umoznuje dostatecnou mobilitu pacienta a zmirfiuje bolesti béhem samotné distrakce. Soucasti
aparatu je integrovany systém pro sledovani stavu intefragmentalni tkané v realném case.
V ramci vyvoje jsou experimentalné a numericky ovérovany zakladni funkce, stabilita a tuhost
nového fixacniho aparatu béhem distrakéniho procesu a fyziologického zatézovani. Paralelné se
prace zaméfuje na podrobnou numerickou 2D a 3D MKP analyzu simulujici homogenni a
nehomogenni vyvoj interfragmentalni tkané, kinetické procesy formace a osifikace v pribéhu
celého prliibéhu prodluzovani femoralni diafyzy dolni koncetiny metodou distrakéni osteogeneze.
Numerické vypocty jsou optimalizovany a porovnavany s radiografickou analyzou vyvoje
konkrétnich kostnich regeneratd z klinické praxe.

Tento prispévek vznikl na zékladé podpory grantu TACR TH02020199.
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Implantace kycelni nahrady se v poslednich letech stala jednou z nejfrekventovanéjSich
operaci ve vSech zemich vyspélého svéta. V Evropské unii se operuje zhruba 0,75 milionu
kyCelnich nahrad rocné, v Ceské republice kolem 10 000. S rostoucim vékem obyvatelstva a
po¢tem mladych pacientl s osteoporézou roste i tlak na prodluzovani Zivotnosti implantatl stejné
jako na vhodné reSeni reviznich endoprotéz.

Selhani kloubnich nahrad je Casto spojeno s tzv. Stress shieldingovym efektem. Tento jev je
nejcastéji pozorovan u kycelnich nahrad a je zplsoben fadovym nepomérem velikosti modull
pruznosti driku a kostni tkané. Konvencni driky vyuzivaji pro svou fixaci kotveni ve své distalni
Casti, diky ¢emuz dochazi i k vyraznym zménam v rozlozeni napjatosti v okoli implantatu. Napéti
se koncentruje v distalni ¢asti nahrady, a tak dochazi k vyraznému poklesu napjatosti v proximalni
Casti femuru. Tyto nefyziologické stavy maji za nasledek Ubytek kostni tkané v trochanterické
oblasti, nasledné uvolnéni nahrady a Casto i hypertrofické zmény spojené s ,uzamcenim"
implantatu v jeho distalni ¢asti.3

Kratké driky kycCelnich nahrad byly vyvinuty mimo jiné za UCelem redukce zminénych
remodelacnich zmén, které jsou s danym typem endoprotézy spojeny. Mezi jejich dalSi vyhody
spada napriklad zachovani vétsiho mnozstvi kostni tkan&, snizeni doby rekonvalescence pacienta,
méne invazivni operacni postupy ¢i snizeni celkové bolesti v okoli kycelniho kloubu. Kratké driky
pro své kotveni vyuzivaiji oproti dfikim konvencnim znacnou ¢ast proximalniho femuru (pfevaznou
Cast metafyzy a epifyzy) a diky tomu zlepsuji i celkovy prenos sil do proximalni oblasti.l: 4 >

Obr. 1 Priklad tvorby vypocetniho modelu (femur bez implantatu).
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Wolflv zdkon nam definuje, Ze orientace kostnich tramcl je shodna s orientaci hlavnich
napéti.2 Cilem mé prace je tvorba geometrickych, potazmo vypocetnich modell z rliznych RTG
snimkd pacientd, kterym byly v minulosti implantovany kratké driky kycelnich nahrad. Vysledky
z MKP vypoctd v podobé vektorového pole hlavnich napéti porovnavam s orientaci tramc
spongiozni kosti. Vysledky z pooperacnich snimk{ casto predikuji chovani kosti v pooperacnim
obdobi a mohou tak slouzit k navrhu geometrie, vnitini struktury ¢i metodiky implantace kycelniho
implantatu vyvijeného ve firmé ProSpon spol. s r.o.
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Obr. 2 Vizualni porovnani RTG snimku a vysledkd z MKP vypoctd

1. ALBERS, Anthony, et al. Favorable results of a short, tapered, highly porous, proximally
coated cementless femoral stem at a minimum 4-Year follow-up. The Journal of
Arthroplasty, 2016, 31.4: 824-829.

2. COWIN, S.C., Mechanical modelling of the stress adaptation process in bone, Calcif. Tissue
int., 36 (Suppl. 1), S19-24,1984.

3. GRONEWOLD, Jens, et al. Changes in strain patterns after implantation of a short stem with
metaphyseal anchorage compared to a standard stem: an experimental study in synthetic
bone. Orthopedic reviews, 2014, 6.1

4. GUSTKE, Kenneth. Use of Short Stems for Total Hip Arthroplasy: Is It a Napoleonic
Solution?. In: Seminars in Arthroplasty. WB Saunders, 2012. p. 159-162.

5. MCTIGHE, Timothy, et al. Total Hip Stem Classi_cation System. Reconstructive Review,
2014, 4.2.
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Cilem experimentu bylo urcit mechanické vlastnosti kompozitniho chitosan — bioapatitového
nosiCe s antibakteridlnim potencidlem, v zavislosti na jeho stabilizaci, kterd byla provedena
pomoci dvou rliznych chemickych cinidel. DalSim srovnavacim kritériem byl vliv hydratace
v podminkach, které simuluji osazovani nosic¢d kmenovymi burikami a vnitfni prostredi organismu.
Zkousené vzorky byly zatézovany ve 3 stavech — ve stavu suchém (Obr. 1A) a stavech
hydratovanych (Obr. 1B) po dobu 24 h a 48 h pfi 37 °C a v 5% CO. atmosfére. Z tlakové zkousky
navrzené pro porézni materialy byly zpracovany pracovni diagramy a znich posléze
vyhodnocovany tfi hlavni parametry — stabilni hladina napéti, elasticky gradient a smluvni mez
kluzu. Cilem provadénych experimentl bylo posoudit vliv riiznych zplsobd stabilizace poréznich
chitosan — bioapatitovych kompozitl a potencialni zmény jejich chovani béhem hydratace, ktera
je pro jejich aplikaci v podobé nosict bunék zasadni.

Obr. 1 ZatéZovani suchého (a) a hydratovaného (b) vzorku.

Podporeno  projektem (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787, Centrum vyzkumu infekcnich
onemocneni, udéleného Ministerstvem skolstvi, mlddeZe a telovychovy CR, financovaného z
Evropského Fondu pro Regiondini Rozvoj.

streda 11:40 (F)

Firemni prezentace
Prezentace digitalniho mikroskopu firmy KEYENCE s mozZnosti nasnimani
vlastnich vzorkt
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Jiri George Krizek a Hana EliSka KFrizek, Vacuum Systems Ltd.

Nové pristupy v metodé méreni XPS
krizek@vacsys.co.uk

Jelikoz soucasna technicka uroven komeréné dodavanych XPS zafizeni dle naSeho ndzoru plné nereflektuje
extrémné rychly technologicky vyvoj posledniho desetileti, zabyva se spolecnost Vacuum Systms Ltd. posunovanim
hranic téchto zafizeni, a propojovanim jednotlivych analyzacnich technik do jednoho kompaktniho zafizeni. Lze
oCekavat, ze pozadavky vyzkumnych pracovnikd nejen na samotnou presnost a citlivost téchto zafizeni, ale i na
komplexnost ziskanych informaci, budou neustale narlistat. JelikoZ analyza slozeni materialu XPS systémy tvofi
samotnou kostru materialového vyzkumu a vyvoje, véfime, Ze se mlze Ceska republika posunout na samotnou Spicku
tohoto oboru.

Spole¢nost Vakuum System Ltd. navrhuje a vyrabi nejmodernéjsi spektrometry a mikroskopy XPS / XPEEM,
véetné elektronové optiky zlepsujici klicové analytické parametry systému pro spektroskopii a mikroskopii.
Zpresnujeme systém detekce Castic pracujici ve spektroskopickém a zobrazovacim reZimu s podporou vlastnich
vysoce presnych napajecich zdrojd a zesilovacli. Nas software s intuitivnim a flexibilnim uZivatelskym rozhranim a
standardizovanym pienosem je integrovatelny do vétSiny stavajicich komercnich systémd@. Unikatni design stanice
XPS / XPEEM je konstruovan s ohledem na planované budouci spojeni s experimenty provadénymi v pfipravné
komore, coz umoziuje okamzitou charakterizaci materialu. Stanice je stavéna tak, aby umoZznovala charakterizaci
novych materiald v tuhém stavu, biologickych a Iékafskych vzorkd, oteviela nové moznosti vyzkumu a vyvoje, pokryla
maximalni okruh stavajicich aplikaci, umoznovala kontrolu kvality ¢i pronikla do netradicnich obord, jako forenzni
analyza ¢i virologie. Diky vSem inovacim popsanym vySe se tak z naSeho instrumentu stava Siroce zaméreny
analyticky pristroj, ktery naléza uplatnéni v oborech, ve kterych to donedavna bylo témér nemyslitelné. V soucasné
dobé Ize tento inovativni XPS pouzit ve vétsiné technologicko-vyrobnich firmach k analyze modernich technologickych
procesti. Z téchto dlivodd se zaméfujeme taktéz na poskytovani sluzeb v oblasti technologického auditu téchto
proces(, nebot’ investi¢ni naroky pofizeni nejmodernéjsiho zafizeni by byly pro jednotlivé spolecnosti neadekvatni.
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Nase zakazkova laboratof poskytuje nasim partnerm kompletni pfistrojové a védomostni zazemi a umoznuje
jim nastoupit cestu analyzy novych vyrobnich postupl ¢i zavad za pomoci té nejmodernéjsi techniky. Vyvinuli jsme
metodiku analyzy vodnich necistot zcela novym zplisobem, disponujeme velikou zkusenosti v XPS analyze chemicky
agresivnich materialQ. Poskytujeme XPS analyzy velkych vzork& <100mm a obrazy detaild v micro- a submicro-scale.
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streda 14:20
Zdenék Drozd a Zuzanka Trojanova

Horcikové slitiny a nanokompozity

Matematicko-fyzikalni fakulta University Karlovy, Praha
zdenek.drozd @mff.cuni.cz

Horcik je treti nejCastéji pouzivany kov pouzivany pro priimyslové aplikace po Zeleze a hliniku.
Dobra biokompatibilita horcikovych slitin @ modul pruznosti, ktery se blizi k modulu lidskych kosti,
vzbudily zajem Iékarl o Mg slitiny, které se zacaly zkoumat s ohledem i na biomedicinské aplikace.
Horcikové slitiny a v posledni dobé i kompozity se intenzivné studuiji s cilem nalézt nejvhodnéjsi
material pro konkrétni pouZiti k feSeni zdravotnich problémd. Jsou diilezité mechanické vlastnosti
téchto materialll, elasticky modul, Unavové vlastnosti a rychlost koroze v télnich tekutinach. Z
uvedeného vyplyva, ze se jedna o komplexni problematiku, ze které jsme si vybrali oblast
mechanickych a fyzikalnich vlastnosti materialli, které by pfipadaly v Gvahu pro pouZiti v
mediciné.

Horcikova slitina AX52 (nominalni slozeni Mg-5AI-2Ca ve vah.%) byla pfipravena metodou
Uhlového protlacovani s konstantnim prlfezem (ECAP) (1-8 prlichodd) pouzitim cesty A.
Mikrostruktura a textura vzorkl byla zjiSténa pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.
Vzorky byly testovany v tahu pomoci miniaturizované techniky pfi pokojové teploté a rliznych
deformacnich rychlostech z intervalu 1 x 103 and 50 s. Vysledky odhalily vyraznou citlivost
protlaCovaného materialu. Nestabilni plasticka deformace byla pozorovana pri vyssich rychlostech
deformace. Tepelna vodivost specifické teplo byly méreny v teplotnim intervalu od pokojové
teploty do 300 °C.

Vliv keramickych castic BN na mechanické a fyzikalni vlastnosti hofciku byl studovan pfi
zvySenych teplotach. Nanokompozit (nc) tvoreny ultrajemnym horcikem s 3 obj.% nanocastic
nitridu bdru byl pripraven kulovym mletim a vysokoteplotnim protlaCovanim. Mikrostruktura a
textura materialu byla studovana pomoci SEM. Vzorky nanokompozitu byly deformovany v tahu
a tlaku pri zvySenych teplotach mezi pokojovou teplotou a 300 °C. Byla nalezena vyrazna
anizotropie mezi vysledky deformacnich zkousek v tahu a tlaku. Koeficient teplotni roztaznosti byl
méren v teplotnim interval intervalu od pokojové teploty do 400 °C. Preddeformace v tahu a tlaku
ma rozdilny vliv na teplotni zavislost koeficientu teplotni roztaznosti.

streda 14:50
Ludék Joska, Jaroslav Fojt, Eva Prlichova, Petra Jarolimova
a Vojtéch Hybasek
Nové trendy vyuziti kovli v mediciné

Vysoka $kola chemicko-technologickd, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych materialCi
a korozniho inZenyrstvi, Praha
joskal@vscht.cz

Cilem prednasky je shrnout soucasny stav vyuziti kovovych materidll v mediciné a to jak
z hlediska materidlového tak jejich interakce s télnim prostfedim. V navaznosti budou diskutovany
antibakterialni a biodegradovatelné kovy/slitiny. Detailnéji bude dokumentovana variabilita
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chovani antibakterialniho stfibra. Pozornost bude vénovana v organizmu probihajicim koroznim
procestim a jejich negativnim i pozitivnim ddsledkdm.

Préce byla podporena Agenturou pro zdravotnicky vyzkum Ministerstva zdravotnictvi CR v rémci
projektu c¢. 15-27726A.

streda 15:10 (S)
Jan Krcil!, Vladimir Mara?, Stanislav Krum! a Vaclav Nehasil?

Anodické oxidace titanovych slitin za vysSich napéti

1Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav materidlového inZenyrstvi, Praha
2Karlova univerzita, Matematicko-Fyzikalni fakulta, Katedra fyziky povrchl a plazmatu, Praha
jan.krcil@fs.cvut.cz

Biokompatibilita je jednim z urcujicich faktorl pro implantaty, kostni nahrady a biomedicinské
pomUcky. V pfipadé titanovych slitin je oxidicka vrstva na jejich povrchu tim, co znac¢né ovliviiuje
predevsim korozni odolnost a biokompatibilitu. Pozorovani vysledkd oxidacnich procesti mize
prispét vyraznému zlepSeni téchto vlastnosti. Zkoumany jsou rozdily v rlistu, vlastnostech a vlivu
oxidickych vrstev pfipravenych pomoci rliznych metod na rozdilnych substratech.

V soucasné dobé se jiz v jisté mire vyuziva moznosti strukturovani povrchu, at’ jiz ve vyrobé
implantatl - moznosti aditivnich technologii/3D tisku, nebo jinych metod; ¢i moznosti Uprav
povrchu (piskovani, leptani, strukturovani laserem, oxidace atd.). Vyhodou anodické oxidace
titanovych slitin, resp. nanostrukturovani, pomoci anodické oxidace je vytvareni oxidické vrstvy
(ktera jiz sama o sobé zarucuje biokompatibilitu) s poréznim povrchem. Porézni povrch zarucuje
lepsi interakci, adhezivitu a diferenciaci bunék, zlepSuje osseointegraci a rist kosti.

V této praci byly porovnavany vzorky nékolika titanovych slitin. Jednalo se o CP titan grade 2
a Ti-6Al-4V, 3D tisténa Ti-6Al-4V ELI, Ti-39hm.%Nb (Ti39Nb), Ti-Nb-Ta-Sn a Ti-Nb-Zr. Byly také
pripraveny tenké vrstvy Ti39Nb nanesené na polymerni vzorky (PEEK). Na vzorcich z téchto
materiald byla nasledné pfipravena anodicka (1 M H»SO4, s napétim okolo 100 V po dobu 1
hodiny) oxidicka vrstva. Pfipravené vrstvy byly nasledné hodnoceny a porovnavany.

