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F7DIBKDS Metody prace s bunécnou kulturou a dynamické systémy

Navod na cviceni 2: Systémy pro mechanickou zatéz bunécné kultury

SYSTEMY PRO MECHANICKOU ZATEZ BUNECNE KULTURY

Autor: Ing. Jana Stépanovska, Ing. Roman Maté&jka

Mnoho systémii jiz byly navrzeno pro mechanickou stimulaci buné¢nych a tkanovych kultur.
Tyto pfistroje mohou byt rozdéleny do kategorii v podminkach pro jejich primarni zpisob
namahani: stlaceni (hydrostaticky tlak nebo ptimy kontakt ptitlacné desky ), podéIné roztazenti,
ohyb, osové symetrické vyduti substratu , rozptyl rovinného substratu a smykové napéti.

KOMPRESIVNI NAMAHACI SYSTEMY

Hydrostaticka komprese ma nékolik podstatnych vyhod: jednoduchost zatfizeni, prostorova
homogenita stimulu, snadnost konfigurace vice zat¢Zovych replikatii (pomoci rozdélovace) a
snadnost dodani a pfenosu bud’ statickych nebo prechodnych zatéZzovych vstupti. Vzhledem
k nepiimému kontaktu s zatéZovacim systémem desky, nevznika zadné nebezpeci ohledné
lokalniho stlaceni vzorkti a dochazi tak k plynulému pfenosu metabolitl mezi kultivaéni vrstvou
a zivnym médiem. Dod4dvané zatiZzeni navic neni z&vislé na stavu adheze mezi kulturou a jejim
substratem. Bohuzel tlaky plynid v inkubétoru odpovidaji kvazi-fyziologickému kultivacnimu
stresu vedouci k vysoké hladin€ pO2 a pCO2. Dlasi vykyvy mohou nastat pii pfili§ nizké nebo
vysoké frekvenci tlakovych pulst.
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Obrazek 1 - sestavy pro kompresivni namahani. A) kompresivni namahani 2D bunééné kultury prostiednictvim tlaku $iFiciho se
kultiva¢nim médiem. B) tlakové namahani bunék inkorporovanych do bunééného nosice, ktery je pfimo tlakové komprahovan
pistem.

PODELNE JEDNOOSE NATAHOVANI SUBSTRATU

Systém pro podélné jednoosé¢ namahani jsou Casto vyuzivana zejména kvuli jednoduché
implementaci a nizké cen€. Podstatu je piisobeni sily v jednom sméru na substrat osazeny
bunikami, pficemZz substrdt musi byt do jisté miry elasticky. Z toho divodu se nejcastéji
pouzivaji silikonové, polystyrenové apod. polymerové substraty, ptip. nativni tkéné.
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Obrazek 2 - systémy s jednoosym namahanim a) podélnou tenzi, b) flexi substratu.

(b)

PRUTOKOVE SYSTEMY SE SMYKOVYM NAPETIM

Proliferace Sirokého spektra bunck je zavisld na plisobeni smykového napéti, ptisobiciho na
bunécné mechanoreceptory (mebranové receptory, iontové kandly, integriny apod.) majici vliv
na dal$i procesy (hladiny intracelularniho calcia, oxidu dusného, prostacyclin, remodelace
cytoskeletu). Pritokové systémy vyuzivaji dvou konfiguraci. Jednou je rotace konického kuzele
kolmo uloZeného nad povrchem desky. ProtozZe jak lokalni relativni rychlost, tak i vzdalenost
mezi povrchy kuzele a desky se méni linedrné s radialni polohou, dosdhne toto uspotradani
prostorové homogenniho smykového napéti na obou piisluSnych povrSich. V zavislosti na
kuzelovém zzeni a ulozené uhlové rychlosti lze dosdhnout Sirokého rozsahu smykového
napéti, které sahd i1 do turbulentniho rezimu.

Druhou hlavni konfiguraci je sestava rovnobéznych desek, mezi kterymi protékd médium.
Vzhledem k malé velikosti §térbiny vznikd mezi deskami laminarni proudéni a buiiky jsou
rovnomérné naméhany smykovym napétim. Pohon média mezi deskami miZe byt proveden jak
gravitacné, tak mliZze byt pohanéno 1 pumpou. V zavislosti na geometrickych vlastnostech desek
a rychlosti proudéni média mize byt vytvoieno variabilni smykové napéti.

