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ODBORNY PROGRAM KONFERENCE 29.dubna 2014

9.15-9.30 hod Zahajeni konference

9.30-11.00 hod Prednaskovy blok].
Piedsednictvo: M. Slais, I. Surovd

Typy preklinickych studii 40’
Slais M.
MediTox s.r.o
Preklinicka hodnoceni - praktické zkusenosti 35°
Surovd .
MediTox s.r.o
Diskuze
11.00-11.30 hod Coffee break
11.30-13.00 hod Prednaskovy blokII.
Predsednictvo: D. Lysdk, R. Pytlik
Legislativa tykajici se neklinickych dat pro LPMT 20°
Kolouchovd E.
Stdtni ustav pro kontrolu léciv
Preklinické testovani bunécéného ptipravku a komunikace 12°
se SUKL - praktické zkusenosti
Pytlik R., Fales I., Rychtrmocovd H., Stehlik D., Slanar O.
I interni klinika I. 1ékar'ské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice Praha
Vyvoj léc¢ivého pripravku Moderni terapie a jeho zavedeni do praxe 12°
v podminkach zdravotnického zafizeni
Lysdk D., Holubovd M., Jindra P.
Fakultni nemocnice Plzeri, Hematologicko-onkologické oddéleni
NK buriky proti relapsu hemato-onkologickych onemocnéni? Zacatek cesty 127
Holubovd M., Lysdk D., Jindra P.
Fakultni nemocnice Plzeri
Odbéry specialnich typu bunék z periferni krve technikou aferézy: historie, 127

soucasnost, moderni trendy

Koristek Z.

Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava

International Clinical Research Center, Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné

Diskuze




ODBORNY PROGRAM KONFERENCE 29.dubna 2014

13.00 - 14.00 hod Obéd

14.00-15.30 hod Prednaskovy blok IIl.
Predsednictvo: M. Kuklik, J. Dragurnovad

3D nanovlakenné kompozitni materialy s inkorporovanymi aktivnimi latkami 12°
urcené pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi

Jencovad V., Prochdzkovd R., Chvojka J., Kostdkovd E., Mikes P.

Technickd Univerzita

Study of mechanobiological properties of human functional cardiomyocytes 127
using Atomic Force Microscopy

PFibyl J., PesI M., Acimovic l., Vilotic A., Meli A.C., Rotrekl V., Dvofdk P., Skiddal P.

Masarykova univerzita, Lékar'skd fakulta, Biologicky tstav

Materialové vlastnosti pojivovych tkani vyznamné pro implantologii 12°
a transplantace

Kuklik M.

Genetické pracovisté 3. LF UK, Oddéleni molekuldrni endokrinologie, EU Praha

Vliv riznych kultivaénich substrata na proliferaci, stratifikaci a diferenciaci 12°
bunék in vitro

Matouskovad E., Plistil L., Mandys V., Krbec M.

Fakultni nemocnice Krdlovské Vinohrady, Centrum aplikované bioimplantologie

Stadium bioinkompatibility nanovlaknovej matrice modifikovanej biologicky 12°
aktivnymi latkami

Michlikovd M.", Draguriovd J.%, Bakos D.', Hndtovd M.

Slovenskd Technickd Univerzita v Bratislavé, Fakulta chemickej a potravindrskej technoldgie,

Slovenskd republika’

Klinika popdlenin Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského Bratislava, Slovenskd republika?

Diskuze

15.30-16.00 hod Coffee break

16.00 - 17.30 hod Prednaskovy blok IV.
Predsednictvo: L. Vojtovd, L. Zubal

Chitin/chitosan-glucan complex based scaffold for tissue engineering application 12’
Abdel-Mohsen
CEITEC




ODBORNY PROGRAM KONFERENCE 29.dubna 2014

Charakterizace a in vitro testovani kolagen/polysacharidovych 12°
kompozitnich skafoldti pro medicinské aplikace

Uhrovd L., Mohsen A., Vojtovd L., Jancdr J.

VUT v Brné, Fakulta chemickd

Separace a charakterizace atelokolagenu 127
Zubal L., Mohsen A., Vojtovd L., Matouskovd P., Konecnd Z.

CEITEC

Vyznamné baktericidni ucinky zelatinovych nanovlaken modifikovanych 127

oxidovanou celul6zou
Svachovd V., Pavlifidk D., Alberti M., Vojtovd L., Jan&dr J., Hyrsl P.
VUT v Brné, Fakulta chemickd

3D zobrazeni skafoldti a bunék pomoci mikroCT 10°
Vojtovd L.", Zidek J.!, Zubal L.’, Zikmund T.", Proseckd E.?, Rampichovd M.?, Chmelik J.2,

Jakubicek R.>, Walek P, Jan J., Kaiser J."

CEITEC VUT, Brno'

Ustav experimentdini mediciny AV CR, v.v.i,, Praha®

Ustav biomedicinského inZenyrstvi, FEKT VUT v Brn&?

Diskuze

18.00 hod Schiize Spoleénosti pro bioimplantologii CLS JEP
20.00 - 24.00 hod SPOLECENSKY VECER




ODBORNY PROGRAM KONFERENCE 30. dubna 2014

9.00 - 10.30 hod Piednaskovy blok V.

Predsednictvo: P. Valis, J. Vojtassdk

Vyuzitie autograftov na baze autolognych MSC pri recidivujucich 127
razstepov podnebia

Vojtassdk J."2, Mraéna J.%, Usakova V.%, Galbavy $.°

Faculty of Health and Social Care, Trnava University, Trnava’

Institute of Medical Biology, Genetics and Clinical Genetics, Faculty of Medicine,

Comenius University, Bratislava?

Department of Stomatology and Maxillofacial Surgery, Faculty of Medicine, Comenius

University, Bratislava®

Department of Hematology, Oncological Institute of St. Elisabeth, Bratislava*

Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava®

Dlouhodobé vysledky operaci TEP kycle s vyuzitim Burch-Schneiderovy dlahy 12°
Bfizova P., Valis P., Burda J.

Ortopedickd klinika LF MU a Fakultni nemocnice Brno

Srovnani techniky implantace solidniho chondrograftu a metody prostych 12°
navrtl pfi FeSeni defektii chrupavky nosnych kloubt

Valis P,, Rouchal M., Novdk J., Otasevic T., Pavlovsky Z.

Ortopedickd klinika LF MU a Fakultni nemocnice Brno

Terapie osteochondralniho defektu kralika pomoci hydrogelu z kolagenu 1 12°
a fibrinu obohaceného o trombocyty a PCL mikrocastice

Rampichovd M., Filovd E., LukdsSovd V., Bzugo M., Tonar Z., Litvinec A., Beznoska J., Plecner M.,
Mickovd A., Benesovd J., Soural M., Chvojka J., Doubal S., Kuchafovd M., Krali¢kovd A., Krali¢kovd
M., Amler E.

Ustav experimentdini mediciny AV CR, v.v.i.

Kolagen/Hydroxyapatitovy nosi¢ funkcionalizovany nanovlakny 12°
z Polykaprolaktonu, trombocytarnim koncentratem a mesenchymalnimi

kmenovymi buiikami pro regeneraci kostnich defektt in vivo

Proseckd E., Rampichovd M., Litvinec A., Vojtovd I., Kochovd P., Tonar Z., Plecner M.,

Bzugo M., Amler E.

Ustav experimentdini mediciny AV CR, v.v.i.

Use of human autologous MSC in treatment of rotator cuff rupture - a case report 12°
Stehlik D., Sevastanovd O., Havlas V., Kotaska J., Konrddovd S., Jendelovd P, Tré T., Sykovd E.
Ortopedie 2. LF UK Fakultni nemocnice v Motole

Diskuze

10.30-11.00 hod Coffee break




ODBORNY PROGRAM KONFERENCE

30. dubna 2014

11.00-12.30 hod Prednaskovy blok VI.
Predsednictvo: M. Benko, J. Kytka

Pfinos histologie pfi posuzovani in vivo hojeni ran pfi aplikaci tkafovych nosici

Kubikovd T.', Filovd E.?, Proseckd E.?, Plecner M.%, Tonar Z."
Ustav histologie a embryologie, Biotechnologické centrum LF UK v Plzni’
Oddéleni tkdriového inZenyrstvi, Ustav experimentdlini mediciny AV CR, v.v.i?

Vyvoj nové soupravy urcené pro pocitani CD 34+ hematopoetickych bunék

Benko M., Jinoch P!, Sramkovd M.', Sutherland R.2, Suchdnek M.’
EXBIO Praha a.s., Oddéleni vyvoje produktd, Vestec u Prahy’
Toronto General Hospital, Eaton, Toronto, Ontario, Kanada?

Imaging Flow Cytometry
Korbel M.
BioTech a.s.

GxP v piepravé
Kytka J.
World Courier Czech Republic, s.r.o.

Spravné stanoveni viability a potencialu bunék pred transplantaci
Drzik O.
Baria

Diskuze

12.30-13.30 hod Obéd

12°

127

127

12°

127
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POSTEROVA SEKCE

Termination pattern of nanocrystalline diamond controls cell behavior

Broz A.", Ukraintsev E.?, Babchenko 0.2, Verddnovd M."?, Kromka A%, Rezek B.2,

Hubdlek Kalbdcovd M.™*

Institute of Inherited Metabolic Disorders, 1% Faculty of Medicine , Charles University in Prague’
Institute of Physics, Academy of Sciences of the Czech Republic, v. v. i.2

Department of Genetics and Microbiology, Faculty of Sciences?

Biomedical Centre, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University in Prague*

Vliv biomimetické modifikace polylaktidu funkcionalizovanymi blokovymi
kopolymery na riistové vlastnosti osteosarkomovych bunék

Janouskovd O., Mdzl Chdnovd E., Machovad L., Kubies D., Cuchalovd L., Rypdcek F.
Ustav makromolekuldrni chemie v.v.i. AV CR

Characterization of human adipose tissue-derived stromal cells from diabetic patients
with critical limb ischemia

Koci Z.2, Turnovcovd K.’, Dubsky M.?, Baranovicovd L.", Holdn V.", Chudickovd M.", Sykovd E."?,
Kubinovd $."

Department of Neuroscience, Institute of Experimental Medicine, Academy of Science, Prague’
Department of Neuroscience, 2™ Faculty of Medicine, Charles University, Prague, Czech Republic?
Diabetes Centre, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic?

Testovani biokompatibility nanostrukturovaného titanu pro pouziti v tkanovém
inzenyrstvi

Ostrovskd L.", Sauerovd P.", Vistejnovd L., DZugan J.?, Hubdlek Kalbdcovd M.!
Biomedicinské centrum, Lékar'skd fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze’

Comtes FHT a.s.?

Priprava pluripotentnich kmenovych bunék dediferenciaci somatickych bunék
Pokornd D.
Vyzkumny ustav Zivocisné vyroby v.v.i.

Biocompatibility of polyanilines with neural progenitors and cardiomyocytes in vitro
Radaszkiewicz K. A., Ldnovd M., Vicdrovd H., Handckovd M., Humpolicek P., Pachernik J.
Masarykova univerzita

Perspectives in the use of myoblasts in mitochondrial diagnostics and bioimplantology
Sladkovd J., Kostkovd O., Spdcilovd J., Hansikovd H., Zeman J.

Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, 1% Faculty of Medicine, Charles University in Prague
and General University Hospital in Prague, Czech Republic

Histologicka analyza rozhrani bionickych implantati na bazi kolagenu, poly(DL-
laktidu) a kalcium fosfatu

Suchy t."3, Stanék .2, Sucharda Z.', Supovd M.', Balik K.', Sedldéek R.}

Qddé/enikompozitnich a uhlikovych materidld, Ustav struktury a mechaniky hornin, Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i."

Ustav patologie, 1. LF UK a VFN, Praha?

Laboratof biomechaniky, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Fakulta strojni, CVUT v Praze?
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POSTEROVA SEKCE

Nové moznosti vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) v chirurgii
spankové kosti

Skoloudik L., Chrobok V., Filip S., Laco J., Dédkovd J., Ko¢i Z.

Klinika otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové,
Univerzita Karlova v Praze, Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové

Klinika onkologie a radioterapie, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, Univerzita Karlova v Praze,
Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové

Fingerlanduyv ustav patologie, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, Univerzita Karlova v Praze,
Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové

Radiologickd klinika, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, Univerzita Karlova v Praze,
Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové

Ustav experimentdlini mediciny Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.
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VSEOBECNE INFORMACE

Misto konani
Hotel Myslivna, Nad Pisarkami 276/1, 623 00 Brno

Registracni poplatky

Lékafri do 18.dubna 2014 K¢ 1400, na misté K¢ 1 600,-
NLZP do 18.dubna 2014 K¢ 900,- na misté K¢ 1100,-
Komer¢ni sektor K¢ 6 000,-

V registra¢nim poplatku je zahrnuto vstupné na konferenci, obcerstveni v pribéhu akce, vstupenka
na spolecensky vecer, sbornik prednasek, konferen¢ni materialy a DPH.

Registrace ucastnik

29.dubna 2014 08.00 - 14.00 hod

30.dubna 2014 08.30 - 10.00 hod

Registrujici osoby Vam radi sdéli Vase event. dotazy.

Konferenéni materialy

Program konference v¢. sborniku abstrakt a jmenovka.

Obéd

Obédy formou menu zajisti zdjemclm organizator akce v hotelové restauraci, cena a” K¢ 130,-.
Zajemce o bezmasé jidlo zadame, aby svij pozadavek sdélili registrujicim osobam.
Spolecensky vecer

Spolecensky vecer formou rautu se kona dne 29. dubna 2014 v hotelu Myslivna.
Vstupenka na spolecensky vecer je zahrnuta v registra¢nim poplatku.

