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Hyaluronan (HA) a jeho derivaty jsou slibnymi materidly pro pripravu zdravotnickych prostredkd,
zejména v oblasti hojeni ran. Vhodnou aplikacni formou jsou mimo jiné rizné textiini struktury
jako nité nebo pleteniny. Prvnim krokem v pfipravé téchto forem je tvorba vidken, jejichz
vlastnosti musi byt vyhovuijici jak pro ndsledné textiini zpracovdni, tak pro findini produkt. Ve
spolecnosti Contipro je zavedena pfiprava mikrovidken metodami mokrého zvidknovani
s vyuzitim koagulaénich Idzni obsahujicich alkoholy a organické kyseliny.

V rdmci tohoto frainee projektu bude otestovdn alternativni proces zvidknovdani, ktery bude
zaloZeny na sréZzeni pomoci kationtd. Cilem bude omezit pouZiti organickych rozpoustédel
a zdroven do struktury vidkna vnést ionty s vyhodnymi viastnostmi, at jiz z pohledu biologie
nebo struktury vidkna (iontové sifovdni). V jednom kroku tak bude vidkno nejen pfipraveno, ale
také doplinéno o nové funkéni viastnosti. Plikladem zajimavych kationtd jsou Ca?+, Mg?* nebo
In?*, dalsi mohou byt navrzeny na zdkladé reserie, ze které by méla vzejit také vhodnd volba
aniontd (anorganické i organické, napf. chloridy ¢i octany). Kromé uZitnych viastnosti by mél
byt brdn zietel také na bezpecnost, tj. vyhnout se iontdm toxickym. Kromé anorganickych je
mozné poutzit taky organické kationty s funk&nimi viastnostmi jako jsou napfiklad antimikrobidini
peptidy s vhodnou strukturou nebo kladné nabité prirodni polyelektrolyty.

Po Uvodni resersi bude ndsledovat laboratorni studium srdzeni nativni HA a lauroyl derivétu HA
pomoci danych iontd v prostredi Cisté vodném (pufry) i v prostiedi's obsahem alkohold a/nebo
slabych organickych kyselin. Sledovdan bude také vliv koncentraci a molekulové hmotnosti
polymeru. Na zdkladé srdZecich a reologickych experimentl budou vytipovdny vhodné
kombinace iontd a podminek, které budou ndsledné pouZity k piipravé vidken na zvidknovaci
lince. Ziskand vidkna budou podrobena charakterizaci (mikroskopie, mechanické vlastnosti,
textilni zpracovatelnost, obsah iontd a rozpustnost / bobtndni) a postupy upraveny dle

vysledkd. Takto budou postupné optimalizovany postupy pripravy vybranych vidken.



Poslednim krokem bude biologické testovdni vyslednych vidken zamérené primdarné na in-vitro
bezpecnost (cytotoxicita) a pfipadné téz na Ucinnost, budeme-li n€jaky in-vitro méfitelny efekt
predpoklddat (zejména mozné antimikrobidini pUsobeni — napf. u Zn2+).

Projekt bude primdarné feSen na dvou pracovistich RnD, Fyzikdini chemie a Mikrovidkna. Dil&i

Ukoly ale budou feseny ve spoluprdci s dalsimi vyzkumnymi skupinami.

Syntéza definovanych amidu oligosacharidu kyseliny hyaluronové

Vedouci: Tomas Klejch (Modifikace biopolymer()

Délka: 12 mésict

Diky své definované strukture, biokompatibilité a biologické aktivité jsou kratké oligomery
kyseliny hyaluronové (HA) vhodné pro pripravu aktivnich Idtek. Vhodné zvolenou modifikaci Ize
zvysit jejich afinitu k cilovym biomolekuldm (enzymy, receptory), v€éetné moznosti kovalentnino
pripojeni.

Pro vyuziti takovych derivatd v klinickych aplikacich je nezbytnym predpokladem selektivni
derivatizace a vysokd cistota. Ddle je nutné zachovdni biokompatibility a dostatecnd stabilita
provedené modifikace, aby nedochdzelo k pifilis rychlé metabolizaci.

