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Co vsechno lze nahradit??

Organické nahrady
« KUze a kozni derivaty

o Kuze, Vlasy, zuby, boltce, nos
« Orgdny

o ledviny, srdce, jatra, plice, pankreas, penis
« Tkdané

o Rohovka, mozkovd plena, céva, kost, Slacha, srdecni chlopen, koncetina, prst
« Bunky

o Kostni dfen, naprogramované T bunky, spermie, vajicka

Neorganicke nahrady
Falesné oko

Kloub, kost

Koncetinag, prst

Zub

Cévni stent
Meziobratlovd ploténka
Srdecni chlopné

O O O O O O O

Kombinace bunék a neorganickych nosi¢u - b
o Kize
o Cévy
o 3D modely tkdni osidlené bunkami (srdce, ledviny...)




Historie - Nahrady koncetin, zubu

800 pf.n.l Egypt 300 n.]l Italie

https://epochaplus.cz/egyptske-protezy-palcu-u-nohy-obstoji-i-v-dnesni-konkurenci/

2500 pf.n.l. Mexiko 1500 n.I. Japonsko

http://www.lpdental.cz/p91/prvni-zubni-nahrady



Umele nahrady

1938 - Prvni totalni nahrada kycelniho kloubu
1940 — Zavadéni polymert do mediciny

- PMMA pro napravu zlomenych kosti

- celuldza pro dialyzu

- stehy z nylonu
1952 — prvni mechanicka srdecni chlopen
1953 — prvni nahrada cévy z polymerniho dacronu
1976 — prvni arteficialni srdce

1975 - ZaloZeni spolecnosti pro biomaterialy

Vyvoj materialu a cil dane generace materiali:
1. generace — od 1950 — inertnost materialu

2. generace — od 1980 — bioaktivita materialu

3. generace — od 2000 — obnoveni funkcnich tkani




http://www.technicalmuseum.cz/akce/az-na-kost/
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EERAMIEA A POLYMERY EOMPOZITY A NANOEOMPOZITY BIOMIMETICKE. MATERLALY
BIOAETIVM NERO BIOAETIVM A TEANOVE. INZENTRSTU
BIORESORBOVATELNE. BIORESOR BOATELNE- MATERIALY, ETERE NAPODORUJ THANE.
A COMBINUT SE-S 2IVML BUNEAM
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Nejpouzivanejsi materialy

Biomaterialy — Keramika

Materi al Aplikace
Alumina Nahrady kloubu
Zirkonia Nahrady kloubu

FosforeCnany vapenaté | Kostni grafty, Povrchove
natéry (vrstvy) u fixaci

Bioaktivni skla Kostni grafty, Povrchove
natéry (vrstvy) u fixaci

Porcelan Zubni implantaty

https://slideplayer.cz/slide/2315119/



https://slideplayer.cz/slide/2315119/
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Nejpouzivanejsi materialy
Biomaterialy — Kovy

Materi al Aplikace
316, 316L Fixace zlomenmn
Nerezova ocel Nahrady kloubu

Spmalni mstrumentace

Chirurgicka mstrumentace

Cisty titan Nahrady kosti. kloubu

Ti-6A1-4V Zubni implantaty

Ti-13Nb-13Zr

CoCr shitiny Nahrady kosti, kloubu
Zubni implantaty

Srdecni chlopne

Slhitiny zlata Srdecni chlopne
https://slideplayer.cz/slide/2315119/



https://slideplayer.cz/slide/2315119/

Nejpouzivan
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Biomaterialy — Polymery

Materi al Aplikace (napt.)
Polyethylen (UHMWPE) Jamky pro vymeny kloubu
Polypropylen Stehy, MCP klouby

Polytetrafluoroethylén (Teflon)

Vaskularni protetika

Polyestery Vaskularni protetika, doprava léciv,
stehy, vazové grafty
Polyurethany Vaskularni protetika, srdecni

chlopne, katetry

Polyvimylchlorid (PVC)

Katetry

Polymethylmethakrylat (PMMA)

Fixace implantatu

Silikonové elastomery

Oftalmologie

Hydrogely (napi. HEMA)

Oftalmologie

Kyselina polymlécna (PLA) a
polyglykolova (PGA)

Resorbovatelné materialy, doprava
leciv



Biomaterialy

Zadouci vlastnosti - biokompatibilita:

Postup testovani -

dobra smacivost, volna povrchova energie,
povrchovy naboj, konstantni drsnost, neimunogennost
nekarcinogennost, nepyrogennost
samodegradovatelnost x vysoka stabilita

