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Cil:

Ukolem laboratornich cvi¢eni bylo:

1) Nasadit bunky do kultiva¢nich desti¢ek. Naucit se s bunikami Spravné
manipulovat a vyhodnotit jejich rust.

2) Ptipravit bioink (hydrogel sbunkami) pro biotisk a nasledna aplikace
bioinku na podlozni sklicko se zavére¢nym testem na mechanické vlastnosti
tohoto vytisku z 3D tiskérny.

Pomiicky:

PBS pufr, trypsin, pufr, EDTA, inkubator, bunéc¢na linie, kultivatni médium,
mikroskop, pipeta, 15 ml falkonky, centrifuga, mikrozkumavky, trypanova modft, Birkerova
komirka, kultiva¢ni deska, lednice, praseci kolagen, bunécna suspenze, voda, NaOH, bunécné
médium, stfikacky, podlozni sklicka, mezicleny (ke stfikackdm), uzaviratelné zkumavky,
Spicky, centrifuga, rukavice, destilovana voda, lih, pipetman

Postup:
1)

Z predem pripravenych kultiva¢nich lahvi (185 cm?) s buiikami odsajeme pipetmanem
médium. Oplachneme buiiky 8 ml sterilntho PBS pufru a nasledné jej odsajeme jako
Vv pifedchozim kroku. Pfiddme 4 ml roztoku EDTA a po uplynuti jedné¢ minuty toto mnozstvi
odsajeme. Nasleduje pfidani 1 ml roztoku trypsin-EDTA a néaslednd inkubace flaSek
Vv inkubatoru po dobu 5 minut pti 37 °C. Po uplynuti této doby se buiiky zkontroluji pod
mikroskopem. M¢ly by byt zakulacené a odlepené od podkladu. V piipadé stalého ptilnuti
k povrchu staci na flasku ze strany poklepat a i zbylé buinky by se mély uvolnit.

Ke smési uvolnénych bunc¢k s médiem se pifida dalSich 5 ml kultivacniho média se
sérem. Nyni se cely obsah flaSky ptepipetuje do 15 ml falkonky a vlozi do centrifugy.
Nastavime program na dobu 5 minut, 21 °C a 300 g. Po GspéSném stoceni bychom na dné
falkonky méli vidét peletu s buikami. Supernatant odlijeme nebo odsajeme, aby nam zbyly
pouze buiiky. K bunikdm ptfiddme 3 ml Cerstvého média se sérem a fadné€ resuspendujeme.

Do mikrozkumavky odebereme 40 pl bunécné suspenze, pridame 40 pl roztoku
tropanové modii a propipetujeme. Do Birkerovi komirky napipetujeme 10 pl smési.
Spocitame pocet zivych a mrtvych bunék v minimalné 3 velkych ctvercich Burkerovi
komurky. Vysledky zprimérujeme a stanovime viabilitu bunék a to jak budeme bun&cnou
suspenzi fedit.

Buniky nafedime na pozadovanou hustotu do kultivacni desky, kterou si fadné
popiSeme. Desku vlozime do inkubatoru a nechame kultivovat za standardnich podminek.



2)

Bunky, které jsme si pfipravili dfive vyndame z inkubatoru a budeme je potiebovat pro
ptipravu bioinku. Koncentrace musi byt pfiblizné¢ 10 milionu bun€k na mililitr. Vypo¢itali
jsme si vSechny slozky potiebné pro vytvofeni bioinku a rozplanovali jsme si promichavani.
VSe je potfebné piipravovat rychle, nebot” jednotlivé komponenty jsou uchovavany pfi teploté
5 °C a je potfebné, aby nestihly moc zteplat, kvili jejich skupenstvi. Celkem jsme piipravili
2 ml bioinku s koncentraci 3 mil./ml. Bioink jsme slozili z20 pl NaOH, 70 ul desetkrat
koncentrovaného média, 80 pl vody, 110 pl jedenkrat koncentrovaného kultivaéniho média,
220 pl bunééné suspenze a 500 pl hydrogelového kolagenu s pH 4.

Michani bioinku ma dané urcité poradi, aby nam nezatuhl dfive, nez ho umistime na
misto urcené pro tisk, poptipad€, aby nedoslo k poskozenim buné€k diky kyselejSimu prostiedi
kolagenu. Ptipravime si tii 2 ml stéikacky. Do prvni ptipravime bunécnou suspenzi o objemu,
ktery jsme pro naS pokus spocitali. Tuto stiikacku vklddame do lednice, aby mély buiky
stejnou teplotu jako zbyly material. Ve druhé stifikacce smichame NaOH, desetkrat
koncentrované médium, vodu a jedenkrat koncentrované kultivaéni médium. Ve tfeti
stiikacce je pouze kolagen o koncentraci 2 x vétSi nez je planovand findlni verze. VSechny
stiikacky jsme pted michanim vlozili do lednice.

Pfi smichani jednotlivych stfika¢ek musime pracovat velmi rychle, aby nam smés
nestihla zatuhnout ve stiikacce jesté pred tiskem. Nejdiive smichame stiikacku s kolagenem
a pomocnymi aditivy skrze Sroubovaci mezi¢len. Nasledné piimichdme stfikacku s bunéénou
suspenzi a po dikladném promichani umistime stiikacku s ptisSroubovanou dlouhou jehlou do
3D tiskarny. Nyni spustime pouze program a ¢ekame na vysledny produkt.

Obrazek 1: 3D tiskarna aplikujici bioing na konkrétni vytisk



Zavér:

Zaveérem mohu fici, Ze jsem se naucila 1épe pracovat s laboratornim vybavenim tykajici
se molekularni biologie a zarovenl si vyzkousela préaci s jinym biologickym materidlem
a technikami nez doposud. Bioing, ktery jsem ptipravovala poprvé dle navodu a pod dozorem
vedouciho praktik se ndm zcela nepovedl, proto nemohu pfilozit Zadné relevantni vysledné
hodnoty. Ty se mély tykat pevnosti zatuhnutého bioingu s bufikami i bez nich, kterou
vyhodnocoval pocitacovy program. Myslim si, ze divodem nemozného méfeni mohla byt
pomalejsi pfiprava (smés zacala tuhnout diive a uvnitf vznikly vzduchové kapsicky, které
kone¢ny produkt narus$ily). Dal§i moznou komplikaci mohlo byt nedostatecné zatuhnuti
vytisku, ¢i kolagen, ktery uz byl starSi a tak nemusel mit vlastnosti, které¢ jsme si od né¢ho
slibovali. I kdyz nam nas pokus nevysel, vedouci praktik ndm ukazal a vysvétlil, jaké by mély
vysledky realné¢ byt.

Celkové tak hodnotim tento pfedmét velmi piinosné. Zjistila jsem i néco o jinych
projektech, které u nas na fakulté probihaji a zaroven nahlédla na problematiku molekularni
biologie z jiného uhlu vyuziti.
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