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ABSTRAKT

V kazdém organismu piisobi na témef vSechny builkky smykové napéti. Treci sila vznika
vlivem proudéni krve, proto nejvice ptisobi na bunky cévniho systému. Aby bylo mozné
pratok krve a tekutin v téle napodobit, je potieba bunky kultivovat ve specialnim systému,
bioreaktoru, za dynamickych podminek, kdy misto zminéné krve cirkuluje kultivacni
médium. Vytvaii se tak prostfedi velmi podobné tomu in vivo. Moznosti dynamické
kultivace jsou shrnuty v teoretické casti. V praktické casti je pak vyhodnocen vliv
aplikovaného smykového napéti na morfologii bun¢k ve srovnani se strukturou bunck
kultivovanych za béznych statickych podminek. Byla stanovena i dynamickd viskozita

kultiva¢niho média pomoci rota¢niho reometru.

Kli¢ova slova: dynamicka kultivace, smykové napéti, prutok, tkanové inZzenyrstvi

ABSTRACT

In any organism, shear stress affects almost all cells. However, the most frictional force is
exerted on the cells of the vascular system when it is due to the flow of blood. In order to
mimic the flow of blood and fluids in the body, cells need to be cultured in a special system,
a bioreactor, under dynamic conditions where the culture medium circulates instead of the
blood. This creates an environment very similar to that in vivo. The possibilities of dynamic
cultivation are summarised in the theoretical part of thesis. In the practical part, the effect of
applied shear stress on cell morphology is evaluated in comparison with the structure of cells
cultured under normal static conditions. Furthemore, the dynamic viscosity of the culture

medium was determined using a rotational rheometer.

Keywords: dynamic cultivation, shear stress, flow, tissue engineering
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UvVOD

Pii provadéni experimenti v laboratornich podminkach se rozliSuje vice modelt
vhodnych pro kultivaci bunék. Nejjednodussi a zarovenn hojné pouzivany typ kultivace
bunék je na (Petriho) miskach, tedy v 2D prostiedi a za statickych podminek. Tento systém
muze byt vhodny naptiklad pro sledovani fyziologie bunék cévniho endotelu, avSak neodrazi
fyziologické prosttedi v téle, kde na tento typ bunék plsobi neustale proudici krev, tedy
smykové napéti. Morfologie a fyziologie bunck, které jsou kultivovany za statickych
podminek, se velmi odliSuje od bun¢k kultivovanych za podminek dynamickych, proto je
2D model spolu se statickou kultivaci pro potieby tkanového inzenyrstvi nedostatecny.
Kvili vy$e zminénym faktiim byly vytvofeny pokrocilejsi 3D systémy pro kultivaci bunék
a jejich nasledné studium, které umoziuji vice se ptiblizit pfirozenému in vivo prostiedi.
Pti préci s t€émito pokrocilejSimi systémy (bioreaktory) se bézné sleduji ptfipadné zmény
na bunkach vzniklé v disledku ptisobeni daného faktoru, v tomto pfipadé smykového napéti.
Dulezité je zminit, Ze smykové napé€ti pisobi na témét vSechny burnky, které se nachazi
v zivém organismu, ovSem Vv n¢kterych castech téla vice a v jinych méné. Nicméné
zavedenim téchto tzv. mikrofluidnich systému se ptispélo k pokroku ve vyzkumu v oblasti
biologie cév, bunécéné biologie ¢i biomedicinského inzenyrstvi (Wong et al., 2012),

(Edmondson et al., 2014), (Knight a Przyborski, 2015).

Jak jiz bylo nastinéno vySe, v praktické €asti byl sledovan vliv smykového napéti
System) a pracovalo se jak s myS$imi embryonalnimi fibroblasty NIH/3T3, tak s mySimi
embryonalnimi kmenovymi buikami ESR1. Kultivace byla provadéna nejprve za béznych
statickych podminek in vitro a poté i v dynamickych podminkach in vitro. Bylo provedeno
nekolik experimentl a pokazdé se vyhodnotily ptipadné morfologické zmény na bunéénych
modelech vzniklé v disledku ptisobeni smykového napéti. Za ticelem piehledné vizualizace
byly kultivované buniky na konci dvou experimentti nabarveny. Vysledky byly vyhodnoceny
na zékladé¢ pofizeni mikrofotografii bunéénych linii z mikroskopu. Soucésti praktické ¢asti
bylo také stanoveni dynamické viskozity kultivaéniho média za vyuZiti rotaéniho reometru

Physica MCR 502.
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Tkanové inZzenyrstvi patii mezi interdisciplinarni obory. Konkrétné tato védni oblast
zahrnuje odborné znalosti z biologie, mediciny, biotechnologii i obecné fyzikalnich
¢i materidlovych véd s cilem vyvinout funkéni biologické ndhrady, které mohou obnovit,
vylepsit nebo udrzovat funkci poskozené tkané nebo celého orgénu (Langer a Vacanti,
1993). Jedna se o relativné novy obor, ktery byl zaveden v roce 1988 Narodni védeckou
nadaci (The National Science Foundation, NSF), nicméné¢ myslenky nahrazovani tkani
jinymi tkdnémi se objevovaly uz v 16. stoleti. V néekterych piipadech byva tkanové
inzenyrstvi nespravné oznacovano terminem regenerativni medicina. OvSem faktem je,
7e tkanové inzenyrstvi je pouze soudasti rozsdhlého oboru regenerativni mediciny', a proto

je dilezité tyto pojmy rozliSovat (O’Brien, 2011).

Tkéanové inzenyrstvi je zaloZzeno na principu spojovani a interakci zivych bunék
s prirozenymi ¢i umélymi scaffoldy (leSenim) za ucelem vytvofit trojrozmérné struktury,
které jsou schopny nahradit poskozenou tkan. V tkdfiovém inzenyrstvi existuji dvé hlavni
metody pouziti scaffoldi. Prvni zpisob je zalozen na tom, Ze scaffold plni funkei
podptrného zatizeni, zajist'uje strukturalni (mechanickou) oporu, na které se in vitro nasadi
bunky, jez jsou nasledné schopné se na leSeni pfichytit, proliferovat a vytvofit tak zaklad
tkané pro transplantaci. Druhy pfistup je zaloZen na pouziti scaffoldii jako nosict ristovych
faktorti nebo 1é¢iv. Scaffold je tedy pii pouziti kombinovan s ristovymi faktory, takze se
bunikky ihned po implantaci z téla shromazd’uji pfimo do mista, kde je scaffold umistén,
a zacnou postupné vytvaret novou tkai. Obé¢ tyto metody se vzdjemné nevylucuji, naopak je
velmi vyhodné a snadné je kombinovat. Nicmén¢ je velmi dulezité brat ohled na slozeni,
topografii a architekturu scaffoldi, jelikoz vSechny tyto faktory maji relativné vyznamny

vliv na chovani riznych typti bunék (Howard et al., 2008).