- musi byt sterilizovatelny

- vyroba musi byt ekonomicky, casoveé i ekologicky nenarocna

in vitro — cytotoxicita (cytokinetické parametry), mutagenita,
Imunogenita
- bunécné kultury — analogicka tkan, bunécne modely

- in vivo — pyrogenita, systémova a akutni toxicita, imunogenita

karcinogenita, mutagenita
- mySi— prasatka — lidé




Biomaterialy a plazma

Osteoartritida — kostni implantaty pokryté hydroxyapatitem pomoci plazmy
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28254288
- CaO-Si0O2 plazmou nasprejovany na keramiku
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18771893

Kardiovaskuldrni systém - chlopné s nepfilnavymi vrstvami
- hydrogely s imobilizovanymi kmenovymi burikami
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25778713

Intervertebral disc — plazmou naspreovany titan nebo titan + fosforecnan vapenaty
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15541680

Arteficidlni cévy - nejriznéjsi polymery funkcionalizované plazmou
https://www.mdpi.com/1996-1944/12/2/240
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Plazma




Plazma elektrickych
vyboju




Chemical functions
-OH -NH,
-COOH  -C:=N
>C=0 -NCO

0 oXN
cDcOODcO c

Plasma implantation



Plazmova funkcionalizace povrchu

Cyclopropylamine + Ar ,

y reaktor s diagnostickymi metodami
u

[ ]
Schéma kapacitné vazaného plazmového vyboje



Plazmova polymerace

monomer W Wy

plazmovy polymer M
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http://www.phi.com/surface-analysis-techniques/xps-esca.html

Testovani biomaterialu

1. Adekvatni modelova linie

o KuUze - fibroblasty, keratinocyty, melanocyty
o Céva - endotelidlni bunky, b. hladké svaloviny
o Krevné-mozkovad bariéra — endotelidini bunky, astrocyty

2. Typ kultivace

2D monokultura

2D kokultivace

3D monokultura

3D kokultivace
Organ-on-chip
Organismus-on-chip

O O O O O

3. Testovani kompatibility

o Biokompatibilita — testovdni cytokinetickych parametrd + mutagenity
e o Imunokompatibilita — testovani aktivace imunitnino systému


https://www.youtube.com/watch?v=FcvDvCXyF4k
https://www.youtube.com/watch?v=FcvDvCXyF4k
https://www.youtube.com/watch?v=FcvDvCXyF4k
https://www.youtube.com/watch?v=FcvDvCXyF4k
https://www.youtube.com/watch?v=FcvDvCXyF4k

Proliferace

Jak rust v pritomnosti nového materidlu ovlivni rust bunék?
o Kvantifikace ATP — Cim vice ATP v bunécném lyzatu, fim vice
bunek tam bylo

o Metabolickd aktivita — kvantifikace barevného nebo
fluorescencniho produktu metabolizmu

« Formazdnové metody — do média se pridd tetrazoliova sul
(MTT, WSTT, XTT, MTS), kterd je Cinnosti mitochondridinich
enzymU redukovdna na barevny formazdn

« Resazurin —resazurin je dehydrogendzami redukovan na
cervenéfluoreskujici rezorufin

« Calcein AM — esterdzy odstépi acetoxymethyl ester a
calcein zacne fluoreskovat (a neni uz prostupny pro
membrdanu)

o Primé nabarveni bunék — nafoceni povrchu a spocitani b.
pomoci Imagel https://imagej.net/Fiji/Downloads

« DAPI, Hoechst — barviva, kterd prostupuji membranu




Bunécna smrt

Na testovaném povrchu je méné bunék, pro

Counts
0 BO 1680 240 SIECI 400
Jas sl el eiaaaleuaaly L

1. Umirgji — apoptdza

200 400 600 800 1000

Counts

1. Annexin V (zvyseni koncentrace fosfatidylserinu na vnéjsi c e
. . b) ¥7
sfrane memlbrany ® 8
1. DNA zebrik (Stépeni DNA mezi nukleosomy) 8 Blok v S fazi

2. 7-Aminoactinomycin D barveni (zivé, umirgjici a mrivé b.)
3. Stépenicaspdz, PARPU
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2. Nerostou