Byla pozorovana zména zabarveni povrchu a byla méfena zména drsnosti povrchu. Morfologie
povrchu oxidovanych vzork{ byla pozorovana a hodnocena pomoci fadkovaciho elektronového
mikroskopu. Dale byla pomoci elektronové mikroskopie v pricném fezu mérena tloustka
oxidickych vrstev. K detailn&jSim analyzam, presné chemické slozeni, povrchu oxidovanych vzorkd
bylo uzito rentgenové fotoelektronové spektroskopie.

streda 15:30 (S)
Petra Jarolimova, Eva Priichova, Vojtéch Hybasek, Jaroslav Fojt
a Ludék Joska
Testovani bioaktivity modifikovanych slitin titanu

Vysokd $kola chemicko-technologickd, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych materiald
a korozniho inZenyrstvi, Praha
jarolime@vscht.cz

Slitiny titanu patii mezi nejmodernéjsi kovové biomateridly, pouzivaji se predevsim v ortopedii
a dentalni implantologii. Jejich nejvétSimi prednostmi jsou nizka mérna hmotnost, nizky modul
pruznosti, vysoka pevnost a Unavova zivotnost, biokompatibilita a vynikajici korozni odolnost.
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Podle prevladajici struktury, ktera vznika pri ochlazovani z teploty zihani, Ize slitiny titanu rozdélit
na slitiny typu a, a+B a B. Titanové slitiny jsou klasifikovany jako bioinertni materialy. Pro dosazeni
bioaktivity je vyuZivana fada povrchovych modifikaci, od organickych povlakl, pres plazmové
nastrikovani hydroxyapatitu, az po tvorbu usporadanych nanostruktur na povrchu materialu.
ZvysSeni bioaktivity nanostrukturovaného povrchu lze docilit také vhodnymi chemickymi a
tepelnymi Upravami, popripadé jejich kombinaci.

Cilem prace bylo testovani bioaktivity modifikovanych slitin titanu v optimalizovaném
komplexnim prostredi, které simuluje lidskou krevni plazmu. DalSim cilem bylo studium vlivu
krystalografické struktury na precipitaci hydroxyapatitu. Porovnavany byly slitina typu B, ktera ma
BCC strukturu a je proto daleko tvarnéjsi nez HCP struktura a faze, a dvoufazova slitinu typu a+8.
U slitin typu B byla zjisténa nejkratSi indukcni perioda vzniku vrstvy a nejvyssi obsah vapniku a
fosforu. Mimoto byl pozorovan Gcinek rliznych povrchovych, které zlepsSuji bioaktivitu materiald,
na mnoZzstvi a pomér vapniku a fosforu ve vzniklé vrstvé a na rychlost jejiho ristu.

Préce probéhly v rémci reseni grantu IGA VSCHT Praha ¢ 106 88 1805.

streda 16:20

Jaroslav Fojt!,Vojtéch Hybasek!, Ludék Joska?!, Eva Priichova?!, Petra
Jarolimova! a Ladislav Cvrcek?

Nanostrukturovani vrstevnatych systémui

1Vysoké $kola chemicko-technologické v Praze, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych

materiald a korozniho inzenyrstvi, Praha )

2Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav materialového inzenyrstvi, Praha
fojtj@vscht.cz

Pro eliminaci nezadoucich povrchovych vlastnosti materialu Ize tento opatfit kovovym
povlakem. Interakce s télnim prostfedim je pak zalezitosti vrstvy, kterd mlize byt dale upravena.
V soucasné dobé patfi mezi ¢asto zkoumané Upravy nanostrukturovani. Takto upraveny povrch
vede k urychleni osseoitegrace a mize slouzit jako vhodny podklad pro kotveni dalSich biologicky
aktivnich latek.
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V ramci prispévku budou prezentovany a diskutovany problémy nanostrukturovani vrstev
TiNb na ocelovém substratu. V prlbéhu nanostrukturovani dochazi ke kontaktu vysoce
agresivniho elektrolytu s podkladovym materidlem. To vede ke vzniku puchyil a ddlkd v povlaku
a ke ztraté jeho soudrznosti se substratem. V ramci prispévku budou prezentovany postupy
vedouci k eliminaci téchto nezadoucich efektd.

Préce byla podporena Agenturou pro zdravotnicky vyzkum Ministerstva zdravotnictvi CR v rémci
projektu c. 15-27726A.

streda 16:40 (S)

Jana Kondratievova, Tomas Kocourek, Jan Remsa, Miroslav Jelinek

Improvement of DLC implant coating using hybrid laser technology and
germanium dopation

Czech Technical University in Prague, Faculty of Biomedical Engineering, Kladno
kondrjal@fbmi.cvut.cz

Diamond-like carbon layers doped with germanium are able to improve biocompatibility of
perspective biomedical applications, including implants covering. Advantages and present state
of art and experiences with Ge-DLC layers are summarized and discussed. The system of
combination of two laser beams (KrF laser) for coating of implants was developed. System is able
of fine tuning of dopands concentration Deposition arrangement and deposition conditions using
one pulsed laser ablation with KrF excimer lasers and one targets (germanium) is presented. We
prepared 5 samples. The Ge layers were deposited on silicon substrate by pulsed laser deposition
(PLD). The 5 samples surfaces were analysed by mechanical profilometer (Alphastep I1Q —
KLATencor) with 5 pm tip radius under the angle of 60° and atomic force microscopy (AFM)
(Solver NEXT —NT-MDT) combined with optical microscope.

Target 1 Target 2

Material from
the PLD

Material from
the PLD

Focusing lens Focusing lens

Laser beam 1 Laser beam 2

Vacuum chamber Sample

Fig. 1 Deposition arragement for Ge-DLC synthesis using two KrF excimer lasers.
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streda 17:00 (S)

Ondrej Sekyrka, Jan Remsa, Miroslav Jelinek
Ca:DLC laser doped layers for biomedicine

Czech Technical University in Prague, Faculty of Biomedical Engineering, Kladno
sekyrond@fbmi.cvut.cz

This work was initiated to study the benefits of Ca doped DLC layers prepared by Kr:F laser
for future application as coating for implants. At first, we have gathered data from previous
research done in this field. Yet we have performed an experiment using PLD method to prepare
five Ca layers on silicon based substrates under various deposition conditions (ambient pressure,
energy density), 4 different energy densities were used. Thickness of deposited films varied from
79nm to 1460nm. We have taken pictures of deposited layers using optical microscope to evaluate
the surface homogenity. Then we have conducted the surface morphology and roughness tests
using Alphastep IQ with 5 um tip radius under the angle of 60°. After that the atomic force
microscope (AFM) was used for surface characterization. Based on this experiment and data for
previous deposition of DLC layers we have calculated conditions for the dual pulsed laser
deposition (Fig. 1) of Calcium doped DLC for various calcium concentrations.

Target 1 L Py
P A :-"-a.\ '-“"“"ﬂ__-_.:_:_q_ e I/".F E ____:-______.\.. |
‘ Material from | S \__“) : T
| thePLD S the PLD

- i

Focusing lens |

e— -
e

—

Focusing lens

[ Laser beam 1-:-.-]&::_'1“ )‘\

Laser beam 2

|h Sample Ji'r"' _‘_-i Holder and RF |

Fig. 1 Dual pulsed laser deposition, Calcium as Target 1, Carbon as Target 2.
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streda 17:20 (S)

Matéj Holka?!, Tomas Suchy'?>3 a Radek Sedlacek!3

Analyza adheze kolagenové elektrostaticky zvlaknéné nanovrstvy
pomoci blister testu

1CVUT v Praze, Fakulta strojni, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Praha

20ddéleni kompozitnich a uhlikovych materilé, USMH AVCR, v.v.i. Praha

3Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova, Plzen
matti.holka@gmail.com

S implantaci jakéhokoliv materidlu do téla jsou spojena rlzna rizika, jednim z nich je
predoperacni kontaminace, ktera se mdze rozvinout v zanét zabranujici pfijeti implantatu. Lécba
zanétu, ktery vznikne po implantaci ndhrady, je pomérné naro¢na a nakladna a vede k dalsi zatéZi
pacienta. Ackoliv existuji zplsoby, jak tomu predejit, nepodafilo se doposud najit idedlni feseni.
V nasem projektu je vyvijena nanostrukturovana vrstva, ktera imituje slozeni a strukturu lidské
kosti, a méla by slouzit jako nosic antibiotik v podobé povlaku implantatu z kovovych slitin s cilem
zamezit komplikacim predevSim z hlediska rozSifeni infekce a tvorby zanétu, osteomyelitidy.
Individudinim cilem této prace bylo fesit jeden z dllezitych parametrl pro spravnou funkci —
prilnavost kolagen-hydroxyapatitové nanovrstvy k titanovému podkladu. Pro mechanické
testovani adheze na rozhrani dvou materidll (organicky-kovovy) byl zvolen blister test (Obr. 1),
u kterého vSak nebyl doposud navrhnut optimalni postup pfi pouziti kolagenového poviaku na
titanovy podklad. Snahou bylo metodiku postupné optimalizovat tak, aby se dosahlo
pozadovaného odlepeni kolagenové vrstvy od titanového substratu, namisto jiné nezadouci
deformace vedouci k protrzeni vrstvy. DalSim faktorem pro funkénost mechanické zkousky bylo
navrhnout vyhovuijici kompozitni nanovrstvu z hlediska tloustky, pevnosti a koncentrace jejich
slozek a metodu jeji aplikace na kovovy substrat. Pro zvySeni adheze prosly vzorky rliznou
chemickou Upravou povrchu se zamérem data porovnat, a optimalizovat nejvhodnéjsi postup
vedouci k dosazeni uréenych cild.

2a

w‘L— ——
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Obr. 1 Schéma usporadani blister testu (vlevo nahore) a pripravek pro uchyceni testovanych
vzorkl (vlevo dole a zcela vpravo). Na snimcich uprostied je zachycen postupny elektrostaticky
pokryv modelovych vzorkl a usporadani pfi zatézovani na zkusSebnim zafizeni.

Podporeno prOJektem Z.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787, Centrum Wzkumu infekcnich
onemocnen, udéleného Ministerstvem skolstvi, middeZe a telovychovy CR, financovaného z
Evropského Fondu pro Regiondini Rozvoj, a Technologickou agenturou Ceské republiky (projekt
TA04010330).
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stfreda 17:40

Pavel Krist, Vaclav OlSansky a David Chvatil

Moznosti vyuziti elektronovych urychlovaci p¥i zobrazovani
biomateriald

Ustav jaderné fyziky AV CR, v.v.i., Hlavni 130, 25068 Husinec - Rez, Ceska republika
krist@ujf.cas.cz

Prispévek se zabyva souhrnem zobrazovacich metod vyuzivajicich ionizujici zareni.
Predstaveny jsou metody zobrazovani pomoci fotond, neutronti a také nabitych Castic. Kladen je
draz na vyuziti elektronovych urychlovacd, zvlasté pak na vyuziti prazského mikrotronu MT25
(Obr. 1). Zobrazovaci metody maji Siroké uplatnéni jak v mediciné (az submikroskopické rozméry
zkoumanych vzorkd) tak v préimyslu, kde zobrazované ,vzorky" mohou dosahovat desitek metrd.
Zminéna bude také moznost vyuziti laseru na volnych elektronech ziskanych pomoci urychlovace
Ci vyuziti difrakénich metod.

A\
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County  (UMBC), where she teaches
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Ctvrtek 9:00
Vitézslav Brezina! a Petr VIcak?
Chovani Zivych bunék na povrchu atypickych substratii

'Pracovisté tkanovych kultur, Fakulta rybarstvi a ochrany vod, Ustav komplexnich systémd,
JihoCeska univerzita v Ceskych Budgjovicich )
2Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav fyziky, Praha

brezinavita@gmail.com

Za atypické substraty, povazujeme povrchy, které jsou néjakym zplsobem modifikovany,
anebo jsou tfirozmérné. Nasim ukolem je popsat interakce bunék s takovymi substraty a srovnat
je s interakcemi na typickém substratu, coZ je dno plastikové lahve, nebo misky. Atypickym
substratem mize byt povazovan i povrch Zivych tkani, aktualné tfeba po zranéni, pti tvorbé jizvy.

Vyzkum se zatim soustfedi na nékolik kvantifikovatelnych parametr(i, pficemz davame
prednost zaznamu chovani bunék za ziva, pomoci sbérné mikrokinematografie. Pochopitelné se
nevyhybame ani vyhodnoceni fixovanych bunék v néjakych casovych intervalech.(SEM,
fluorescencni techniky, AMF). Jednim z vdécnych parametr( jak vyjadrit interakci se substratem
je lokomoce bunék a z toho vychazejici migrace a rychlost, ¢i zplsob jak je kolonizovan povrch.
V minulych sdélenich na tomto féru, jsme ukazali, jak je kolonizovan rlizné zvrasnény a
upravovany povrch vzorkl slitin, uréenych pro implantaty. Ukazalo se, Ze vliv zvrasnéni neni
podstatny pro rychlost kolonizace povrchu burfikami, Ze podstatné&jsim vlivem je slozeni slitiny a
nékteré sekundarni povrchové vlastnosti (napf. smacivost).

Aktualnim povrchem je povrch viaknity, ktery jsme s libereckymi kolegy na tomto féru rovnéz
charakterizovali. Jenomze vilaknovy substrat a bunécné interakce je stale plny zahad. Zejména,
je-li z vlaken vytvorena sit’ a nas zajima jaky zplsobem a jak rychle zarlista oko takové sité. A
také, vliv pouzitého materialu (obvykle PCL). Studium interakce bunék s povrchem PCL ukazala
jednoznacny vysledek, totiz, Ze na povrchu PCL je lokomoce bunék (vyjadrena napriklad
hodinovou rychlosti) mnohem vétsSi nez na povrchu typického substratu (dno misky). Pro pevné
(kovové) substraty (napfriklad titan) je zasadnim vlivem pocatecni hustota populace bunék, na
povrch aplikovana. Ukazuje se, Ze zvySena hustota inokula zachovava do znacné miry kolonizaci
povrchu zjiSténou v nizsim inokulu. Znamena to, Ze eventualni inhibicni efekt substratu, popripadé
Upravy povrchu je konstantni.

Ctvrtek 9:30

Eva Filova?l, Barbora Voltrova?, Jaroslav Fojt?, Petra Jarolimova?,
Veronika Blahnova?!, Roman Matéjka3, Ludék Joska? a Matej Daniel*

Vplyv nanostruktir titanovej zilatiny Ti36Nb6Ta na proliferaciu a
diferenciaciu humannych mezenchymalnych kmenovych buniek

Ustav experimentalni mediciny AVCR, v.v.i., Praha
2\/ysoka skola chemicko-technologicka v Praze, Fakulta chemické technologie, Praha
3Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, Kladno
4Ceské vysoké udeni technické v Praze, Fakulta strojni, Praha
eva.filova@iem.cas.cz

Anodickou oxidaciou titanovej beta zliatiny Ti36Nb6Ta pri 10V, 15V a 20V sme pripravili
nanostrukturované povrchy s réznym priemerom nanotrubiciek. Povrchy boli hodnotené pomocou
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SEM a XPS. Biokompatibilitu nemodifikovaného materidlu aj materidlu upravovaného anodickou
oxidaciou sme hodnotili pomocou humannych mezenchymalnych kmenovych buniek. Metabolicka
aktivita bola hodnotena MTS testom. Proliferaciu buniek na réznych povrchov a na skle sme
vyhodnocovali z mikrofotografii pomocou programu Image J. Hodnotili sme kostnu diferenciaciu
hMSC na zaklade expresie mRNA kolagénu I, osteokalcinu a RunX pomocou gPCR a fluorescencne
sme hodnotili syntézu kolagénu typu I. Vysledky boli sStatisticky vyhodnotené pomocou One-way
ANOVA a Student-Newman-Keuls metddou.

So zvysujucim sa napatim sa zvySoval priemer nanotrubiciek - z 18 nm (10V), na 36 nm
(20V) a na 46 nm (30V). Metabolicka aktivita hMSC bola vysSia u Cistych Ti vzoriek ako u 30V, u
skla a nemodifikovaného Ti bola vysSia ako 20V a 30V Ti 7. den. Podobne bola vyssSia hustota
buniek 14. den po nasadeni na skle ako na ostatnych Ti36Nb6Ta. 21. den bola na skle a 10V
vySSia hustota buniek ako na 20V. Expresia mRNA RunX2, kolagénu I a osteokalcinu sa u
testovanych Ti36Nb6Ta neliSili po celd dobu kultivacie. Tvorba kolagénu I 14. den kultivacie
Statisticky vyznamne stupala so zvySujucim sa napatim a priemerom pérov. 21. den bolo najvyssSie

Nanostrukturované Ti36Nb6Ta podporovali rast a predovsetkym diferenciaciu hMSC. Tvorba
nanotrubiciek pozitivne ovlyvnila tvorbu kolagénu I, o sa najviac prejavilo u 20V Ti36Nb6Ta.
Nanostrukturovana zliatina Ti36Nb6Ta ma potencial pre pouzitie ako material pre kostné
implantaty.