Doprovodna vystava firem
Doprovodna vystava firem bude probihat po celou dobu konani konference. V prostorach
doprovodné vystavy bude umisténo obcerstveni pro Gcastniky a posterova sekce.

INFORMACE PRO PREDNASEJICI

Konferen¢ni technika
Dataprojektor
PC
Bezdratova mys v¢. laserpointu
Nahledovy monitor
Techniku je mozné si vyzkouset pred zahdjenim konference nebo v pribéhu prestavek. Technicka
obsluha bude k dispozici v pfednaskovém sale po celou dobu konani konference.
Prezentace

Prezentace, které od Vas prevezme technicka obsluha v prednaskovém sale, prosime dodat na
CD/DVD nebo USB Flash disku.
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SBORNIK ABSTRAKT
BIOIMPLANTOLOGIE 2014

29.-30. dubna 2014

Abstrakta neprosla jazykovou upravou.
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BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Typy preklinickych studii
Slais M.
MediTox s.r.o.

Development of new pharmaceuticals includes regulatory based preclinical testing of potential
compounds in biological models. Differencies in testing strategies between all substances coming
into contact with human body and potentially affecting human heatlh, including pharmaceuticals,
biopharmaceuticals, medical devices and food additives will be briefly presented. Using of relevant
test system for preclinical testing is the most important issue. Effects of new pharmaceuticals are
evaluated using in silico, in vitro, ex vivo and in vivo models.

The standard preclinical testing package includes studies of genotoxicity, immunotoxicity, safety
pharmacology, acute toxicity, sub/chronic toxicity, ADME, PK/TK, reproductive and developmental
toxicity, neurotoxicity and carcinogenicity, however not all of them are required for approval of
following clinical phase in humans.

Due to ethical reasons related to using of experimental animals, new alternative methods were
developed to assess safety of pharmaceuticals and chemicals, however list of validated methods
is still very limited.

18



BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Preklinické hodnoceni - praktické zkusenosti
Surovd .

MediTox s.r.o.

Fazevyvojeléciv(vyhledavaci,ranadapokrocila preklinicka), ucel preklinickéhohodnoceni, pozadavky
na kvalitu preklinického hodnoceni (GLP), pozadavky na prekliniku z hlediska kategorii ,produktt”
(malé molekuly, biologické latky, zdravotnické prostiedky) a regulacnich autorit (EMA, FDA), faze
klinického zkouseni (I - Ill) a preklinicka podpora klinického zkouseni, role smluvné-vyzkumné
organizace (Contract Research Organization) v procesu farmaceutického/biotechnologického
vyvoje, idedlni zplsob komunikace mezi zadavatelem a smluvné vyzkumnou organizaci.

19



BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Legislativa tykajici se neklinickych dat pro LPMT
Kolouchovd E.
Statni ustav pro kontrolu léciv

Z dlvodu jedinecnych a rozmanitych strukturdlnich a biologickych vlastnosti l1écivych pripravkd
pro moderni terapii (LPMT) jsou Nafizenim Evropského parlamentu a Rady(ES) ¢. 1394/2007
o lécivych pfipravcich pro moderni terapii a Smérnici komise 2009/120/ES definovany pozadavky
ohledné farmakologickych a toxikologickych zkousek téchto Iécivych pfipravkd, specificky pro
LP pro genovou terapii, pro LP pro somatobunécnou terapii a pripravky tkdnového inzenyrstvi.
V neklinickém piehledu musi byt zohlednéno a opodstatnéno oddvodnéni neklinického vyvoje
a kritéria pouzita pro vybér pfislusnych druh(i a modeld (in vitro a in vivo). Zvoleny zviteci model/
modely mUize zahrnovat zvifata se snizenou imunitou, zvifata s cilené inaktivovanym (knock-out)
genem, ¢i zvifata humanizovana nebo transgenni. Zvazi se pouziti homolognich modell (napf.
buniky mysi analyzované u mysi) nebo modely napodobujici onemocnéni, zejména pro studie
imunogenity a imunotoxicity. Kromé téchto pozadavkl se musi prokdzat bezpe¢nost, vhodnost
a biokompatibilita vech strukturdlnich slozek (jako jsou matrice, nosné struktury a zdravotnické
prostiedky) a pfipadnych dalsich latek (jako jsou bunécné pfipravky, biomolekuly, biomaterialy
a chemické latky), které jsou pfitomny v konecném pfipravku. Je nutné zohlednit jejich fyzikalni,
mechanické, chemické a biologické vlastnosti. Pti analyze rizik mohou byt rovnéz vyuzity relevantni
dostupné neklinické a klinické Gdaje nebo zkusenosti s jinymi souvisejicimi lé¢ivymi pfipravky pro
moderni terapii.

Voditkem k dodrzeni legislativnich pozadavkd jsou pravné nezdvazna doporuceni ,guidelines”
odbornych pracovnich skupin evropské Iékové agentury uverejnéné na webovych strankdch www.
ema.europa.eu — Human regulatory - Scientific guidelines — Multidisciplinary.
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Preklinické testovani bunééného pripravku a komunikace se SUKL - praktické
zkusenosti

Pytlik R., Fales I., Rychtrmocovd H., Stehlik D., Slanar O.

1. interni klinika 1. Iékarské fakulty Univerzity Karlovy a VSeobecné fakultni nemocnice Praha

V ramci preklinického testovani bunécného pripravku ma velky vyznam spoluprace se Statnim
Ustavem pro kontrolu lé¢iv (SUKL). Pozadovana dokumentace pro SUKL v CTD formatu musi
obsahovat informace o funk¢nosti pfipravku na preklinickém modelu (proof of the principle), idaje
o farmakodynamice pfipravku — charakterizaci pomoci priitokové cytometrie, rlstovych vlastnosti,
molekularni biologie - a dale o farmakokinetice, toleranci a toxicité pfipravku. Déle je nutno dodat
dokumentacio zpUsobu ziskavani biologického materialu, dokumentacio komponentach pouzitych
ve vyrobnim postupu, standardni operacni postupy a Udaje o zplisobu propousténi [é¢ebného
pfipravku. Uvedené postupy je nutno dokumentovat na vzorovych Sarzich vyrobku. Probihajici
jednani se SUKL budeme prezentovat na konkrétnim pfikladu naseho pfipravku MarrowTHERA.

Tato prdce byla podpofena grantem IGA MZ CR NT 13531/4

21



BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Vyvoj lécivého pripravku moderni terapie a jeho zavedeni do praxe
v podminkach zdravotnického zafizeni

Lysdk D., Holubovd M., Jindra P.

Fakultni nemocnice Plzeri, Hematologicko- onkologické oddéleni

Reakce $tépu proti hostiteli (GVHD) je zadvaznou komplikaci u pacientd po alogenni transplantaci
hemopoetickych kmenovych bunék. Mdze neptiznivé ovlivnit kvalitu Zivota transplantovanych
nemocnych a celkovy vysledek transplanta¢nilécby. Jednou zmodernich metod [é¢by resistentnich
forem GVHD by mohla byt aplikace mesenchymalnich stromalnich bunék (MSC) a vyuziti jejich
imunomodula¢nich vlastnosti.

Mesenchymalni stromalni buriky spadaji jako Iécivy pripravek moderni terapie do oblasti zdkona
o lécivech. | pro pracovisté, ktera jsou zvyklad rutinné transplantovat a zachdzet s kmenovymi
(krvetvornymi) burikami, je zavedenitakovéto lécebné metody vyzvou, ktera si vyZzaduje mobilizovat
personalni i materidlni zdroje.

Cely proces probihal v nasich podminkach ve ¢tyrech fazich. Po teoretické pfipravé bylo nejprve
uskutecnéno velké mnozstvi in vitro experimentd ke stanoveni vhodnych podminek izolace,
kultivace akryokonzervace MSCabyly definovany analytické metody kontroly kvality.Po optimalizaci
kultiva¢niho protokolu byly ve druhé fazi provadény funkéni testy ovétujici in vitroimunomodulaéni
efekt MSC kokultivaci s alogennimi lymfocyty. Dal$im krokem bylo pieneseni projektu do rozmérd
vyzadovanych planovanou klinickou aplikaci (large scale). Byla zavedena a otestovana vyroba
lé¢ivého pripravku moderni terapie podle zédsad SVP, farmaceuticky systém kvality i logistika.
Vyrobni procedury byly opakované validovéany, byly zahajeny stabilitni studie. Postupné vznikla
veskera dokumentace pro vyrobni procedury, fungovani cistého prostoru i management jakosti.
V posledni fazi celého projektu byla pfipravovdna a konsultovana dokumentace pro povoleni
klinického hodnoceni [é¢ivého pFipravku moderni terapie.

Doba trvani pripravy projektu od prvnich in vitro experiment( do klinické aplikace byla cca 3 roky.
Realizace projektu v podminkach statniho zdravotnického zafizeni znamenala nékteré handicapy,
ale i nékteré vyhody ¢i pfiznivé okolnosti. Autofi se podéli o své zkusenosti pfi jejich reseni
a prekonavani.

Prdce byla podporena grantem Nadace pro transplantaci kostni drené.
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NK bunky proti relapsu hemato-onkologickych onemocnéni - zac¢atek cesty
Holubovd M., Lysdk D., Jindra P.
Fakultni nemocnice Plzer

Transplantace kostni diené je pro fadu pacientl s agresivnimi formami leukémii jedinou
moznosti pro prfekonani nemoci. Pres jeji nespornou efektivitu ¢ast nemocnych po transplantaci
relabuje. Standardni postupy feseni potransplantacnich relapst zahrnuji chemoterapii ¢i aplikaci
darcovskych lymfocytli a nebyvaji bohuzel ve vétsi ¢asti ptipadl Gcinné.V soucasné dobé se vyvijeji
i nové metody imunoterapie, které by mohly pomoci zabranit ndvratu onemocnéni a tim i zvysit
$anci na dlouhodobé preziti pacient(.

NK bunky jsou jednou z Gstfednich slozek protinddorové imunity. Ke své aktivaci nepotiebuji
antigenni stimul, ale rozeznavaji poskozené (transformované) bunky podle snizené exprese
MHC | molekul. Tito ptirozeni zabijeci se stavaji naplni mnoha klinickych studii zabyvajici se
vyuzitim protinddorové aktivity NK bunék jak u solidnich nador(, tak u hemato-onkologickych
onemocnéni.

Nasim cilem bylo nalézt a optimalizovat vhodné kultiva¢ni podminky pro NK bunky spliujici
podminky SVP, které by mohly slouzit jako vychodisko pro budouci pfipravu infuze NK bunék
aplikovatelné u pacient po transplantaci kostni diené.

NK burky byly izolovany z periferni krve zdravych dércl gradientovou centrifugaci
a imunomagnetickou selekci. Izolované burky byly kultivovany v SCGM mediu popf. X-VIVO mediu
s 10%FBS, s anebo bez OKT3 protilatky a s IL-2 (pfidan v den izolace a poté kazdy druhy den).
Déle byl testovan stimulaéni vliv kokultivace s podp(irnymi autolognimi ¢i alogennimi ozéfenymi
mononuklearnimi burikami. Po nékolikadenni kultivaci byly buriky pasazovany, byl stanoven pocet
NK bunék a pratokovou cytometrii sledovany aktiva¢ni markery CD25 a CD336 (NKp44).

Mirné vétsi vytézek NK bunék byl pozorovan u SCGM média bez rozdilu v ostatnich aditivech. Proto
byly testy vlivu pfitomnosti podplrnych bunék provadény pouze v tomto médiu. Mezi kulturami
s/bez pfidani podplrnych bunék byl vyrazny rozdil ve prospéch kultury s podpdrnymi ozarenymi
mononukledrnimi bunkami. Nebyl zaznamenan rozdil v kulturach s autolognimi nebo alogennimi
burikami. Pomoci pritokové cytometrie jsme zjistili, Ze NK bunky, které maji vyssi proliferacni
potencial exprimuji ve vétsi mite CD25, na rozdil od bunék s nizsi proliferaci, které mély zvysenou
expresi znaku CD336.

Z nasich vysledkl vyplyva, Ze nejvhodnéjsimi podminky pro kultivaci NK bunék pro budouci
klinicka vyuziti poskytuje SCGM médium s pfidadnim podpudrnych mononukledrnich bunék
a IL2 o koncentraci 10001U/ml. V dalsich fazich bude testovan cytotoxicky potencidl NK bunék
a analyzovéna korelace rozdilné exprese CD25 a CD336 s protinadorovou aktivitou.

23



BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Odbéry specialnich typi bunék z periferni krve technikou aferézy: historie,
soucasnost, moderni trendy

Kofristek Z.