1. Blok v pruchodu bunécného cyklu|(VindelovUv roz., DAPI)
2. Spadnou do GO
3. Diferencuijie?

160 240 320
PP P

Counts

o 80
Jeaila

200 400 600 800 1000
FL2-H

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X15402088



Diferenciace

« Diferenciace byva Casto doprovdzena poklesem

proliferace
o Kozni bunky —TKeroﬂn ],TIO,T Involukrin,TE Cadherin

o Endotelidini bunky — pri de novo tvorbé z kmenovych bunék se zvysuje
exprese marker0 — Pecam1, VWF, KDR, CD34 a VE Cadherin

o Fibroblasty —bSMA,TcoIIogen 1 — aktivace do myofibroblastt

o VSMC —BSMA v kontraktilni fézi,TcoIIogen 1 — prechod do syntézni faze

« Detekce gRT-PCR nebo prutokovd cytometrie



Imunokompatibilita

M2 macrophage

MRC-1
(CD206) ,

cytokines
TGF-, IL-10, CCL13

MO macrophage

M1 macrophage

cytokines
. CD86 TNF-q, IL-1B, MCP-1, IL-12
0 CCR7

By Jana Bartosikova

Testujeme reakci makrofagti na dany materidl — prozanétliva (nezadouct)
- proregeneracni (Zadouci)

Created in BioRender.com bio



Evaluation of macrophage
phenotype

M2 macrophage

.

M1 macrophage

THP-1 in RPMI 1640 RPMI 1640 + 150 nM PMA RPMI 1640
Testovany povrch

Created in BioRender.com bio

By Jana Bartosikova

« Vyhodnoceni exprese cytokinU

o ELISA assay — ukotveni cytokinu v sendvici protildtek a jeho kvantifikace
e o QRT-PCR - detekce poltu mRNA pro jednotlivé cytokiny °



Kokultivace bunék

« Model cévy - ruzné usporddani
o bunky na protéjsich strandch membrdany
o Smésnd populace na jedné strané membrdany
o Jedny bunky na dné jamky, druhé na membrdné

o Kokultivace vede ke snizeni proliferace VSMC bunék,
patrné vlivem TGF

 Model krevné-mozkové bariéry
o Dulezitd je tvorba konfluentni monovrstvy

endotelidinich bunék o .:“‘5 S o
« XCELLigence - zvyseni impedance pfi zvyseni vele s vie”

konfluence # * # * + ‘

o Analyza exprese ABC transportér( tghtjunction =T -
. gRT-PCR (MDR1, MRP1, BCRP) ot e——
-« Dye exclussion assays o o
(extracellular matrix)

https://www.youtube.com/watch?v=FcvDv . s

brain &>
CXyFak | 9\;}%

https://www.youtube.com/watch?v=3s8zQ

KHO SOI https://www .researchgate.net/figure/Diagram-of-the-components-in-the-blood-brain-

Thavitmne PRPR ARCR1 vw111vixlAa A d ARCCD £:41 2AD012ADD4170



https://www.youtube.com/watch?v=3s8zQKHQsOI

Dynamicka kultivace

Compression Strain
b o
€ .
Torsion Bending
M ;N g;t
Manual Manipulation Hydrostatic pressure Shear stress due to
using a micropipette fluid flow

222
N ] ==

e https://boku.ac.at/dbt/ictct/dynamic-cultivation



https://ibidi.com/content/303-why-cell-
culture-under-flow



Brain-on-chip

A c Perfusion channel
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https://www.researchgate.net/figure/Schematic-diagram-of-the-organ-on-a-chip-device-for-3D-culture-and-differentiation-of_figl 322277944



GACR projekt: Plazmové polymery pfipravené na nanovlikennych membranach
pro inzenyrstvi cévni tkané

Povrchy tvorené polykaprolaktonem spradenym do nanovlaken a funkcionalizované
aminy jsou vhodnymi nosici pro nahrady cév

Cévy vyrobené v laboratori

Postup vyroby cévni nahrady. Céva je vypestovana z pacientovych koznich bunek,
z kterych nejprve naroste ,plachta“ a ta se pak sroluje do trubicky. Do nitra
zakladu nové cévy se usadi bunky endotelu



7~/

Plazmatem akhvovqny cyklopropylamin vytvari
aktivni aminové (+) funkéni skupiny na povrchu
polystyrenovych misek a nanovidkennych membran

Z polykaprolaktonu
Hlavni zména fenotypu bunék - zvyseni odolnosti vUci trypsinu

STudovone bunécné linie
Myoblasty kosterni svaloviny (C2C12)
Keratinocyty (HaCaT)

Fibroblasty (LF)
Bunky hladké svaloviny z cévy (VSMC)
Endotelové buriky (HUVEC, HSVEC, CPAE)

3 sfudované povrchy - 1TO0W, 30 W a 150 W
- Petrino misky
- nanovldkna z polykaprolaktonu

Imunologickd odpoved — RAW makrofdagy + ELISA
Kokultivace endotelovych bunék a VSMC



Membrany

« Cell crowns (Scaffdex) —s membranami v 24 W desce
- nejsou prusvitné, nutné fluorescencni barveni




O Ve

Odolnost bunek vuci trypsinu

o 10W 33W 150W
~@- control & 30w, 33% 100W, 33% =& 150w, cont.