Projekt bol podporeny grantom GACR ¢& 16-14758S a projektom MSMT NPU I: LO1508.

ctvrtek 9:50 (S)

Vojtéch Hybasek?!, Jaroslav Fojt?, Ludék Joska!, Eva Priichova!
a Petra Jarolimova?

Systém pro monitoring interakce bunék s kovovymi materialy

Vysoké Skola chemicko-technologickd v Praze, Fakulta chemické technologie, Ustav kovovych
materiall a korozniho inZenyrstvi, Praha
hybasekv@vscht.cz

K vyvoji novych funkénich povrchovych vrstev ¢i pfimo novych biomaterial je nutna znalost
jejich interakce s aplikacnim prostfedim - tkani. V soucasnosti je v prvni fazi materialového vyvoje
tato interakce zkoumana ze dvou oddélenych pohledd, vliv prostfedi na material a vliv materialu
na prostfedi. Z materidlového pohledu je z hlediska interakce primarné hodnocena korozni
odolnost materialu, obecnéji jeho schopnost odolavat degradaci. Z pohledu prostredi je primarné
hodnocena toxicita materidlu, respektive jeho schopnost prostfedi ovliviiovat, navic, hodnoceni
je v tomto pripadé realizovano pouze v relativné fidkych ¢asovych intervalech. Celkové v této fazi
vyvoje dochazi pouze k nepfimému hodnoceni interakce a to v podminkach réizné komplexnich
simulaci. K pfimému a komplexnimu hodnoceni vzajemného plsobeni tkané a materidlu dochazi
az pri testech /in-vivo. Tyto testy vSak maji fadu nevyhod od etiky, pres jejich cenu a narocnost,
az opét po vyhodnoceni pouze v pevné danych ¢asovych intervalech.

Pro predchazeni nelspésnych in-vivo testd je vhodné pouzit predikéni metodu zkoumaijici
primou interakci materialu a co nejkomplexnéjsi simulace tkané a v idedlnim pripadé umoziuijici
zkoumat tuto interakci v zavislosti na ¢ase a s dostate¢nym rozliSenim. Pro takovouto metodu se
v soucasnosti jako idedIni prostredi jevi systém obsahujici kultivacni medium a bunky, ktery
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komplexnosti chemickych i biologickych procesl dostatecné simuluje redlnou tkan a jehoz chovani
je dostatecné znamé. Pri hledani techniky analyzy se nabizi reSeni v podobé elektrochemické
impedancni spektroskopie. Variace této metody se jiz Uspésné pouzivaji jak v oblasti biologické
(ECIS, xCELLingence®), tak i materialové (EIS) a jsou tedy k dispozici data pro srovnani.

Tématem této prace je spojeni obou pfistupd, biologického i materidlového, do zafizeni
umoziujiciho pfimé studium interakce materialtl s bunéénym prostredim, a které umozni studium
vyvoje takovychto interakci v Case.

Prdce vznikla jako Cast feseni projektu "Viiv nanotopografie povrchu na bioaktivri viastnosti
titanoveé slitiny s nizkym modulem pruznosti” (GACR 16-14758S).

Ctvrtek 10:40

Jan Zidek!, Andrey Milchev? a Josef Jan¢aFi3

Modelovani deformacniho chovani hydrogelli pomoci molekularni
dynamiky

Vysoké uceni technické v Brn€, Stfedoevropsky Technologicky Institut (CEITEC), Brno
*Bulharska Akademie Véd, Ustav Fyzikalni Chemie. Sofia, Bulharsko
3SCITEG, Brno, Ceska republika.

jan.zidek@ceitec.vutbr.cz

Deformacni chovani redlnych hydrogeld ma nékolik zajimavych aspektd. Jejich deformacni
odpovéd’ je dynamicka a navic se v pfirodé pozoruje tzv. responsivni chovani na urcity stimul,
kde deformace reaguje na zménu vnéjSich podminek (nejcastéji pH a teplota). V prispévku je
prezentovan molekularni model hydrogelu. Struktura modelu odpovida blokovému kopolymeru
kyselina akrylova polyetylen glykol-poly-laktid/glykolid-kyselina-poly-laktid/glykolid-akrylova (AA-
PLGA-PEG-PLGA-AA). Kyselina akrylova interaguje pomoci vodikovych mistku a tvofi jadra micel
(vizte Obr. 1). Makromolekularni fetézce jsou seskupeny do micel a jednotlivé micely jsou
organizovany do sité.

K vysvétleni deformacniho chovani se vyuziva modelu, ktery popisuje strukturu na
molekularni drovni. Model napodobuje prfirodni proces samousporadani. VSechny modelové
konfigurace makromolekularnich fetézcl vychazeji z neusporadané sité zapletenych fetézcl.
Vlivem rozpoustédla dojde k usporadani do organizované micelarni sité. V dalSi fazi se vlivem
deformace micely transformuiji na fibrily o nanometrové velikosti. Tyto fibrily vznikaji v realnych
materidlech naptiklad v pavoucich vlaknech a fibroinu. VSechny transformace jsou podminéné
vnéjsimi podminkami, ¢imz Ize proces regulovat. Konkrétné transformace na vlakna probiha pfi
urcité rychlosti deformace. Timto zplisobem mohou vznikat organizované struktury v pfirodnich
systémech.

V nedavné dobé jsme Zzjistili, ze na toto samousporadani ma vliv také primarni struktura.
Shodou okolnosti polymery, které se v redlnych hydrogelech Casto pouZivaji (PEG, poly glycin,
poly alanin), se snadno usporadavaji také v naSem modelu. Naopak pokud PEG nahradime i velmi
podobnym polymerem (poly oxymethylen), efekt se ztrati. Dosud se predpokladalo, Ze polymery
typu PEG musi byt pouze hydrofilni. My jsme zjistili, ze existuji jesté dalsi faktory, které maji vliv
na to, ze polymer se samo usporadava. Pomoci modelu mdzeme detekovat a analyzovat tyto
faktory.
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Obr. 1 Hierarchicka struktura hydrogelu a. sit’ micel, b. detail jedné micely, c. vodikova vazba

VWzkum byl financné podporen Grantovou Agenturou Cv‘esvké republiky v ramci projektu
18/17540S, a Ministerstvem skolstvi, middeZe a télovychovy CR v ramci projektu CEITEC 2020
(LO1601).

Ctvrtek 11:00

Jan Vicha?, Lukas Miinster!, Zdenka Capakova? a Ivo Kuritka!

Properties od non-toxic dialdehyde cellulose crosslinked
poly(vinyl)alcohol hydrogels

1Centrum Polymernich systémd, Univerzita T. Bati ve Zling, Zlin

jvicha@utb.cz

Dialdehyde cellulose (DAC) derived from a-cellulose by periodate oxidation was utilized as a
crosslinking agent for poly(vinyl alcohol) (PVA) to prepare PVA/DAC hydrogels. The crosslinking
potential of DAC was investigated on broad concentration range and found to be considerably
better than that of common crosslinking agent glutaraldehyde. Properties of resulting hydrogels
depends beside the concentration of crosslinking agent also on its number average molecular
weight, which was investigated using solid-state CP-MAS 13C NMR spectroscopy, GPC and XRD
analysis and in the terms of network parameters and mechanical properties. This opens
interesting possibilities for “tuning” hydrogel properties, as the DAC with required molecular
weight can be cost-effectively obtained by optimization of the DAC solubilisation conditions.

Cytotoxicity of prepared hydrogels was evaluated according to ISO standard 10993-5 against
mouse embryonic fibroblast cell line (NIH/3T3, Fig. 1), human keratinocyte cell line (HaCaT) and
adenocarcinomic human alveolar basal epithelial cells (A549). Hydrogels prepared using 0.5%
(w/w) of crosslinker showed no observable cytotoxicity, while hydrogels prepared using higher
tested concetrations show no or only mild cytotoxicity up to 1.5% (w/w). Potential application of
hydrogels as drug delivery systems is currently under investigation. Better effectivity of
crosslinking and low toxicity of DAC prepared hydrogels provide interesting alternative to highly
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toxic low-molecular weight crosslinkers such as glutaraldehyde, particularly for pharmaceutical
and biological applications.
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Fig. 1 Cytotoxicity of extracts from hydrogels prepared using 0.5% (1), 1% (2) and 1.5% (3) of
DAC using mouse embryonic fibroblast NIH cell line.

L. Minster, J. Vicha, J. Klofa¢, M. Masar, P. Kucharczyk, I. Kufitka, Cellulose 2017, 24, 2753-66.
L. Minster, J. Vicha, J. Klofa€, M. Masar, A. Hurajova, 1. Kufitka, Carbohydrate Polymers 2018,
198, 181-90.

This work for supported by the Czech Science Foundation grant 16-05961S, and the Ministry of
Education, Youth and Sports of the Czech Republic, Program NPU I (LO1504).

¢tvrtek 11:20 (S)
Lubo$ Rehounek a Ales Jira

Tvarova optimalizace trabekularni struktury

Ceské vysoke uceni technické v Praze, Fakulta stavebni, Katedra mechaniky. Thakurova 7, 166
29 Praha 6, Ceska republika

lubos.rehounek@fsv.cvut.cz

Hlavnim cilem tohoto vyzkumu je prozkoumat vliv teplotnich Gprav 3D tisténych implantatd
na jejich mikromechanické vlastnosti a dale také zhodnotit geometrii implantatl z hlediska
distribuce tepla pfi vyrobé. Jelikoz pfi procesu 3D tisku vznikaji nezadouci pnuti a materialové
nehomogenity, je vhodné vyrobky ¢i vzorky po vytisténi vyzihat. Hodnoty zakladnich
mikromechanickych vlastnosti 3D tiSténého, nezihaného materialu Ti-6Al-4V zjisténé z literatury
se pohybuiji okolo Er = 118 GPa a Hit = 3,580 GPa [Wu, S. et al., 2016. Microstructural evolution
and microhardness of a selective-laser-melted Ti—6A/—4V alloy after post heat treatments).

Hodnoty z literatury byly porovnany s nami vyrobenymi vzorky, které byly zihany a bylo
zjisténo, Ze se tvrdost Zihanych vzork( zvysila. S procesem zihani mizeme sledovat pomérné
vyznamny vyvoj tvrdosti Hi, zatimco redukovany modul pruznosti E: zlstava témér konstantni.
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Hodnota tvrdosti vzrostla na hodnotu Hit = 5,200 GPa. Tento narlst se mdze projevit z hlediska
osteointegrace implantatu s kosti nezadouci. Zihani vyrobenych vzorkl je ale u 3D tiSténych
implantatl v néjaké podobé Zadouci kvdli eliminaci nehomogenit a pnuti a tak zlstava otazkou,
jak k teplotnimu oSetfovani pri budouci vyrobé pristoupit.

Dale byly prozkoumany varianty geometrického feSeni trabekularnich dentalnich implantatd
a jiz pri vyrobé zkuSebnich télisek byla zjisténa Uskali procesu 3D tisku komplexnich struktur. PFi
vyrobé zkusebnich télisek pro zkousku v jednoosém tahu (Obr. 1A) bylo zjisténo, Ze vlivem
nerovnomérného chladnuti jednotlivych ¢asti na rozhrani homogenni a trabekularni ¢asti dochazi
ke vzniku napéti, které trabekularni strukturu na rozhrani téchto 2 prdrezl roztrhalo. Z tohoto
dbvodu pocitame do budoucna s numerickym modelovanim teplotnich procest pfi vyrobé. Pro
vyreseni tohoto problému byla zredukovana homogenni ¢ast prifezu na tenkou desticku s Zebry
a Uzkou tyckou pro uchyceni do Celisti zkusebniho pristroje (Obr. 1B). Pri tisku této struktury jiz
k teplotnim problém@m nedoslo a zkusebni télesa byla vytiSténa spravné. Metoda 3D tisku se jevi
jako excelentni varianta k obrabéni, ktera prinasi vyhody v produkci morfologicky komplexnich
téles, ale neni jesté zcela optimalizovana pro konkrétni Ulohy a tak je treba pfi produkci dbat na
jeji nedostatky.

Obr. 1: 3D tistény zkuSebni vzorek pro zkousku v jednoosém tahu (potrhany teplotnimi
diferencemi pfi chladnuti) (A); vylepSené geometrické feSeni, jiz bez nezadoucich defektl (B).

Cctvrtek 11:40

Karel Balik!, Karel Tesai*3, Margit Zaloudkova! a Zbynék Sucharda
Horcikovy dratek- mozna bandaz hrudni kosti

Wstav struktury a mechaniky hornin AV éR,v.v.i., Praha
*Katedra Material, Fakulta jaderna a fyzikalné inzenyrska, CVUT v Praze, Praha
3FyzikdlIni Ustav AVCR, v.v.i., Praha
balik@irsm.cas.cz

Z obou aplikaci horc¢ikového dratku a to bandaz plicnice malych déti a bandaz hrudni kosti
jsme opustili prvou, nebot’ nam bylo sdéleno |ékari, ze bandaz plicnice je velmi ridkou operaci.
Bandaz hrudni kosti se soucasné provadi po operaci srdce chirurgickymi draty, které je vSak nutno
po 2-3 mésicich po operaci odstranit. Tyto draty maji pevnost v tahu okolo 600 MPa na rozdil od
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biodegradabilnich horcikovych dratkl, které vykazuji 200 MPa. Hoicikové dratky typu ,L“ byly
pokryty polymerem PURASORB PLC 7015 a bylo z nich spleteno lanko o 6 dratkach a toto lanko
bylo vloZzeno do roztoku Minimum Esential Medium- Alpha Modifikace (a MEM) s pridanim
fetalniho bovinniho séra a antibiotik a biodegradace lanka byla sledovana po dobu 75 dni tj. dva
a pll mésice. Vysledky ukazuji, Ze pokryv vhodnym polymerem miZe zpomalit biodegradaci
horcikovych dratkd.
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patek 9:00

Petr Mikes, Nikifor Asatiani, Jana Horakova, Véra Jencova
a David Lukas

Study of diffusion of alaptide from nanofibrous layers

Technicka univerzita v Liberci, Fakulta textilni, Katedra netkanych textilii a nanovlakennych
materiald, Liberec
petr.mikes@tul.cz

Nowadays there is a great demand in a searching of new methods of drug delivery, which
involves modification of existing methods and as well as development of new devices. Increasing
amount of controlled-release systems have been developed and designed lately to enhance drug
therapy. A controlled-delivery system allows to reduce the frequency of dosing, to minimize the
fluctuation of drug concentration in plasma and to generally increase effectiveness of the drug
by a) targeting the site of action, b) maintaining drug level within a desired range, i.e. high
enough to have a therapeutic effect and low enough to be non-toxic (Siepmann, Siegel and
Rathbone, 2012). Despite the fact, there are hundreds of commercially successful products based
on the controlled release rate of the drug, there are only a few main mechanisms by which a
release rate is controlled, e.g. diffusion, osmosis, erosion (Hillery, Lloyd and Swarbrick, 2001).
Individual mechanisms are dependent on particular application and design of drug releasing
systems, however usually more than one mechanism operate at the same time during delivery
process (Siepmann, Siegel and Rathbone, 2012). Indeed, diffusion is a dominant process within
most of controlled-release systems. In case of diffusion-controlled release system, drug must
diffuse through a polymer matrix or a membrane in order to be released. Such devices do not
usually perform zero-order release profile as the particles on the surface release fast involving a
burst release, whereas for the particles close to the center of fiber it takes longer to migrate
towards the surface. This delay leads to decreasing rate of drug release over time (Hillery, Lloyd
and Swarbrick, 2001).

The choice of a sterilization technique of biodegradable scaffolds or drug-delivery devices is,
undoubtedly, a key issue, as biodegradable polymers, such as polycaprolactone, used in tissue
engineering have specific properties, e.g. low melting point, and cannot be proceeded as
conventional polymers, e.g. sterilization by autoclaving (Horakova et al, 2017). Although no
perfect sterilization technique exists, ethylene oxide (EtO) sterilization is suitable for most low
melting polymers. Sterilization using ethanol (EtOH), despite it involves biochemical and
morphological changes of a scaffold, is also often used due to its low cost, quickness and low
temperature required for this technique (Dai et al., 2016).