Pro potieby tkanového inzenyrstvi je vyuzivano neékolik typt bunék z riiznych zdroja.
Pii vyrobé nové, umélé tkané in vitro je nutné pouZzit buiky, které budou schopné jak
efektivniho osidleni scaffoldd, tak i nasledné proliferace a tvorby nové tkané. Z toho diivodu
se ukazalo jako Uc¢inné pouzivani primarnich bunék odebranych piimo z tkané pacienta

v kombinaci s vhodnym scaffoldem. OvSem je pravda, Ze tato metoda ma sva urcitd omezeni.

! Termin regenerativni medicina zavedl William Haseltine v roce 1999. Jedna se o 1ékafsky obor zabyvajici se
vyvojem metod regenerace, opravy nebo nahrady poskozenych ¢i nemocnych bun€k, organti nebo tkani.
Regenerativni medicina zahrnuje tvorbu a nasledné vyuziti kmenovych bunék, zaroven se opira o technologie
tkanového inzenyrstvi (Sampogna, Guraya and Forgione, 2015).
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Rizikové je pfedevSim samotné (invazivni) odebirani téchto bunék a také moznost, ze se
odebrané buiiky budou nachazet v nemocném stavu. Proto se pozornost zaméfuje stale vice
na vyuzivani kmenovych bun¢k (Howard et al., 2008). Jelikoz se jednd o velmi nadéjny
zpusob 1écby mnoha chorob v budoucnosti, bude tomuto tématu vénovana i nasledujici

kapitola.

1.1 Vyhledy do budoucnosti a vyuziti kmenovych bunék v tkanovém
inZenyrstvi

Od jednoho z nejvyznamnéjsich historickych milniku v tkdniovém inzenyrstvi, tedy
uspésné transplantace srdce v roce 1967, kterou vykonal chirurg Christiaan Barnard
v jihoafrickém Kapském M¢esté, uplynulo jiz nékolik desitek let (Cooper, 2001). Béhem
osmdesatych let 20. stoleti bylo provadéno n¢kolik vyzkumi v této védni oblasti, vyvoj Sel
velmi rychle kuptedu. V poslednim desetileti dosdhla oblast tkadnového inzenyrstvi
vyznamného pokroku a vyvoj zaloZzeny na novych studiich neustdle pokracuje (Chandra,

Soker a Atala, 2020).

Stale cCastéji byva v dnesni dobé skloniovano personalizované tkanové inzenyrstvi,
které se zabyva navrhovdnim ucinnych terapii zohlednujicich individualni potieby
jednotlivych pacientti. Pfepoklada se, ze by se v budoucnu 1é¢ba mohla vyvijet na miru, kdy
by bioinZenyrské produkty byly pfizpusobeny tak, aby odpovidaly potfebdm pacientt,
zlepSovaly vysledky 1écby a zkracovaly dobu zotavovani. Nyni jiZ existuji pfistupy, které
maji potencial revolucné zménit 1écbu fady onemocnéni v néasledujicich letech a vyzvou je,
aby tyto technologie mohly byt aplikovany pfi rutinnich klinickych pouZitich. Jednim z nich
je aplikace kmenovych bun¢k (Neves et al., 2016).

1.1.1 Kmenové buiiky

Kmenové buiiky (stem cell, SC) je mozné definovat jako primarni nediferencované
bunky, které mohou na zéklad¢ jejich determinace diferencovat na jeden ¢i vice typl
specializovanych bunék (Polak a Bishop, 2006). Diky této schopnosti je jejich pfitomnost
v organismu velmi dulezita, jelikoZ se podileji na obnové a regeneraci poSkozenych
¢1 opotfebovanych tkani a organll. Zaroven kmenové buiikky mohou obnovovat i sebe

samotné a nachazeji se v podstaté v kazdé tkani organismu (Kolios a Moodley, 2013).
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1.1.2 Klasifikace kmenovych bunék

Kmenové buiiky 1ze klasifikovat do n¢kolika riznych skupin. Rozlisuji se dvé zdkladni
d€leni, a to z hlediska diferenciacniho potencialu a na zéklad¢ jejich zdroje (Pimentel-Parra

a Murcia-Ordofiez, 2017).
Klasifikace kmenovych bunék dle diferencia¢niho potencidlu:

Existuje pét zdkladnich skupin kmenovych bunék, které se 1isi podle toho, do jakych
typt bun€k jsou schopny diferencovat. Rozlisuji se tedy kmenové bunky totipotentni,
pluripotentni, multipotentni, oligopotentni a unipotentni. Totipotentni kmenové bunky
se vyznacuji univerzalni schopnosti diferenciace, mohou z nich tedy vznikat vSechny typy
bun¢k; piikladem mize byt zygota, kterd vznikd po oplodnéni vajicka. Pluripotentni
kmenové buiiky maji potencial diferenciovat témét na vSechny typy bunék, a predevSim
davaji vzniknout bunéénym liniim vSech zdrode¢nych listl, tedy ektodermu, mezodermu
a entodermu; piikladem jsou embryondlni kmenové buitky. Multipotentni a oligopotentni
kmenové bunky maji schopnost diferenciace jiz omezenou. Posledni, unipotentni kmenové
pouze bunky svého vlastniho typu, nicméné potencidl sebeobnovy je zachovan (Kalra

a Tomar, 2014).
Klasifikace kmenovych bunék na zikladé jejich zdroje:

Dle zdroje se rozliSuji dvé skupiny kmenovych bunék: embryonalni kmenové bunky

(embryonic stem cell, ESC) a adultni kmenové bunky (adult stem cell, ASC).