Jednim z vhodnych zpUsobU derivatizace je aktivace karboxylovych skupin a tvorba relativné
stabilni amidické vazby. Podle povahy substituentu lze takto upravit polaritu, zavést
fluorescencni znackuy, sitovaci prvek nebo dalsi reaktivni skupinu(y).

V rdmci tohoto projektu se trainee bude zabyvat optimalizaci syntéz oligomerld HA
substituovanych pres amidickou vazbu s drazem na (regio)selektivitu reakci. Ddle se bude
zabyvat jejich charakterizaci (NMR, LC MS, UV-VIS), chromatografickou separaci (RP, ionex) a
zkoumdni jejich dalsiho vyuziti (napf. v inhibici enzym0). Projekt bude probihat na oddéleni

Modifikace biopolymer(, Farmakokinetika a Fermentace.

Hydrofobné modifikované derivaty hyaluronanu jako nosic¢e vybranych aktivnich
Iatek pro topickou protizanétlivou aplikaci

Vedouci trainee: FrantiSek Ondreds, Kristina NesSporovd
Odhadovand doba: 1 rok

Nosi¢e aktivnich Iatek predstavuji pokrocilou platformu pro fizené dorucovdni ve vodé vétsinou
nerozpustnych léCiv na potfebné misto v lidském téle. Derivaty kyseliny hyaluronové byly

identifikovany jako jedna z nejperspektivnéjsich skupin biomateridld pro topické aplikace. Proto



se zabyvédme vyzkumem samouspordddvani a vdzani aktivnich latek do hydrofobné
modifikovanych derivatd hyaluronanu. V rdmci naseho vyzkumu jsme narazili na specifickou
kombinaci pomocnych a aktivnich Iatek, kterd vedla k fadovému zvyseni vaznosti a stability.
Tim ziskal tento systém vysoky aplikacni potencidl. Tento trainee projekt navdze na zminovany
vyzkum. Zpocdtku probéhne literdrni reserse za U&elem vybéru vhodnych pomocnych a
aktivnich Iatek s protizdnétlivym Ucinkem. Bude ndsledovat priprava nosicd a charakterizace
jejich struktury pomoci dynamického rozptylu svétla, zeta potencidlu, fluorescence a reologie.
Mnozstvi navdzané aktivni Iatky bude stanoveno pomoci UV-VIS spektroskopie a pripadné
dalBich analytickych chromatografickych metod. Jednou z nejdilezitésich schopnosti
pouzitého nosiCového systému je zprostredkovdani penetrace do klzZe. Ta bude testovdna ve
Franzovych celdch a vyhodnocena kvantitativné pomoci analytickych metod. Navic budou
fezy klze podrobeny fluorescenéni konfokdini mikroskopii za UCelem lokalizace aktivnich I&dtek
asond v rédmcirdznych Easti kdzZe. Pii aplikaci mohou nosice 1€Civ interagovat s riznymi ldtkami.
Jako hlavni aplikaéni viasthost bude testovdna protizdnétlivd aktivita téchto systémi na
modelu prozdnétlivé aktivovanych bunék. Vzhledem k zamyslené topické aplikaci nosicU s
aktivni 1atkou na kbzi budou jako model pouzity aktivované keratinocyty simulujici kozni zanét
in vitro. Metody stanoveni miry zdnétu budou zahrnovat gRT-PCR analyza vybranych markerd,
dle ziskanych vysledku je Ize doplnit dalsimi standardnimi metodami, napr. ELISA cytokin®. Tento
trainee projekt poskytne prilezitost navrhnout viastnirediny systém s potencidlem pomocilidem
s koznimi problémy zahrnujicimi zanét. Ocekdavd se, ze do trainee projektu bude zahrnuta
oblast fyzikdlni chemie, nosiCy 1€Civ, fyziologie buriky a analytiky. To zaru&i setkdni s rGznymi

oblastmi vyzkumu v CONTIPRO a umozni vybér preferovaného sméru budoucino zaméreni.