Klinika hematoonkologie, Fakultni nemocnice Ostrava

Priblizné pted 100 lety, v roce 1911, provedl Reuben Ottenberg prvni moderni transfuzi u ¢lovéka,
kdyz predem otypoval krevni skupiny dérce a pfijemce a navézal tak na objevy krevnich skupin Karla
Landsteinera a Jana Janského. Od té doby uplynulo vice nez 100 let a periferni krev se postupné stala
nejenom standardnim zdrojem transfuznich pripravkd a krevnich derivat(, ptipravovanych z krevni
plazmy. Objev pfitomnosti kmenovych bunék hematopoézy v krvi mysi kratce po 2. svétové vélce
totiz predznamenal nové sméry vyuziti periferni krve jako zdroje rdznych typl bunék s vice ¢i méné
specializovanou funkciaur¢enim. Nazakladé vyuzitifenoménu mobilizace a diky rozvoji technologie
separatorll krevnich elementd se béhem 80. letech 20. stoleti postupné vyvinuly a ovéfily postupy
odbérd koncentratl krvetvornych bunék z periferni krve a jejich nasledné transplantace po
vysokodavkované chemoterapii. Postupné se periferni kmenové a progenitorové hematopoetické
buriky (HSC) staly dominujicim zdrojem nejen pro autologni, ale rovnéz pro alogenni transplantace
krvetvorby. Periferni krev vsak byla vyuzita i pro odbéry dalsich specializovanych typl bunék:
granulocytll pro l1é¢bu infekci, lymfocytl darce pro posileni graft-versus-leukemia efektu po
alogennich transplantacich. V poslednich letech jsme svédky nastupu novych postupl v rdmci tzv.
moderni terapie, kdy je snaha ziskat a vyuzit dalsi specidlni typy bunék, které jsou pfed pouzitim
u pfijemce dale dodatecné manipulovany (selekce, expanze atd.). Jde o postupy v ramci adoptivni
imunoterapie nddord (dendritické buriky, T-cell imunoterapie, vakcinace) nebo infekci (anti-CMV
T cells), protinddorové [é¢by (NK buriky), ovlivnéni GVHD (mezenchymalni burky) a regenerativni
mediciny (endotelidlni buriky apod.). Odbér dostate¢ného mnozstvi cilovych bunék v adekvatni
kvalité je samozfejmé podminkou pro nasledné ¢innosti a Uspésné pouziti bunék. Presto, Ze jsou
v soucasnosti k dispozici moderni separatory bunék z krve s kontinualnim pritokem, zékladem
Uspéchu je spravné nacasovani odbéru, pripadné zajisténi vyplaveni cilovych bunék do krve
z jinych kompartmentl organismu (typicky kostni dren). Cilem sdéleni bude kromé rekapitulace
vyvoje jednotlivych technologii a technik rovnéz zamysleni nad optimalizaci jednotlivych postuptd
z pohledu technického (typy odbérovych aferéz a nastaveni pfistrojli) a biologického (moznosti
vyplaveni - mobilizace - riznych typ0 bunék).
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3D nanovlakenné kompozitni materialy s inkorporovanymi aktivnimi latkami
urcené pro aplikaci v tkanovém inzenyrstvi

Jencovd V., Prochdzkovd R., Chvojka J., Kostdkovd E., Mikes P.

Technickd univerzita

Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materiald se jiz vice nez deset let zabyva vyvojem
nanovlakennych kompozitnich material(i pro tkariové inzenyrstvi. Pfedmétem prednasky je vyroba
a modifikace nanovlakennych kompozitnich 3D nosi¢i urcenych pro nahrady chrupavky, kosti,
malo-priimérovych cév a inteligentnich kryt ran. Soucasti je prehled dostupnych technologii
vyroby nanovlakennych materialG s inkorporovanymi aktivnimi latkami. Konkrétné se jednd o rdizné
modifikace elektrostatického zvlaknovani, koaxialniho zvlaknovani a zvldkfiovani pomoci vysokého
stiidavého napéti. Do téchto materialll jsou nejriiznéjsimi technikami inkorporovany rizna léciva,
rlstové faktory, trombocyty a dalsi latky v zavislosti na daném pouziti. U vybranych materiall je
nasledné testovana bunécna adheze, proliferace a viabilita v podminkach in-vitro v nasi biologické
laboratofi. V soucasné dobé dochézi také k testovani materidlt vyrobenych kombinaci nanovlaken
s 3D tiskem a metodou melt-blown. Posledni vyvijena metoda vyroby tkafovych nosict je tazeni
individudlnich nanovlaken. Tato technika umoziuje pfipravu velmi presnych orientovanych
nanovlakennych nosict jejichz vyuziti se predpoklada pro reparaci nervové tkané.
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Study of mechanobiological properties of human functional cardiomyocytes
using Atomic Force Microscopy

Pribyl J., PesI M., Acimovic I, Vilotic A., Meli A.C., Rotrekl V., Dvordk P., Sklddal P.

Masarykova univerzita, Lékar'skd fakulta, Biologicky ustav

Human embryonic stem cells (hESCs) and human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) can be
differentiated into functional cardiomyocytes (CMs) in vitro serving as an important source of cells
for regenerative medicine and modeling of hart diseases. Differentiation of hESCs and hiPSCs to the
cardiac lineage can be done using different methods as well as different cultivation matrices. These
factors can dramatically influence the differentiation outcome. The resulting cardiomyocytes differ
not only in yield but also by their biomechanical properties which can be considered as one of the
key parameters of the cells quality.

Robust and reliable method to assess the biomechanical properties of cardiomyocytes can be
provided by Atomic Force Microscopy. It is part of scanning probe microscopy, originally developed
for visualization of solid-phase immobilized samples with a high resolution. Interaction of cantilever-
bound tip with rigid sample is evaluated in order to obtain surface properties (profile view, phase
imaging, etc.). In this study, interaction of cantilever with beating cell cluster was evaluated, and
real-time recorded deflection vs. time curves were further evaluated to get information about the
force and frequency of the biological movement.

We implemented the AFM microscope in the apparatus for monitoring of biomechanical properties
of cardiomyocytes. Tip located on the cardiomyocyte surface mediates cantilever deflection in real
time caused by cell movement (beating). Force of beating can be measured in this way, when
cantilever stiffness is multiplied by its deflection determined by AFM measurement. AFM based
method is the only one able to routinely monitor beating force of cardiomyocytes in absolute
values ? force values in units/tens of nN and beating rate proceeding in range 50-90 bpm were
usually measured.

Experimental setup, data evaluation process and examples of effect of various drugs affecting
biomechanical properties of cell clusters will be presented.
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Materialové vlastnosti pojivovych tkani vyznamné pro implantologii
a transplantace

Kuklik M.

Oddéleni molekuldrni endokrinologie — Endokrinologicky ustav, Praha

Uvod: Materialové vlastnosti pojivovych tkaniskeletu, vaziva, $lach akloubt u geneticky podminénych
vad a chorob jsou urcujici pro Uspéch chirurgickych zakrokd (implantace, transplantace).

Chirurg, ortoped, plasticky chirurg ¢i traumatolog provadéjici tyto zakroky musi respektovat
zménénou patofyziologii a patobiomechaniku tkani u geneticky podminénych vad a chorob pojiva
u systémovych dysplézii a koncetinovych vad.

Metodika: Genetickd analyza objasiuje zménéné materidlové vlastnosti tkani na zakladé
molekuldrné genetického vy3etieni, genealogie, biochemickych vy3etieni, zobrazovacich metod
rentgenologickych, nukledrni magnetické rezonance i ultazvukovych vysetfovacich metod a také na
zakladé somatoskopického, antropologického a biometrického vysetfeni véetné dermatoglyfiky.

Vysledky: S vyuzitim uvedenych meod popisujeme materidlové vlastnosti u dysproporciondlnich
kostnich dysplazii — rhizomelickd achondroplazie, hypochondroplazie, diastrofické dysplazie,
pseudoachondroplazie,mesomelickych kostnich dysplazii, metafyzarnich dysplazii, chondrodysplazii
- mnohocetné epifyzarni dysplazie, kolagenopatii — osteogenesis imperfecta, Marfanova syndromu,
u chorob s chaotickym rlistem pojiva — exostézové nemoci a enchondromatoézy. Z koncetinovych
vad je to proximalni femoralni fokalni dysplazie, femur, fibula, ulna syndrom a femur, tibie, radius
syndrom s fadou pozoruhodnych biomechanickych a materidlovych charakteristik.

Vysledky a charakteristiky jednotlivych nosologickych jednotek: Na zdkladé mutaci vznikaji zménéné
genové produkty podminujici zménéné materidlové vlastnosti pojivovych tkani s fadou primarnich
i druhotnych biomechanickych efekt(.

Achondroplazie - charakteristické jsou zkraty koncetin pfedevsim kofenového charakteru (rhizomelie

humerd a femurd), s deformitami. Thorakolumbalni kyféza méni tézisté trupu a v batolecim obdobi
dochazi ¢asto k paddm. Auxologické zmény se zménénym tézistém trupu jsou piicinou castych
padd v batolecim véku. Abnormalni biomechanicka zatéz kloubt ze zménénych télesnych proporci
jednotlivych segmentd vede k osteoartréze. Tito pacienti jsou kandidaty endoprotéz kycelnich
a kolennich kloubtd v ¢asnéjsim véku nez v bézné populaci. Materidlové vlastnosti tkani nejsou
prekazkou prodluzujicich operaci vyrovnavajicich ¢astecné, palitiativné nejen télesnou vysku, ale
i dysproporce pacienta.

Hypochondroplazie - onemocnéni typické mirnéjsim vyjadienim zmén, které zndme
u achondroplazie.

Diastrofickd dysplazie — patii k rhizomelickym kostnim dysplaziim, rist je komplikovan navic
kroutivymi, torznimi zménami. Pfitomna je kyfoskoliéza, termin diastrophicus znamend torzni
zmény, vyjadfitelné matematicky. Genetickou pti¢inou onemocnéni je mutace v genu sulfatového
transportéru, autosomalné recesivniho charakteru.

Nedostatec¢na sulfatace poskozuje predevsim chondrocyty kloubnich chrupavek. Vysledkem jsou
deformity skeletu, predc¢asné osteoartritické (osteoartrotické) zmény. Pacienti jsou opét predcasnymi
kandidaty endoprotéz. Materidlové vlastnosti tkani vak nejsou kupodivu piekazkou prodluzujicich
operaci, vyrovnavajicich ¢astecné, paliativné nejen télesnou vysku, ale i dysproporce pacienta.

Pseudoachondroplazie — dysproporcionalni zmény a porucha ristu na rozdil od predchozich nejsou
patrné prenatalné ani postnatalné pfi porodu, ale az ve véku pfiblizné 2 let. Kauzalni autosomalné
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dominantni mutace se tyka retézcl oligomerického proteinu (homopolymer), cartilage oligomeric
matrix proteinu (COMP)s narusenim posttranslacnich procest jeho sestavy.

Leriho — Weillova choroba je zplsobena mutaci SHOX genu v pseudoautosomalni oblasti kratkého
raménka X chromosomu, se zménénou regulaci osifikace kosti a zkraty koncetin v predevsim
sttednim segmentu (mesomelie, deformitami a poruchami radioulndrniho a radiokarpélniho
skloubeni, s pseudorevmatickymi a osteoartritickymi zménami. Mutovany gen je v heterozygotni
sestavé, pokud se vyskytne v homozygotni sestavé jde o tézsi formu Langerovy choroby.

Metafyzérnidysplazie Schmidovatypuje systémové onemocnénikolagenutypuX.Mutacejepfitomna
v heterozygotni sestavé (autosomélné dominantni typ dédi¢nosti). Dochazi k dysproporcionalné
zkracené poruse rastu s kratsim dolnim segmentem téla. Kolagen typu X je exprimovan predevsim
v metafyzarnich oblastech kosti, zménéné materialové vlastnosti kosti v pfipadé jeho mutace vedou
k varoznim deformitam a k abnormalni biomechanické zatézi kloubu a k osteoartritickym zménam.
Mohou se také vyskytovat patologické zlomeniny pfipominajici v rtg obraze syndrom bitého ditéte!

Mnohocetnd epifyzarni dysplazie - je heterogenni skupina onemocnéni s opozdénym zranim
kloubnich chrupavek, je to typickd preartréza z mutace kolagenu Il. Patogeneticky dulezita je
zména solvatacniho plasté chrupavkového kolagenu I, vedouci k preartréze. Circulus vitiosus
zhorsuje abnormalni ¢i nadmérnd zatéz v artrotickém kloubu a dochazi téz ke genovému presmyku
z atypické zatéze na urovni bunécnych membran a produkci méné obvyklych kolagennich typt
(IX,X,XI). Tyto maji mensi solvatacni plast a nepredstavuji dostate¢nou ochranu kloubni chrupavky.
Neni vhodné podcenovat stiznosti batolat na bolestivost chlize a nezatéZovat je predc¢asnou chizi
v piipadé tohoto onemocnéni. Dulezita je prevence vysetfeni kycelnich kloubli u novorozenct
a v kojeneckém véku. Jsou zndmy prechodné typy choroby k pseudoachondroplézii v pripadé
mutaci COMP (heterogenie).

Osteogenesis imperfecta — heterogenni onemocnéni, s poruchou osteoblastl, chorobna lomivost
kosti prevazné zpusobend mutacemi kolagenu | (kostni kolagen). Dochazi k osteoporéze
nezralé kosti, k patologickym zlomenindm a mikrofrakturdm deformujicim skelet. Prokazali jsme
mutace jak v alfa 1, tak v alfa 2 fetézci s celou fadou patobiomechanickych disledkd vedoucich
k nestabilité trojsroubovice kolagenu a k porucham kalcifikace a osifikace. Mutace zpUsobuje
zménu teploty tani DNA ™, vede k sniZzeni termorezistence dvojsroubovice DNA. Stejné tak dochazi
k snizeni Tm u heterotrimeru kostniho kolagenu I. a k snizeni stability makromolekuly (v¢etné
snizené termorezistence). To mad za nasledek nescetnou fadu klinickych (biomechanickych)
projevi a komplikaci pfi [é¢bé. Predmétem prednasky je jejich demonstrace na zékladé vlastnich
zkudenosti.