Unfortunately, there is a lack of studies related to drug release kinetics from electrospun
nanofibrous structures. Indeed, even less studies today try to verify and to compare
experimentally obtained data with mathematical models. As note M. Grassi and G. Grassi (2014)
in their review on mathematical model’s application in DDS, the initial problem concerning the
ability of mathematical modeling to accurately describe the experimental data was replaced with
the issue of reliable prediction of drug releases on the basis of an adequate number of
experimental data. These predictions of drug release, on the basis of initial parameters, e.g.
diffusion coefficient, drug loading, etc., are necessary in development of a field of “personalized
medicine” (Grassi and Grassi, 2014), which could provide each patient an unique therapy.

Generally, the aim of this study was to investigate drug release kinetics from a monolith
diffusion-controlled device, represented by particles of alaptide homogeneously distributed within
polycaprolatone nanofibrous layer. Particularly, an effect of three different initial drug loading
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was examined. Moreover, an effect of sterilization by ethylene oxide on release kinetics of alaptide
and on morphology of nanofibrous layers was studied; an effect of sterilization with ethanol on
morphology of electrospun nanofibrous structures was investigated as well. Finally, an attempt
to establish a mathematical model for prediction of release kinetics of examined drug delivery
system, proceeding from experimentally obtained data and on the basis of the solution of the
diffusion equation, was made.

Siepmann, J., Siegel, R. A. and Rathbone, M. 1. (2012) Fundamentals and Applications of
Controlled Release Drug Delivery. Springer US (Advances in Delivery Science and Technology).
Hillery, A. M., Lloyd, A. W. and Swarbrick, J. (2001) Drug delivery and targeting for pharmacists
and pharmaceutical scientists. London: Taylor & Francis.

Horakova, J. et al. (2017) ‘Effect of ethylene oxide sterilization on electrospun vascular grafts
made from biodegradable polyesters’, submitted to: Materials Science and Engineering.: C.

Dai, Z. et al. (2016) ‘Sterilization techniques for biodegradable scaffolds in tissue engineering
applications.’, Journal of tissue engineering. SAGE Publications, 7, p. 2041731416648810.

Grassi, M. and Grassi, G. (2014) ‘Application of mathematical modeling in sustained release
delivery systems.’, Expert opinion on drug delivery, 11(8), pp. 1299-321.

Prace byla podporena projektem AZV 15-29241A (Nanovigkenna biodegradabilni maloprimérova
cévni nahrada).
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Ultra-small nanoparticles in biological context
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3Department of Chemical Physics and Optics, Faculty of Mathematics and Physics, Prague
“Institute for Solid State Physics and Optics, Hungarian Academy of Sciences, Hungary

tereza.belinova@Ifp.cuni.cz

All particles entering biological systems are firstly exposed to body fluids (blood or cultivation
medium) that initiate the formation of so-called biomolecular corona defying particle identity. The
formation of this biomolecular layer can be altered by particles properties such as size, shape,
zeta potential or surface termination. In case of ultra-small nanoparticles (diameter of
approximately 4 nm), no such a thing as a common protein corona can be envisioned, as most
proteins are bigger than the particles themselves. In this case, the surface termination and zeta
potential play a key role in respect to reaction of any biological system. Keeping in mind the
potential use of nanoparticles in human medicine, we have tested the response of human immune
cells (monocytes — cells freely circulating in blood and macrophages — tissue specific immune
cells) to silicon carbide ultra- small nanoparticles with different surface terminations (COOH
terminated, terminated or NH2 terminated silicon carbide). Our results showed significant
differences among the particles with different surface modification that can point out the direction
of their potential application.
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Plazmaticka modifikace hydrofilnich nanovlakennych povrchi

Technicka univerzita v Liberci, Fakulta textilni, Katedra netkanych textilii a nanovlakennych
materiald, Liberec
2Technicka univerzita v Liberci, Fakulta strojni, Katedra materiald, Liberec
3Biomedicinské centrum Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni, Plzen
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Anastomoticky leak je jednou z nejobavanéjsich komplikaci gastrointestinalnich anastomdz.
[1]. Prekryti chirurgické anastomdzy nanovldkennym materidlem je zcela inovativni zplsob
fortifikace takovych anastomdz. Pro tyto Ucely byly vyrobeny dvouvrstvé nanovldkenné tkanové
nosiCe, skladajici se z vlakenné vrstvy polykaprolaktonu (PCL) a ultrajemné nanovlakenné vrstvy
kyseliny hyaluronové (HA). Nanovilakna HA se tési stale vétsi pozornosti v oblasti regenerativni
mediciny a tkanového inzenyrstvi. Kyselina hyaluronova se prirozené nachazi v lidském téle a je
biodegradabilni [2], nicméné vykazuje vysokou rozpustnost ve vodném prostredi, coz znacné
limituje pouZiti nanovlaken HA pro tkanové nosice vyzadujici dlouhodobou stabilitu. Stejné tak pri
aplikaci, kdy bude vlakenna dvouvrstva prilozena k Cerstvé vytvorené chirurgické anastomoze,
dojde k okamzitému a nezadoucimu rozpusténi vlakenné vrstvy HA. Vodorozpustnost HA Ize
upravovat pomoci béznych sitovacich technik. Jedna se naptiklad o sitovani pomoci
glutaraldehydu, divinyl sulfonu ¢i glyoxalu [3]. AvSak pouziti takovych sitovacich cinidel vede
k narlstu cytotoxicity a vSeobecné sitovani polymer( pfi zachovani biokompatibility je velice
obtizné.

V této praci byla zvolena nova cesta, a to sice Uprava elektrostaticky zvlaknénych nanovlaken
HA methanovym plazmatem metodou RF PACVD (Radio Frequency Plasma Assisted Chemical
Vapor Deposition). Takto pripravené vrstvy byly charakterizovany pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM), infraCerveného spektrometru s Fourierovou transformaci s technikou
zeslabeného Uplného odrazu (ATR-FTIR) a /in vitro testd.

Vysledky prokazaly potencial dpravy nanoviaken HA methanovym plazmatem. Podafilo se
zachovat ultrajemnou nanovlakennou strukturu i po tydenni inkubaci v plném médiu a
modifikovana struktura podporovala bunécnou adhezi a proliferaci mysich 3T3 fibroblastl.

[1] LI, Yi-Wei, Peng LIAN, Ben HUANG, Hong-Tu ZHENG, Ming-He WANG, Wei-Lie GU, Xin-Xiang
LI, Ye XU a San-Jun CAI, 2017. Very Early Colorectal Anastomotic Leakage within 5 Post-operative
Days: a More Severe Subtype Needs Relaparatomy. Scientific Reports, 7, 39936.

[2] HUANG, Gangliang a Hualiang HUANG, 2018. Application of hyaluronic acid as carriers in drug
delivery. Drug Delivery. 25(1), 766—-772.

[3] KHUNMANEE, Sureerat, Younghyen JEONG a Hansoo PARK, 2017. Crosslinking method of
hyaluronic-based hydrogel for biomedical applications. Journal of Tissue Engineering. 8.
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Kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék v dynamickych
podminkach

1Akademie véd Ceské republiky, Ustav experimentalni mediciny, Praha
2Univerzitni centrum energeticky efektivnich budov CVUT v Praze, Bustéhrad
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Tkanové inZenyrstvi s vyuzitim nosi¢l se v prvni fadé zaméruje na vlastnosti nosicl, jako jsou
biodegradabilita a biokompatibilita. Nosice by mély vykazovat vhodné povrchové vilastnosti, aby
bunky na povrch adherovaly a nasledné proliferovaly. Dale by nosice mély vykazovat odpovidajici
mechanické vlastnosti, porozitu a miru degradace s ohledem na typ regenerované tkané. Pory by
mély byt propojené, coz umoznuje vyménu Zivin, odpadnich latek a migraci bunék do stredu
nosice, zejména v pripadé 3D nosicl. Po vyvinuti vhodného nosice je tfeba jejich in vitro&i in vivo
testovani. In vitro testovani probiha nejCastéji pri statickych kultivacnich podminkach. Hlavni
nevyhodou statickych kultivacnich podminek je nedostatec¢na difuze Zivin do stredu nosice, coz
spéje k vyssi koncentraci zivin na jeho povrchu. Zaroven neni zajistén dostatecny transport kysliku
a odvod odpadnich latek. Vysledkem je nedostatec¢na stimulace bunék k migraci do stfedu nosice
a jejich nerovnomérné rozlozeni. Buriky jsou ve vysoké koncentraci pfitomny hlavné na povrchu
nosiCe. Z vySe zminénych negativ plyne limitace velikosti nosice pri statickém testovani. In vitro
testovani nosi¢ v dynamickych kultivanich podminkach je alternativou, ktera se snazi obejit
nedostatky statickych kultivacnich podminek. Zaroven, pfi vhodném nastaveni parametri, mize
do jisté miry nahradit /n vivo testovani nosicli a tedy snizit pocet laboratornich zvifat nutnych pro
provadéné experimenty.

Tato studie byla zamérena na porovnani /n vitro dynamickych a statickych kultivacnich
podminek s cilem navozeni osteogenni diferenciace lidskych mesenchymalnich kmenovych bunék
(hMSC). Sledovan byl vliv na adhezi, proliferaci, metabolickou aktivitu a diferenciaci hMSC
nasazenych na nosice a kultivovanych po dobu 14 dnd v osteogennim diferenciacnim médiu.
Cilem prace bylo testovani rliznych rychlosti pritok& média pro navozeni osteogenni diferenciace
kultivovanych hMSC v perfuznim bioreaktoru.

Rada bych podékovala pracovnimu kolektivu z Fakulty textilni’ Technické univerzity v Liberci za

poskytnuté 3D nosice pro bunécné testovani v této studii,

Studiie byla financné podporena z grantd Agentury pro zdravotnicky vyzkum Ceské republiky cislo
NV18-05-00379 a 16-28637A, z grantu Grantové agentury Ceské republiky cislo 18-093065 a z
grantu Ministerstvo skolstvi, mladeZe a télovychovy Ceské republiky cislo NPU I:L01309.
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Testovanie antimikréobnych aktivit materialov — moznosti, metody,
uskalia

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

2(Jstav mikrobioldgie, Lekarska fakulta, Slovenské zdravotnicka univerzita, Bratislava, Slovenska
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martin.sojka@szu.sk

Antimikrébna aktivita je jednou z dolezitych charakteristik materialov s potencidlom pouzitia
v terapii a prevencii humannych a veterinarnych infekénych ochoreni. V prvej faze testovania sa
zvyCajne pouzivaju testy in vitro, Co umoziuje znizit' poCet testovanych materidlov a teda pocet
pouzitych experimentalnych zvierat v druhej faze testovania s pouzitim /7 vivo modelov.

V sUcCasnosti  klasické /in vitro metddy kvalitativneho testovania antibakteridlnej
a antifungalnej aktivity rozpustnych alebo suspendovatelnych materialov — agarové a agarézové
difizne metddy, stanovenia minimalnych inhibicnych a baktericidnych koncentracii, su
nepouzitelné na testovanie pevnych vzoriek materialov (plochy a povrchy). V tychto pripadoch je
potom najjednoduchsie pouzitie tenkej vrstvy agarovej suspenzie mikroorganizmov na pevhom
kultivanom médiu, ktoré je mozné hodnotit’ kvantitativne.

Inou kapitolou je testovanie antibiofilmovej aktivity latok. Biofilmy si mono- alebo
polymikrobne komunity mikroorganizmov adherovanych k povrchom alebo k sebe navzajom,
ktoré vykazuju nasobne vyssie rezistencie voci posobeniu fyzikalnych aj chemickych atakov. Na
zaklade klasickych testov antimikrobidlnej aktivity nie je mozné usudzovat' na antibiofilmovu
aktivitu. V pripade materialov, u ktorych je predpokladané pouzitie v terapii biofilmovych infekcii,
by testovania mali byt doplnené o testy antibiofilmovych aktivit — stanovenie minimalnej biofilm
inhibujicej a minimalnej biofilm eradikujlucej koncentracie, pripadne vplyv na eradikaciu
polymikrobneho biofilmu, napriklad v Lubbockom modeli biofilmu z chronickej rany (LCWB), ktory
sme v nasom laboratoériu modifikovali aj na testovanie pevnych plochych vzoriek.

LCWB sme tiez pouzili pre modelovanie biofilmovej infekcie rany miniprasata a nami vyvinuty
model je mozné pouzit’' pre testovanie antibiofilmovej aktivity roznych materidlov a ich vplyvu na
hojenie infikovanej rany.

Pre testovanie antivirusovej aktivity materialov in vitro mame k dispozicii dva klasické testy
v rozliénych modifikaciach — test redukcie plakov a test redukcie titra virusu (TCIDsg). V tychto
testoch mozeme pouzivat’ rozlicné modelové virusy i klinické izolaty virusov a nemusime sa
spoliehat’ na extrapolaciu vysledkov testovania na fagoch, ktora sa pouziva Standardne na
sledovanie ucinnosti dezinficiencii.

V dneSnej dobe mame k dispozicii celd batériu /in vitro a in vivo testov pre sledovanie
antimikrobnych aktivit latok. Tato prednaska zhrnie ich prednosti a limity, ktorych poznanie je
dolezité pri vybere najvhodnejsich testovacich metdd pre dany Ucel a konkrétny material.

Podporeno prOJektem CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000787, Centrum vyzkumu infekcnich
onemocnéni, udéleného MSMT CR, financovaného =z EFRR projektem  Specifického
vysokoskolského vyzkumu c. 260392 a projektem GAUK c. 128417 poskytnutymi Karlovo
Univerzitou.
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10dd. biomateriald a tkariového inZenyrstvi, Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha
2Micro and Nanosystems Research Group, Tampere University of Technology, Tampere, Finland

julia.pajorova@fgu.cas.cz

V slicasnej dobe sa na lieCbu koznych poraneni pouzivaju a r6zne kozné kryty alebo priamo
kozné nahrady. Nas vyskum sa zaobera rozvojom oboch moznych spdsobov liecby. Za Gcelom
vyvoja vhodnej koznej nahrady testujeme nanovlaknité materidly s biodegradabilnymi
vlastnost'ami, zatial’ o za Ucelom zlepSenia koZnych krytov Studujeme netkanu textiliu z celuldzy
v kombinacii s rozlicnymi typmi buniek. Celuldzova textilia je sice materiadl vhodny pre odsavanie
prebytoCnej tekutiny zrany, ale jej vlastnosti priamo nepodporuju hojenie, tj. samotnu
proliferaciu buniek v rane. Nevhodne chemické a fyzikalne vlastnosti celul6zovej textilie sa vSak
daju zlepsit modifikovanim materidlu biomolekulami (fibrin, kolagén) alebo nanoceluldzou.
Vzhl'adom na to, ze fibrin a kolagén su molekuly telu vlastné, bunky ich m6zu dobre remodelovat/,
migrovat’ do vndtra a tym material kolonizovat/, o v pripade koznych krytov nie je ziadlce,
pretoze material musi byt po ¢ase odstraneny. V sicasnosti sa preto zaoberame modifikaciami
celulozovej textilie nanoceluldézou (cellulose nanofibers — CNF) s kladnym (cationic — ¢) a so
zapornym nabojom (anionic — a). Na modifikovanej textilii sledujeme adhéziu a rast primarnych
I'udskych fibroblastov a kmenovych buniek izolovanych z tuku. Vysledky skenovacej elektronovej
mikroskopie ukazali, Ze celul6zoveé nanovlakna obal'uju viakna textilie v réznej miere v zavislosti
na naboji a zaroven vypliaju pory medzi vidknami. Viskdznejsia c-CNF vytvara na povrchu tenky
film, zatial' ¢o menej viskdzna a-CNF vlakna obal'uje rovnomerne a vyplna péry medzi viaknami.
Obe formy nanoceluldzy, v porovnani s nemodifikovanou kontrolou, podporuju rast buniek, avsak
podl'a vysledkov metabolickej aktivity buniek sa zda, ze zaporne nabita nanoceluldza je pre bunky
vhodnejSia, ako kladne nabita nanoceluléza. Na zaklade doteraz dosiahnutych vysledkov sa
domnievame, Ze nanocelul6zou modifikovana celulézova textilia by mohla slizit’ ako vhodny kryt
kozny ran.