Zavedeni kultivace MSC v laboratornim bioreaktoru

Vedouci: Kristina Nesporovd (Fyziologie burky)

Délka: 9 mésicU

Kmenové buriky jsou stdlici nové vyvijenych terapeutickych postupl v regenerativni medicingé.
O jejich I1écebném Ucinku Ize uvazovat také v hojeni chronickych ran &i popdlenin a terapii
akutnich ¢&i chronickych onemocnéni Slach a chrupavek. Jednou z limitaci podobnych
terapeutickych postupl je nutnost standardizované pripravovat velké mnozstvi bunék v
intervalu nékolika dni az tydn0. Zavedeni dynamické kultivace MSC v laboratorni bioreaktoru
bude prvnim krokem k navyseni kapacity pfipravy kmenovych bunék &i jejich produktl (napr.
sekretomu) pro jejich terapeutické vyuziti v regenerativni mediciné. Lé¢ba kmenovymi

bunkami si typicky zaddd minimdainé desitky az stovky milion’ bunék v jedné l1écebné ddavce a
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priprava podobného mnozstvi bunék v 2D systému kultivacnich lahvi je ndrocnd na materidl,
pristrojové vybaveni i lidskou préci. Dynamickd kultivace v bioreaktoru navic umoznuje
efektivn&jsi distribuci Zivin a kysliku, coz mUze podporovat rist bunék snizovat enviromentdini
stres a napr. indukci senescence MSC.

Trainee v r&dmci své stdze bude optimalizovat kultivacni podminky pro mesenchymdini
kmenové bunky (zvifeci a/nebo lidské izolované z tukové tkdné nebo kostni diené &i dentdini
pulpy) v laboratornim bioreaktoru. Cilem bude dosdhnout kontinudini kultivace MSC po dobu
minimdlné 10 dni, pfi zachovdni fenotypu MSC (minimdiné povrchové markery stanovené
pomoci FCM) a viability bunék (> 70 %). Soucdsti optimalizace bude vybér vhodnych nosicU
bunék (komeréné dostupnych), slozeni kultivaéniho média (variace standardniho aMEM) a
obsah FBS. Po dokonceni optimalizace kultivaénich podminek bude ndsledovat faze ovéreni
pouzitelnosti takto pfipravenych kmenovych bunék pro jejich potenciondini terapeutické
aplikace. Tyto downstream procesy budou zahrnovat jejich fizenou diferenciaci,
kryoprezervaci a znovu obnoveni po minimdlné 30 dnech zamrazeni s opakovanym ovéreni

jejich viastnosti.

Viiv kombinace antiseptik jodu a oktenidinu na jejich U¢innost a toxicitu

Vedouci: Vojtéch Pavlik (Fyziologie burky)

Délka: 5 mésicU

V praxi [€Eby ran jsou ¢asto kombinovdny prostiedky obsahujici riznd antiseptika. Mohou tak
vznikat derivaty antiseptik, které se budou chovat jinak, nez je specifikovdno, coz mdze zhorsit
hojeni. Je zndmo, Ze kombinace nékterych antiseptik vede k tvorbé viditelné srazeniny,
pfipadné dochdzi ke zméné barvy nebo dokonce vyvinu plynu (Campbell et al. 2017).

Co se tyCe nasich produktd pro 1€Cbu ran obsahujicich oktenidin nebo jéd, 1ékaii také vzndseii
dotazy k moZnosti vzniku nezddoucich efektd pii kombinacich s jinymi antiseptiky. Proto je cilem
navrhovaného tématu prozkoumat viiv kombinace antiseptik oktenidinu, jddu a chloramidu
hyaluronanu s jinymi bézné dostupnymi antiseptiky (polyhexanid, chlorhexidin, NaOCI, stfibrné
ionty a nanocdstice, triklosan) na jejich antimikrobidlni UCinnost (mikrodiluéni metoda,
pfipadné antibiofilmovd Uc¢innost) a cytotoxicitu (MTT metoda, keratinocyty a fibroblasty).
Cytotoxicita u kombinaci s j6dem a oktenidinem bude také zhodnocena na findinich
prostfedcich (Hyiodine, Sorelex) a bude urcen vliv piitomnosti hyaluronanu na pfipadné snizeni
toxicity. Pokud budou pozorovdny interakce oktenidinu nebo jédu s jinymi antiseptiky, je mozné

pokracovat v projektu fyzik&iné-chemickou charakterizaci reakci a vzniklych produktd.
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Metabolomické profilovani Streptococcus zooepidemicus