Jak jiz z ndzvu vyplyva, embryonalni kmenové buriky se nachdzeji v téch nejranéjsich
fazich vyvoje embrya a jsou schopny diferencovat v témét jakoukoliv skupinu bunék v téle,
jinymi slovy se jedna o pluripotentni kmenové bunky. Mohou byt izolovany z vnitini
bunééné hmoty casnych sav¢ich embryi a nasledné je lze kultivovat in vitro. Lidské
embryonalni kmenové buiiky by mohly byt ziskdvany naptiklad z embryi pfi umélych
oplodnénich na specializovanych klinikdch reprodukéni mediciny, ovSem toto téma
vyvolava obrovské etické 1 politické spory a obecné je velmi kontroverzni. Nakladani
s lidskymi kmenovymi buiikami je proto jasné oSetfeno zdkony (Pimentel-Parra a Murcia-

Ordoiez, 2017).

Adultni (dosp€lé) kmenové buiikky pochédzeji z dospé€lého jedince a vyznacuji se
stejnymi zékladnimi charakteristikami jako ostatni kmenové bunky, avSak s omezenou

schopnosti diferenciace. Tyto kmenové bunky jsou multipotentni nebo unipotentni, jsou tedy
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schopné sebeobnovy a diferenciace pouze do specializovanych bunék (Pimentel-Parra
a Murcia-Ordoiiez, 2017). Nachdzeji se v organismu téméf ve vSech tkanich (kize, kostni
dren, mozek, srdce...), ovSem vzdy ve velmi malém mnozstvi. Konkrétné tento typ
kmenovych bun¢k zije v mikroprostiedi nazyvaném niche, které¢ vytvari a udrzuje vhodné
podminky regulujici rast a vyvoj kmenovych bunék (Gurusamy et al., 2018). Jejich ulohou
je udrzovat, ptipadn¢ opravovat konkrétni tkan, ve které se nachdzeji (Pimentel-Parra
a Murcia-Ordofiez, 2017). Existuji rizné druhy adultnich kmenovych buné¢k. Prvni
vyznamnou skupinu tvoii mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cell, MSC),
které mohou byt ziskavany naptiklad z pupecnikové krve nebo z kostni dfen¢ (Ding, Shyu
a Lin, 2011). Dal$im druhem jsou hematopoetické kmenové bunky (hematopoietic stem cell,
HSC), které se také nachéazi v kostni dfeni a dale v pupecnikové krvi. Davaji vzniknout jinym
typim krevnich bunék, tedy cervenym krvinkdm, bilym krvinkdm a krevnim destickdm
(Gunsilius, Gastl a Petzer, 2001). Tyto bunky (MSC a HSC) jsou snadno ziskavany z krve
pupecniku a placenty, coz je velmi vyhodné, protoze po porodu jsou jiz tyto organy jak pro
matku, tak pro novorozené nepotiebné. Odbér kmenovych bunck proto nepiedstavuje
7hdnou z4téZ pro organismus (Cedikova et al., 2012). Vyznamnou skupinou jsou také
nervové kmenové bunky (neural stem cell, NSC), které se nachazeji v kazdém dospélém
mozku a jsou schopné diferencovat na neurony, astrocyty a oligodendrocyty, tedy rtizné

buiiky nervového systému (Kennea a Mehmet, 2002).

1.1.3 Klinické aplikace a vyuziti kmenovych bunék

Ze vsech rtznych typi kmenovych buné€k byvaji pro klinické aplikace nejvice
vyuzivany ASC. Jednou z hlavnich vyhod jejich pouziti je moznost izolace piimo z daného
pacienta, ¢imz se snizuje riziko ptfipadného nésledného odmitnuti organismem. Zaroven
se pfi pouziti adultnich kmenovych bunék lze snadno vyhnout problematické izolaci
zembryi a s tim spojenymi etickymi a pravnimi otdzkami, jednoduse feceno — dospélé
kmenové buniky jsou mnohem Iépe tolerovany nez ty embryonalni (Pimentel-Parra a Murcia-

Ordoiez, 2017).

Mezi prvni klinické aplikace kmenovych bunék se fadi jednozna¢né transplantace
kostni dfené. Jak jiz bylo zminéno vySe, kostni dfeni obsahuje pievdzné hematopoetické
kmenové builkky ve velmi malém poméru (0,01-0,1 %), které ovSem davaji vzniknout
krevnim elementiim, jeZ organismus nezbytné potfebuje. HSC tedy hraji z4sadni roli pii
1é¢bé krevnich chorob, jelikoz je 1ze relativné snadno ziskat a poté implantovat do pacienta

za ucelem obnovy a nasledného udrZeni spravné funkéniho hematopoetického systému.
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Konkrétné se tedy HSC vyuzivaji jak pti [é€bach malignich onemocnéni, jako jsou naptiklad
lymfomy nebo leukémie, tak mohou pomoct v 1é¢eni benignich chorob (talasémie, srpkovita
anémie, aplastickd anémie ¢i vrozené metabolické poruchy) (Pimentel-Parra a Murcia-

Ordoiez, 2017).

Bunécna terapie se da velmi dobfe aplikovat i na Casta neurologickd onemocnéni jako
je Alzheimerova choroba, Parkinsonova nemoc ¢i Huntingtonova choroba. Tyto nemoci
byvaji 1éCeny I€ky, které ve vétsing pripadt konci neptiznivymi vysledky. Z tohoto diivodu
se terapie kmenovymi bunikami jevi jako dobra alternativa 1éCby. Nervovy systém ma obecné
nizkou schopnost regenerace a obnovy, ovSem implementace kmenovych bunék zvysuje
u pacientd moznou obnovu ¢i vytvareni novych nervovych bunék. Zaroven je ale potieba
vénovat pozornost i pfipadnym komplikacim pfi pouziti tohoto typu 1écby a pokracovat

ve studiich (Pimentel-Parra a Murcia-Ordofiez, 2017).

Na zavér je vhodné zminit, Ze bunécnou terapii je mozné potencidlné vyuzit pti 1é¢bé
mnoha dalSich onemocnéni jako jsou napiiklad o¢ni a srde¢ni poruchy, diabetes mellitus
(cukrovka) a dalsi. Je ale tfeba uvazovat 1 nad riziky, spravnou aplikaci a uchycenim
transplantovanych bungk, aby 1é¢ba mohla byt viibec uZitena a efektivni (Gurusamy ef al.,

2018).
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2 ZPUSOBY BUNECNE KULTIVACE

Kultivace buné¢nych linii se da provadét v riznych systémech s tim, ze kazda struktura
vytvaii jiné podminky pro rist bun¢k. Primarné se daji rozliSovat 2D a 3D systémy pro
kultivaci. Pii dvourozmérné kultivaci buiiky rostou v monovrstvé a prostfedi neodpovida
pfirozené anatomii a fyziologii tkan¢. Naopak 3D systémy se snazi pfiblizit pfirozenému
mikroprostiedi bunék v zivém systému a vyzaduji tak multidisciplinarni pfistup a znalosti

(Haycock, 2011).