Podporované Grantovou agenturou Ceské republiky (GACR & 17-00885S).
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Biodegradabilni nanovlakenné membrany modifikované fibrinem a
kolagenem jako substraty pro kokultivaci fibroblastl a keratinocyti

10ddéleni biomateriald a tkariového inzenyrstvi, Fyziologicky Ustav AV CR, Praha
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3Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Plzen
4Technicka univerzita. Liberec, Ceska republika
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Pro hojeni hlubokych ran klize zasahujicich epidermis i dermis je nejvhodnéjsi pouziti nosicd,
které obsahuji oba typy koznich bunék - fibroblasty i keratinocyty. Nanovlakenné materidly
z biodegradabilnich materidld nachazeji stale vétsi uplatnéni ve vyvoji koznich nahrad. V nasi
studii jsme jako nosi¢ koznich bunék pouZili biodegradabilni nanovlakennou membranu z poly-L-
laktidu (PLLA), kterou jsme maodifikovali fibrinovou nanovlakennou siti a posléze kolagenovym
gelem pro zlepSeni podminek pro adhesi a rlist bunék. Nejprve jsme membranu modifikovanou
fibrinovou siti osadili lidskymi dermalnimi fibroblasty. Fibrinova sit’ podpofila adhesi bunék, jejich
naslednou proliferaci a syntézu extracelularnich protein{ kolagenu a fibronektinu. Poté jsme na
fibroblasty osazené membrané vytvorili kolagenovy gel, ktery umoznil fibroblastlim jejich migraci
do gelu. Membrana a kolagenovy gel s migrovanymi fibroblasty simulovala kozni dermis. Povrch
kolagenového gelu byl nasledné osazen lidskymi koznimi keratinocyty. Povrch kolagenového gelu
s adherovanymi keratinocyty tvofil nahradu epidermis. Kolagenovy gel umoznil keratinocytlim
adherovat, proliferovat, délit se a migrovat. Navic byly pozorovany znamky jejich stratifikace.
Konstrukt vytvoreny z biodegradabilni nanovlakenné membrany z PLLA modifikované fibrinem,
kolagenem a osazené fibroblasty a keratinocyty mlze slouzit jako kozni nahrada podporujici
hojeni ran nebo jako model pro studium vzajemné interakce fibroblastl a keratinocytd.

Préce je podporovand Grantovou agenturou Ceské republiky (GACR 17-02448S) a Grantovou
agenturou Karlovy univerzity v Praze (GAUK 756218).
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Ustav experimentalni mediciny AV CR, v.v.i., Laborator tkafiového inZenyrstvi, Praha
2CVUT v Praze, Univerzitni centrum energeticky efektivnich budov, Bustéhrad
3CVUT v Praze, Fakulta biomedicinského inzenyrstvi, Bustéhrad
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Hojeni ran je komplexni biologicky proces sestavajici ze souhry signalnich molekul, bunék a
extraceluldarni matrix. Jeho narusenim mlze dojit ke vzniku chronickych ran. Péte o né je
celosvétovym problémem a je tedy nutné hledat nova reSeni IéCby. Polymerni nanovlakna mohou
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slouzit jako vhodné kryti. Svou strukturou napodobuiji extracelularni matrix a je mozné je obohatit
o rozlicné bioaktivni latky. Krevni desticky predstavuji vhodny zdroj rlstovych faktor( a cytokind,
nebot’ jich obsahuji Siroké spektrum ve fyziologickych pomérech. Cilem této prace bylo vyvinout
a charakterizovat polymerni nanovlakenné nosice obohacené o trombocyty, které podporuji
metabolickou aktivitu a proliferaci koZnich bunék.

Tato prace byla podporena nasledujicimi granty: MSMT (NPU LO1508 a LO1309) a OPPK
CZ.2.16/3.1.00/21528, AZV CR (17-32285A).
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Vyvoj nové generace prostredki pro dlahovou osteosyntézu dlouhych
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3 VSeobecna fakultni nemocnice v Praze, Praha
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Projekt je charakteristicky aplikovanym vyzkumem a experimentalnim vyvojem dlahové
osteosyntézy dlouhych kosti horni a dolni koncetiny mimo oblast femoralni kosti. Nosnym pilifem
vyvoje novych implantatl i instrumentarii je funkéni hodnota, vyuZiti anatomickych poznatkd,
bezpecnost pro pacienta, rychlejsi priibéh operace, niZzsi riziko pooperacnich komplikaci a vCasny
navrat pacientll do béZného Zivota. Cinnosti v letoSnim roce vychazeji i z mozného vyuziti
biodegradabilnich i biokompozitnich materiall. Celou problematikou se zabyva interdisciplinarni
tym sloZeny z odbornikll vyrobni sféry, univerzitni sféry a Iékarského prostiedi — vystupy projektu
tak budou vysledkem znalosti a zkuSenosti z klinické praxe, provedenych testovani a vyrobnich
moznosti.

Obr. 1 Novy navrh humeralni dlahy

Projekt (TH03010418, Vyvoj nové generace prostredki pro dlahovou osteosyntézu dlouhych
kosti) je resen s financni podporu TA CR.
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Uvod prace: Predpokladem spolehlivého studia bunék a jejich chovani /in vitro je nabidka
optimalniho kultivacniho biotopu, které dokaze imitovat prirozené prostredi studovanych bunék.
Takovym prostfedim jsou v mnoha pripadech hydrogelové 3-D scaffoldy, které mohou byt
pripraveny ze zivociSnych kolagenl. Kolagen je bilkovina vynikajici svou biokompatibilitou a
nizkou imunogenicitou, coZ z néj déla vhodny materidl pro pfipravu hydrogelovych scaffoldl
pro /n vitro studie. Kolagen Ize ziskat z mnoha ZivociSnych tkani, jako jsou Slachy a klize savcli
(potkan, prase, krava, ki), kdize ryb ¢i téla morskych hub a mediz!. Nékteré studie ukazuji, ze
kolageny izolované z rliznych zivocisnych druhti, mohou vykazovat odlisné fyzikalni, strukturni a
biologické vlastnostiZ3.

Cil prace: Cilem prace bylo definovat rozdily v pfipravé hydrogelovych scaffoldi z potkanich a
prasecich kolagen( izolovanych rliznymi zplsoby ze Slach a k{zi.

Metodika: Kolageny byly izolovany ze Slach a kdZzi potkant a prasat a) metodou extrakce ve
fosfatovém a citratovém pufru a kyseliné octové; b) metodou extrakce v kyseliné octové
s naslednou neutralizaci v NaOH. Obé varianty byly dale modifikovany formou prodlouzené
extrakce kolagenu v kyseliné octové. Izolované a lyofilizované kolageny byly rozpoustény v 0.1%
(v/v) kyseliné octové (5 mg/ml) po dobu 4 dnl pfi teplotach 4°C a 37°C. Poté byly roztoky
centrifugovany (5 min, 4000 rpm). Supernatanty byly pouzity pro pfipravu hydrogelového
scaffoldu, pelety byly vysuseny a zvazeny pro zjisténi hmotnostnich ztrat. Izolované kolageny byly
kvalitativné zhodnoceny pomoci neredukujici SDS-PAGE elektroforézy. Z izolovanych kolagent
byly pfipraveny hydrogelové scaffoldy. Pro 500 pl hydrogelu bylo smichano 195 pl kultivacniho
média (DMEM, FBS, Pen/Strept, NE AMK, L-glut) a 5 pl NaHCOs (7.5%, HyClone), ke kterym bylo
nasledné pridano 300 pl kolagenu (5 mg/ml, 0.1% (v/v) kyselina octova, vSe chlazeno na 4°C).
Takto pripraveny hydrogel byl pipetovan do 24-jamkového panelu a viozen do 37°C 5 % COy,
kde doSlo k vytvoreni gelové formy (tzv. fibrilogenezi). Pro pribliznou kontrolu vhodnych
kultivacnich a gelujicich podminek bylo méfeno pH kolagenovych supernatantd i hydrogeld.

Vysledky: Hydrogelové scaffoldy vytvorily gelovou formu v pripadé kolagenu izolovaného
z potkani Slachy a klize metodou extrakce ve fosfatovém a citratovém pufru a kyseliné octové, a
z lyofilizatu rozpousténém pii 4°C. Pokud byly vSechny lyofilizované kolageny rozpoustény pfi
37°C, gelova forma vytvorena nebyla. Pfi rozpousténi potkanich kolagent vznikly hmotnostni
ztraty 1.9 + 1.4 %. P¥i rozpousténi prasecich kolagenl vznikly hmotnostni ztraty 23.0 + 3.0 %
v pripadé kolagen( izolovanych metodou extrakce ve fosfatovém a citratovém pufru a kyseliné
octové. V pripadé izolace kolagenl metodou extrakce v kyseliné octové s naslednou neutralizaci
v NaOH byly ztraty 65 — 100 %. Prodlouzena doba extrakce neméla na tvorbu gelové formy
hydrogelu vliv. SDS-PAGE ukazala, Ze kolageny izolované ze vsech zdrojli, vSemi metodami, avsak
rozpousténé pouze pfi 4°C obsahuji a, B i y fetézce. Kolageny rozpousténé pri 37°C byly ¢astecné
denaturovany, pravdépodobné porusenim kovalentnich vazeb (peptidovych, esterovych) béhem
hydrolytické degradace. pH supernatantl u vSech rozpusténych kolagent v supernatantu bylo ~
7.0 a na povrchu hydrogelovych scaffold mezi 8 — 9.
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Diskuse a zavér: Gelova forma hydrogelovych scaffoldd vznikla pouze v pripadé kolagenu
pochazejiciho z potkana, z prasecich kolagenl gelové formy nevznikaly. Nejpravdépodobnéjsi
vysvétleni spociva v nedostate¢ném rozpusténi lyofilizovanych prasecich kolagenl (0.1% (v/v)
kyselina octova, 4 dny, 4°C nebo 37°C, coz ukazuje také bilance hmotnostnich ztrat. DGvodem
nizké rozpustnosti prasecich kolagent mize byt mira tzv. sitovacich (cross-link) vazeb mezi
vlakny tropokolagenu, kterych s vékem v organismu pribyva*. Potkani v tomto experimentu
nedosahovaly dospélosti (3 tydny) a prasata byla starsi 16 mésicd, tedy v dospélém véku. Praseci
kolageny, které netvorily hydrogel, dle SDS-PAGE analyzy obsahuji a (monomery al,a2), B (dimer
al+al nebo dimer al+a2) i y retézce (trimer 2x al+1x a2)?, nejsou denaturované, avsak
fibrilogenezi mlze branit nizka koncentrace retézcll, nevhodna koncentrace iontl (I), vyssi pH (4.
pH>3)® nebo pfimési pochazejici ze zdrojové tkané (tuky, glykosaminoglykany)®> (Obr. 1).
Z dlvodu jednoduchosti a definovatelnosti postupu pripravy hydrogelovych scaffoldt budou pro
dalSi experimenty vyzadujici 3-D kultivacni prostredi pouzivany potkani kolageny izolované ze
Slach metodou extrakce ve fosfatovém a citratovém pufru a kyseliné octové a rozpousténé pri
teploté 4°C po dobu 4 dnl v 0.1% (v/v) kyseliné octové.
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Obr. 1 Pfiprava hydrogelovych scaffoldli z potkaniho a praseciho kolagenu. Za nasich
experimentalnich podminek (rozpousténi v 0.1% (v/v) kyseliné octové, 4 dny, 4°C) z potkaniho
kolagenu hydrogel pfipravit Ize, z prasetiho nikoliv. DGvodd mlze byt mnoho, napf. nizka
rozpustnost a nevhodné podminky rozpousténi praseciho kolagenu (pH, I) ¢ nekolagenové
primési branici fibrilogenezi.
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Kbze je nejvétSim télnim organem a jeji hlavni Uloha je tvorba mechanické bariéry mezi
vnitinim a vnéjsim prostredim. Jeji integrita je zasadni pro udrzeni homeostaze, termoregulaci,
zabranéni vyparovani vody a predevsim ochranu pred infekcemi. Regenerace kdze je vzhledem
k jeji struktufe o nékolika vrstvach komplexnim procesem, v jehoZz prlbéhu je nutnd souhra
mnoha biologickych faktord. Vlastni regeneracni kapacita organismu je za standardnich podminek
dostatecna, nicméné za urcitych okolnosti je tfeba ji podporit alternativnimi terapeutickymi
pristupy. Pokud totiZ nedojde ke zhojeni rany v urlitém casovém horizontu, prejde akutni zanét
do chronické faze a po té je spontanni regenerace pomérné obtizna, ne-li nemozna. Tkanové
inZenyrstvi vyuziva znalosti z nékolika odliSnych védeckych oborl a propojuje je v novych
postupech zamérenych na podporu pfirozenych procesi v téle vedoucich k uzdraveni poSkozené
tkané.

V nasi studii jsme se zabyvaly hodnocenim vlivu bFGF na proliferaci a produkci mRNA pro
kolagen typu I u mysich 3T3 fibroblastd. Buriky byly nasazeny v denzité 60000 bunék/nosi¢ na
scaffoldy pfipravené z kolagenu typu I lyofilizaci a obohacené o rlizné koncentrace bFGF ve dvoji
modifikaci — stabilizovan a wild type. V prlibéhu 21 dni trvajiciho experimentu byla sledovana
metabolicka aktivita bunék MTS testem, relativni exprese mRNA pro kolagen typu I — protein
specificky pro kozni tkan a rovnéz byla vizualizovana bunécna jadra a cytoplazma pro
fluorescenéni mikroskopii.

Signifikantné nizSich hladin metabolické aktivity 3T3 fibroblastd bylo dosaZzeno
v experimentalni skupiné, kde byl nosi¢ obohacen 0,5% wild type bFGF. V této skupiné rovnéz
byly bunky pfitomny v agregatech, zatimco ve zbyvajicich rovnomérné pokryly cely povrch nosice.
Ve skupinach, kde byl nosi¢ obohacen wild type bFGF (0,5% a 1%) prvni experimentalni den
statisticky vyznamné stoupla relativni exprese mRNA pro kolagen typu I. Naopak v zavéru
uvoliuje spiSe v pocatcich aplikace, kdy silné stimuluje burky k produkci extracelularniho
proteinu a pozdéji je Stépen. Zatimco pokud byl rlstovy faktor stabilizovan, jeho Stépeni bylo
opozdéné a mohl tudiz ovliviiovat bunky spiSe v pozdéjSich fazich kultivace.

Tato prace byla podporena granty: Ministerstvo skolstvi middeZe a télovychovy RP NPU I:L0O1309
a RP NPU I:LO1508.
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Biokompatibilni nanokompozity v soucasnosti predstavuji perspektivni biomaterialy s velkym
potencidlem v oblasti kostnich nahrad a vyplni a scaffoldy zalozené na biodegradabilnich
polymernich matricich jsou stale Castéji vyhledavanym reSenim pro rychlejsSi a efektivnéjsi
regeneraci postizenych tkani a hojeni ran.

Tyto bunécné 3D nosiCe byvaji voleny tak, aby svym chemickym slozenim, biologickymi a
mechanickymi vlastnostmi co nejlépe odpovidaly pfirozenym lidskym tkanim. Kromé nezbytné
anorganické slozky (bioapatitu) jsou proto velmi ¢asto na bazi pfirodnich latek, jako je kolagen,
ktery je nejvyznamnéjSim strukturnim proteinem v téle obratlovcd a doplnény jsou dalSimi, télu
prirozené latky, vyskytujici se v pojivovych tkanich jako napf. polysacharidy typu
glykosaminoglykany, proteoglykany apod.

Vzhledem k tomu, Ze slozeni biokompozitd ma zasadni vliv na funkénost a bioaktivitu prislusné
nahrady je vhodné vénovat pozornost jak komplexnimu slozeni vyvijenych biomaterial(l, tak za
pomoci citlivych analytickych metod monitorovat pfip. zmény ve slozeni v disledku degradace a
plsobeni fady fyzikalnich a chemickych faktorli béhem jejich zpracovani.

Hlavnim cilem této prace je proto prehled vhodnych analytickych metod (HPLC, SDS-PAGE,
FTIR) a shrnuti jimi naméfenych vysledkl, které mohou ozfejmit cCetné rozdily mezi
zpracovavanymi biologickymi surovinami vyuzivanymi pro pfipravu kompozitl a pfispét
k optimalizaci jejich zpracovani, lepsi charakterizaci a vyuzitelnosti téchto vyvijenych, pokrocilych
biomateriald nové generace.