Dysplazie kleidokranidlni - je heterogenni skupina onemocnéni, nejcastéji autosomalné dominantné
podminéna porucha osifikace zmutace genu CBFA 1. Poskozena je pfedevsim desmogenni osifikace,
ale zmény jsou systémové i na dal$im chondrogenné osifikujicim skeletu. Pfedmétem prednasky je
opét demonstrace biomechanickych efektd a zmén tkani u této choroby.

Osteopetroza — choroba z poruchy funkce osteoklastd, heterogenni, s fadou genetickych mutaci.
Jde o kontratyp k osteogenesis imperfecta, opét s fadou patobiomechanickych korelatl jez jsme
sledovali a jsou namétem prednasky.

MarfanGv syndrom - autosomalné dominantni choroba, heterogenni, ale vétSinou na podkladé
mutace genu fibrilinu. Pozoruhodné jsou zmény hypermobility mékkych pojivovych tkani s fadou
Casto fatélnich dusledka.

Exostosova choroba - ze skupiny chaotického rlstu pojiva, s tvorbou exostdz. Pfic¢inou jsou mutace
jednotlivych slozek glykosyltransferaz, exostozinu 1,2 a 3, s porusenim tvorby jejich komplexu
v posttranslacnich procesech.
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Charakter vSech mutaci je autosomalné dominantni. Choroba ma celou fadu patobiomechanickych
efektl projevujici se v klinickém obraze. Prezentujeme opét vlastni zkusenosti.

Enchondromatéza — chaoticky rlst pojiva, s tvorbou enchondrom(, postihujici zpravidla jen
polovinu téla, vyskytujici se jen jako Cerstva autosomalné dominantni mutace, kterd neprochazi
zarodec¢nou linii. Stejné jako u pfedchoziho onemocnéni dochézi k prekancerozni, chybné orientace
bunék. Prezentujeme opét patobiomechanické charakteristiky nasich pacientd.

Femur-fibula-ulna syndrom - (FFU) redukéni koncetinovd voda se snizenim denzity v urcitych
oblastech, nézev vystihuje hypoplazii,pfipadné chybéni jednotlivych casti skeletu. Choroba je
indikaci k prodluzujicim operacim kompresné distrakéni metodou pro korekci nestejné délky
koncetin.

Femur - tibie - radius — (FTR) skeletélni redukéni vada s kontralaterélni lokalizaci nez pfedchozi typ
s biomechanicky zavaznéjsimi ddsledky, kdy reduk¢éni anomalie jsou na tibidlni ¢i radialni strané.
Z biomechanického hlediska je pozoruhodnd tzv. tibializace fibuly, ktera do jisté miry pfejima funkci
chybéjici tibie (u nékterych pacientd).

Proximalni femoralni fokalni deficience - s hypoplazii femuru rdzného stupné, kdy kréek femuru se
ukazuje jako locus minoris resistentiae. Choroba ma fadu vztah k predchozim syndrom@ FFU a FTR.
Proteticka opatieni a prodluzujici operace se ukazuji analogicky vhodné jako u syndromu FFU ¢i
FTR.

Jmenované koncetinové vady mohou byt jednostranné ¢i oboustranné.
Diskuse a zavéry:

Spole¢nym jmenovatelem chorob pojiva byvé ¢asto osteopordza a osteoartrdza. Existuji geneticky
determinované preartrozy, kdy prvni zmény existuji jiz v détském véku. Pii 1é¢ebnych zakrocich
- aplikaci edoprotéz, prodluzujicich operacich, protetice ¢i transplantacich nutno respektovat
materidlové vlastnosti tkani.

Klicova slova: materidlové vlastnosti tkani - epigenetické zaky - mendelovska a polygenni
onemocnéni — osteopordza - osteoartréza — osteopetréza — pruznost -pevnost
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Vliv rGznych kultiva¢nich substrata na proliferaci, stratifikaci a diferenciaci
bunékin vitro
Matouskovd E., Plistil L., Mandys V., Krbec M.

Fakultni nemocnice Krdlovské Vinohrady a 3. Iékarskd fakulta Univerzity Karlovy
Centrum aplikované bioimplantologie

Dulezitou vlastnosti materidld v tkanovém inzenyrstvi je schopnost kultiva¢nich substrat(
podporovat proliferaci a diferenciaci bunék. Porovnali jsme rdizné typy biologickych a syntetickych
materiald pouzivanych pro hojeni ran z hlediska stimulace proliferace, stratifikace a diferenciace
keratinocyt(. V dalsi etapé byl vyzkousen rlst mezenchymdlnich kmenovych bunék (MSC) z tukové
tkané na nanovldkennych materiadlech, v nékterych pfipadech v kombinaci s hydroxyapatitem.
Kultivace: Primarni lidské keratinocyty byly péstovany na 5 modernich krytech pouzivanych
v popéleninové mediciné (Biobrane, Suprathel, Veloderm, Xe-Derma, Xenoderm). Buriky byly
kultivovany v organotypickych kulturach na vrstvé letdlné ozarenych 3T3 bunék (feeder layer
technique). Prvni tyden rostly kultury ponofené v kultiva¢nim médiu, druhy tyden na rozhrani
médium-vzduch. MSC bunky byly péstovany v médiu s EGF na nanovlakennych materidlech
ptipravenych z biodegradabilnich polymerd polykaprolaktonu (PCL), polymlécné kyseliny
a zelatiny. Histologie: Vzorky s keratinocyty byly fixovany a obarveny hematoxylin-eosinem
aimunocytochemicky na expresi involukrinu (marker diferenciace keratinocytt). MSC byly fixovény
a obarveny pomoci roztokd May-Griinwald a Giemsa-Romanowski. Hodnoceni a vysledky: Vzorky
s keratinocyty byly hodnoceny z hlediska a) rlistu keratinocytl (pocet jader), b) stratifikace (pocet
vrstev keratinocytd); a c) sily vrstvy keratinocytll. Diferenciace keratinocytd byla hodnocena
pomoci exprese involukrinu v jednotlivych bunécnych vrstvach. Biologické materidly Xe-Derma
a Xenoderm stimulovaly vy33i proliferaci a stratifikaci keratinocytl, nez materidly syntetické
(Suprathel) ¢i biosyntetické (Veloderm, Biobrane). Na materidlu Xe-derma keratinocyty vytvarely
6-12 vrstev epitelidlnich bunék, na Xenodermu 3 5 vrstev, na Velodermu a Suprathelu a 1-2
vrstvy, na Biobrane 1 nesouvislou vrstvu. Na Xe-Dermé (XD) byla prokazana nejlepsi stratifikace
a diferenciace keratinocytd, odpovidajici architektufe epidermis in vivo. Tyto vysledky odpovidaji
i kvalitnim klinickym vysledkm pfi aplikaci XD. Bunky MSC byly hodnoceny z hlediska rdstu
a schopnosti inkorporace do studovanych matrix. MSC nejlépe proliferovaly na povrchu PCL, ktery
je mozné kombinovat s hydroxyapatitem, coz indikuje jeho mozné pouziti v ortopedii pfi hojeni
kostni tkané.

30



BIOIMPLANTOLOGIE 2014 SBORNIK ABSTRAKT

Stadium biokompatibility nanovlaknovej matrice modifikovanej biologicky
aktivnymi latkami

Michlikovd M."; Draguriovd J.2 ; Bakos D." ; Hndtovd M.

Slovenskd Technickd Univerzita v Bratislave, Fakulta chemickej a potravindrskej technoldgie, Slovenskd
republika’

Klinika popdlenin Lekdrskej fakulty Univerzity Komenského Bratislava, Slovenskd republika?

Uvod

Nanovldknové materidly patria v su¢asnejdobe medziintenzivne studované biomaterialy uréené pre
aplikacie v réznych oblastiach biomediciny. Aby bolo mozné pouzit nanovlakna pre biomedicinske
aplikacie, ich povrch je vhodné chemicky a fyzikdlne modifikovat pomocou bioaktivnych molekul.
Pri kazdej modifikacii je si¢asne potrebné zistit aj potencidlny toxicky efekt na bunky. Modifikacie,
sposobujlce akykolvek stupen toxicity nie su pre dalsie stadium vhodné.

Ciel
Cielom prace bolo pomocou plazmy modifikovat matrice z nanovlakien a testovat biokompatibilitu

nemodifikovanych a modifikovanych matric pouzitim dvoch typov bunkovych systémov: my3acie
fibroblasty (3T3 NIH) a fudské dermalne fibroblasty.

Material a metédy

Pre studium sme pouzili matrice - polymérne nosice zloZzené z dvoch casti - podlozky z netkanej
textilie a nanesenymi vrstvami z nanovlakien troch typov polymérov — polyvinylalkohol (PVA),
polyuretan (PUs) a kopolymér kyseliny polyglykolovej a polymlie¢nej (PLGA). Nanovlaknové vrstvy
typu PLGA, PVA a PUs boli pripravené metédou elektrospiningu. Testovali sme matrice, ktoré boli
nemodifikované a povrchovo modifikované roztokom cyklodextrinu, cyklodextrinom s chitozdnom
a derivatom cyklodextrinu. Na hodnotenie biokompatibility sme pouzili nasledovné testy: agarovy
difuzny test, test MTT a test kontaktnej toxicity.

Vysledky

Experimenty ukazali, Ze testované nemodifikované matrice, s vynimkou matrice typu PUs su
toxické pre oba bunkové systémy. V pripade modifikovanych matric sa toxicky ucinok prejavil len
na dermalnych fibroblastoch. U eluatov, ktoré boli pripravené z nemodifikovanych matric sa toxicky
ucinok prejavil len u 7 a 14 dhového a u modifikovanych matric testovanych na 3T3 bunkach sa
toxicky ucinok neprejavil.

Zaver

U agar difuzneho testu, ktory bol vykonany na pripravenych nemodifikovanych matriciach u oboch
bunkovych systémov sa toxicita neprejavila len v pripade matrice typu PUs. V pripade MTT testu
vykonaného na bunkdach 3T3 sme zistili, ze eluaty pripravené z modifikovanych matric nevykazovali
vyrazné toxické ucinky. Modifikaciou mohla byt odstranena pricina toxicity. Z vykonanych testov
vyplyva, Ze bude potrebné vykonat este aj dalsie testy a analyzy na pripravenych nemodifikovanych
aj modifikovanych matriciach, ktoré by zreteln
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Chitin/chitosan-glucan complex based scaffold for tissue engineering
application

A. M. Abdel-Mohsen =", L. Vojtovaa, J. Jancar °<

aCentral European Institute of Technology (CEITEC), Brno University of Technology, Brno, Czech Republic
®Textile Research Divisions, National Research Centre, Dokki, Cairo, Egypt

¢Institute of Materials Chemistry, Brno University of Technology, Czech Republic

E-mail address: abdel-mohsen@ceitec.vutbr.cz; abdo_mohsennrc@yahoo.com

Abstract

Chitin/chitosan-glucan complex (ChCSGC) extracted from schizophyllum commune (S.commune)
was dissolved for the first time in pre-cooled (-15 °C) 8 wt. % urea, 6 wt. % NaOH aqueous solution
within 30 minatambienttemperature to obtainits solution. The effect of urea and sodium hydroxide
concentrations on the solubility of the ChCSGC were studied. The original and regenerated ChCSGC
were characterized by elemental analysis, FTIR-ATR, TGA, X-RD, 1H, and 13C-NMR. The antibacterial
activity of chitin/chitosan-glucan complex has high antibacterial activity against Escherichia coli
(E. coli) bacteria. The toxicity of the ChCSGC was tested by using mouse fibroblast cell line with
different concentrations of the complex (100-1000 pg/ml) after 3 days, ChCSGC haven't any toxicity.
We believe that the new material chitin-chitosan-glucan complex can be used for different medical
application especially for tissue engineering application.
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Charakterizace a in vitro testovani kolagen/polysacharidovych kompozitnich
skafoldii pro medicinské aplikace

Uhrovd L., Abdel-Latiff Abdel-Mohsen, Vojtovd L., Jan&dr J.

VUT v Brné, Fakulta chemickd

Kolagen je jednim z nejrozsitenéjsich proteinll pfitomnych v téle. Diky nizké antigenité a omezené
cytotoxicité je vhodny pro tvorbu skafoldd. Porézni skafoldy jsou Siroce pouzivany v tkanovém
inzenyrstvi. Podporuji bunécnou adhezi, proliferaci a indukuji diferenciaci kmenovych bunék.
V této praci jsou skafoldy kombinaci kolagenu a polysacharidu. Hedvabna vldkna se ziskavaji
z rliznych zdroju, jako jsou pavouci, housenky bource morusového a Stifi. Mezi nimi, hedvabi
bource morusového je dobry zdroj pro rozvoj biomedicinskych aplikaci. Hedvabi ma dobré
mechanické vlastnosti a je vyrabéno ve velkém v textilnim odvétvi. Unikatni kombinace pruznosti
a pevnosti spolu s burikami tvofi atraktivni materidl pro tkariové inzenyrstvi. Skafoldy z kolagen/
silk fibroinu byly ptipraveny v rlznych hmotnostnich pomérech lyofiliza¢ni technikou. U viech
vzorkl bylo prokazano, ze nejsou toxické pro bunky. Na vzorcich byla méfena adheze a viabilita
bunék pomoci MTS testu. Botnani bylo méfeno v rGznych ¢asech v 7,4 pH PBS. Studium degradace
ukazalo, ze kombinaci kolagenu a silk fibroinu Ize vytvorit stabilnéjsi skafold nez z jednotlivych
komponent. Mechanickym testovanim byl zjistén modul pruznosti zkoumaného materialu 3,5 - 6,9
kPa. Morfologie jednotlivych skafoldd byla méfena pomoci skenovaci elektronové mikroskopie
(SEM). Struktura pért je dllezitym faktorem, ktery ovliviuje G¢innost regenerace tkané. Pripravené
skafoldy maji potencialni uplatnéni v regenerativni mediciné.