2.1 2D systém

Zakladni a zaroven nejjednoduss$i metoda pouzivana pro in vitro kultivace byva
provadéna v 2D prostiedi. Pfi pouziti této metody buiiky rostou v jednovrstvé kultute
na plochém dné kultivaéni nadoby. Tato dvourozmérna kultivace je vSak relativné
primitivni a neodrdzi fyziologické prostfedi v téle, proto je pro potieby tkanového
inzenyrstvi nedostatecnd. Hlavni nevyhodou tohoto zplsobu kultivace je rist bunék
v monovrstvé na rovném substratu. Takové prostfedi je pro bunétné linie nepfirozené,
jelikoz v zivych organismech byvaji obklopeny a v kontaktu ve tfech dimenzich s ostatnimi
buitkami a/nebo s mezibunéénou hmotou (extracelularni matrix, ECM), kterou produkuji
sousedni buniky (Edmondson et al., 2014). Builky, které jsou kultivované 2D zplsobem
vykazuji relativné vyznamné rozdily v morfologii ve srovnani s buikami nachdzejicimi se
v Zivém organismu. Navic jsou i interakce mezi buitkami znaéné omezen€ jen na periferii
bungk, tedy v osach x a y (Knight a Przyborski, 2015). Na konci této kapitoly budou rozdily
mezi 2D a 3D kultivaci ptehledné shrnuty.
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Obrazek 1. 2D staticka kultivace bunécnych linii v kultivacnich nadobdach T75 v prostredi

inkubatoru. Zdroj: archiv autorky.

2.2 Pseudo 3D systém

Pseudo 3D systémy piedstavuji pfechod mezi 2D a 3D kultivaci. Pti klasické 2D
bunécné kultivaci dochazi k pfilnuti bun€k na rovny povrch, nejcastéji na Petriho misku,
kterd byva ze skla nebo z polystyrenu. Rovina piedstavuje mechanickou oporu pro buiiky
artst v monovrstvach umoznuje piistup k podobnému mnozstvi Zivin, které obsahuje
kultiva¢ni médium, coZ ma za nasledek homogenni riist i proliferaci a nepfirozeny tvar
bunék. V pseudo 3D modelech se do kultiva¢nich nadob ptidavaji riizné struktury, jako jsou
bunécné substraty s mikrovzorem. Piikladem mohou byt adhezivni ostrivky, mikrodutinky
¢i mikrovlakna, které pak ovliviiuji morfologii bunék. Tyto struktury tak dévaji moznost
o kousek se priblizit pfirozenému tvaru i funkci bunck, a zaroven se jedna o dalsi level
kultivace, ktery predchazi nejpokrocilejsimu systému in vitro kultivace, a to v 3D prostiedi

(Duval et al., 2017).

2.3 3D systém

Kultivace bunéénych linii v 3D systémech se rozhodné nejvic ptibliZzuje pfirozenému
prostiedi v Zivém systému. Tato metoda je zaloZena na vytvofeni umélého prostredi,
ve kterém mohou burky rist a interagovat s okolim ve vSech tfech rozmeérech, tedy osach

v

na bunky plsobily razné faktory (tlak, tfeni, smykové napéti, elektrické impulzy apod.),
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kterym jsou vystavovany i pfirozené¢ v organismu (in vivo). Proto byly vyvinuty
tzv. uzaviené kultivacni systémy, bioreaktory, poskytujici buikam vhodné prostredi, které
se zaroven blizi tomu pfirozenému. Bioreaktory jsou tedy jednou z kliCovych soucasti 3D

kultivace, a proto jim bude vénovana samostatna kapitola (Antoni et al., 2015).

Obecné se da fici, ze 1ze pozorovat obrovské rozdily v morfologii bunék, které byly
kultivovany v 2D systému, a bunikami, které byly naopak péstovany v 3D podminkach.
Pti kultivaci  ve dvourozmérném prostiedi vytvareji builky monovrstvu, zaujimaji
nepfirozené plochy tvar, jsou roztazené€jsi a jejich interakce s okolnimi buiikami je znané
omezena (viz Obrazek 2). Monovrstva se sklada ptevazné z proliferujicich bunék, jelikoz
nekrotické buiiky se obvykle oddéluji a snadno se tak odstraiiuji pti vymeéné kultivacniho
média. V disledku téchto skutecnosti se pak buiiky kultivované v 2D prostiedi nemusi
chovat tak, jak by se chovaly pfirozené¢ v organismu, jelikoz tento model nenapodobuje

adekvatné prostiedi in vivo (Edmondson et al., 2014), (Antoni et al., 2015).

Co se ty¢e morfologie bunck kultivovanych ve 3D prostorovém uspoiadani, maji
relativné pfirozenou strukturu, jinymi slovy, vzhled buné¢k se blizi jejich obvyklému tvaru
v téle. Zaroven toto prostfedi umoziiuje, Ze buniky mohou interagovat mezi sebou a s ECM.
Vzéajemné puisobeni nasledn¢ ovliviiuje fadu bunéénych funket, jako je bunécna proliferace,
diferenciace, exprese gend i proteinti a bunééné odpoveédi na vnéjsi podnéty. Je zachovana
1 bunécna heterogenita, velmi podobna tkanim in vivo, jelikoz bunécné linie se béhem
kultivace v 3D prostiedi sklddaji z bun€k v riiznych stadiich napt. proliferujicich, klidovych,

nekrotickych apod. (Edmondson ef al., 2014).
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Obrazek 2. Rozdily v morfologii bunék kultivovanych v 2D a 3D prostiedi. Upraveno dle Knight

a Przyborski, 2015.
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3 BIOREAKTORY

Bioreaktor je obecny pojem pro uzaviené kultivacni prostfedi, které umoznuje
kontrolu nad kultivacnim syst¢émem a nad provoznimi podminkami, jez maji vliv
na biologické procesy. V primyslovych biotechnologiich se bioreaktory, téZ nazyvany
fermentory, vyuzivaji ke kultivaci prokaryotickych nebo eukaryotickych bunék (Chaudhuri,
2005).