Préce byla financné podporena AZV MZCR (projekt NV15-25813A) a USMH AV CR, v.v.i
(institucionadini ukoly c. 481, 482).
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The combination of intrinsic electrical conductivity with easy preparation opens the door for

the promising application of conducting polymers in engineering of excitable tissues. Although a
wide variety of conducting polymers are available, polyaniline (PANI) is still on the rise as it can
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be prepared and simply modified using several procedures. The modifications of surface
properties are crucial with respect to the possible applications of PANI in tissue engineering. One
of possible approaches of surface modifications is to synthetize PANI by oxidation of aniline with
ammonium persulfate in presence of suitable stabilizer. Therefore, innovative technique for
preparing PANI films with advanced biological properties via /n-situ polymerization in colloidal
dispersion mode using four different stabilizers were investigated. Poly-N-vinylpyrrolidone,
sodium dodecylsulfate, Tween 20 and Pluronic F108 were used as stabilizers. They were dissolved
either in water or in 1 mol L=! hydrochloric acid before the synthesis. The surface properties were
characterized using contact-angle measurement, the van der Pauw method and Fourier-transform
infrared spectroscopy. Moreover, the cell compatibility and skin irritation tests were also
performed. Cytocompatibility was determined using mouse embryonic fibroblasts (NIH/3T3,
ATCC; US). Cell ahesion, proliferation (Fig. 1), morphology and migration were studied.

Fig. 1 Proliferation of NIH/3T3 cIIs on surfaces of PANI films prepared in the presence of
different stabilizers evaluated after 72 h incubation. A) reference; B) PANI-SDS-H,0; C) PANI-
SDS-HCI; D) PANI-PVP-H,0; E) PANI-PVP-HCI.

The stabilizers significantly influence cytocompatibility as well as the surface and electrical
properties of the films. The highest conductivity and best cytocompatibility was obtained using
sodium dodecylsulfate as a stabilizer dissolved in 1 M HCI. Moreover, these films are non-irritating
and display no harmful effects on human skin, which was confirmed by their in-vitro exposure to
the 3D-reconstructed human tissue model. It can be concluded that the preparation of PANI films
using a colloidal dispersion mode can lead to a significant improvement in the biological properties
of PANI. This significantly enhances the applicability of PANI in tissue engineering and, more
generally, in biomedicine. In particular, its use in biosensors capable of conductometric
monitoring of ongoing changes on the skin surface should be of particular interest.
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Traumata ¢i jiné patologické procesy mohou zpdsobit i velmi rozsahlé defekty kostni tkané. S
vyhodou usetreni pacienta odbéru autologni tkané Ize vyuzit syntetické kostni nahrady, které
mohou slouzit také jako nosice bioaktivnich latek a stimulovat tak hojeni kosti. Pro klinické vyuziti
bioimplantatl je dllezitd jejich snadna a minimalné invazivni aplikace, coZ spliuji injekéné
aplikované gelové formy preparatd.

Gelovy implantat se vpravi do mista defektu, kde vlivem fyzikalné-chemickych vlastnosti
zmeéni svou tuhost a v misté poskozeni tkané poskytne jak mechanickou ochranu, tak i bioaktivni
podporu hojeni defektu.

V ramci studie byla vytvorena suspenze sestavajici z modifikovaného peptidového hydrogelu
PDG-AlphaProA (PeptigelDesign Technologies) a nanovldkennych mikrocastic pfipravenych
metodou kryomleti. Dana suspenze byla injikovana do defektu diafyzy pravého femuru pokusného
zvirete (potkan), defekt na levé koncetiné zvirete byl ponechan jako kontrola ke spontannimu
zhojeni. Zhojeni bylo posouzeno na zakladé rentgenového a histologického vysetieni potkand
jeden, dva, Ctyfi a Sest tydnl po operaci. Vysledky ukazaly pfiznivy vliv pfitomnosti bioimplantatu
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v Casnych fazich hojeni, kdy byla pozorovana mirné vyssi angiogeneze a celularita s narlistem
novotvorby kostni tkané v porovnani s kontrolami. V pozdéjsich fazich hojeni (4. a 6. tyden studie)
nebyl pozorovan vliv bioimplantdtu na modelaci kosti ani dalsi pribéh hojeni. Gelové
bioimplantaty maji tedy potencial stat se novym systémem podporujicim hojeni defektl kostni
tkané.

Préce byla podpofena Grantovou agenturou Univerzity Karlovy (512216), MSMT CR NPU granty
C. LO1508, LO1309, CZ.2.16/3.1.00/24006, a AZV CR granty ¢. 16-28637A, 17-32285A a IGA VFU
Brno (140/2016/FVL).
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In recent years various collagen-based materials have found its use in the field of tissue
regeneration. The reasons behind using these materials are: (1) relatively easy preparation
procedure, (2) easily accessible material (collagen is one the most abundant biopolymeric
substance in nature) and (3) can be fabricated into various design, e.g. 3D porous matrix,
injectable hydrogels, films. 3D porous matrix belongs between the most used design of collagen-
based scaffolds. The main advantage of such a design is an interconnected porous structure, that
promotes cell growth, proliferation and differentiation. There is also a disadvantage in having a
material with porous structure — it is an easy target for bacteria, which are most likely to occupy
3D porous matrices as well. Thus, it is essential to add antibacterial agents.

In this study, we have prepared 3D porous collagen material containing two types of
substances holding antibacterial properties — biopolymeric chitosan fibres and selenium
nanoparticles. The 3D porous structure has been achieved via method of freeze-drying and the
stability of the scaffold was enhanced by chemical crosslinking. Furthermore, these samples were
evaluated for stability in an enzymatic environment of collagenase and lysozyme and tested for
their bacterial inhibition on selected gram-positive and gram-negative bacteria strains.

Degradation in both enzymes was visibly affected by the existence of chitosan and selenium
nanoparticles in collagenous matrices. Chitosan enhanced the stability of collagenous samples
and selenium nanoparticles sped up the process of degradation. Although result can be distorted
since every sample has its own porosity and degraded at a slightly different pace. Bacterial
inhibition has been tested by agar disc diffusion method and macrodillution broth method. In the
prior method, the samples containing only selenium nanoparticles showed measurable inhibition
zones with the respect to their concentration. However, in the latter method, all samples showed
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some of the antibacterial activity towards gram-positive bacteria strains. Overall bacterial
inhibition towards gram-negative strains was less satisfied no matter what method we have used.

5 um
Fig. 1 SEM image of homogeneous selenium nanoparticles coating on 3D porous collagenous
matrix.

This work was supported by the CEITEC 2020 (LQ1601) with financial support from the Ministry
of Education, Youth and Sports of the (Czech Republic under the National Sustainability
Programme II and by the Ministry of Health under the project no. 17-29874A.

atery 19:50-21:00

Veronika Grézlova?, Lenka Michlovska?, Kristyna Smerkova?, Pavel
Kopel?, Vojtéch Adam?, Silvia Kociova?, Petr Babor3, Pavel Divis*
and Lucy Vojtova!

Thixotropic polymer-phosphate bone filler modified with antibacterial
selenium nanoparticles

1 Brno University of Technology, CEITEC — Central European Institute of Technology, Advanced
polymers and composites, Brno

2 Mendel University in Brno, Faculty of AgriSciences, Dept. of chemistry and biochemistry, Brno
3 Brno University of Technology, CEITEC — Central European Institute of Technology, Preparation
and characterization of nanostructures, Brno

4Brno University of Technology, Faculty of chemistry, Materials Research Centre, Brno

Veronika.Grezlova@ceitec.vutbr.cz

Calcium phosphate (CaP) ceramics, like as hydroxyapatite and tricalcium phosphate (TCP)
are very similar as the inorganic component of natural bone tissue with extraordinary biological
compatibility. Synthetic bone cements are used in reconstruction and repair surgery. However,
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infection around bone implants (osteomyelitis) is the main problem of modern reconstructive
surgery. We tried polymer-calcium phosphate cement (pCPC) modified by selenium nanoparticles
(SeNPs). Selenium is also a biogenic element and exhibits antibacterial properties. As a result,
SeNPs improved injectability of bone cement and increased setting reaction rate with the positive
effect on cement mechanical properties. Addition of SeNPs into pCPC made the material more
thixotropic thus improving the injectability and flowability of the material important for mini-
invasive surgery (Figure 1). Moreover, SeNPs accelerated the self-setting pCPC reaction as proved
by XRD analysis and affected positively the mechanical strength of the bone filler samples.
Morphology showed transformation of amorphous TCP to flower-like crystals. Distribution of
SeNPs in pCPC was evaluated by secondary ion mass spectrometry imaging.

Prepared antibacterial cement were very effective on a gram-positive bacteria proved by disc
diffusion method on Staphylococcus aureus and even methicillin resistant Staphylococcus aureus
bacterial strains. Due to the positive effect of SeNPs on rheological, mechanical and antibacterial
properties, the novel polymer-phosphate bone cement can be possibly applied in mini-invasive
surgery as bone filler for the treatment of osteomyelitis. However, we would like to incorporate
antibiotics into the bone filler and compare antibacterial efficiency with those having SeNPs on
both G+ and G- strains.

2500
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Fig. 1 Thixotropy of original pCPC (black) and SeNPs-modified pCPC (yellow) measured at 23°C
by steady-state method using rheometer (AR-G2 TA instrument).

This work was supported by the CEITEC 2020 (LQ1601) with financial support from the Ministry

of Education, Youth and Sports of the Czech Republic under the National Sustainability
Programme II and by the Ministry of Health under the project no. NV18-05-00379.
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Tomas Horazd'ovsky !, Petr Vicak !, Zdenék Tolde?, Radka Vrbova3
a Lucie Himmlova?3

Povrchové modifikace titanu iontovym svazkem pro vyuziti v kloubnich
nahradach

1 Ceske vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav fyziky, Praha 6
2 Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Ustav materialového inzenyrstvi, Praha
3 VSeobecna fakultni nemocnice v Praze, Stomatologicka klinika 1. LF UK a VFN, Praha

Tomas.Horazdovsky@fs.cvut.cz

Titan a jeho slitiny jsou perspektivnimi materidly v mnoha prlmyslovych oblastech. Diky
vyborné biokompatibilité, relativné nizkému modulu pruznosti a dobré korozni odolnosti nasli své
Siroké uplatnéni také v biomedicinském inZenyrstvi. Jejich nevyhodou je vSak nizsi odolnost proti
otéru. Uvolnéné titanové Castice mohou v téle pacienta zplsobit nezadouci reakce imunitniho
systému, zvysuijici riziko selhani implantatu, predevSim pak u populace s diagnostikovanou
polyvalentni alergii, astmatem, autoimunitami nebo prokazanou hypersenzitivitou na kovy.
Modifikace povrchu prostrednictvim dopovani vhodnym prvkem vytvori v povrchu bariérovou
vrstvu integrovanou v titanové matrici. Vytvorené slouceniny méni vlastnosti povrchu a mohou
zcela potladit nezadouci vlastnosti titanu. Prispévek prezentuje fyzikalni a uzitné vlastnosti
modifikovaného titanu dusikovym iontovym svazkem pro potencialni vyuziti v kloubnich
nahradach.

utery 19:50-21:00
Ivan Jirka?!, Ivana Kopova? a Lucie Bacakova?
Cytokompatibilita silikalitovych povlakil na povrchu kovovych materialt

! Ustav fyzikalni chemie J. Heyrovského, AV CR, v.v.i., Praha
2 Fyziologicky Ustav AV CR, v.v.i., Praha

Ivan.Jirka@h-inst.cas.cz

Silikalitové povlaky (8$P) na povrchu oceli nebo slitiny TiAl6V4 zvysSuiji jejich cytokompatibilitu
a jsou tak perspektivni pfi vyvoji novych materidld vhodnych jako nahrada Kkosti.
Cytokompatibilitu $PIze ovlivnit volbou podminek jejich syntézy a post-syntetického opracovani.
Podminkami syntézy SP, které vedou k vySSi mikroporosité vnéjSiho povrchu povlaku, Ize
cytokompatibilitu povlaku zvysit 12 Ke zvySeni cytokompatibility SP dochazi rovnéz jeho post-
syntetickou nizkoteplotni termickou kalcinaci (300°C)3. Vysokoteplotni post-synteticka kalcinace
SP (500°C) vSak cytokompatibilitu snizuje*. V tomto prispévku shrnujeme vysledky studia pficin
tohoto efektu. Diskutujeme mozné vlivy (7) vzniku extra-celularnich a intra-celularnich reaktivnich
kyslikovych specii (Reactive Oxygen Species—ROS), (7)) vzniku sub-nanometrové porosity a (jii)
genotoxicity vnéjsiho povrchu SP.

77



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY X!

Herbertov, Horni Mlyn, 18. - 21. 9. 2018

1. Ivan Jirka, Marta Vandrovcova, Jan PlSek, Lucie Bacakova, The interaction of human
osteoblast-like Saos-2 Saos-2 cells with stainless steel and Si(100) coated by silicalite-1 films,
Acta Polytechnica CTU Proceedings 8:1-4, 2017.

2. Ivan Jirka, Marta Vandrovcova, Jan PlSek, Milan BousSa, Lucie Bacakova, Interaction of silicalite-
1 film with human osteoblast-like Saos-2 cells: The role of micro-morphology, Materials Letters
190: 229-231 (2017).

3. Ivan lJirka, Marta Vandrovcova, Jan PlSek, Milan Bousa, Libor Brabec, Helena Dragounova,
Lucie Bac¢akova, Interaction of human osteoblast-like Saos-2 cells with stainless steel coated by
silicalite-1 films, Materials Science and Engineering C 76: 775 — 781 (2017).

4. Ivan Jirka, Pavel Kubat, Ivana Kopova, Edyta Tabor, Lucie Bacakova, Milan Bousa, Petr Sajdl,
Influence of Carbonaceous Residua on the Properties of Heat Treated Silicalite-1 Film. Calcined
silicalite-1 film as a prospective prosthetic material, Materials Science and Engineering C,
zaslano do tisku (2018).

Tato prace byla podporena Grantovou agenturou Ceské republiky (grant Cislo. GA16-026815).
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Stefan Juhas?, Petra Smatlikoval?2, Jana Juhasova?l, Tomas Suchy3#,
Marie Hubalek Kalbacova®®, Zdenka Ellederova!, Jan Motlik! a Jifi Klima?

Adipogenni diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék
s mutovanym huntingtinem

! Centrum PIGMOD, Laboratof bunécné regenerace a plasticity, Ustav Zivocdigné fyziologie a
genetiky, AV CR, v.v.i., Libéchov

2 Katedra BunécCné Biologie, Pfirodovédecka Fakulta UK v Praze, Praha

3 Oddéleni kompozitnich a uhlikovych materialll, USMH AVCR, v.v.i., Praha

4 Fakulta Strojni, Ceské Vysoké Uceni Technické v Praze, Praha

> Lékarska fakulta v Plzni, Biomedicinské centrum, Plzef

6 Ustav patologické fyziologie 1. |ékarské fakulty Univerzity Karlovy v Praze, Praha

juhas@iapg.cas.cz

Lidsky mutovany huntingtin, pfi¢ina smrtelné neurodegenerativni Huntingtonovy nemodi,
negativné ovliviiuje bunécné procesy ve vSech buikach lidského organizmu. V roce 2009 jsme v
Ustavu Zivodigné Fyziologie a Genetiky AV CR vytvorili transgenni model Huntingtonovy nemoci u
miniprasat. Tato miniprasata expresuji ve vSech svych burkach lidsky mutovany huntingtin a
proto jsou vhodnym modelem pro studium jeho patologického vlivu. Cilem nasi studie byla
charakterizace povrchovych CD markerl mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) izolovanych
z kostni drené transgennich a netransgennich miniprasat a nasledné kvantifikace adipogenni
diferenciace téchto MSC. Vysledky experimentd poukazuji na negativni efekt lidského mutovaného
huntingtinu na proces adipogeneze v /in vitro podminkach.