Podékovdni: Tato prdce byla podporena projektem “CEITEC - Central European Institute of Technology”
(CZ.1.05/1.1.00/02.0068) z Evropského fondu regindliniho rozvoje .
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Separace a charakterizace atelokolagenu
Zubal L., Mohsen A., Vojtovd L., Matouskovd P., Konecnd Z.
CEITEC

Atelokolagen je v soucasnosti jednim z nejcastéji uzivanych materiall v tkariovém inzenyrstvi.
Jeho pfiprava v cisté formé je vsak technologicky i financné velmi naro¢nd. Pfednaska hovofii
o jednotlivych krocich vyroby atelokolagenu z jeho nerozpustné formy. Kvalita atelokolagenu bude
ovérena pomoci SDS-PAGE, cd spektroskopie a reologie.
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Vyznamné baktericidni ucinky Zelatinovych nanovlaken modifikovanych
oxidovanou celulézou

Svachovd V."?, Vojtovd L.2 Pavlifidk D.3, Alberti M.3, Janédr J."2, Hyrsl P

Vysoké uceni technické v Brné, Chemickd fakulta’

CEITEC - Central European Institute of Technology, Vysoké uceni technické?

Ustav fyzikdini elektroniky, Masarykova univerzita®

Institut experimentdlni biologie, Masarykova univerzita*

Tato prace je zaméfena na pripravu zelatinovych nanovlaken, kterd jsou modifikovana solemi
oxidované celulézy. Zelatina je smés bilkovin, ktera se ziskava ¢aste¢nou hydrolyzou ptirodniho
proteinu - kolagenu. Je biokompatibilni, biodegradabilni a ma vysokou absorp¢ni schopnost.
Oxidovana celuldza a jeji soli jsou také biokompatibilni, biodegradabilni a vykazuji antibakterialni
a hemostatické ucinky. Touto praci jsme se snazili ziskat material, ktery by kombinoval jmenované
vlastnosti obou latek. Pomoci elektrostatického zvlaknovani byla ziskana nanovlékna s unikatnimi
baktericidnimi ucinky vici kmenu bakterii E. Coli. Chemické slozeni pfipravenych vldken bylo
studovano pomoci ATR-FTIR spektroskopie a EDX elementarni analyzy, které potvrdily pfitomnost
oxidované soli v nanovldkenném materialu. Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byl uréen
primér ziskanych nanovldken a jejich morfologie. Metodou chemické bioluminiscence byly
prokazany baktericidni icinky, které ve vétsiné pripadli vykazovaly témér Uplnou mortalitu po celou
dobu testovani. Nami pfipraveny material miize mit potencialni vyuZiti v chirurgii,v regenerativni
mediciné mékkych tkani (popaleniny), pfipadné ve tkdriovém inzenyrstvi.

Podékovdni: Tato prdce byla podporena projekty Regiondlni VaV centrum pro nizkondkladové plazmové
a nanotechnologické povrchové upravy (CEPLANT) (CZ.1.05/2.1.00/03.0086) a projektem “CEITEC
- Central European Institute of Technology” (CZ.1.05/1.1.00/02.0068).
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3D zobrazeni skafoldl a bunék pomoci mikroCT

Vojtovd L.", Zidek J.", Zubal L.", Zikmund T.", Proseckd E.2, Rampichovd M.2, Chmelik J.3, Jakubicek
R.3, Walek P2, Jan K3, Kaiser J."

CEITECVWUT
Ustav experimentdlini mediciny AVCR v.v.i.,, Praha’
Ustav biomedicinského inZenyrstvi, FEKT VUT v Brné&?

Ukazuje se, ze uCT bude dalsi pInohodnotnou metodou pro pozorovani morfologie polymernich
skafold s osazenymi bunkami v celém objemu vzorku bez jeho destrukce, a také pro stanoveni
porozity, velikost pérd a objemového poméru bunék a skafoldu. Tato technika nam pomuze
lépe porozumét metodadm osazovani skafoldu bunkami, chovani bunék ve skafoldu (proliferaci
a diferenciaci v rdznych casovych intervalech), zmény v morfologii skafoldu po urcité dobé
vystavené bunkam, coz je nezbytné v modernim tkarniovém inzenyrstvi pro regeneraci tkani.
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The use of auto grafts based on Mesenchymal stem cells for recidivate cleft
palate treatment

Vojtassdk J."2, Mra¢na J.3, Usakova V.*, Galbavy §.°

Faculty of Health and Social Care, Trnava University, Trnava’

Institute of Medical Biology, Genetics and Clinical Genetics, Faculty of Medicine,

Comenius University, Bratislava?

Department of Stomatology and Maxillofacial Surgery, Faculty of Medicine, Comenius

University, Bratislava®

Department of Hematology, Oncological Institute of St. Elisabeth, Bratislava*

Department of Forensic Medicine, Faculty of Medicine, Comenius University, Bratislava®

Key words: autologous Mesenchymal stem cells, collagenous membrane, recidivate cleft palate,
therapy

Abstract

Development of the head and face comprises one of the most complex events during embryonic
development, coordinated by a network of transcription factors and signaling molecules together
with proteins conferring cell polarity and cell-cell interactions. Disturbance of this tightly controlled
cascade can result in a facial cleft where the facial primordia ultimately fail to meet and fuse or form
the appropriate structures. Collectively, craniofacial abnormalities are among the most common
features of all birth defects. The most frequent of these are the orofacial clefts (cleft lip and/or cleft
palate - CL/P). CL/P results in complications affecting feeding, speech, hearing and psychological
development. The majority are non-syndromic where CL/P occurs in isolation of other phenotypes.
The etiology of CL/P is complex and thought to involve both major and minor genetic influences
with variable interactions from environmental factors. Patients undergo multiple rounds of surgical
repair starting in the first year of life and may continue until 18 or 20 years of age.

Many patients (35 - 40 %) developed recurrent cleft palate fistulas following the initial fistula
repair. Recurrence of cleft palate fistulas is not influenced by severity of cleft or type of original
palate repair. Following end-stage management, a second cleft palate fistula recurrence occurred
approximately in 25 percent of patients.

The authors developed a new method for recidivate fistulas closing based on combination
of autologous bone marrow derived mesenchymal stem cells (BM-MSC), autologous platelet
rich plasma (PRP), hydroxyapatit and colagenous membrane as extracellular matrix. The in vitro
expanded BM MSC. Flow cytometry, OPG and CT examination, histology were used for cell stemness
verification and cell therapy effect.

Acknowledgment: This project could be realized thanks the financial and legislative support of Grant of
Ministry of Health Slovak Republic No.2007/36-UK-07.
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Dlouhodobé vysledky operaci TEP kycle s vyuzitim Burch- Schneiderovy dlahy
Brizovd P., Valis P., Burda J.

Ortopedickd klinika LF MU a Fakultni nemocnice Brno

Uvod: Burch- Schneiderova dlaha je vyuzivana pti operacich TEP ky¢le ,kdy je nutno Fesit defekt
acetabula, at jiz pfi primoimplantaci nebo castéji pii reviznich operacich. Burch- Schneiderova
dlaha zajistuje stabilitu pro moznost implantace acetabularni komponenty. Pfi této operaci jsou
vyuzivany kostni alostépy, které vyplnuji kostni defekty. Tato prace hodnoti vysledky po implantaci
Burch- Schneiderovy dlahy. Autofi v préci predstavuji metodiku zpracovani a pouziti kostnich stép(
pfi téchto typech operaci. Soucasti je fotodokumentace tohoto procesu.

Material a metoda:V letech 1999- 2013 se na Ortopedické klinice FB Brno Bohunice operovalo 105
ky¢li s pouzitim Burch- Schneiderovy dlahy u 97 pacient(. V této praci je zahrnuto 84 hodnotitelnych
operaci z hledika dlouhodobého sledovani. Priimérny vék u pacientl je 68 let. Pfi operacich bylo
priimérné pouzito 118g kostnich stépl a to alostépl z kostni banky.

Vysledky: Hodnotili jsme pocet nutnych reoperaci a dalsich komplikaci. V 9 pfipadech doslo
k uvolnéni implantatu, ve 3 pfipadech bylo uvolnéni suspektni. Z dalsich komplikaci se v 5.25%
vyskytla infekce, v 6,3% nestabilita a v 5,25% byl poopera¢né neurologicky deficit. Celkové byla
nutna reoperace u 13 pfipadd.

Diskuse: Vys3si vyskyt komplikaci je dan vice aspekty, ve vétsiné pripadd se jiz primarné jedna
o revizni operaci, coz zvySuje vyskyt infekénich komplikaci. Dalsim aspektem je celkovy stav
pacientt a jejich vyssi vék v dobé operace. Dalsi otdzkou je zhodnoceni defektu a spravna indikace
pii pouziti tohoto implantatu a samoziejmé samotna operacni technika a zkusenost operatéra.
Dal$im faktorem zvySujicim mozny pocet infek¢nich komplikaci a uvolnéni implantatu je samotné
vyuziti kostnich $tép0, prevenci téchto komplikaci je jejich adekvatni zpracovani a vhodna pfiprava
kostniho IGzka k dosazeni plné inkorporace.

Zaveér: Vysledky vyuziti Burch- Schneiderovy dlahy u operaci TEP ky¢le hodnotime jako velmi dobré.
Pooperacné dosle ke zlepseni Harris Hip score z priimérnych 38 pied operaci na prdmeérnych 69 po
operaci. K perfektni osteintegraci doslo u 70% pfipadl po 2 letech a v 79% piipadl po 5 letech.
Vyssi pocet komplikaci je dén vice faktory, jak je uvedeno vyse.
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Srovnani techniky implantace solidniho chondrograftu a metody prostych
navrtu pii feSeni defekti chrupavky nosnych kloubt

Valis P, Rouchal M., Novdk. J., Otasevic T., Pavlovsky Z.

Ortopedickd klinika LF MU a Fakultni nemocnice Brno

Ustav patologie LF MU a Fakultni nemocnice Brno

Uvod: Vzhledem k nérGstu podkozeni na nosnych kloubech je v poslednich desetiletich v popredi
feSeni chondralnich defektd, které jsou nedilnou soucasti téchto poskozeni.

Vnasem souboru jsme srovnavali metodu implantace solidniho chondrograftu s prostymi navrty pfi
fe$eni chondralnich defekt.

Material a metodika: Principem nasi prace bylo srovnani morfologickych, biochemickych
a klinickych vysledkd pfi pouziti solidniho chondrograftu a néavrtl spodiny defektl kloubni
chrupavky v misté plivodniho defektu. Pfi kontrolnich ASK jsme odebrali z mista pivodniho defektu
vzorky, které jsme dale hodnotili. Na$ soubor byl 35 pacientl. 4 vzorky byli nehodnotitelé pro
malé mnozstvi odebraného materialu. Proto bylo nakonec vyhodnoceno 31 tkénovych vzorkd. 24
pacientl bylo po implantaci solidniho chondrograftu a 7 byl po osetieni defekt(i prostymi navrty.
Uvedené vzorky jsme hodnotili na pfitomnost kolagenu 2.typu a matrixmetalloproteinaz(MMP-1,
MMP-3 a MMP-13).

Zaveér: Na podkladé vysledkd naseho hodnoceni jsme vytvofili doporuceni pro praxi pii feseni
chondrélnich defektd nosnych kloubd.
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Terapie osteochondralniho defektu kralika pomoci hydrogelu z kolagenu
| a fibrinu obohaceného o trombocyty a PCL mikrocastice

Rampichovd M., Filovd E., Lukdsovad V., Buzgo M., Tonar Z., Litvinec A., Beznoska J., Plencner M.,
Mickovd A., Benesovd J., Soural M., Chvojka J., Doubal S., Kuchafovd M., Krali¢kovd A., Krali¢kovd
M., AmlerE.

Ustav experimentdini mediciny AV CR, v.v.i.

Novym trendem v regeneraci chrupavky je implantace vhodného nosice bez bunék. Tento nosic¢
by mél byt navrhnut tak, aby stimuloval migraci mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC) ze
subchondralni kosti. MSC kostni diené jsou schopny se za vhodnych podminek diferencovat do
chondrocytll a syntetizovat novou chrupavcitou tkan.

V nasi studii byl vytvofen hydrogelovy nosi¢ na bézi kolagenu | a fibrinu, ktery byl obohacen
trombocyty a mikroc¢asticemi. Trombocyty byly pouzity jako pfirozeny zdroj ristovych faktord.
Dale gel obsahoval mikrocastice pfipravené z nanovlaken na bazi poly-&#949;-kaprolaktonu (PCL)
a chitosanu (Chit). Na tyto ¢astice byly navéazany molekuly polyetylenglykolu (PEG) a protilatka proti
antigenu CD44. CD 44 je pfirozeny receptor pro kyselinu hyaluronovou pfitomny u MSC.

