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Priprava 3D tisknutého konstruktu na PCL, kolagenovych

nanovlaknech a decelularizovaného nosice
Ing. Roman Matéjka, Ing. Jana Stépanovska

Mezi dostupnymi technologiemi v tkafiovém inzenyrstvi v poslednich deseti letech rychle roste
bioprinting. Tento zplsob zahrnuje tisk biomateriall pomoci trojrozmérné tiskarny, avsak misto
material( jako je termoplast nebo pryskyfice se pouziva specialni bio-inkoust. Tento bioinkoust je
predevsim na bazi pfirodnich hydrogell vytvarejici vhodné podminky pro bunéénych rist a mlze
pfimo v sobé inkorporovat Zivé burky. Diky tomu je moZné vytvaret homogenné osazené leSeni

s integraci bunék v celém objemu. Oproti jinym metodam ptipravy lesSeni (odlivani hydrogelu do
formy) také umoZziuje kontrolovanéjsi pristup k modifikaci tvaru, vlastnosti povrchu, kombinaci
povrchu apod.

DuleZitym prvkem je nosny substrat na ktery je tisk realizovan. Z aplika¢niho hlediska jsou vhodné
tenké filmové nebo membranové konstrukty, jez zajisti dostatecnou pevnost, umozni inicidlni adhezi
tisknutého materialu a zaroven budou biokompatibilni. V tomto pfipravé bude tento substrat tvoren
nanovlakennou membranou tvorenou PCL a kolagenovymi nanovlakny. PCL zajisti vhodnou pevnost a
kolagen zase napomUze integraci podlozky s tisknutym materidlem.

Pristroje
e Laminarni box
e 3D biostiskarna
e Systém na pripravu nanovlaken pomoci elektrostatického zvlaknovani
e Invertovany fluorescencni mikroskop

Dalsi pomiicky
e Sterilni ndstroje pro manipulaci s bunéénou kulturou a nosici
e  Kultivaéni média, PBS, Trypsin a EDTA
e Roztok praseciho kolagenu pro vlaknéni
e Roztok PCL polymeru pro vildknéni
e Bioinkoust — cellink bioink
e Bunécnou kulturu PrASC — praseci kmenové burky z tukové tkané
e Roztoky pro fluorescenéni barveni — blokovaci, permeabiliza¢ni, fedici na Phalloidin a DAPI

Pfed zahajenim pripravy umistéte 3D biotiskarnu do lamindrniho boxu a vysterilizujte box pomoci
germicidni lampy.

Priprava plosného kompozitniho nanovlakenného nosice pomoci bezjehlového
emitoru
1. Ptipravte polymery do 5 ml stfikaek — kazdy polymer zvlast stfikacka
2. Pripravte systém pro vlaknéni — zakladni nastaveni
a. Pripravte dvoukandlovy emitor pro bezjehlové zvlaknéni
b. Pripravte kolektor typu plosna deska a umistéte na jeho povrch vrstvu sterilniho
alobalu nebo netkanné textilie, event. sterilni gazy
c. Do davkovace vlozte adaptér pro pouZziti dvou stiikacek
d. Propojte obé stfikacky s emitorem
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e. Vlozte kolektor i emitor do depoziéni komor, uchytte stfikacky v davkovadi
f.  Odvzdusnéte emitor a davkovac, je nutné aby byly davkovany oba roztoky ve

stejném poméru

3. Nastavte depozicni parametry
a. Depozicnivzddlenost 15 cm
b. Nastavte zakladni napéti 40 kV
c. Davkovany objem nastavte na 120 ul/min
d. V komore nastavte proudéni vzduchu na 35 |/min, teplota 35 °C
4. Spustte vlaknici proces
a. Postupné zvysujte depozi¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vldknicich trysek z obou
polymeru, cca. 45 — 60 kV dle stupné rozvolnéni polymeru
b. Kontrolujte zda dochazi k viaknéni z obou roztokd
c. V pfipadé, ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany objem
na ca. 120-140 ul, v pfipadé Ze dochazi k hromadéni polymeru tak snizte davkovaci
objem na ca. 80 — 90 ul
5. Deponujte po dobu 15 minut
6. Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s pfipravenymi vldkny, pomoci skalpelu tyto vlakna
odfiznéte rozdélte na ctverce 30 x 30 mm a nechte po dobu 30 min sterilizovat pod UV
zafenim v laminarnim boxu. OD TOHOTO BODU SE PRACUJE STERILNE!!! Pfipravené ¢tverce
uchytte do sterilnich drzakd pro nasledny 3D tisk.

Ptiprava 3D tisknutého gelu na nanovlakenny nosic
1. Pfipravte 3D biotiskarnu
e Spustte SW HeartWare
e VlozZte prazdnou kartusi s jehlou
e Provedte vynulovani tiskdrny — pozor musi byt vioZena kartuse
e Provedte kalibraci Z osy na testovacim modelu
2. Pfipravte bunécnou kulturu
e Oplach PBS, T+E, kultivace
e Centrifugace 300g 5 min
e Rozsuspendovani na 10 mil.b. / ml
3. Pfipravte Cellink-Bioink dle pfilozeného navodu a rozmichejte s bunéc¢nou kulturou
4. V cellink HearWare nactéte model Circle and Annuloid, poufZijte Sablonu Simple shape Bioink
a nastavte tlak na 25 kPa
5. Do tiskarny vloZte pfipraveny nanovlakenny nosic vytisknéte model
o 1 tisk pri 25 kPa
e 2 tisk pri 18 kPa
e 3 tisk pfi 35 kPa
6. Srovnejte tvarovou stabilitu
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7.