Podékovani: Projekt NV15-25813A (AZV) - Vyvoj a komplexni prekiinické testovani novych
kompozitnich materidld pro kostni chirurgii, CHDI Foundation (A-11609, A-12913), projekt
Univerzity Karlovy - PROGRES Q26, Narodni program udrZitelnosti I — projekt LO1609, LO1503
(MSMT) a Institucionaini podpora RVO: 67985904.
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utery 19:50-21:00
Jana Juhasova a Stefan Juhas
Miniaturni prase — preklinické studie

Laboratof buné¢né regenerace a plasticity, Ustav Zivocidné fyziologie a genetiky, AV CR, v.v.i.,
Libéchov
juhasova@iapg.cas.cz

V souCasné dobé predstavuje miniaturni prase z ekonomického a etického hlediska pro
biomedicinsky vyzkum jedinecny velky zvifeci model. Podobné jako Clovék, prase patfi mezi
vSezravce, a jeho gastrointestindlni trakt, kliZze, nervovy systém a smyslové organy vykazuji
mnohé fyziologické a anatomické podobnosti s lidmi. Tento fakt umoziuje u miniaturnich prasat
simulovat rozlicne fyziologické nebo patologické procesy probihajici v lidském organismu. V roce
2009 jsme na paidé Ustavu Zivocisné Fy2|olog|e a Genet|ky AV CR, V.V.i. vytvorili transgenm model
Huntingtonovy nemoci, ktery byl a je UspésSné vyuzivan pro preklinické testovani genové terapie.
Pokroky molekuldrni biologie a genového inzenyrstvi umoznili vytvoreni tzv. knock-in modell
nemoci u prasat (miniaturnich prasat) s presné cilenou mutaci [1]. Centrum PIGMOD v Libéchové
disponuje chovnym a experimentalnim stadem transgennich (Huntingtonova nemoc — transgen
VS. knock-in) a netransgennich (bilda a melanomova MeLiM linie) miniprasat a moderné
vybavenymi laboratofemi a operacnimi saly pro provadéni preklinickych experimentd.

[1] Perleberg C, Kind A, Schnieke A. Genetically engineered pigs as models for human disease.
Dis Model Mech. 2018 Jan 22;11(1). pii: dmm030783. doi: 10.1242/dmm.030783.

Podeékovani: Projekt NV15-25813A (AZV) - Vyvoj a komplexni preklinické testovani novych
kompozitnich materiald pro kostni chirurgii, Projekt NV16-27653A (AZV) - Prevence vzniku
Jicnovych stenoz po endoskopické resekci nebo disekci casnych neoplazii jicnu - experimentaini
studie, Projekt NV16-31806A (AZV) - Nové metody in vivo monitorace a osetreni’ dehiscence
strevni anastomdzy na experimentalnim modelu, Sponsored Research Agreement No:
#101103656 — S9001940, Nérodni program udrZitelnosti I — projekt LO1609 (MSMT) a
Institucionaini podpora RVO: 67985904.
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Jan Koutecky?!, Lukas Horny?, Leopold Pleva3a Alexandr Rypl*

Vyvoj nové generace hiebli pro osteosyntézu dlouhych kosti dolni
koncetiny FV30348

! MEDIN, a.s., Nové Mésto na Morave

2 CVUT v Praze, Fakulta strojni, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Praha
3 Fakultni nemocnice Ostrava, Ostrava Poruba

4Nemocnice Ceské Budéjovice, a.s., Ceské Budéjovice

Jan.Koutecky@medin.cz

Projekt se zabyva priimyslovym vyzkumem a experimentalnim vyvojem hiebové osteosyntézy
dlouhych kosti dolni koncetiny s FeSenim extraartikularnich zlomenin proximalni tibie.
Interdisciplinarni vyvoj v projektu je ¢lenén do dvou smérl: vyvoj anterogradnich hiebd a vyvoj
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retrogradnich hrebl. V ramci letosniho roku se fesitelé zaméfuji na implantat z anterogradniho
sméru, na vyvrtavaci instrumentarium a suprapatelarni pristup. Dlraz je pfi vyvoji kladen na
aspekt miniinvazivity operace, rychlejsi 1écbu, nizsi riziko komplikaci, rehabilitace a véasny navrat
do béZzného Zivota.

-

Obr. 1 Tibialni hreb firmy Medin a.s.

Projekt ,,FV30348 - Vyvoj nové generace hrebl pro osteosyntézu dlouhych kosti doini koncetiny™
Jje realizovan za financni podpory z prostredkd statniho rozpoctu prostrednictvim Ministerstva
primysiu a obchodu v programu TRIO.

Gtery 19:50-21:00
Jakub Kronek a Josef Kolacny

hd V4

UZ mas na prstech varhanky? Tak uz vylez z té vany....
aneb od adheze a treni kiize k ergonomii

CVUT v Praze, Fakulta strojni, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Praha
jakub.kronek@cvut.cz

VSichni zname efekt zvrasnéni (zvarhankovaténi) polStaikd prstd zplsobeny déle trvajicim
kontaktem s vodou (anglicky water-induced finger wrinkles). Smysl této reakce téla na vodu zatim
vSak neni vérohodné vysvétleny. Pred péti lety se rozhorel spor mezi védeckymi tymy z Velké
Britanie a Némecka, kdy prvné zminovani publikovali studii, jez méla prokdzat pozitivni vliv
varhankd na schopnost uchopovat a manipulovat s mokrymi pfedméty. Tato teze se zdala byt
logicka a provedeny experiment ji potvrzoval. O rok pozdéji vsak prisli némecti védci s podobnou
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studii, kterd takovyto vliv varhankl zamitd a nepfimo obvinili britské kolegy z toho, Ze jejich
subjekty byly prehnané motivovani k tomu, aby experiment vySel tak, jak si predstavovali.
Provedli jsme proto vlastni objektivni experiment, kde jsme pomoci dvouosého silového snimace
porovnavali vliv varhankd na soucinitel tfeni (pomér normalové a smykové sily) pfi tfeni prstu o
drevénou/kamennou deskou za sucha a za mokra s rlizné velkym pfitlakem a smykovou rychlosti.
Kromé toho, Ze varhanky vyrazné zhorSuji tfeni (snizuji soucinitel tfeni) se suchymi povrchy,
nepozorovali jsme statisticky vyznamny vliv na tfeni s mokrymi povrchy. Jestli varhanky maiji byt
jakousi evolucni vyhodou, jejich smyslem pravdépodobné neni zvySeni tfeni nebo adheze klze
s mokrymi predméty, at’ uz formou lepsiho odvodu tekutiny (efekt dezénu u pneumatik), zménou
drsnosti (Ra, Rz, Sa,...) klize, zménou viskoelastickych vlastnosti kiiZze, nebo zménou velikosti
kontaktni plochy. Pojd'me vyuzit letosSniho setkani na Herbertové a s mensi modifikaci zopakovat
experiment britskych védcd a jednou pro vzdy rozhodnout o vlivu varhankd na schopnost
manipulace s mokrymi predméty. Detaily budou vysvétleny béhem konference.

Obr. 1 3D skeny obtiskd prstu. Vlevo bez varhankd, vpravo s varhanky

utery 19:50-21:00
Jan KuzZzma, Katarina Mendova, Lukas Horny a Jakub Kronek

Moznosti zvysSeni poddajnosti cévnich nahrad pomoci podélného
predpéti

Ceské vysoké uceni technické v Praze, Fakulta strojni, Praha

jan.kuzma@fs.cvut.cz

Je znamo, ze lidské tepny, zejména ty s podstatnym podilem elastickych membran ve své
sténé jako jsou aorta, krcni tepny, kycelni, stehenni anebo tfeba podkolenni, jsou ve svém
pracovnim stavu /in vivo podéiné predepjaty (Horny a kol., 2017). Hodnotu predpéti /in situ
mdzeme zjistit napfiklad pfi pitvé, kdyz na tepné vytvofime znacky a zméfime jejich vzdalenost
pred vyjmutim a po ném. Jako podélny stre¢ (protazeni nebo téz predepnuti) definujeme podil
téchto hodnot. Z biomechanickych vypoctovych simulaci a experimentd vyplyva, Ze toto predpéti
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ma vyznamnou fyziologickou funkci. U zdravé tepny vede k tomu, ze fyziologicky tlakovy puls
prenasi ve stavu, kdy (1) se jiz podéiné témér nedeformuje a (2) kdy, jak ilustrujeme i nize, je ve
skutecnosti obvodové poddajnéjsi (Horny a kol., 2014; Horny a Netusil 2016). To znamena, Ze
dany prirlistek tlaku AP deformuje tepnu do vyssiho AV tj. pti stejném tlakovém pulsu tepna vice
zvétsi svlij objem, nez kdyby nebyla predepjata.

TAHOVA ZKOUSKA NAFUKOVANI A PROTAHOVANI TRUBICE
[ 10 — =
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Obrazek 1. Panely vlevo: zaznamy tahovych zkousek se vzorky Sylgardu 184 (horni) a Tecoflexu
SG-80A (dolni). Hyperelastické materialové modely pouzité v regresni analyze (spojita Cervena
kfivka) jsou Cciselné charakterizovany parametry uvedenymi zcela vpravo. Panely vpravo a
uprostied: vysledky simulace nafukovani axialné predepjatych tenkych trubic. Barvy kfivek
odpovidaji pocate¢nimu predpéti 4. =1, 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5 a 1.6. VSimnéme si, Ze u Sylgardu
184 napft. Cervena krivka P— r/R (tj. pro A. = 1.6) pro vymezeny interval AP dava delSi interval
A(r1R) nez fialova krivka, ktera odpovida axialné nepredepjaté trubici (1. = 1). Naopak pro
Tecoflex prodlouzeni intervalu A(7/R) s narlistem pocatecniho predpéti 1. nepozorujeme.

Prestoze je skutecnost, Ze jsou tepny predepjaty, znama, neni velké povédomi o tom, jak
mechanicky vyhodny tento fenomén je. Navic tento fenomén neni vSeobecné znam ani
v priimyslu, kde by se dal vyuzit pfi optimalizované konstrukci napf. objemovych Cerpadel ve
tvaru valcovych trubic. Podle nazoru autorl by mohlo byt zajimavé zvazit i disledky aplikace
podélného predpéti v biomedicinské technice a zdravotnictvi, napfiklad pfi implantaci cévnich
nahrad. Stale totiz hledame optimalni nahradu pro tepny stfedniho kalibru (napr. povrchové
ulozené véncité tepny). Klademe si tedy otdzku, jsou soucasné cévni nahrady vyrabény
z materiald, které by pomoci podéiného pfedepnuti bylo mozno ucinit poddajné&jsimi v obvodovém
sméru? Cimz prosté rozvijime nase vyzkumné snazeni zamérené na obecné zjisténi, pri jakych
materidlovych vlastnostech Ize zvySeni poddajnosti predepnutim dosahnout.

Za timto ucelem jsme z komercné dostupného silikonového elastomeru Sylgard 184 pripravili
prouzky pro tahovou zkousku. V jednoosé tahové zkousce jsme zjistili mechanické chovani, které
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jsme v regresni analyze charakterizovali neo-hookeovskym modelem hustoty deformacni energie
(material je tedy modelovan jako nelinearné pruzny). Neo-hookeovsky model materialového
chovani jsme pak pouZili v analytické vypocetni simulaci nafukovani a protahovani tenkosténné
trubice vyrobené ze Sylgardu 184, abychom zjistili, jaka bude jeji inflacni charakteristika pfi
podélném predpéti. Ve vypoctu jsme kormé trubice ze Sylgard 184 uvazovali i trubici vyrobenou
z Tecoflex SG-80A, coz je obchodni nazev pro termoplasticky polyuretan pouzivany k vyrobé
zdravotnickych prostredkl jako jsou napf. cévni nahrady. Materidlova data pro Tecoflex SG-80A
ziskana pri jednoosé tahové zkousce jsme prejali z Castillo-Cruz a kol. (2018). Data jsme podrobili
regresni analyze, ve které jsme odhadli parametry funkce hustoty deformacni energie pouzité ve
formé Ogdenova modelu.

Vysledky predpovédi vypoctového modelu pro nafukovani a protahovani tenkosténné trubice
Sylgard 184 a Tecoflex SG-80A jsou spolu s daty z jednoosé tahové zkousky na obrazku 1.
Z vysledkl je zfejmé, Ze podéiné predpéti ma pro nafukovani trubice Sylgard 184 zcela jiné
disledky nez pro nafukovani trubice Tecoflex SG-80A. Zatimco u Sylgardu pozorujeme pro
zvolené AP (vyznaceny interval na svislé ose) narlst variace obvodové deformace (tj. A(//R))
s narlstem podélného predpéti 1. - coZ je dlsledek zvySeni poddajnosti trubice -, u trubice
Tecoflex je to presné naopak. S podélnym predpétim odezva tuhne, coz znamena, ze pro zvolené
AP se variace obvodové deformace snizuje.

Vysledky nam dokladaiji, ze (1) vliv podélného predepnuti na inflacni odezvu valcové trubice
je zavisly na materialovych vlastnostech a ze (2) pro trubice vyrobené ze silikonového polymeru
Sylgard ma smysl uvazovat o podélném predepnuti jako konstrukénim zasahu umoziujicim snazsi
nafukovani trubice (cévni nahrady), zatimco u trubice vyrobené termoplastického polyuretanu o
takovém konstrukénim rfeseni smysl uvazovat nema. Domnivame se, Ze vysledky dokumentuiji, ze
v budoucnu by si podéiné predpéti elastomernich trubic zaslouzilo vétsi pozornost i s ohledem na
hledani praktickych aplikaci tohoto fenoménu.
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Mechanické chovani tenkych vrstev DLC a DLC/Ti pripravenych
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V ramci vyzkumu tenkych vrstev diamantu podobného uhliku (DLC) pfipravovanych pomoci
hybridni laserové technologie, jsme se zamérili na modifikaci povrchu pomoci iontového
bombardovani. Testovali jsme bombardovani ionty dusiku N* a v pripadé vrstev dopovanych
titanem také na ionty Ar*. Testované energie iontl byly 0; 30; 40; 50 a 70 eV. Pro ptipravu
vrstev DLC bylo pouzito kombinace pulsni laserové depozice - PLD (excimerovy laser, KrF,
A = 248 nm, hustota energie laseru byla 10 J/cm?) s iontovym zdrojem (proud vyboje 0,15 A).
Byly otestovany dvé vzdalenosti iontového déla od vzorku (130 a 260) mm a tfi rlizné celkové
tlaky v komore 0,15; 0,25 a 0,4 Pa. Pro vytvoreni vrstev DLC/Ti bylo pouzito hybridni technologie
zalozené na kombinaci PLD s magnetronovym naprasovanim. Vykon magnetronu byl 40 W resp.
100 W. Podkladovym materidlem byl kiemikovy wafer Si(111) a titanova slitina Ti6Al4V. Dosazené
vysledky jsou srovnany s drivéjsimi Cistymi vrstvami DLC, vrstvami bombardovanymi jinymi ionty,
Ti/DLC vrstvami a zakladnim materidlem Ti6Al4V. Vzorky vrstev byly podrobeny analyzam slozeni
a vazeb WDX, XPS. Byla studovana morfologie povrchu mechanickou profilometrii a pomoci
mikroskopie atomarnich sil. Hlavni zaméreni bylo na sledovani zmén v mechanickych vlastnostech
a to adhezi, opotrebeni a treni vrstev.
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Biokompatibilni uhlikové nanovrstvy pro pokryti cocek

1 Ceské vysoké uleni technické v Praze, Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, Katedra
pfirodovédnych obord, Kladno
2 Fyzikalni Ustav AV CR v.v.i., Oddéleni optickych a biofyzikalnich systémd, Praha

petr.pisarik@fbmi.cvut.cz

Nitroo¢ni ¢ocka (IOL) a kontaktni ¢ocky jsou tzv. ,cizi téleso v oku", a proto je na né kladeno
z hlediska biologické snasenlivosti neboli biokompatibility mnoho pozadavk(. Biokompatibilitu
urCuji biofyzikalni a chemické vlastnosti materialu. Je to jedna z nejdllezitéjSich vlastnosti cocky,
z d@ivodu mozného vzniku patologickych zmén po aplikaci.

Materidly pouZité na ¢ocky mlzeme rozdélit na anorganické latky (sklo) a organické latky,
které tvori prevazné polymery - jako naptiklad polymetylmetakrylat (PMMA), akrylaty, silikony a
mnohé dalsi.
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I pres jejich biokompatibilni vlastnosti tyto materidly nejsou idedlni. Jeden ze zplsobu jak
cocky vylepsit je potahnout zakladni material ¢ocky tenkou vrstvou materidlu, které ma lepsi
biokompatibilni i jiné vlastnosti. Mezi dnes zkoumané materialy patfi diamantu podobny uhlik
(DLC). DLC vrstvy jsou polovodice s vysokou mechanickou tvrdosti, chemickou inertnosti, nizkym
koeficientem tfeni, vysokou tepelnou vodivosti, a maji dobré elektrické a optické vlastnosti,
dobrou biokompatibilitu a nejsou cytotoxické. A proto DLC mdZe slouZit jako ochranna
(utéruvzdornd) vrstva, antireflexni vrstva, vrstva proti UV zareni, navic Ize pouzit pfimés stfibra
nebo kifemiku pro vytvoreni antibakteridlniho efektu, ktery brani vzniku infekce a slouzi i proti
vzniku kalcifikace.

