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Dynamické podminky

e
* Vytvoreni vérnych podminek simulujicich télo

* Chemické stimuly — rGstové faktory a dalsi latky ovliviujici chovani bunék,
kompartment.....

* Mechanické stimuly — proudéni a smykové napéti, tlak, tah, ohyb...
* Elektrické stimuly — elektrické pole, aktivaci a inhibice kanald...
* Vzajemnad synergie

* Nutnost
* Metabolismus bunék
* Fenotypicka maturace
 Diferenciace kmenovych bunék
* Produkce proteinu a tvorba extracelularni hmoty




Dynamické podminky




Tkanoveé nahrady

I ——
e Osidleni umélého / decelularizovaného nosice bunkami

* Optimalizace povrchi scaffold(, testovani kompatibility,
e Cirkulujici bunky
* Maturace pred implanataci




Modelove substraty — gely

* Problém fizeni systémU — optimalizace nastaveni pro nepruhledné
substraty

* Pouziti skel, prihlednych polymeru — nutnost plazmovani — gelové nosice




Modelove substraty - nanovlakna

* Polymerni nanovlakna
* Biodegradabilni
e Samonosné povrchy
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Decelularizované nosice

« Xenogenni tkané zbavené puvodnich bunék
* Praseci arterie a perikardy = kardiovaskularni aplikace

SEM MAG: 100 x DET: SE D
HV: 30.0 kV DATE: 12/08/17 500 um Vega ©Tescan
VAC: Hivac Device: 5135 Digital Microscopy Imaging




Decelularizované nosice

* Porcine or bovine vessels
and pericardium

» Automation of process

* Used as scaffolds for further
cardiovascular applications

* Surface modification and
recellularization

* Vessel replacements
* Arterial patches




Krevni reciste

* Krev

* Neni Newtonovska kapalina

* Tekutina, krevni elementy

* Viskozita 4 — 6 vysSsi neZ voda

* Proudénim plsobi mechanickou zatézi — smykové napéti
* Krevni céva - elasticka trubice

* Tlakové podminky méni jeji primér

a délku

e Kultivacni lahev a médium

* Statické podminky — buriky maji
pouze kamarada
* Nizka viskozita




Smykové napeti

I ——
 Zavislost na geometrickém tvaru, a vlastnostech proudéni

dv
Average physiological values of shear Tw = Ho
stress
Shear stress
(dyne/cm?)
Aorta 12
Large arteries 13
Arteries 53
Capilaries a4
Veins 18
Large veins 8

Vena cava 2




Vliv smykoveho napeéti

* Organizace bunécné struktury — wall brick

* Orientace ve sméru proudeéni
 V pripadé patologického stavu kolmo

e Laminarni vs. Turbulentni
proudéni

Static 5 dyn/cm? 15 dyn/cm?
- 7 Lhe 5 4
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Vliv smykoveho napé




Kokultura v dynamickém systému

* ASC + EC
e EC vytvari ochranu
e ASC diferenciace do SMC

* Produkce kolagenu
 Stavebni struktura




3D systemy — cévni protézy

S
* Kultivace uvnitf decelularizované cévy

* Nutnost zvyseni viskozity — krev

* Rotacni osazeni
* Proudéni trubici



Tlakové pomeéry

e
* Dynamické podminky zplUsobené srdecni praci
* Stredni, systolicky a diastolicky tlak

* Vlivem tlaku dochazi
* Natazeni cévy
e Zmény praméru

* Nastartovani metabolismu

* Podpora diferenciace bunék




Tlakové pomeéry

e
* Thick Fb gel (3D), ca. 300 um

Hypertenze 150 / 100 mmHg, 1 Hz
ASC ca. 350 000 / cm?

DMEM + FS and TGF-B and BMP4
Tydenni kultivace

Dynamic



Tlakové pomeéry

e Diferenciace ASC smérem SMC
* Produkce nové ECM
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ASC — 17H belly
2" passage

DAPI
Calponin
a-actin

Dynamic conditions:
100/80 mmHg
1Hz

Differentiation medium:

DMEM (HG) +

1% ABAM

10%FS +

2,5 ng/mlI TGF-B +

2,5 ng/ml BMP4 +

50 ug/ul Ascorbic Acid

Proliferation medium:
DMEM (HG) +

1% ABAM

10% FS +

10 ng/ml FGF2

Glass (plasma trated)

Dynamic — differentiation medium Static — differentiation medium
a : .

Static — proliferation medium



PrASC - 001 Dynamic — differentiation medium Static - diff_erentiation medium
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2" passage AN A

DAPI
Calponin
a-actin

Dynamic conditions: (e
100/80 mmHg
1Hz

Differentiation medium:
DMEM (HG) +

1% ABAM

10% FS +

2,5 ng/mlI TGF-B +

2,5 ng/ml BMPS +

50 ug/ul Ascorbic Acid

Static — proliferation medium

Proliferation medium:
DMEM (HG) +

1% ABAM

10% FS +

10 ng/ml FGF2

Glass (plasma trated)




ECM production Static Static Dynamic
7 days proliferation medium differentiation medium dlfferen_tlatlon medium
Fibronectin W -




Elastic chamber, plasma treated Static cultivation Dynamic cultivation
Static pre-cultivation till confluence R e W : 7L RN R
Dynamic stimulation peak 200 mmHg, 0,25 Hz
approx. 4-5% strain
https://vimeo.com/292307309/387895ee3a

Metabolic processing
equal volume of culture
media, same time, stat. vs diff

Opaque layer on surface


https://vimeo.com/292307309/387895ee3a

Dynamic cultivation
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Elektricka stimulace

le — sklo s deponovanou elektrodou

é po

é elektrické

* Plosn




Elektricka stimulace

e
 Externi generator

* Proudové pulzy 5 —-100 uA
* Orientace bunék podle elektrického pole
* Diferenciace smérem ke kostnim bunkam

 Vlyuziti piezomateriall
* Tlakové impulzy generujici elektricky proud




Bioreaktor na pripravu bioarteficialnich
chlopni

Pist se zabudovanou mechanickou a
biologickou (praseci) chlopni,
chlopen se otvira pohybem pistu v
médiu

internal flow (Q = 0.193 L/s), stroke volume (651 mL), static pressure (761 mmHg)

* C.A.Durst and K. JANE GRANDE-ALLEN. Annals of Biomedical Engineering, Vol. 38, No. 2, 319-325, 2010



Chlopen z fibrinu
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Dazron Cuff
Mature, Decellularized
Tissue Tube
“Systalic” view
Valve Frame Functional Tissua-Based Valve .

| Data Acquisition

Reservoir
(Atrium)

Fibrinovy gel s ov€imi koznimi fibroblasty ve formé trubicky
o priméru 22 mm byl mechanicky zatéZzovan v dynamickém systému,
dokud se kolagenni vlakna obvodové neseradila

(b)

Ventricular
Chamber
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http://d360prx.biomed.cas.cz:2082/science/journal/01429612/35/27