— T T T — T T T —F T T — T T 1
L2r C2C12 ][ 1 HaCaT ][ VSMC [ 1 LF ]

) . : N S . . - . : . . .
10 20 300 10 20 300 10 20 300 10 20 30
Trypsinization time [min]

P. Cernochova, et al. 2020, Cell type specific adhesion to surfaces functionalized by amine plasma

polymers, Scientific Reports (in revision)
[ ([
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Rychlost pohybu

Rychlost prisedani

elocity (um/min)

=

Average

Fraction of attached cells

1.6
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1.0

I I I I I I
1 control

- 10W (30W, 33%)
1 33W (100W, 33%)

| == 150W (150W, cont.)
LF HaCaT VSMC HSVEC  HUVEC CPAE

—e— 10W (30W, 33%) -+ 33W (100W, 33%) - 150W (150W, cont.)
T rTrrtr Tt T rtrt L DL DL DL L L L |

 HuvEC,
0.0 i N M L L L L
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Imunokompatibilita CPA membran

M1 -IL-1b

M1 - CCR7

M1 - TNF-a

- K

T
wn

o~

T T T T
[=] wn Q n

o~ - - o
|oAs] uoissaida aAlje|ay

0.0

L)
Lt
o

& Y
%,
& Y
%,
2
G
- &
H “
N - S
[=] o o

|eAs] uoissaida aAljejoy

T
o
-

* 2
[7/
3
& i
[7)
%
2
%
H &
1 T
e © o
- o o

|1aA8] uoissauda aAljeeYy

M2 -CCL13

M2 -IL-10

M2 - MRC1

[ )
4
%,
4
QQ\
$
“n
— - &
Yo
T T L
o~ o - o
|oA8] uoissaida aAne|ay
%
%,
* 2
QQ\
*
Y,
K A
T 1 T T
< w < L] Q
o~ - - o o
|aAa] uoissaida aAlje|ay
x 4
%,
$
%,
2
G
%%
T 1 1) T 1
o wn o n o
o - - o =3

|oA9] uoissaida aAle|oy



Shrnuti 2D testovani PCL membran s

aminovymi skupinami
Indukuji vysokou adhezi neendotelidlnich bunék
Buniky na nich mirné zpomaluji proliferaci

Bunky neumirqiji, nediferencuiji

Cytokinetické parametry jsou nejstabilnéjsi pri
kultivaci na T00W membrdané

M2 proregeneracni fenotyp makrofdgul nejlépe
indukuje vrstva 150W a hned za ni T00W

Pro dalsi testovdni je nejvhodnéjsi membrana 100W



Lignp4Wound

M-ERA.NET grant: Antibacterial breathable wound dressing based on polymer
electrospun nanofibers

Membrany z nanovlaken polykaprolaktonu jako obvazy na chronické rany

- S naspreovanymi solid lipid particles (SLPs) obsahujicimi antibiotika - tetracyklin a
gentamicin

- S naspreovanymi nano¢asticemi ligninu

- Modifikace pfidanim rastovych faktort a chitosanu

J Provide moist enviroment
J Allow gas exchange

4/ Avoid bacteria infiltration
o/ Deliver bioactive molecules




COOH funkcionalizace

GACR projekt: Plasma and ion-implantation processing of microporous polymer
nanomaterials for bioapplications

* plazmou modifikované PCL membrany s zaporné nabitymi COOH funkénimi skupinami
* Posileni antimikrobialnich u¢inki nanostribrem napraSenym magnetronem

*  Vyuzitelné bud ke kryti chronickych ran nebo jako filtry vzduchu

a) Magnetron sputtering b) Type of magnetrons
oy ! Ground or bias
5 N _/"
Balanced

Chamber

Gas Inlet

Unbalanced

Power supply

Velasco et al. 2016

https#/angstromengineering.com/ tech/magﬁétron—sputtering/ ?utm_medium=cpc&utm_source=google&utm_term=&utm_campaign=s-dsa- ®

landing-pages&utm_content=&gclid=CjOKCQjws-
AERLCLADTe A P OYLTVA 2 TN sa ENTL A<= T TA <o 7N (N1 QNAVTEY. AT s T CVaAV A FocirTa A cofT AT <ir ro D