Pro potieby tkanového inZenyrstvi se bioreaktory pouzivaji k zajisténi kontrolované
a reprodukovatelné proliferace bunék a tkani. Mezi proménné, které se daji regulovat
pfi pouziti bioreaktord, patfi teplota, pH, koncentrace plynu, pritok kultivaéniho média,
smykové napéti, hydrodynamika a mechanické sily (Chaudhuri, 2005). Bioreaktory
umoznuji dynamickou kultivaci bunck, ktera zajiStuje rovnomérnou koncentraci Zivin,
kysliku i dalsich potiebnych latek, jakozto i odstranéni vedlejSich produktti a zachovani stalé
hladiny pH. Vse je umoznéno diky kontinualnimu proudéni kultivaéniho média. Na rozdil
od dynamické kultivace v bioreaktoru, pfi statické kultivaci, kterd se provadi v kultivacnich
nadobéch, je pfivod zivin i odstranovani odpadnich latek fizeno pouze difuzi. Obecné
bioreaktory poskytuji prosttedi, které podnécuje buniky k proliferaci, diferenciaci a celkové
napodobuji podminky in vivo, s ¢imz souvisi i rozdilné chovani bunék. Z toho vyplyva,
Ze tento typ bunééné kultivace ptfinasi fyziologicky relevantnéjsi vysledky (Edmondson
et al.,2014). Z vySe uvedeného plyne, zZe bioreaktory lze povazovat za jakysi mezistupeil

mezi tradicni statickou kultivaci buné€k a pfirozenou existenci bunék in vivo.

Existuje n¢kolik typti bioreaktorti pouzivanych pro ucely tkanového inzenyrstvi.
Ovsem vZzdy je dilezité brat v potaz, Ze kazdy typ bioreaktoru je vhodny ke kultivaci jinych
typl bun¢k. Jelikoz n&které bunky krom dostatku Zivin obsaZenych v kultiva¢énim médiu
vyzaduji také razné fyzikalni podnéty, které zavisi na funkci tkané, v niz se pfirozené
vyskytuji. Napiiklad svalové, srdecni ¢i nervové buiiky jsou pfirozen€ zavislé na elektrické
stimulaci (Basser a Roth, 2000). Jiné butiky mohou byt naopak zavislé na mechanickém
namahdni. Konkrétné¢ chrupavka je v pfirozeném stavu mechanicky stlacovana, coZz
vyvolava perfuzi spjatou se smykovym napétim tekutiny, které umoznuje lepsi pfisun zivin.
(Tran, Cooley a Elder, 2011). V nasledujicich podkapitolach budou vice ptiblizeny ,,spinner

flasks* bioreaktory a dale bioreaktory mechanické, pritokové a rotacni.
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3.1 ,,Spinner flask* bioreaktor

Jedna se o nejjednodussi, ale presto stale hojn€ vyuzivany typ bioreaktoru. Sklada
se z valcové sklenéné banky (nddoby), uvnitt které je umistén rotujici prvek, ktery zajistuje
rovnomérné promichavani kultivacniho média, do kterého jsou nasledné umistény scaffoldy
(leseni) i s vpravenymi buitkami. Nicméné¢ je potieba podotknout, ze tento typ bioreaktoru
ma nékolik omezeni. Prvni z nich spoc¢iva v tom, Ze se jednd o uzavieny systém a béhem
kultivace nedochazi k odvadéni odpadnich latek a piivodu nového média s potiebnymi
zivinami. Navic v disledku michani média dochézi ke srazkam bun€k s rotujicim prvkem a
to zptisobuje, Ze buiiky rostou piedev§im na st€énach naddoby. Kvili kontinudlnimu pohybu
média také vznikd smykové napéti, a proto musi byt stanovena horni hranice intenzity
michani (Chaudhuri, 2005). Nakonec je dobré zminit, Ze tento typ bioreaktoru neni vhodny
pro vSechny typy bunék, tedy hlavné ne pro ty, které potiebuji riist na povrchu. Vyhovovat
naopak bude tém, které bézné existuji v suspenzi (Skopalova, 2023 — Gstni sdéleni). Celkovée
je potieba optimalizovat rychlost michani pro konkrétni typ bunék, aby bylo dosaZeno jejich

pozadovaného chovani (Gupta et al., 2016).

Obrazek 3. Spinner flask bioreaktor (Gupta et al., 2016).
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3.2 Rotaé¢ni bioreaktor

V obdobi rychlého rozvoje kosmického inzenyrstvi stoupal zajem ptirodovédct
o vyzkum realizovany ve vesmirném prostiedi. Toto badani bylo mimo jiné podpoieno
Nérodnim ufadem pro letectvi a vesmir (NASA), ktery se podilel na vyvoji téchto
bioreaktort. Z vyse uvedeného lze odvodit, ze pomoci rotacnich bioreaktorii je mozné
zkoumat predevs§im vliv mikrogravitace na morfologii buné¢k, ovSem dale lze testovat vliv
téchto bioreaktorti na schopnosti regenerace tkani, pro kterou je zasadni moznost migrace
bun¢k (Chaudhuri, 2005). Je potieba mit na paméti, Ze simulovana mikrogravitace ptece jen
neni totozna se skute¢nou (vesmirnou) gravitaci a kazdy typ rotaéniho bioreaktoru ma vlastni
omezeni a individuédlni kapacity. Ale i1 pfes to, Ze bioreaktory nejsou schopny piesné
napodobit skuteéné prostfedi mikrogravitace, jsou ve vyzkumu hojné vyuzivany, jelikoz
kosmické lety jsou pomérné vzacné a drahé na to, aby byl vyzkum provadén touto cestou

(Russomano ef al., 2005).

Tento typ bioreaktoru funguje na principu rotujici stény. Navic existuje vice rtiznych
typt. Jsou vhodné pro kultivaci mySich embryonalnich kmenovych bunék, jelikoZ umoziuji
a podporuji tvorbu embryondlnich télisek, které nasledn¢ mohou diferencovat
na kardiomyocyty (Rungarunlert et al, 2013). Béhem provadéni experimentu koluje
v bioreaktoru kultivacni médium, které postupné obsahuje vétsi mnozstvi odpadnich latek.
Neni zajistén piivod nového média s Zivinami pro buiiky, coZ lze povazovat za nevyhodu

tohoto bioreaktoru (Skopalova, 2023 — stni sd€leni).
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Obrazek 4. Rotacni bioreaktor (Synthecon Incorporated). Zdroj: archiv autorky.