Nejprve byl nanovldkenny systém testovan v in vitro studii. Pfipravend nanovldkna byla namleta
pomoci kryogenniho mlynu. Na pfipravené mikrocastice pak byly nasazeny chondrocyty
a fibrochondrocyty a byla sledovédna bunécna viabilita a proliferace. Nasledné byly pfipraveny
hydrogelové kompozitni nosice a byly implantovany do osteochondralniho defektu kralika.
Hydrogely obsahujici neobohacené mikrocastice (Chit-PCL) byly implantovany 7 kralikim
a obohacené mikrocastice (Chit-PCL-PEG-CD44) 8 kralikdm. 5 zvifat bylo pouzito jako kontrola,
kde byl vytvoreny osteochondralni defekt ponechan bez lécby. Po 6 tydnech bylo provedeno
histologické vysetieni, véetné imunohistochemického barveni proti kolagenu Il a osteokalcinu.

Vysledky zin vitro studie ukazaly, Ze ackoli vykazovaly oba druhy mikrocastic dobrou biokompatibitu
a bunky na nich dobfe rostly, vétsi proliferace byla zaznamendna na mikrocésticich obohacenych
CD44 protilatkou. Pfitomnost antigenu CD44 v hydrogelovém nosici ve studii in vivo vedl k vétsi
pozitivité na kolagen Il v centraini ¢asti defektu, coz napovida tvorbé mladé hyalinni chrupavky.
U skupiny 2 bylo naopak shledano signifikantné vétsi mnozstvi elementu pozitivnich na osteokalcin,
coz naznacuje osteogenni diferenciaci. Tyto vysledky byly pravdépodobné zplsobeny interakci
bunék a mezibunécné hmoty s protilatkou proti CD44. Pfitomnost ¢astic zaroven positivné ovlivnila
biomechanické vlastnosti vzorku.

Tato prdce byla podpofena Interni grantovou agenturou Ministerstva zdravotnictvi CR (grant NT12156),
Ministerstvem skolstvi CR, grant UCEEB IPv6, MPO FR-TI3/808, project ED2.1.00/03.007, Grantovou
agenturou Univerzity Karlovy (grant 545313, 626012, 424213, 270513, 266801).
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Kolagen/Hydroxyapatitovy nosic¢ funkcionalizovany nanovlakny

z Polykaprolaktonu, trombocytarnim koncentratem a mesenchymalnimi
kmenovymi buiikami pro regeneraci kostnich defektu in vivo

Proseckd E.", Rampichovd M.?%, Litvinec A.%, Vojtovd L.>, Kochovd P., Tonar Z.%, Plencner M."?,
Buzgo M."*¢, Amler E."?

Ustav biofyziky, 2. Lékarskd fakulta, Univerzita Karlova v Praze’

Ustav experimentdlini mediciny AV CRv. v. i.2

Fakulta chemickd, Vysoké uceni'v Brné?

Nové technologie pro informacni spolecnost, Fakulta aplikovanych véd, Zdpadoceskd univerzita v Plzni*
Biomedicinské centrum, Lékarska fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze®

Fakulta biomedicinského inZenyrstvi, Ceské vysoké uceni v Praze’

Cil: Cilem studie bylo vyvinout ideédlni kompozitni nosi¢ pro regeneraci velkych kostnich defektd
s potencialem pro klinické pouziti.

Metody: Z predchozich in vitro testl byl vybran nosi¢ slozeny z 0.5% kolagenu typu | a 50%
Hydroxyapatitu (1:1 wt%) (Col/HA). Pro zlep3eni mechanickych vlastnosti nosice, klicovym
faktorem pro regeneraci kostni tkané, byla pro in vivo testovani do nosi¢e pfidana nanovldkna
z Polykaprolaktonu (PCL) o velikosti 2 mm x 2 mm ? 0.5 mm (Col/HA/PCL). Mechanické vlastnosti
nosi¢ byly poté méreny pomoci Youngova modulu elasticity v tlaku. Pro in vivo testovani byly
pfipraveny 3 skupiny nosicG. Skupina 1: Col/HA/PCL nosi¢ osazeny autolognimi mesenchymalnimi
kmenovymi burikami diferencovanymi do osteoblastd (MSCs) (Col/HA/PCL/MSCs). Skupina 2: (Col/
HA/PCL) nosi¢ obohaceny o trombocyty z trombocytarniho koncentratu (TRS) (Col/HA/PCL/TRS)
a skupina 3: (Col/HA/PCL) nosi¢ osazeny MSCs a obohaceny o TRS (Col/HA/PCL/MSCs/TRS). V3echny
skupiny byly implantovany do kondylu femuru kralika do defektu o kritické velikosti a to 6 mm
v priméru a 10 mm ? 0.5 mm hloubky. Jako kontrola byly ponechény u jedné skupiny (skupina
4) prazdné defekty. Nosi¢e byly implantovéany in vivo po dobu 12 mésici a poté analyzovany
kvalitativni a kvantitativni histologii.

Vysledky: Nejvyssi objem nové vytvorené kostni tkané, a to v celém objemu defektu, byl sledovan
u skupiny 3, tedy u skupiny obohacené o obé slozky (MSCs a TRS). Srovnatelna tvorba nové kostni
tkané, téz v celém objemu defektu, byla pozorovana u skupin 1 a 2. U kontrolni skupiny, prazdného
v celém objemu defektu, a s ptitomnosti fibrézni tkané. Méreni mechanickych vlastnosti nosicd
prokazalo vyssi hodnoty Youngova modulu elasticity v tlaku u nosic¢e obsahujiho PCL nanovlakna
(Col/HA/PCL) v porovnani s nosi¢em bez nanovldken (Col/HA). PCL nanovldkna tedy zlepsila
mechanické vlastnosti nosice.

Zavér: Kolagen/Hydroxyapatitovy nosi¢ obohaceny o autologni mesenchymalni kmenové burky
atrombocyty z trombocytarniho koncentratu predstavuje nosic s vysokym potencidlem pro pouziti
v klinické praxi, nejen ke svym vlastnostem, kdy doslo ke kvalitni, rychlé regeneraci kostni tkdné,
ale téz zdlvodu, Ze je vyroben z materiald, které jsou schvéleny pro lidské pouziti a za pfitomnosti
pouze autolognich bunék a rdstovych faktor(.

Podékovdni: Studie byla realizovdna za podpory Akademie véd Ceské republiky v.v.i. (AV0Z50390703
aAV0Z50390512), Grantové agentury Univerzity Karloviv Praze (projekty Cislo: 330611, 384311,648112,
626012, P36), a Grantové agentury Ministerstva zdravotnictvi (projekt ¢islo: NT12156). Ddle pak cdstecné
z Evropského fondu regiondliniho rozvoje (projekt ¢&islo ED2.1.00/03.0076, CZ.1.05/1.1.00/02.0090 ?
NTIS- New Technologies for Information Society?, European Centre of Excellence, a projekt CZ.1.05/
1.1.00/02.0068 - ?CEITEC- Central European Institute of Technology?) P36) a Univerzitnim centrem pro
energeticky efektivni budovy CVUT (projekt &islo IPV6).
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Use of human autologous MSC in treatment of rotator cuff rupture - a case
report

Stehlik D., Sevastanovd O., Havlas V., Kotaska J., Konrddovd S., Jendelovd P, Tr¢ T, Sykovd E.
Ortopedie 2. LF UK Fakultni nemocnice v Motole

Rotator cuff is known to be a tissue with relatively low tendency to heal when torn. Biological
enhancement of rotator cuff repair is a subject of thorough studies.

The goal of the clinical trial is evaluate the influence of autologous MSC on rotator cuff healing.

Bone marrow cells are aspirated from the iliac crest one month before rotator cuff surgery for the
purpose of receiving autologous MSCs. These cells are expanded in vitro in order to get sufficient
amount. Rotator cuff tears are repaired arthroscopically, and during the final stage of the surgery,
MSC cell suspension is applied into the suture of the rotator cuff in a single dose. Outcome measures
include clinical examination (ROM), pain score (VAS), functional scoring (UCLA and Constant scores),
MRI (tendon continuity/re?rupture).

Now we present case report of the first patient with 6 months follow up, significant pain relief and
improvement of function has been observed. There were no adverse effects registered during the
whole observation period.
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Pf¥inos histologie pfi posuzovani in vivo hojeni ran pfi aplikaci tkafnovych
nosica

Kubikovd T.', Filovd E.2, Proseckd E.?, Plencner M.%, Tonar Z."

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

Oddélent tkdriového inzenyrstvi, Ustav experimentdini mediciny AV CR, v. v. i.2

Pfi in vivo hodnoceni hojeni ran je vyhodné pouzit histologické metody vysetfovani, které odhali
pritomnost a kvantitu jednotlivych tkanovych komponent. Cilem prace je predstavit moznosti
a omezeni histopatologickych metod pfi hodnoceni in vivo hojeni ran. Frakce kolagenu typu
| ve tkani pfispivd k mechanické odolnosti tkdné. Rostouci pomér kolagenu typu I/Ill ve tkéni
znamena maturaci mechanicky pevného kolagenu z prekurzorového typu lll. Histologicky lze
kolagen typu | a lll rozlisit pfi prehledném barveni pikrosiriovou ¢erveni a za pouziti polarizovaného
svétla pfi mikroskopickém vysetifovani. Vysoky plosny podil vidken elastinu ve tkani pfispiva k jeji
pruznosti. Elastin zviditelnime napf. metodou modifikovaného zeleného trichromu s Verhoeffovym
hematoxylinem. Pfitomnost myofibroblast(i ve tkéni pfispivaji ke kontrakci rany. Myofibroblasty
obsahuji ve své cytoplazmé aktin, jez je mozné detekovat pomoci protildtky proti &#945;-
hladkosvalovému aktinu. Vysoka hustota mikrocév prispiva k regeneraci a rdstu tkané. Endotel cév
zviditelnime reakci s protildtkou napf. anti-von Willebrandovym faktorem, anti-CD31 nebo anti-
CD34. Zanétlivé bunky v defektu se podili na imunitni odpovédi organismu na poranéni. Neutrofilni
granulocyty reaguji s protilatkou anti-myeloperoxidasou, T-lymfocyty s anti-CD3, B-lymfocyty
s anti-CD20 a makrofagy s protilatkou anti-MAC387. Vysoky plo3ny podil glykosaminoglykant
ve tkani pfispiva k jeji regeneraci. Glykosaminoglykany zviditelni pfehledné histologické barveni
alcianovou modf¥i + PAS (Periodic Acid Shiff). Osteoblasty a novotvorenou kostni matrix, podilejici
se na vystavbeé kosti a zubU, Ize detekovat pomoci protildtky anti-osteokalcin.

Po detekci a vizualizaci je vhodné jednotlivé tkanové komponenty kvantifikovat pomoci
nevychylenych stereologickych metod vcetné orientovani a patfi¢ného vicedroviiového vzorkovani
tkanovych blockd, histologickych fezd a zornych poli mikroskopu. Vysledkem kvantitativni
histologické analyzy jsou obvykle spojité proménné, které Ize vyuzit k standardnimu testovani
statistickych hypotéz.

Podporovdno projektem ED2.1.00/03.0076 Evropského fondu pro regiondlni rozvoj.
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Vyvoj soupravy urcené pro pocitani CD34+ hematopoetickych bunék pomoci
pritokové cytometrie

Benko M., Jinoch P.", Skrob F.", Srdmkovd M.', Sutherland D. R.%, Suchdnek M.

EXBIO Praha a.s., Oddéleni vyvoje produktu, Vestec u Prahy, Ceskd Republika’

Toronto General Hospital, Eaton, Toronto, Ontario, Canada?

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék je spolu s chemoterapii terapii prvni volby pfi Ié¢bé
mnoha hematoonkologickych onemocnéni. Pro ziskani $tépu hematopoetickych progenitort je
vhodnd kostni dien, pupecnikova krev, nebo krevni kmenové buriky mobilizované do periferni krve
po stimulaci rGstovym faktorem.

Pro pfijeti Stépu je dilezita co nejvyssi shoda tkarnového HLA typu CD34 bunék dérce a piijemce,
pocet transplantovanych CD34+ hematopoetickych bunék a jejich Zivotnost. Kvantifikace Zivych
CD34+ bunék pritokovou cytometrii je nejpiesnéjsi a nejrychlejsi metoda stanoveni predpokladu
piihojeni hematopoetickych bunék bez ohledu na pdvod. Mezinarodni spole¢nosti ISHAGE
(International Society for Hematotherapy and Graft Engineering) byl pro prdtokovou cytometrii
sestaven a standardizovén protokol spravné identifikace a kvantifikace CD34+ hematopoetickych
bunék1, ktery je pouzivan ve vétsiné hematologickych laboratofi na svété.

Cytometricky protokol ISHAGE ur¢eny pro pocitdni CD34+ bunék vyuzivd maximum dostupnych
informaci pouze z 5 parametrl: zna¢eni CD34 a CD45 antigen, vylouceni mrtvych bunék DNA
barvickou (7-AAD) a vlastnosti bunék podle rozptyleni svételného paprsku ve sméru zareni
(Foward Scatter) a rozptyleni zéfeni do prostoru (Side-angle light Scatter). Téchto 5 parametr(i
bylo zkombinovédno do sekvencni a Boolean strategie ohrani¢ovani (gating), pouzitelné pro
hematopoetické kmenové bunky z riznych zdroji a pro velkou skalu pritokovych cytometrd.
Protokol vyZaduje pouziti PE-konjugované protilatky proti class Il CD34 antigenu, ktera detekuje
vsechny glykoformy CD34 a FITC-konjugované protilatky proti CD45 antigenu (pan-leukocytarni
marker), kterd detekuje viechny izoformy a glykoformy CD45.