Chronicke rany

Réna, ktera i pfes adekvatni terapii nevykazuje po dobu 6-9 tydnti tendenci k hojeni

Nejcastéjsi chronické rany

*bércové viedy vendzni etiologie (jsou jednim z projevi
chronickeé Zilni insuficience)

earterialni kozni vredy (projev pokrocilé ischemické choroby
dolnich koncetin)

*Dekubity - prolezeniny

*neuropatické kozni viedy (jsou jednim z disledku
onemocnéni diabetes mellitus)

*kozni vredy v terénu lymfedému

* Moderni 1écba - vlhka terapie rany
* profesor Winter, v roce 1962 jako prvni popsal, Ze udrzovani
rany ve vlhkém stavu urychluje reepitelizaci

» aktivni povrch potlacujici infekci a podporujici hojeni rany



Wound healing assay

Jak rychle , rana” zaroste?
Life imaging microscopy
- Ibidi komtirka na hladkém povrchu

- Buniky v zelatiné v Ibidi
— obvaz poloZen na povrch




Neuro-PlasGQDs

 Marie-Curie grant: Vyuziti grafenovych mikroteCek (GQD) k terapii

neurodegenerativnich onemocnéni

« GQD jsou atomy uhliku dopované NH4, které nejsou toxické,
autofluoreskuji, prochazi krevné mozkovou bariérou, narusuji tvorbu
peptidovych komplexi (alfa synuklein, amyloid beta) a mohou slouzit i

jako vektory pro konjugovana léciva

 Teranostika — terapie + diagnostika

Parkinson’s disease

Alzheimer’s disease . =,
f‘
e N e
LR . -
L e, - ‘ -
B ol W -
Lewy body dementia

BBB




Shrnuti

Dlouhd a pestrd historie ndhrad tkéni a orgdnu

Funkcionalizace povrchu vede k Sirokému spektru
vlastnosti materidlo

Vyuziti plazmy pro modifikace povrch
o ZvySeni adheze, ktere ovliviuje i rychlost déleni bunék
o Neékteré povrchy maji schopnost aktivovat pro regeneracni
Imunitni odpovéed

PCL s CPA jsou potencidlné vyuzitelné jako nosice bunék v
ndhraddch tkani a nebo jako funkéni kryti ran



Spoluprace

® Skupina plazmovych technologii na CEITEC (Doc. ZajiCckova)

https://www.ceitec.cz/plazmove-technologie-lenka-zajickova/rg9

® Biomaterialy a tkanové inzenyrstvi, (FGU AVCR, doc. Ba&akova)
http://www.fqu.cas.cz/departments/biomaterialy-a-tkanove-inzenyrstvi?publicationsCount=20
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Ocular lenses: acrvlates, silicone

Ear: HA, Al:Os, T, silicone

Dental: acryvlic, gold, 3161 55, Co-Cr-Mao,
I, Ti-AL-V, AlyOs, HA, Bioglass

Heart: Co-Cr-Mo, Ti-Al-V, pyvrolyvtic
C. ePTFE, PET, PUR

Pacemaker: 3161 55, Pt, PUR,
silicone, PE’]

Cramial: 316L 55, Ti, acrylic. HA, TCP

Maxillolacial reconsiruction: Al HA,
TCP, HA/PL A, I‘il&'ri!'l.l.“.‘\_ T, Ti-AI-Y

Degradable Sutures: copolvmers ol
PLA, PGA, PCL., PTMC, PDO

spinal: Co-Cr-Mo. T, HA. UHMWPE

Prosthetic joinis: 316L 55, Co-Cr-Mo,
. Ti=Al-V_ sithcone. UHMWPE,
acrvhe

PLA — polylactide

PGA~ polyglycolide
PTMC=polvinmethylenecarbonate
PRy polyvi p-dioxanone )

PUR = polyurethane

¢cPTFE — expanded
polyvtetrafluorocthylene
LUHMWPI ultrahigh mol. wt.
polvethylene

PET=polvethylene terephthalate
HA = hydroxvapatite

55 = stamnless steel

Load-bearing Orhopedic: AlaO;,
Zircoma, 3161 55, 11, Ti-Al-V,
Co-Ur-Mo, UUHMWPLE

Blood vessels: ¢PTFE, PEL

I'endon & Ligments: PLA/C
fiber, cPTFE, PET, UHMWPI

Bone Fixation: 3161 55, Co-Cr-Mo,
T, Ti=Al-V, PLA/HA . PLA, PGA

DeKtji za pozornost!
Jipro@sci.muni.cz