3.3 Pritokovy bioreaktor

V ptirozeném prostiedi organismu bézné dochézi k ptisobeni laminarniho pohybu
tekutin na rtizné typy bunck. Konkrétné se jednd naptiklad o epitelidlni buniky ledvin a plic
nebo lymfatické ¢i vaskuldrni endotelidlni buiiky. Toto proudéni kapaliny zpusobuje
vytvafeni mechanické sily, ktera je oznacovana jako smykové napéti. Smykové napéti ma
vyrazny vliv na fyziologické chovani bunék, jejich morfologii i funkce. Na zaklad¢ téchto
skutecnosti byl prittokovy systém (bioreaktor) vytvoren tak, Ze funguje na principu vytvareni
jednosmérného dlouhodobého proudéni média ve sklicku obsahujici kanalek, coz ma
za dtsledek vznik jiz zminéného smykového napéti ptisobiciho na buiky, které je tmérné
rychlosti proudéni tekutiny. Tyto podminky kultivace in vitro pak umoziuji vice se ptiblizit
béZnému fyziologickému prostiedi in vivo. Velikost smykového napéti se lisi jak mezi
danymi tkanémi, tak i v riznych organismech. V praktické ¢asti této zavérecné prace byl
pro provadéni vSech experimentil vyuzivan ibidi perfuzni systém (ibidi Pump System)
(Selden a Fuller, 2018), (Li, Haga a Chien, 2005), (Sugiura, Shin a Kanamori, 2023),

(Instruction Manual ibidi Pump System).

Ibidi Pump System se sklada z pumpy, pritokové jednotky a také z jednorazovych dilt
jako jsou perfuzni sety a sklicka. Pumpa ibidi je schopna vytvofit tlak vzduchu o velikosti

az 100 mbar, nicméné pii provadéni experimentl je vhodné pracovat v rozmezi 5 az 95 mbar,
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kvili eliminaci chyb v méfeni a zaroven pro ziskani co nejptesnéjSich vysledkl. Navic Ize
pomoci programu v pocitaci nastavit, jakym smérem bude pumpa generovat proudéni
vzduchu. Pritokova jednotka, kterda musi byt po dobu provadéni experimentu umisténa
v inkubatoru pro zajisténi optimalnich kultivacnich podminek, ptredstavuje komponentu,
kterd drzi a spojuje zasobniky obsahujici kultivaéni médium a hadicky. Jednotka zaroven
zajiStuje regulaci a moznost piepinani jednotlivych operaci, které vedou k vytvofeni
konstantniho jednosmérného toku v pritokové komoie. Pratokova jednotka je pomoci dvou
kabelti propojend s pumpou, coz zajiStuje spravnou funkci prutokové komory. Dalsi
nezbytnou soucasti celého systému jsou jednorazové perfuzni sety, které obsahuji
vzduchové filtry, zasobniky pro kultivaéni médium a hadicky ustici do sklicka (pritokové
komory), ve kterém jsou vzdy béhem experimentu nasazeny buiiky. Systém ibidi obsahuje
nékolik druht skli¢ek s riznymi povrchovymi Upravami a vlastnostmi. Jednotlivé typy
sklicek siuzivatel vybira dle pozadavk ¢i potieb pii daném experimentu. Poslednim prvkem

celého systému je susici lahev, jez chrani pumpu pied ptipadnou vlhkosti, kterd by pumpu

mohla poskodit a zplsobit tak jeji poruchu (Instruction Manual ibidi Pump System).

Obrézek 5 znazoriuje standardni zapojeni vSech komponent pro spravnou funkei ibidi

Pump System.

tlakova vzduchova hadicka 2,1m inkubator

B ]

L]

= lfl1i1l

1
=i [

2,0m

poditaé

pumpa

tlakova vzduchova hadiEké
prutokova jednotka

Obrazek 5. Schéma standardniho zapojeni Ibidi perfuzniho systéemu. Upraveno dle Instruction
Manual ibidi Pump System.

3.4 Mechanicky bioreaktor

V ptirozeném prostiedi buiiky reaguji nejen na biologické faktory jako jsou naptiklad

signaliza¢ni molekuly nebo ristové faktory, ale rovnéz na fyzikalni podnéty (Wang a Chen,
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2013). Z toho diivodu je casto velmi zadané vyuzivani pokrocilejsich typt bioreaktori, mezi
které lze zaradit i mechanicky bioreaktor. BEéhem kultivace v tomto bioreaktoru je zajistén
neustaly odvod média s odpadnimi latkami a zaroven piivod nového kultivacniho média
s potfebnymi zivinami pro buiiky. Dalsim benefitem mechanického bioreaktoru je moznost
elektrické stimulace pomoci pfipojeni elektrického proudu, coz je zvlast vyhodné
u experimentii, které jsou provadény s elektroaktivnimi tkdnémi, jelikoz mnoho bunéck
v organismu funguje na zéklad¢ elektroaktivnich stimult (svaly, mozek, nervy atd.) (Jin,
Yang a Kim, 2015). Na druhou stranu problémem byva aplikovat elektricky proud piimo
na material, ktery je do bioreaktoru umistén a se kterym bunky interaguji. Divodem je,
ze vétsinou jsou tyto materialy nevodivé, a proto mize byt proud veden pouze do média.
Nicméné vysledny proud se poté velmi Spatné definuje a je tedy urc¢ovan hodné teoreticky,
a to pomoci stanoveni vstupniho proudu na vzdalenost dvou elektrod (Skopalova,

2023 — ustni sdéleni).

Co se tyCe materiali vyuzivanych pro tyto experimenty, zajimavé jsou vodivé
polymery, které se ¢asto kombinuji s jinymi materialy jako je celuloza, keramika, chitosan
atd., coz je ve vysledku velmi vyhodné pro samotné testovani. Nicméné v praxi jsou spojeny
s jistym negativem, a tim je jejich Spatna biodegradabilita. Pokud mé byt biomaterial umistén
do organismu jen na urcitou dobu a nésledn¢ je zadouci jeho degradace, tak tato vlastnost

vodivym polymeriim chybi (Jadoun, Riaz a Budhiraja, 2021).
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Obrazek 6. Mechanicky bioreaktor TC-3 (EBERS Medical Technology). Zdroj.: archiv autorky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

4 FAKTORY OVLIVNUJICI KULTIVACI BUNEK V PRUTOKU

Jak jiz bylo nastinéno v ptfedchozi kapitole, s provadénim experimentli za pouziti
pratokového bioreaktoru se poji jedna diilezitd a Casto zminiovana veli¢ina — smykové napéti.
Nejedna se vsak o jediny faktor, ktery ma vliv na kultivaci bun¢k v pratoku, je potfeba zminit
1 vyznamny podil teploty a viskozity. VSechny tfi veliiny spolu izce souvisi a navzajem

se ovliviuji, proto budou nize popsany detailné;ji.