V tomto prispévku se budu zabyvat dnes pouzivanymi vrstvami na brylovych cockach a jejich
porovnani s vyrobenymi vrstvami DLC. Zaméfim se na dva zakladni parametry trasmisivitu
(ochranu proti UV méfenou na UV-VIS vilaknovém spektrometru USB2000+ od firmy Ocean
optics) a opotiebeni (otéruvzdornosti mérenou na tribometru od firmy Anton Paar s vyrobenym
specialnim drzakem cocek — Obrazek 1).

Obr. 1 Tribometr se specialnim drzakem pro brylové ¢ocky.

Méreni otéruvzdornosti prokazalo zavislost odolnosti ¢ocky na povrchové Upravé cocky. U
tvrzenych Cocek a ¢ocek s béznou antireflexni Upravou bylo poskozeni znatelné témér okamziteé
(Obrazek 2a). U specialnich cocek byla pak odolnost proti poskozeni vyssi (Obrazek 2b). DLC
vrstvy v porovnani se specialnimi vrstvami mély velmi podobnou odolnost proti opotrebeni nebo
mirné vyssi, ale jejich nespornou vyhodou byla lepsi biokompatibilita (Obrazek 2c).

Méreni propustnosti prokazalo silnou zavislost transmisivity ve VIS a v UV oblasti na zakladnim
materialu ocky. Povrchové Upravy pouze mirné ovliviiovaly oblast, kde ¢ocka zacala propoustét
svétlo. DLC vrstvy snizily znacné propustnost samotné ¢ocky v UV oblasti, ale i mirné ve viditelné
oblasti.
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Obr. 2 Ukazka opotrebeni (A — tvrzena cocka, B — specialni ¢ocka, C — DLC vrstva)

Dalsi vyzkum DLC vrstvy by tedy mohly do budoucna vést k vyrobé novych odolnych brylovych
cocek a diky svym biokompatibilnim vlastnostem i k pouziti na IOL a kontaktnich ¢ockach, a tim
posunout tento obor dopredu.

Podékovani: Tato prace byla podporena grantem MSMT Cislo LO1409 a grantem Studentské
grantoveé souteze CVUT Cislo SGS17/156/0HK4/2T/17.
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Optimalizace formace osteoklastili z bunécné linie RAW 264.7 a jejich
interakce s tkanovymi nosici
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3 2. lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha
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Tkanové nosie urené pro regeneraci kostni tkané je tfeba fadné otestovat. Pred
pristoupenim k testovani na zvirecich modelech je vhodné nosi¢ co nejlépe otestovat in vitro.
Snizuje se tak pocet zvifat potfebnych k in vivo testovani. Pfi testovani nosicli in vitro je tfeba
vzit v Uvahu vSechny vlastnosti a fungovani kostni tkané. Za fyziologickych podminek podiéha
kost remodelaci, pri které je kostni tkan resorbovana osteoklasty, které uvoliuji misto pro syntézu
nové tkané, syntetizované osteoblasty. Z tohoto ddvodu je vhodné testovat tkarové nosice
pomoci kombinace obou téchto bunék. Osteoklasty jsou mnohojaderné bunky vznikajici fuzi
makrofagl za pritomnosti RANKL (angl. receptor activator of nuclear factor kappa B ligand) a M-
CSF (angl. macrophage colony-stimulating factor).

V této studii jsme jako prekurzorové bunky pro osteoklasty pouzili linii RAW 264.7. Jedna se
o linii mysSich makrofagl s periferni krve. Ke stimulaci jejich flze do osteoklastli jsme pouzili
kombinaci rlznych koncentraci RANKL a M-CSF a kultivacnich protokolll. Formace osteoklast(
byla ovéfena pomoci detekce aktivity TRAP (tartrate-resistant alkalic phosphatase) a karbonické
anhydrazy II (CA2). Sledovali jsme rovnéz viabilitu a proliferaci bunék pomoci MTS testu a
kvantifikace bunécné DNA.
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V dalSim kroku bude sledovana interakce osteoklastd s rliznymi bunécnymi nosici. Budou
testovany bunécné nosiCe, které jsme v minulosti Uspésné testovali v nasi laboratofi pomoci
diferencovanych MSC (mezenchymalnich kmenovych bunék) a dalSich bunécnych linii (MG-63,
Sa0S2). Interakce bunék s nosici bude sledovana pomoci konfokalni mikroskopie.

Podekovani: Studie byla financné podporena z grantu Grantové agentury Ceské republiky cislo
18-09306S a z grantu Ministerstvo skolstvi, mlddeZe a telovychovy Ceské republiky cislo NPU
I:L01309.
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In vitro stimulace proliferace mezenchymalnich kmenovych bunék na
nanovlakennych nosicich funkcionalizovanych lipozomy
s enkapsulovanymi riistovymi faktory
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4 2. lékarska fakulta Univerzity Karlovy, Praha
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Cilem studie bylo vyvinout nanovlakenny nosi¢ funkcionalizovany bioaktivnimi latkami, ktery
by mohl slouzit jako potencidlni systém Ffizeného uvolfiovani latek v aplikacich tkanového
inZenyrstvi. Byly pfipraveny tfi koncentrace lipozoml s enkapsulovanymi rlistovymi faktory (TGF-
B, IGF, bFGF) pro funkcionalizaci nanovlaken z poly-e-kaprolaktonu pfipravenych hladinovym
elektrostatickym zvlaknovanim. Ctyfnasobné ziedéné lipozomy s rlstovymi faktory vykazovaly
nejvétsi icinek na metabolickou aktivitu a proliferaci lidskych mezenchymalnich kmenovych bunék
v disledku prodlouzeného uvolfovani rlstovych faktorl. Tento kompozitni systém by mohl
urychlit proces hojeni a regenerace v misté defektu.

Tato prace byla podporena nasledujicimi granty: AZV grant ¢.17-32285A, NPU I:L01508, NPU
I:L01309 CZ.2.16/3.1.00/21528, GAUK ¢. 512216
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Jana Stépanovskal2, Roman Matéjkal2, Jozef Rosinal
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Dynamicka kultivace kmenovych bunék na titanové implantaty pro
zvyseni osteointegrace

t CVUT v Praze, Fakulta Biomedicinského inZenyrstvi, Katedra biomedicinské techniky, Kladno
2 0dd. biomateriald a tkanového inzenyrstvi, Fyziologicky Ustav, Akademie véd CR, v.v.i., Praha

jana.stepanovska@fbmi.cvut.cz

Jednou z metod pouzivanych pri |é¢bé defektd kostni hmoty je nahrazeni tkané synteticky
implantatem, vyrobenym obvykle z kovu, keramiky nebo jejich kombinace. Po implantaci dochazi
k reakci organismu, ktera zavisi na fyzikalné-chemickych vlastnostech materialu, vyvolavajicich

87



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY X!

Herbertov, Horni Mlyn, 18. - 21. 9. 2018

bunécnou odezvu a ovliviujicich tak adhezi bunék. Nezfidka dochazi k odmitnuti a nevhojeni
implantatu, k vytvoreni pojivové tkané snizujici pevnost materidlu ve tkani apod. Vhodnou
Upravou povrchu Ize upravit rozhrani implantat — kost, coz vede ke zvyseni osteointegrace, snizeni
doby hojeni a umoznéni pred€asného namahani implantatu. DalSi zvySeni biokompatibility Ize
docilit pokrytim implantatu autolognimi kmenovymi burfikami pacienta a jejich diferenciaci na
osteoblasty pred implantaci do kostni tkané pacienta. Cilem prace je kultivace kmenovych bunék
a jejich diferenciace k osteoblastlim na titanovém povrchu.

Diferenciace kmenovych bunék do osteoblastl je podporena dynamickou kultivaci bunék
v bioreaktoru za plisobeni tlakového namahani. Primarni markery diferenciace do osteoblastl jsou
u dynamické kultury detekovany jiz po trech dnech kultivace. Stimulaci bunék v 3D gelech dochazi
k simulaci podminek podobnych v kostni tkani a dochazi k vytvoreni vicevrstvé bunécné kultury.
Pro zvySeni adheze bunék a gelu byl povrch substratl oplazmovan 20 minut v kyslikové
atmosfére. Fibrinové gely o koncentraci 5 mg fibrinu na ml gelu a tloustce 1,5 mm simulovaly
prostredi spongidzy kosti. Bunky byly kultivovany v diferenciacnim osteogennim médiu DMEM.
Tlakova zatéz méla sinusovy pribéh s amplitudou 16 kPa. Pri tlakové zatézi doslo k orientaci
bunék paralelné ke sméru pdsobici tlakové sily, coz bylo patrné jiz treti den kultivace, viz obr. 1.
Jiz po 7 dnech kultivace na zakladé analyzy osteogennich markerd vykazovala dynamicka
kultivace lepsi vysledky oproti statické.

Obr. 1 Ortogonaini pohled na 3D kulturu po Obr. 2 Systém pro dynamickou kultivaci
70 hodinach zatéze. Sipka naznacuje smér s tlakovym namahanim
tlakové zatéze. Jadra zndzornéna cervené,
cytoskelet zelené.

Prace byla podporena grantem AZV 15-29153A Vyvoj aortaini chlopné na bazi perikardu pomoci
primarnich a kmenovych bunék a mechanického zateZovani v bioreaktoru.
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Typ interakce laserového paprsku s tkanémi zavisi na parametrech laseru (vinova délka,
hustota energie, trvani pulsu) a parametrech cilové tkané. Z biomedicinského hlediska jsou
nejzajimavéjsimi fotoablacni interakce, které Gcinné odstranuiji cilovou tkan prfimo rozbitim
molekularnich vazeb bez nadmérného tepelného zatizeni okoli. Excimerové lasery pracuijici
v pulsnim rezimu maji energii dostacujici k rozbiti vazeb. Pro analyzu profilu kraterli ablace a jejich
hloubky byla vyvinuta a ovérena nova metoda vyuzivajici CT zobrazovani.

Tloustka materialu extrahovaného jednim pulsem se nazyva ablacni hloubka, jeji znalost je
které dochazi k ablaci. Tu Ize urcit na zakladé znalosti zavislosti mezi ablacni hloubkou a hustotou
energie.

Ablacni kratery byly vytvoreny pomoci pulzniho excimerového KrF laser COMPEX F 205 Pro,
Lambda Physik, ktery generuje zareni o vinové délce 248 nm. Maximalni energie jednoho pulsu
je 700 mJ s trvanim 25 ns, maximalni opakovaci frekvence je 50 Hz. BEhem naSich experiment(
byly pouzity hustoty energie od 760 do 2170 mJ - cm? a rdzné pocty pulsd (50 - 500). Pri
pokusech byly ozarovany tkané domaciho prasete (/at. Susscrofa f. Domestica) vzhledem k jejich
podobnosti s lidskou tkani. Bylo pouzito nékolik rliznych druhd tkané: tuk, kosterni a srdecni
svalovina, jatra a kost (zebra).

Pro vytvoreni CT snimkl byla pouZita rentgenova jednotka XR 4.0, PHYWE. Maximalni
urychlovaci napéti rentgenové trubice Ize nastavit na 35 kV a maximalni anodovy proud az na 1
mA. Rozdil mezi absorbanci vzduchu a vzorku tkané (tukové, svalové) je pomérné maly a okraj
kraterového dna je obtizné rozpoznatelny. To Ize vyresit aplikaci kontrastniho Cinidla - roztoku
jodidu draselného (KI). Pfesna hloubka krateru byla stanovena pomoci etalonu se znamou délkou
(Obr. 1).

etalon

Obr. 1 Ablacni krétery ve veprové kosterni svaloviné (769 mJ-cm=2, 5 Hz, 1600 - 2200 pulst).
Vzorek pfipraveny pro vytvoreni CT snimku (vlevo) a graficky upraveny CT snimek téhoz vzorku
(vpravo).
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Ablacni hloubka zavisi na hustoté energie pfimo Umérné, jak je patrné z grafu (obr. 2).
Prlsecik regresni pfimky s vodorovnou osou odpovida hodnoté ablacniho prahu. Méfili jsme
hloubky ablace pfi rliznych hodnotach hustoty energie a stanovili jsme hodnotu abla¢niho prahu
pro pét rlznych typl tkani. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 1. Tyto hodnoty jsou ve velmi dobré
shodé s minulymi experimenty a publikovanymi hodnotami.
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Obr. 2 Zavislost abla¢ni hloubky na hustoté energie pro srde¢ni svalovinu, ablacni prah

170 mJ:cm2
Tab 1 Hodnoty experimentalné uréenych ablacnich prahd pro vybrané typy tkani
_ Hodnota ablacniho prahu
Typ tkane [mJ-cm?]

Srdecni svalovina 170 + 23

Bila tukova tkan 182 + 29

Jaterni tkan 191 + 22

Kosterni svalovina 112 £ 15

Kost (Zebra) 131 + 17

Réda bych podékovala doc. J. Hozmanovi z FBMI CVUT za moZnost vyuZiti rentgenove jednotky
a za pomoc pfi vytvoreni snimkd ablacnich kraterd a dale pak Grantové komisi CVUT za umoznéni
prace prostrednictvim grantu: SGS18 / 157 / OHK4 / 2T / 17.

90



BIOMATERIALY A JEJICH POVRCHY XL,

Herbertov, Horni Mlyn, 18. - 21. 9. 2018

utery 19:50-21:00
Kristyna Valova?, Lenka Michlovska?, Klara Castkova? a Lucy Vojtova!
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Calcium phosphate cement (CPC) has been a subject of interest in bone tissue engineering
for over 30 years. It is hydraulic cement composed of calcium orthophosphate, which forms a
mouldable paste after mixing with the liquid phase. The paste is capable of self-setting in vivo at
physiological conditions (ionic and enzymatic environment, 100% humidity and 37 °C). One of
the main positive of CPC is its injectability, which predisposes the cement to application via mini-
invasive surgical procedures. For this reason, they have a great potential in the field of
orthopaedics, traumatology (fracture fixation) or dentistry. Each of these applications needs
different requirements in particular for biomechanics. The advantage of CPC is the ability to tailor
its properties (rheological, structural, mechanical or bioactive) to meet specific application. In
order of mini-invasive surgery application, the bone cements need to exhibit the best rheological
properties such as injectability, cohesion, or setting time. There are several ways to reach these
features. One of the posibility is to modify the CPC by a thixotropic polymer affecting the above
mentioned properties. The work was focused on comparison of rheological properties of
commonly used water-based CPC with CPC modified by thixotropic thermosensitive copolymer
using both dynamic and steady state rheological analysis. The great finding was that the
thermosensitive copolymer significantly influenced thixotropic behaviour of the cement resulting
in its very good injectabilty important for mini-invasive surgery. However, when water has been
used instead of copolymer for CPC preparation, poor consistency of the paste was found after
high shear stress applying, where the cement tended to form a very dense cluster. In comparison,
cement containing polymer solution of the copolymer remained homogeneous throughout the
shear rate range experiment (see Figure 1).

Figure 1: CPC samples after steady state rheological measurement. Water + CPC (left), polymer
+ CPC (right).
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Moreover, thermosensitive copolymer improve CPC cohesion keeping the cement at the
certain position after the CPC injection into the bone defect place at 37°C. The CPC self-setting
process is therefore tuneable by copolymer concentration, affecting both starting setting time
(processability) and setting speed. Based on the results, copolymer-modified CPC seems to be
useful as injectable bone cements for mini-invasive surgery.

The only problem with rheological analysis was the sample dosing. This analysis requires the
exact amount to be dosed at the same time, which means that the methodology requires very
precise timing. It is also not easy to ensure that the exact quantity of sample is dosed so that
there is no slight overflow around the rheometer's moving geometry. There are two ways to solve
this pain. Either adjust the gap size when using a parallel plate geometry, or replace the geometry
and use the cone plate type. The cone plate requires a larger amount of sample (better dosage),
but the disadvantage is that it depends very much on the particle size of the used ceramics in the
paste. We believe that we can manage this problem successfully in autumn. ©

This work was supported by the CEITEC 2020 (LQ1601) with financial support from the Ministry
of Education, Youth and Sports of the Czech Republic under the National Sustainability
Programme II and by the Ministry of Health under the project no. NV18-05-00379.
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