Vedouci: Maté&j Simek (Farmakokinetika)
Délka: 4 mésice
pozn.: prdce bude probihat ve vyzkumnych skupindch Fermentace a Farmakokinetika

Jednd se o multioborové téma spojujici biotechnologie, analytickou chemii a bicinformatiku.
Bakteridini kmeny Streptococcus zooepidemicus jsou zdkladem biotechnologické vyroby
kyseliny hyaluronové. Pii fermentacnim procesu bakterie zpracovdavaji nutrienty prfitomné v
Zivném médiu na Sirokou 3kdlu metabolitd skrze fadu metabolickych drah. Na konci jedné z
téchto drah je konecnym produktem kyselina hyaluronovd. Proces jeji vyroby a aktivity
jednotlivych metabolickych drah mze byt ovliviiovdn fadou faktord (teplota, michdni,
pfitomnost nutrientd, genovd vybava bakterie apod.). Tyto parametry ovliviiuji nejen mnozstvi
ziskané kyseliny hyaluronové, ale i jeji kvalitativni parametry jako napf. molekulovou hmotnost.
Pro opakovatelnost fermentacniho procesu je nutné porozumét tomu, jak jednotlivé parametry
fermentacniho procesu ovlivAauji metabolické drdhy v bunkdch a jokych metabolickych drah
se jednotlivé nutrienty UCastni.

Cilem préce v rdmci trainee stdze bude zavést metodu pro charakterizaci metabolomu
bakterii pfi rdznych parametrech fermentac¢nino procesu. K tomuto Ucelu budou vyuZity
metody metabolomiky a fluxomiky zahrnujici znaceni nutrientld nezdrivymi izotopy (napf. 13C,
15N) a analytické metody vyuzivajici techniky vysokouUcinné kapalinové chromatografie a

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (Orbitrap).



Proteomické profilovani Streptococcus zooepidemicus

Vedouci: Matéj Simek (Farmakokinetika)
Délka: 4 mésice
pozn.: prdce bude probihat ve vyzkumnych skupindch Fermentace a Farmakokinetika

Bakteridini kmeny Streptococcus zooepidemicus jsou zdkladem biotechnologické vyroby
kyseliny hyaluronové. Pii fermentacnim procesu bakterie zpracovavaji nutrienty pfitomné v
Zivném médiu na sirokou skdlu metabolitd skrze fadu metabolickych drah. Na konci jedné z
téchto drah je kone&nym produktem kyselina hyaluronovd. Schopnost tvorby bakterie
produkovat kyselinu hyaluronovou a aktivita jednotlivych metabolickych drah je kontrolovana
fadou enzymU. Struktura a funkce enzymU je pak zakdédovdna v genetické informaci bakterie.
Pro fermentacni proces mize byt vyhodné uréitou East této informace pozménit a dosdhnout
tak napf. jiné struktury enzymU, jez mohou vést k vyssi energetické efektivité procesu nebo
vysSim vytézkim kyseliny hyaluronové. Cilem prdace bude zavést metodiku pro proteomické
mapovdani vybranych proteind z piiblizné dvou tisic protein0 obsazenych v bakterii
Streptococcus zooepidemicus. Smysl takové metodiky spocivdé v kontrole prepisu upravené
genetické informace na aminokyselinovou sekvenci danych proteind, kterd nemusi byt vzdy
stoprocentné otisknuta ve findinim proteomu. K tomuto U&elu bude vyuzito proteomickych
technik jako je fingerprinting protein( a zejména pak peptidové mapovani vyuZivaijici techniky
vysokouUcinné kapalinové chromatografie a hmotnostni spekirometrie s vysokym rozlisenim
(Orbitrap).