Boundary Pressure Gradient
Rotation & -=-
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Obriazek 3 - konfigurace systémi s priatokovym namahanim: a) rotujici kuzZel, b) paralelni desky.
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PRIPRAVA GELOVYCH SUBSTRATU JAKO NAHRADA ECM

Extracelularni hmota (matrix, ECM) je substrat, ke kterému je uchycena vétSina bunék
organismu. Burika interaguje s ECM pomoci membranovych glykoproteind (integrinti), které
prenaseji potfebné informace do nitra buniky. Nasledné€ pak dochazi k expresi ptrislusnych gend,
a tim je ovlivnéna proliferace, diferenciace, maturace a pohyblivost bunék. ECM je slozena
z vlaken kolagenu, elastinu, proteoglykanti, polysacharidu kys. hyaluronové a glykoproteinti
odpovédnych za interakci s buiikami (laminin, fibronektin).

Ve vsech tkanich dochazi k pomalé obnové ECM. ZvysSend a regulovana obnova ECM je patrna
pii hojeni poranéni. V okamziku poranéni dochazi k porusSeni integrity cévniho systému
s nasledkem krvaceni a extravazaci slozek krve do poranéného mista. Organismu se snazi
S timto stavem vyrovnat zachovanim hemostazy diky aktivaci koagulac¢ni kaskady. Vyslednym
krokem koagulacni kaskéady je aktivace protrombinu na trombin, ktery pfeménuje fibrinogen
na fibrin. Jednotlivé fibrinové monomery polymeruji za vzniku fibrinové sité. Tento fibrinovy
klot ucpava poranéné misto a chrani cévy pied krvaceni. Fibrinova sit’ rovnéz podporuje
migraci leukocytl, fibroblastii a endotelidlnich bun€k do poranéného mista a slouzi jako
docasna matrice pro jejich ukotveni a proliferaci.

VYUZITI FIBRINOVYCH SITi V TKANOVEM INZENYRSTVI

Fibrinova sit’ napomaha nejen k zastaveé krvaceni, ale zaroven poskytuje do¢asnou matrici, na
kterou se vazou riizné proteiny extraceluldrni matrix a ristové faktory. Spolecné tak vyraznou
meérou piispivaji k obnove poranéné tkan€. Prave tyto rozmanité vlastnosti fibrinovych siti jsou
hojné¢ vyuzivany v tkdflovém inZenyrstvi a mediciné. Tzv. fibrinova lepidla se naptiklad
pouzivaji k zastavé krvaceni, dale jako ndhrada seSiti poranénych tkani, k 1é¢bé ttiselné kyly,
k 1é¢be jater, chrupavek a kosti. Jedna se nejéastéji o roztoky fibrinogenu ve velmi vysokych
koncentracich. Fibrinogen se po smichani s trombinem rychle pfeménuje na fibrinovy gel.
Kombinace bunék ptfidanych do fibrinu slouzi k doruceni bun€k na misto urceni. Tento postup
lze vyuzit napf. pfi hojeni poranéni kiize, nebo také pii 16€bé nekrotickych mist na srdci po
infarktu myokardu.
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Centrilni
reglor

Obrazek 4 Molekula fibrinogenu (340 kDa). Fibrinogen se sklada ze 3 polypeptidovych Fetézcii: o Fetézec — zelena, 8 Fetézec —

fialova, y Fetézec — modra.
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Obriazek 5 Tvorba fibrinové sité.
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Obrazek 6 Fibrinovy gel.