Ve spolec¢nosti EXBIO Praha a.s. je ve vyvoji souprava, ktera je plné kompatibilni s protokolem
ISHAGE a je pouzitelna pro viechny typy priitokovych cytometrd. V ramci vyvoje soupravy byly
pfipraveny fluorescen¢ni konjugaty monoklonélnich protildtek proti pan-CD45 (klon MEM-28)
a class Ill CD34 (4H11) lidskym antigentm. Titraci bylo stanoveno optimalni mnoZzstvi anti-CD34
PE a anti-CD45 FITC znacenych protildtek pro 1 test. Funkénost znacenych protildtek byla ovérena
v referen¢ni laboratofi Dr. R. D. Sutherlanda (Toronto, Kanada), autora protokolu ISHAGE. Po ovéreni
klicovych reagencii bylo stanoveno optimalni mnozstvi vitaIni barvicky 7-AAD na 1 test a ovéfen
zdroj fluorescencnich kulicek s presné stanovenym poctem, které slouzi jako referen¢ni standard
pro kvantitativni stanoveni po¢tu CD34 bunék ve vzorku. Souprava rovnéz obsahuje roztok na lyzi
erytrocytd, pomoci kterého je mozné leukocyty analyzovat az do 24 hodin bez ovlivnéni poctu
zivych CD34+ hematopoetickych bunék ve vzorku.

Pomoci vyvijené soupravy lze pfesné stanovit pocet zivych CD34+ hematopoetickych bunék
ve vzorku kostni diené, v pupecnikové krvi nebo v plné periferni krvi. Vysledky byly potvrzeny
pouzitim krevniho standardu obsahujiciho definovany pocet CD34+ bunék (Stem Cell Control Kit,
BD, San Jose).

'Sutherland D. R. a kol. J Hematother. 1996 (3): 213-26.
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Imaging Flow Cytometry
Korbel M.
BioTech a.s.

Imaging Flow Cytometers combine the speed and phenotyping abilities of flow cytometry with
imagery and fuctional insights of fluorescence microscopy. Amnis Imaging Flow cyotmeters can
digitally image millions of cells directly in flow so you can perform high content assays on rare cell
populations and quantitate biological phenomena with icredible accuracy. Since 2005, researchers
have used Amnis imaging flow cytometers for a diverse range of applications within numerous
disciplines. This body of work has resulted in over 200 peer-reviewed journal articles
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GxP v pfepravé
Kytka J.
World Courier Czech Republic, s.r.o.

GxP je souhrnny nazev pro pravidla a postupy tykajici se metodiky tizeni kvality v rdmci Good
Practice (spravné praxe), jez je pouzivana v mnoha oblastech, a ktera zahrnuje takové mezinarodné
uzndvané standardy, jakymi jsou GMP (Good Manufacturing Practice = spravna vyrobni praxe),
GCP (Good Clinical Practice = spravna klinicka praxe), GSP (Good Storage Practice = spravna
praxe pfi skladovani) a GDP (Good Distribution Practice = spravna distribucni praxe). Tyto postupy
byly vytvofeny proto, aby bylo zajisténo, Ze vyrobky budou bezpec¢né, ze budou schopny naplnit
zamysleny Ucel pouziti, a Ze v regulovanych odvétvich, jako jsou farmaceuticky a potravinaisky
primysl, lékafstvi a kosmeticky prlmysl, bude dodrzovéna kvalita vyrobniho procesu, kontroly,
skladovéniadistribuce. Metodika Good Practice hraje zasadni roli pfi poskytovanisluzeb zékaznikim
zoblasti biofarmaceutického priimyslu. Nase spole¢nost se kontinudlné fidi pravidly GxP, a to vramci
celé své globalni organiza¢ni struktury, coz se tyka prepravy a skladovani nejen 1éka k vyzkumnym
Uceldim, ale i biologickych vzork( a dalSich material pro potieby globalnich klinickych studiiimimo
tyto studie. Tato strategie do detailu definuje, jak ma byt metodika GDP (a také ostatni) uplatriovana
v praxi pfi vSech zasadnich postupech, tykajicich se pfepravy. Jako kuryrni spole¢nost povazujeme
uplatnovani metodiky spravné distribu¢ni praxe pfi prepravnich ¢innostech za svou prioritu, nebot
GDP jasné popisuje spravné postupy distribuce biofarmaceutickych produktl uréenych pro pouziti
lidmi a zaroven vymezuje zpUsob piepravy téchto produktli od vyrobce (nebo z jiného bodu) ke
kone¢nému uzivateli (popfipadé do jiného bodu v prepravnim fetézci).

Spravné stanoveni viability a potencialu bunék pred transplantaci
Drzik O.
Baria
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Termination pattern of nanocrystalline diamond controls cell behavior

Broz A.", Ukraintsev E.?, Babchenko O.%, Verddnovd M."?, Kromka A.?, Rezek B.?, Hubdlek Kalbdcovd M."*
Institute of Inherited Metabolic Disorders, 1 Faculty of Medicine, Charles University in Prague’

Institute of Physics, Academy of Sciences of the Czech Republic, v. v. i.?

Department of Genetics and Microbiology, Faculty of Science, Charles University in Prague 3
Biomedical Centre, Faculty of Medicine in Pilsen, Charles University in Prague*

Introduction & Materials and Methods

The aim of the study was to investigate the behavior of human osteoblastic cells (SAOS-2) on
nanocrystalline diamond (NCD) film with altered wettability during the cultivation period of 48
h with a focus on primary adhesion. The NCD was already proven to be biocompatible material
that can be utilized in implantology as a surface coating1 or for biosensor development2. Surface
termination and thus wettability of the NCD was achieved by exposition to oxygen (NCD-O) or
hydrogen (NCD-H) microwave plasma. Three different surface termination patterns of the NCD
were prepared: 1) a whole surface terminated by O or H, 2) a half of the surface terminated by
O and the other half by H, 3) a surface with 200 um wide O/H alternating stripes. Differences in cell
behavior caused by these various termination patterns were studied. Cell number and morphology
were determined by immunofluorescent staining of nuclei and actin after 2 h and 48 h of cell
cultivation on the NCD with the whole surface terminated by O or H. Live cell imaging phase
contrast microscopy and subsequent image analysis were used to follow the cell migration and to
determine the number of adherent and non-adherent cells on the NCD samples with O/H halves
and O/H stripes.

Results & Conclusion

The results show that the cell behavior, especially cell adhesion is strongly influenced by termination
pattern of the NCD. Cell adhesion takes place earlier on the NCD-O than on the NCD-H and this
effect is more obvious on more patterned NCDs (stripes). Cells also proliferate more on NCD-O than
on NCD-H if they are cultivated on O/H stripes. However, this trend was not observed on NCD with
O/H halves or on NCD with O or H termination on the whole surface. Generally, cells move more
on NCD-H compared to NCD-O. These results indicate that the different plasma treatment of NCD
which resulted in patterned wettability can be used to control cell behavior.

References:

1 Jaatinen JJ, Korhonen RK, Pelttari A, Helminen HJ, Korhonen H, Lappalainen R, Kroger H. Early bone
growth on the surface of titanium implants in rat femur is enhanced by an amorphous diamond
coating. Acta Orthop. 2011 Aug; 82(4): 499-503.

2 I1zak T, Novotna K, Kopova |, Bacakova L, Rezek B, Kromka A. H-terminated diamond as optically

transparent impedance sensor for real-time monitoring of cell growth. Phys Status Solidi B. 2013
Dec; 250(12): 2741-2746.
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Vliv biomimetické modifikace polylaktidu funkcionalizovanymi blokovymi
kopolymery na rustové vlastnosti osteosarkomovych bunék

Janouskovd O., Mdzl Chdnovd E., Machovd L., Kubies D., Cuchalovd L., Rypdcek F.

Ustav makromolekuldrni chemie v.v.i. AV CR

Biodegradovatelné polyestery, jako napiiklad polylaktid (PLA), jsou intenzivné studované materialy
v oblasti tkdrnového inzenyrstvi. Uplatnéni polymernich biomateridl( v téchto aplikacich zavisi na
interakcich polymerniho povrchu s prostfedim tkané, tj. s proteiny a burikami. Vedle vhodnych
biodegradacnich, mechanickych a strukturnich vlastnosti je pro vyvoj materialu, ktery by zajistil
kontrolované interakce na rozhrani burika-biomateridl, nezbytnad pfitomnost a také distribuce
struktur pro adhezi bunék na povrchu biomateridlu, jako napfiklad aminokyselinové sekvence
RGDS odvozené od fibronektinu.

Prezentovana préce se zabyva modifikaci polylaktidovych povrchli depozici funkcionalizovanych
amfifilnich blokovych kopolymerd tvorenych polylaktidovym (PLA) a poly(ethylen oxidovym)
(PEO) blokem, PLA-b-PEO. Amfifilni blokové kopolymery vytvéii v selektivnich rozpoustédlech
asociaty, jejichz depozici na povrch je mozné pfipravovat organizované povrchy v nanometrovych
rozmérech. Funkcionalizované povrchy jsou modifikovany streptavidinem a dale sekvencemi
aminokyselin odvozenych od fibronektinu (RGDS), vitronektinu (KRSR) a rdistového faktoru lidskych
fibroblast (KRTGQYKLGSKTGPGQK).

Vliv pfipravenych povrchd na pocéatecni bunécnou adhezi byl studovan s vyuzitim lidské
osteosarkomové bunécné linie MG63, kterd je Siroce vyuzivané pro studium na poli tkériového
inzenyrstvi zaméfeného na obnovu kosti. Vliv rozdilné modifikace povrchi na chovani bunék
byl sledovan zménou morfologie, zménou rdstovych vlastnosti a viabilitou. Jednotlivé povrchy
ovlivnily ristové vlastnosti bunék, jejich porovnani a selekce umozni optimalizaci povrchovych
vlastnosti biomaterialu pro adhezi a rist bunék.

Podékovdni: Prdce byla uskute¢néna s podporou Akademie véd Ceské republiky (grant &islo: P108/12/
P624 a P108/11/1857) a MSMT CR projekt 2BIOPOL? (grant ¢&islo EE2.3.30.0029).
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Characterization of human adipose tissue-derived stromal cells from diabetic
patients with critical limb ischemia

Ko¢i Z.'?, Turnovcovd K.', Dubsky M., Baranovicovd L., Holdr V., Chudickovd M.', Sykovd E."?,
Kubinovd S.’

Department of Neuroscience, Institute of Experimental Medicine, Academy of Science, Prague’

Department of Neuroscience, 2nd Faculty of Medicine, Charles University, Prague,
Czech Republic?

Diabetes Centre, Institute for Clinical and Experimental Medicine, Prague, Czech Republic?

Adipose tissue is an abundant source of autologous adult stem cells that may bring new
therapeutic perspectives on the treatment of diabetes and its complications. However, it is unclear
whether the mesenchymal stromal cells (MSCs) of diabetic patients, constantly influenced by
hyperglycemia, have the same properties as non-diabetic controls. Adipose tissue was isolated
from the distal limbs of diabetic patients with critical ischemia. Adipose tissue-derived stromal
cells (ASCs) were characterized in terms of cell surface markers, differentiation into adipogenic,
osteogenic, chondrogenic, endothelial, islet-like cell lineages, and the expression of vascular
endothelial growth factor (VEGF) and chemokine related genes. Flow cytometry analysis confirmed
mesenchymal phenotypes in both, diabetic and non-diabetic ASCs. Nevertheless, 40% of diabetic
and 20% of control non-diabetic ASC samples displayed a high expression of fibroblast marker,
which inversely correlated with expression of CD105. Moreover, in diabetic patients, significantly
decreased expression of VEGF and CXCR4 was found in fibroblast-positive ASCs when compared
to their fibroblast-negative counterparts. Reduced osteogenic differentiation and down-regulation
of chemokine CXCL12 was found in fibroblast-negative diabetic ASCs. No significant differences
were observed between diabetic and control ASCs in adipogenic, chondrogenic, endothelial and
islet-like cell differentiation. Impairment of diabetic ASCs, in terms of osteogenic differentiation and
CXCL12 signal transduction, may decrease the effectiveness of autologous cell therapies in diabetic
patients. Our data suggests that allogenic ASC therapy might be more effective than autologous
ASC therapy in diabetic patients.
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Testovani biokompatibility nanostrukturovaného titanu pro pouziti
v tkanovém inzenyrstvi

Ostrovskd L.’, Sauerovd P.', Vistejnovd L., DZugan J.2, Hubdlek Kalbdéovd M.’
Biomedicinské centrum, Lékarskd fakulta v Plzni, Univerzita Karlova v Praze’

Comtes FHT a.s.?

Vyznamnym pokrokem ve vyvoji a pfipravé funkénich materidld pripominajici redlnou
tkan je moznost kontrolované pripravovat materidly s velikostmi zrn vykazujicich rozméry
v nanometrovych méfitkdch. Nanometrové struktury odpovidaji pfirozenému extracelularnimu
prostiedni tkané a mohou buriky stimulovat ke kvalitnéjsi buné¢né adhezi, zvysené proliferaci ¢i
produkci extracelularni hmoty. Cilem této prace bylo studium interakce rliznych buné¢nych typl
s nanostrukturovanym titanem Gr. 2 a porovnat vliv rdznych velikosti zrn a pfipravy povrchu vzorkd
na buné¢nou adhezi, metabolickou aktivitu a proliferaci.