Nicméné jesté pred zamétenim se na tyto konkrétni veliCiny je vhodné uvést toto téma
do Sirsiho kontextu. Zminéné veliCiny se vazi k védnimu oboru zvanému reologie, ktery
se obecn¢ zabyva tokem a deformacemi latek za plsobeni sily. Samostatnym védnim
oborem se reologie stala jiz pfed n€¢kolika desitkami let a jeji vznik souvisel s pozorovanim
abnormalniho chovani u né€kolika zndmych materiala. Jako ptiklad 1ze uvést chovani barvy,
coz je tekutina, ale na rozdil od vétSiny tekutin nestéka po svislé sténé, naopak se na ni drzi.
Druhym piikladem muze byt beton, ktery se jevi jako relativné pevna a tuha latka, ovSem
po vystaveni vnéjsi sile meéni svlij tvar podobné jako kapalina. Dalo by se vyjmenovat
n¢kolik dalSich podobnych ptikladl, nicméné obecné se da fici, Ze vSechny tyto vlastnosti
materiald spojuje fakt, ze v urcitych ptipadech bézné pouzivané charakteristiky jako kapalny
¢i pevny jednodusSe nejsou dostacujici a je tfeba zavést novou, presnéjsi terminologii, ktera
umozni konkrétnéj$i popsani rysti chovani a vlastnosti vySe zminénych a mnoha jinych
materiali. Dal$im dileZitym spolecnym rysem téchto jevil je existence Casovych efektd,
jinymi slovy vysledky pozorovani zavisi na ur¢itém ¢asovém méftitku. Obecné tedy plati,
Ze Cas je odrazem vSech zmén ve struktufe materidlu, ke kterym dochazi v pribchu
provadéni experimentu. Na zavér lze tedy shrnout, Ze reologie je oborem spadajicim
do pfirodnich véd a uvaZujicim o realnych materidlech s ménici se strukturou. Jejimi
zakladnimi stavebnimi kameny jsou dva principy, a to teorie viskoelasticity a teorie velkych

deformaci (Malkin, 1994), (Wein, 1996).

V dne$ni dob& byva s oborem reologie spojovana dal$i véda — biomechanika.
Biomechanika se d4 povaZovat za relativné mladou védni disciplinu, nicméné lidé se touto
problematikou zacali zabyvat jiz velmi davno. Biomechanika prochazela v ¢ase urcitym
vyvojem. Nejprve spojovala pouze biologii a mechaniku, ale postupné se stala
multidisciplindrnim oborem a zacala vyuZivat informaci a poznatkli z mnoha védnich oborti
jako je molekularni biologie, matematika, mikrobiologie i fyzika. Diivodem snazeni
o propojeni biomechaniky a reologie je pochopeni a vysvétleni otazky deformace tkdnovych

a organovych struktur a rovnéZz objasnit, jak se tyto struktury méni v ¢ase v reakci na vnéjsi
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mechanické zatizeni. Proto Ize s ohledem na jedinecnost zkoumané problematiky mluvit
o existenci védniho oboru zvaného bioreologie. Ziskané vysledky z vyzkumu v oblasti této
vedni discipliny maji velky potencidl praktického vyuziti predevsim v 1ékatstvi a fyziologii,
nebot’ poznatky o reologickych vlastnostech tkani umoznuji piedpovédét jejich reakci
na mechanické zatizeni a rovnéz zlepsit ¢i optimalizovat konstrukci nejriznéjsich vyrobki,
jako jsou naptiklad pracovni pomucky, obuv nebo nadhrady koncetin (protézy). Mimo jiné
se bioreologie zabyva také vlastnostmi kapalin nachazejicich se v téle (biokapaliny), jako
jsou napftiklad sliny, krev ¢i fyziologické tekutiny uvnitt kloubnich dutin (synovialni
vystizeni jejich chovani je spousta modelti slouzicich k jejich popisu nedostate¢nych

(Havranek, 2007), (Lopot, 2006).

4.1 Viskozita

V reologii je zakladni veliinou, kterd charakterizuje tokové chovani, viskozita. Tato
veli¢ina je vyuZivéana pro fyzikalni popis latek a obecné urcuje odpor vici toku, jinymi slovy
se jednd o miru vnitiniho odporu materialu vii¢i vnéjSimu zatizeni. Obcas se 1ze setkat s tim,
7e viskozita byva nespravné zaméhovéna i srovndvana s jinou veli¢inou — hustotou?.
Nicmén¢ kazda z téchto dvou veli¢in urcuje odlisnou vlastnost dané latky a ty spolu

jednoduse nijak nesouviseji (Janalik, 2010), (Schramm, 2000), (Wein, 1996).

Dle zplisobu méteni 1ze rozliSovat dva typy viskozity — dynamickou a kinematickou,
jez jsou vzajemné zavislé. Dynamicka (smykova) viskozita 1 je veli¢ina, kterd udava pomér
mezi smykovym napétim t a rychlosti smykové deformace y (rychlostnim gradientem)
v zavislosti na vzdalenosti dvou rovnobéznych desek, pfic¢emz jedna se vici druhé pohybuje
rovnomérnym piimocarym pohybem. S pojmem dynamicka viskozita souvisi tekutost, coz
je urcita schopnost latky a konkrétné to znamena, Ze se ¢astice tvofici danou kapalinu mohou
vicéi sobé pohybovat. Jednotkou dynamické viskozity je Pa‘s. Z praktickych divoda byla
z dynamické viskozity odvozena i kinematickd viskozita v. Ta se da jednoduse matematicky
vyjadfit jako podil dynamické viskozity a hustoty métené kapaliny. Jednotkou kinematické
viskozity je m?s! (Malvern Instruments Limited, 2016), (Studijni materialy k pfedmétu

Kontrolni a zkusebni metody), (Wein, 1996).