Umistéte do 2 kultivacnich 6j desek — polovina vzork( bude kultivovana staticky a druha

polovina dynamicky, pfilijte kultivacni médium

Obrazek 1 - optimalni tvary tisknutych substratt

Analyza nosict

1.

O N A WwWN

Kultivujte po dobu 3 dnt

Poté vzorky zafixujte pomoci 4% PFA a proplachnéte PBS s azidem

Permeabilizujte pomoci pfipraveného roztoku 15 min

Zablokujte nespecifické proteiny pomoci blokac¢niho roztoku 60 min

Ptipravte 2 ml roztoku Phalloidinu (1:50) a DAPI (1:500)

Odsajte blokovaci roztok a pfipraveny roztok Ph. a DAPI pfilijte ke vzork(, inkubujte 60 min
Ddkladné proplachnéte

Pripravte mikroskopické snimky vzorkd — fluorescence, kombi filtr, obj. 10x nebo 20x
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Obrazek 2 - srovnani dynamické (vlevo) a statické (vpravo) kultivace u vytisténych nosict. Barveni F-actin (Cervena) a

jadra (modra).

Priprava decelularizovanych nosicu

Pristroje

Horkovzdusny sterilizator

Laminarni box

Systém na pripravu ultracisté vody
Analytické vahy

Invertovany fluorescencni mikroskop

Dal$i pomitcky

Sterilni nastroje pro manipulaci
Chirurgické Siti

Roztok deoxycholatu sodného
DNAzu |

dH20
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Ptiprava tkané pro decelularizaci
1) Oplachnuti tkdné od zamrazovaciho média pomoci PBS
2) Ofiznuti tkané do pozadovanych rozmérd, max. 100x150 mm.
3) Mechanické ocisténi tkdné — pro zajisténi optimalni decelularizace je nutné z tkdné odstranit
velké tukové télesa, hemoragické Casti event. jiné nehomogenity, zaroven je nutna kontrola
tkané z hlediska perforaci.

Obrazek 3 - perikardialni tkan po mechanickém ocisténi pripravena pro uchyceni do decelularizac¢ni komory.

4) Uchyceni tkané do decelularizacni komory, fixace chirurgickym hedvabim (nevstiebatelné,
vel 4-0 — 2-0) na silikonovy drzak v decelulariza¢ni komore, celkem 5 bodu pro fixaci, pro
minimalizaci rizika odtrZeni je vhodné nechal lem 3 — 5 mm.

Obrazek 4 - fixace tkané v decelularizaéni komofe na silikonovy drzak.
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5) Priprava roztok( do decelulariza¢niho systému: 600 ml 4% deoxycholatu sodného, 4 000 ml
deionizované vody, 60 ml roztoku DNAzy (2 mg na 54 ml pufru).
6) Instalace do decelularizacniho systému.

Obrazek 5 — A-sestavena komora pro decelularizaci, B-systém pro automatizovanou decelularizaci s instalovanou
komorou.

Decelulariza¢ni postup

Pro docileni optimalni decelularizace a proplachu probiha pfi tomto postupu nékolikandsobna
vymeéna jednotlivych ¢inidel a poplachové vody. Cely tento postup je automatizovany

v decelularizacnim systému. Postup vyZaduje vnéjsi zasah pouze v okamziku vpraveni DNAzy. Cely
postup probiha pfi teploté 37 °C.

1) Decelularizace tkané 4% deoxycholdtem sodnym, celkova doba 120 min, 8x vyména objemu
komor po 15 min.

2) Proplach deoionizovanou vodou, celkova doba 15 min, 3x vyména objemu komory po 5 min.

3) Decelularizace DNAzou, 2 mg rozpusténé v 54 ml pufru (10mM Tris-HCI, 2,5mM MgCl,,
0,5mM CaCl,, pH 7.6 pfi 25°C), celkova doba 60 min bez vymény.

4) Finalni proplach tkané deionizovanou vodou, celkova doba 60 hodin, 60x vyména objemu
komory po 60 min.

Mikroskopicka verifikace postupu decelularizace na tenkych vzorcich (nafezani na mikrotomu s
kryostatem) a nasledné barveni pomoci Hematoxilinu-Eosinu a Hoechstu. Na vzorcich nesmi byt
patrné zbytky jader pavodnich bunék.
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Obrazek 6 - decelularizovana tkan, A-barveni pomoci Hematoxilinu-Eosinu, B-barveni Hoechstem

Sterilizace tkané
1) Vyjmuti tkané z drzaku v decelularizaéni komofre, odstranéni fixacniho hedvabi
2) Sterilizace v 70% etanolu (P.A. kvalita) po dobu 60 minut
3) Sterilni oplach tkané pomoci PBS v laminarnim boxu
4) Uchovani decelularizované tkané ve sterilnim PBS
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