Titan Gr. 2 byl zpracovan pomoci metody tvaieni za extrémnich plastickych deformaci metodou
ECAP- CONFORM. Timto zpusobem zpracovani byly vyrobeny experimentdaini materidly s rdznou
velikosti zrn (< 1 ?m, 4.6 ?m a 30 ?m). Z téchto materidlG byly nasledné vyrobeny vzorky s rdznou
drsnosti povrchu - povrch brouseny (metalograficky brusny papir 1200) a povrch lestény
diamantovou pastou.

Lidské linie osteoblastl (SAOS-2) a keratinocyt( (HaCaT) a lidské mezenchymalni kmenové buriky
(MSC) byly kultivovany na nanotitanu po dobu 2 a 48 hod, kdy byl uréen pocet a velikost bunék.
Dale, po 48 hod byly u bunék stanoveny metabolickd aktivita a mira produkce pro-zénétlivych
cytokint (IL-6, IL-8 a TNF-&#945;).

Vsechny studované bunécné typy dobie adherovaly na povrchy nanotitant. Nejvyssi mira adheze
byla pozorovana u MSC, kdy pocet adherovanych bunék byl vy3si nez u polystyrenové kontroly
(PS). Metabolickd aktivita MSC a SAOS kultivovanych na vétsiné typd nanotitan( byla srovnatelna
s kontrolni PS, jen v nékterych pfipadech byla mirné snizena. Na druhé strané, metabolickd aktivita
HaCaT byla sniZzena vyrazné na vétsiné typd nanotinan(. U vsech bunécnych typ( byly pozorovany
rdzné reakce na jednotlivé nanotitany lisici se rozmérem zrn a Upravou povrchu. Aktivace imunitni
odpovédi ve formé zvysené produkce pro-zénétlivych cytokind také nebyla registrovana u zadného
z bunécnych typa, coz napovida o neimunogenicité noveé pripravenych nanotitan(.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze nanostrukturovany titan nabizi zajimavou moZnost ve vyvoji
kostnich a zubnich implantat(. Povrchy titanu s nanorozméry podporuji adhezi zejména kostnich
a kmenovych bunék, jejichz aplikace v regenerativni mediciné je stale castéjsi.
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Pfiprava pluripotentnich kmenovych bunék dediferenciaci somatickych
bunék
Pokornd D.

Vyzkumny ustav Zivocisné vyroby v.v.i.

Pfirozenymi pluripotentnimi kmenovymi burikami jsou buriky embryonalni (ESC), které mohou byt
izolovany z vnitini vrstvy blastocysty v ¢asnych stadiich embryogeneze. Pluripotentni kmenové
buriky mohou byt pfipraveny i in vitro dediferenciaci somatickych bunék. V nasi laboratofi se
dlouhodobé zabyvame vyzkumem metodik prenosu bunécného jadra (SCNT) a dalSimi modernimi
metodikami dediferenciace somatickych bunék pomoci vnéaseni plazmidd a mRNA, kédujici
yamanakovy faktory a MBD3 siRNA, déle pomoci malych chemickych molekul (buriky iPSC)a nové
i pomoci nizkého pH (buriky STAP).
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Biocompatibility of polyanilines with neural progenitors and cardiomyocytes
in vitro
Radaszkiewicz K.A., Ldnovd M., Vicdrovd H., Handckovd M., Humpolicek P., Pachernik J.

Masarykova univerzita

Conducting polymers are organic polymers able to conduct electricity; they may exhibit metallic
conductivity but usually they are semiconductors. Polyanilines (PANIs) as an example of conducting
polymers possess ability to respond to various stimuli by the change in their optical, electrical,
chemical and mechanical properties. PANIs are one of the best known conducting polymers on
account of high electrical conductivity, excellent electronic and optical properties, good redox and
ion-exchange activity, environmental stability, simplicity of preparation from common chemicals,
and relatively low cost. Therefore in the last decade there is growing interest in the use of conducting
polymers for biological and medical applications including cardiac and neuron tissue engineering.

Herein our pilot study, we have tested a potential of various PANIs as a usable material for growth and
expansion of neural progenitors, cardiomyogenesis in embryonic stem cells and cardiomyocytes.
Our data indicate a utility of some PANIs for growth of tested cells. Moreover we observed improved
differentiation of tested cells on PANIs with higher adhesiveness for cells. In following experiments
we focus on further characterization of cells on PANIs from the view of polymers conductivity.
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Perspectives in the use of myoblasts in mitochondrial diagnostics and
bioimplantology
Sladkovad J., Kostkovd O., Spdcilovd J., Hansikovd H., Zeman J.

Department of Pediatrics and Adolescent Medicine, 1% Faculty of Medicine, Charles University in Prague
and General University Hospital in Prague, Czech Republic

The field of stem cell research is advancing rapidly, forging new frontiers for cellular therapy
and tissue engineering. Although the use of adult stem cells ( eg. mononuclear, undifferentiated
myoblasts called satellite cells that can proliferate in culture) for treating patients with various
diseases (eg. heart failure or urinary incontinence) is promising, further advancement is necessary
before stem cell therapy can be considered an established part of daily clinical protocol.

The aim of our study was to collect cultures of myoblasts from patients with mitochondrial
disorders and compare them to the mitochondrial morphology between proliferating myoblasts,
differentiated myotubes and fibroblasts culture. Upon establishing our findings, we investigated
the myoblasts proliferating capacity for efficient autologous transplantation.

We isolated satellite cells by explant technique, which uses the intrinsic property of satellite cells to
become activated and migrate to a site of lesion. Satellite cells were allowed to migrate out from
muscle explants and were cultured under standard conditions . Once the cells migrate out of the
explants (muscle biopsy), they are then referred to as myoblasts.

Our study revealed that in patients with mitochondrial disorders, myoblasts change morphology
of mitochondrial reticulum and mitochondrial ultrastructure. Mitochondrial equipment was rather
scattered andirregular with sporadically distributed megamitochondria in myoblasts of investigated
patients compared with controls. Ultrastructural analysis of cultured myoblasts of patients revealed
a rather heterogeneous picture of abnormally sized and shaped mitochondria, almost regularly
associated with unusually aberrant and sparse cristae. Potentially, these cultured myoblasts may
one day be used to support the diagnostics of mitochondrial disorders. But use of myoblasts
from patients with mitochondrial disease for regenerative medicine is limited because they are
retarded in growth in comparison with control myoblasts due to the substantial involvement of
mitochondria in the regulation of myogenesis.

Supported by: RVO-VFN 64165/2012
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Histologicka analyza rozhrani bionickych implantata na bazi kolagenu,
poly(DL-laktidu) a kalcium fosfatu

Suchy T.", Stanék L.2, Sucharda Z.", Supovd M.’, Balik K., Sedldcek R.?

Qddélenl’ kompozitnich a uhlikovych materidli, Ustav struktury a mechaniky hornin, Akademie véd
Ceské republiky, v.v.i.!

Ustav patologie, 1. LF UK a VFN, Praha?

Laboratof biomechaniky, Ustav mechaniky, biomechaniky a mechatroniky, Fakulta strojni, CVUT
v Praze’

Lidska kost je v podstaté dokonaly kompozit slozeny prevédzné z nanoslozek, které ji zarucuji
jedinecné vlastnosti. Kost neposkytuje pouze mechanickou podporu, ale slouzi také jako
zasobnik minerdl(. Je dobrym piikladem dynamické tkané - do urcitého rozsahu ma jedinec¢né
regeneracni a remodelacni schopnosti. Ovsem z rdiznych divodu si mnohé pfipady traumatickych
nebo netraumatickych poskozeni vyzaduji [é¢bu pomoci kostnich $tépd nebo nahrad. Cilem nasi
studie bylo in vivo biologické hodnoceni nanokompozitniho materialu, jehoz slozeni kombinuje
vyhody biodegradabilnich alifatickych polyester(i ve formé nanovldken, pfirodniho kolagenu jako
matrice, a pfirodniho kalcium fosfatu ve formé nanocastic, to vie doplnéno hyaluronanem sodnym.
Biologické hodnoceni bylo provedeno na zvifecim modelu prasete (femur, trochanter major).
Odbéry byly provedeny po 6 a 12 mésicich pod kontrolou RTG a CT. Byly vyjmuty celé hlavice
femuru, byla provedena dekalcifikace pomoci kyseliny mravenci po dobu 24 hodin. Nasledné byly
oblasti s implantaty opracovany a zality do parafinu po pfedchozi fixaci 10% formolem. Preparaty
byly krajeny na fezy 3 - 5 um, barveny HaE a znaceny fluoresceinem pro svételnou a fluorescencni
mikroskopii. Dale byla na fezy pouzita molekularni metoda TUNEL (DeadEnd, Fluorometric
TUNEL System), ktera na zakladé analyzy rezd detekovala burnky v oblasti kompozita prechazejici
do apoptozy. Vysledky ukazaly, Zze pouzity material spliuje ocekavani a jiz po prvni fazi odbérd
(6 mésicll) byl vidét pfechod kompozita v kost a prorlstani v celém rozsahu. Byla detekovana
kolagennivlakna a diferenciace osteoblastli v oblasti kompozita. V dalsi fazi odbéru (12 mésicu), bylo
jiz vidét kompletni prorlistani a téméf neznatelny implantat. Byla zde dokonald kostni novotvorba
a detekovéna pfirozend apoptdza.

Tato studie byla podporena Technologickou agenturou Ceské republiky (projekt ¢ 01010185).
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Nové moznosti vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) v chirurgii
spankové kosti

Skoloudik L., Chrobok V., Filip S.", Laco J.2, Dédkovd J.% Ko¢i Z.*

Klinika otorinolaryngologie a chirurgie hlavy a krku, Fakultni nemocnice Hradec Krdlové, Univerzita
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Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové
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v Hradci Krdlové

“Ustav experimentdlni mediciny Akademie véd Ceské republiky, v.v.i.

Uvod: Multipotentni mezenchymalni kmenové buiky (MSCs) jsou studovény pro schopnost vyzravani
smérem ke specializovanym mezodermalnim tkanim, jakym je tkan kostni. Osteogeneze vyvolana
MSCs aplikovanymi spolu s nosi¢em do kosténého defektu pfinasi novou metodu terapie kosténych
defektl.

Pracovni hypotéza: Implantace kultivovanych mezenchymalnich kmenovych bunék na nosi¢i do
defektu spankové kosti umozni remodelaci kosti pevnou vitaIni kostni tkani.V humanni mediciné bude
mozno vyuzit nové techniky k rekonstrukci kosténé stény zvukovodu po sanacnich operacich spankové
kosti otevienou technikou. Dojde k oddéleni zevniho ucha od pneumatického systému spankové kosti,
coz snizi morbiditu a zvysi kvalitu Zivota pacientli po sanacnich stfedousnich operacich.

Hlavni cil studie: Vytvoreni vhodného zvifeciho modelu a preklinické vyzkouseni ucinnosti lidskych
MSCs pro rekonstrukci zvukovodu po sanacnich stfedousnich operacich.

Metodika: Osteogenni diferenciace je preklinicky testovana a hodnocena na zvitecim modelu.
Experimentalni zvifetem je morce. Pro pfipravu kombinovaného biomateridlu jsou pouzity lidské
mezenchymalm burky izolované z kostni dfené. Za aseptickych podmmek a v souladu se Spravnou
vyrobni praxi (SVP) v ¢istych prostorech UEM AV CR byly bufiky namnozeny a v tieti pasazi sklizeny.
Vzdy pro jeden implantat se smichalo 1,6 mil MSC s 0,02 g CEM-OSTETIC a s tkariovym lepidlem
Tissucol. Pro prvni (experimentdlni) skupinu morcat byl pfipraven kombinovany osteokondukéni
material s mezenchymalnimi kmenovymi burikami, pro kontrolni skupinu byl pfipraven material bez
kmenovych bunék. Experimentalni zviie je operovéno v celkové disociativni anestezii se zachovanim
spontanniho dychani. Biomaterial je implantovan do vytvofeného defektu predni stény tympanické
buly. S odstupem 1 mésice je hodnoceno HRCT vysetieni spankové kosti, je provedena explorace
tympanické buly a hodnocen histologicky nalez v oblasti implantace biomateridlu.

Vysledky: Pro hodnoceni vysledku implantaci biomateridlu 30 dni po operaci jsme ziskali 15
experimentalnich zvifat, 8 v experimentalni skupiné s implantaci biomateridlu s MSC a 7 v kontrolni
skupiné s implantaci materialu bez MSC.

Po implantaci osteogenniho materidlu bez MSC i biomateridlu s MSC doslo k uzavieni kosténého
defektu s novotvorbou kosti u vSech experimentalnich zvifat. PouZity material neved| k vyznamnéjsi
zanétlivé reakci ¢i nezddoucim zménam v tympanické bule. Pfi kvantitativnim zhodnoceni novotvorby
kosti dochdzi 30 dnl po implantaci biomateridlu k signifikantnimu zvyseni osteoneogeneze ve skupiné
morcat s implantaci biomateridlu s MSC oproti skupiné kontrolni s implantaci osteogenniho nosice
bez MSC.

Zavér: Experimentalni studie ukazuje na moznost nového vyuziti MSCs v klinické praxi.

V soucasnosti je metoda implantace MSC do opera¢niho defektu spankové kosti testovana na trovni
experimentalniho zvifeciho modelu. Jeji vyuziti v huméanni mediciné je zcela novou technikou, ktera
umozni obnoveni anatomickych pomérd po sanacnich operacich spankové kosti.

Podpofeno MZ CR - RVO (FNHK, 00179906).
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