VYUZITI NANOVLAKENNYCH NOSICU JAKO SUBSTRATU PRO TKANOVE

INZENYRSTVI

Nanovldkna pripravend efektivni  technologii  elektrostatického  zvlaknovani  (tj.
elektrospinningu) zaznamenavaji neustale rostouci uplatnéni ve vSech sférach lidské ¢innosti,
jako jsou prumyslové i biomedicinské technologie. Nanovlakenné materialy Ize vyuzit napt. na
odstranéni mikrobidlnich, organickych i1 anorganickych kontaminanti z vody a vzduchu na
podkladé filtrace a adsorpce, pro hemodialyzacni systémy, pro konstrukci senzort vcéetné
biosenzortd, pro cilenou dodavku a tizené uvolilovani 1é¢iv, pro bunécnou i genovou terapii, a
zvlasté pro konstrukei nosicl bunék (tzv. scaffoldil) pro tkanové inzenyrstvi. Nanovlakna totiz
alespoii do jisté miry napodobuji vldknitou slozku ptirozené extracelularni matrix, a jsou tudiz
povazovana za vhodny substrat pro adhezi a rist bunék. Pro zvySeni buné¢né adheze a rustu, a
rovnéz pro nasmeérovani jejich Zadouci diferenciace a fenotypické maturace, 1ze tato nanovlakna
funkcionalizovat riiznymi chemickymi funkénimi skupinami a biologicky aktivnimi
molekulami, jako jsou proteiny zprostiedkujici adhezi bunék (fibronektin, kolagen, laminin) a
oligopeptidickymi ligandy odvozenymi z téchto proteini (RGD, KRSR, IKVAV...),
rastovymi faktory (VEGF, FGF-2, BMP-4) ¢i enzymy (napf. alkalicka fosfataza pro navozeni
mineralizace pro inzenyrstvi kostni tkdn¢). Pomoci elektrostatického zvlakinovani mohou byt
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nanovlakna pfipravena z celé fady materiald, jako jsou syntetické polymery (napft. polylaktid,
polyglykolid, polykaprolakton a jejich kopolymery), pfirodni polymery (Zelatina, chitosan, silk
fibroin, derivaty celuldzy), a dokonce 1 mineralni substance, jako jsou fosfaty kalcia ¢i oxidy
kfemiku pro inZenyrstvi kostni tkan€. Pro inzenyrstvi tvrdych tkani mohou byt polymerni
nanovlakna zpevnéna i minerdlnimi ¢i uhlikovymi nanocasticemi (napf. nanocasticemi
hydroxyapatitu, grafenu, uhlikovych nanotrubicek, nanodiamantl), pfidanymi piimo do
roztoku polymeru pro elektrospinning. Nanovlakenné matrice lze vyuzit pro rekonstrukci
Sirokého spektra tkani 1 orgdnd — krom¢ jiz zminéného inzenyrstvi kostni tkané jsou vhodné i
pro kardiovaskularni tkanové inzenyrstvi, pro inzenyrstvi tukové tkané pro terapeutické i
estetické rekonstrukce, pro rekonstrukei chrupavky, a v neposledni fadé¢ i pro rekonstrukei kiize
¢i jako 1é€ivé a antimikrobidlni kryty pro hojeni akutnich i chronickych ran véetné popélenin,
proleZenin, diabetickych defekti.

V ptipad¢ elektrostatického zvlakiiovani je ovlivnéna vyslednad struktura vlaken fadou
parametri. Kromé& volby samotného polymeru a rozpoustédla ovliviiuje vysledné vladkno
gradient elektrického pole — tj. samotna velikost napéti a vzdalenost emitoru a kolektoru; forma
emitoru (jehlovy nebo bezjehlovy emitor) a kolektor (staticky; rota¢ni; strukturovany).

Obrazek 7 — srovnani orientovanych A a neorientovanych B nanovlaken kolagenu 1. Orientace nanovliken bylo dosaZeno pomoci
zachytavani vlaken na rotac¢ni elektrodu.
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PRIPRAVA NANO VLAKENNEHO NOSICE Z KOLAGENU TYPU 1

VYBAVENI A POMUCKY

Systém na pfipravu nanovlaken
Laminarni box

Systém na piipravu ultracisté vody
Analytické vahy

Ptiprava musi probihat ve sterilnich podminkach!

PRIPRAVA POLYMERU

1.

2.

Navazte a odméite latky potfebné pro pfipravu polymeru pro zvlaknéni — pracujte
v digestofi, a pouzivejte sklenéné nadoby

a. Kolagen typ 1 — celkovy podil bude 8% hmotnostné

b. Rozpoustédlo roztok kys. Octové
Ptipraveny roztok dejte rozvolnit do tiepacky

PRIPRAVA NEORIENTOVANEHO NANOVLAKENNEHO NOSICE POMOCI

JEHLY
1. Pftipraveny roztok nasajte do 5 ml stfikacky
2. Ptipravte systém pro vlaknéni — zdkladni nastaveni
a. Piipravte emitor s jednou jehlou vel. G20
b. Pfipravte kolektor typu plosna deska a umistéte na jeho povrch vrstvu sterilni
netkanné textile
c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, ptipojte k davkovaci polymeru
3. Nastavte depozi¢ni parametry
a. Depozi¢ni vzdalenost 25 cm
b. Nastavte zakladni napéti 40 kV
c. Davkovany objem nastavte na 50 ul/min
d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 20 I/min
4. Spust'te vlaknici proces
a. Postupné zvySujte depozic¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vldknici trysky,
cca. 45— 50 kV dle stupné rozvolnéni
b. V piipadé, ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany
objem na ca. 60 — 75 ul
5. Deponujte po dobu 20 minut
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6.

Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s piipravenymi vlakny, pomoci skalpelu tyto
vlakna nafezte na Ctverce 25 x 25 mm a nechte po dobu 30 min sterilizovat pod UV
zatrenim.

Sterilni vlakna uchyt'te do kultiva¢ni komory.

PRIPRAVA ORIENTOVANEHO NANOVLAKENNEHO NOSICE POMOCI
BEZJEHLOVEHO EMITORU

1.
2.

Dopliite polymer do 5 ml stéikacky
Ptipravte systém pro vlaknéni — zakladni nastaveni

a. Pfipravte dvoukandlovy emitor pro bezjehlové zvlaknéni

b. Ptipravte kolektor plny valec a jeho povrch dikladné ocistéte etanolem

c. Vlozte kolektor i emitor do depozi¢ni komory, ptipojte k davkovaci polymeru
Nastavte depozi¢ni parametry

a. Depozi¢ni vzdalenost 20 cm

b. Nastavte zakladni napéti 45 kV

c. Davkovany objem nastavte na 100 ul/min

d. V komofte nastavte proudéni vzduchu na 20 1/min

e. Otacky valce nastavte na 3300 1/min
Spust'te vlaknici proces

a. Postupné zvysujte depozi¢ni napéti dokud nedojde ke vzniku vlaknici trysky,

cca. 50 — 60 kV dle stupné rozvolnéni
b. V ptipadé, ze dochazi k rychlému zvlaknéni kapky na jehle, zvyste davkovany
objem na ca. 120-140 ul

Deponujte po dobu 20 minut
Po ukonceni depozice vyjméte kolektor s pfipravenymi vldkny, pomoci skalpelu tyto
vldkna odfiznéte podélné a poté rozd€lte na Ctverce 25 x 25 mm a nechte po dobu 30
min sterilizovat pod UV zéafenim.
Sterilni vlakna uchytte do kultivaéni komory.

PRIPRAVA FIBRINOVEHO HYDROGELU PRO ODLITI NA NANOVLAKENNY

SUBSTRAT

VYBAVENI A POMUCKY

Horkovzdus$ny sterilizator
Laminarni box

Systém na piipravu ultracisté vody
Analytické vahy
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e Invertovany fluorescencni mikroskop

Ptiprava musi probihat ve sterilnich podminkach!

1) Zasobni fibrinogen
2) Zasobni trombin
3) Tris pufrpH 7,4
4) Bunééna suspenze

POSTUP

1) Piipravenou suspenzi bunék rozied’te ve 400 ul média

2) K suspenzi pfidejte fibrinogen, aby vysledna koncentrace fibrinogenu byla 1 mg/ml

3) Roztok fibrinogenu a bunék naneste do kultivaéni komory

4) Pripravte si roztok trombinu o koncentraci 2 U/ml, fed’te Tris pufrem pH 7,4

5) Roztok trombinu piidejte k roztoku v kultiva¢ni komote rovnomérné po celém povrchu.
POZOR! Pracujte pti nanéaseni co nejrychleji, gel se bude tvorit v komote rychle.

6) Ponechate tvofit klot cca 5 minut a nasledné dosestavte kultivaéni komoru a vlozite ji
do inkubétoru.

7) Piipojte komoru k systému pro mechanické zatézovani bunécné kultury. Zaznamenaejte
kazdou hodinu stejné zorné pole fazovym mikroskopem a vyhodnotte vliv mechanické
zatéze na proliferaci bunék v gelu.

KONTROLNI OTAZKY

1) Co je extracelularni matrix?

2) Co je vysledkem koagula¢ni kaskady?

3) Co jsou biomaterialy?

4) Co jsou nanovlakna a jak jsou charakterizovana?

5) Jaky je rozdil mezi technikou jehlové a bezjehlové konfigurace u elektrozvlaknéni?
6) Jak je mozné docilit orientace nanovlaken?

7) Jak vznika fibrinovy gel?

8) K ¢emu pouziva fibrinovy gel v medicing?
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