2 Hustota latky je fyzikalni veli¢inou, kterd byva oznacovina jako mérma hmotnost a vyjadiuje vztah mezi
hmotnosti a objemem (Benes, 2022).
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Viskozita je zavisla na n¢kolika parametrech. Prvni veli¢inou majici vliv na viskozitu
je tlak. Obecné pravdépodobné plati, Ze se zvySujicim se tlakem se zvySuje rovnéz i hodnota
viskozity. Nicméné obecné¢ vliv tlaku na viskozitu jesté nebyl dostatecné prostudovan
a v nekterych pripadech byva tedy vliv tlaku spiSe zanedbavan. Velky vliv ovSem ma pfi
procesech probihajicich za velmi vysokych tlaki. Podobnou zavislost lze pozorovat
1 v souvislosti s koncentraci. Opét tedy viskozita roste, nejprve linearné a po dosazeni tzv.
kritické hodnoty uz lze pozorovat exponencidlni riast. Jisty vztah existuje 1 mezi
molekulovou hmotnosti latky a viskozitou. Retézce polymernich latek byvaji v klidovém
stavu vétSinou vzajemné zapletené a svinuté, ovSem po zacatku pisobeni ur¢itého napéti
na danou latku (latka je tedy deformovana), se fetézce zacnou rozplétat a tim i narovnavat.
Plati, ze viskozita roste piimo tméme do tzv. kritické molekulové hmotnosti a za timto
bodem jiz zacinaji byt fetézce latky dostatecné dlouhé a projevuje se tedy 1 vliv zaplétajicich
se fetézcl. Proto nad touto zlomovou koncentraci zac¢ind viskozita s molekulovou hmotnosti
rust mnohem strméji (Janmey, Georges a Hvidt, 2007), (Studijni materidly k predmétu
viskozitu je teplota. V tomto ptipadé€ plati vztah fikajici, Ze s rostouci teplotou viskozita dané
latky klesa. Da-li se tento vztah do $irSiho kontextu, bude ziejmé, ze viskozita je ovlivnitelna
teplotou a tento faktor ma nasledny vliv na smykové napéti, které ma ovSem zase vyrazny
vliv na buniky. VSechny tyto veli€iny jsou tedy velmi provdzané a ovliviiuji se navzajem.
Zavislost viskozity na teploté byva matematicky vyjadfovana bud’ pomoci Arrheniovy nebo
Williams-Landel-Ferry rovnice. Nakonec bych jen rada zminila, Ze u nékterych materiala
lze pozorovat zménu viskozity v zavislosti na €ase (Studijni materialy k pfedmétu Fyzika

polymertt).

Co se tyc€e zplsobil méteni viskozity, vyuZzivaji se viskozimetry. Tato zafizeni existuji
v nékolika riznych konstrukcich. Mezi nejpouzivanéjsi viskozimetry lze fadit padové
(téliskové), pratokové (kapilarni) a rotacni viskozimetry. OvSem aby bylo méteni uspésné
a spravné provedené, je potieba zajistit vzdy v pribéhu celého méfeni laminarnost proudéni
a pouZziti vhodné geometrie. Méfeni viskozity pomoci kapilarnich viskozimetrii vychazi
z Hagen-Poiseuilleova zdkona, ktery plati pro laminarni proudéni tekutiny v trubici
s kruhovym prlfezem. Pouziti téliskovych viskozimetri pro méteni viskozity funguje
na principu méieni rychlosti padu daného (znamého) télesa, nejcastéji se jedna o hladkou
kouli ve zkoumané kapaling, jejiz viskozita je zjiStovana. Tteti skupinu tvoii rotacni

viskozimetry, kdy princip méfeni pomoci téchto zatfizeni je zaloZen na aplikaci smyku
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na vzorek, ktery je umistén mezi dvéma definovanymi rovnob&znymi plochami, které
se navzajem otaceji kolem své spole¢né osy. Rotacni viskozimetry existuji ve vice typech
provedeni a mezi nejCastéji pouzivané patii ty s geometrii dvou rotujicich desek, dvou

souosych valci, anebo kuzel-deska (Janalik, 2010), (Wein, 1996).

Obrazek 7. Rotacni reometr s geometrii paralelnich desek pri méreni dynamické viskozity

kultivacniho média. Zdroj: archiv autorky.

4.2 Smykové napéti

Smykové napéti 1ze jednoduse definovat jako silu ucinkujici na danou plochu. Tato
sila miize byt interpretovana jako tfeci smyk na povrchu bunék, tlak, anebo vyrovnavaci
¢i tahové sily, které ptsobi proti silam aplikovanym zvenci. Zakladni jednotkou smykového

napéti dle systému SI je pascal® (Pa) (Svihalkové Sindlerové a Vasicek).

Béhem procesu vytvareni této prace byla tato velicina snad nejcastéji opakovanou
a hrala pfi vSech experimentech zcela zésadni roli. Pro konkrétnéjsi predstavu, vztahnou-li
se tyto informace k celému tématu bakaldiské prace, bunky, které byly kultivovany

v bioreaktoru za podminek plisobiciho pritoku, vnimaly tfeci silu (smykové napéti), jez byla

3 Zékladni jednotkou mechanického napé&ti dle Mezinarodniho systému jednotek je sice pascal, oviem
ve studiich tykajicich se biologie se velmi &asto pouzivé jednotka dyn-cm™. Dyn je odvozend jednotka sily,
ktera je definovana jako ,sila, kterd ptisobenim po dobu jedné sekundy vyvolda zménu rychlosti hmotnosti
jednoho gramu o jeden centimetr za sekundu® (Gyllenbok, 2018).
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vytvafena na jejich povrchu za plsobeni proudiciho kultivaéniho média. Jak jiz bylo
zminéno v predeslé kapitole, pomoci této simulace byly napodobovany ptirozené podminky
v organismu, kde bézné plisobi smykové napéti na povrch cévnich stén v duasledku cirkulace
krve. Obecné¢ ale mize byt plisobeni treci sily v téle velmi heterogenni, konkrétné v zilach
a kapilarach lze pozorovat pferuSovany nebo pomaly tok krve, kdezto ve velkych a malych
tepnach dochazi k toku krve v pulzovych vlnach. Obvyklé hodnoty smykového napéti
v cévach se razné lisi, ale pro predstavu, ve velkych arteriiich byva nizsi smykové napéti
okolo 10-20 dyn-cm™ a v kapildrach &i arteriolach se hodnoty b&Zn& pohybuji okolo
40-60 dyn-cm™ (Svihalkova Sindlerova a Vasicek).

Na zavér této kapitoly by bylo vhodné jest¢ zminit, ze smykové napéti je také velmi
vyznamng¢ ovlivnitelné geometrii cév (v prosttedi in vivo) nebo kandlku (v prostiedi in vitro).
Jinymi slovy, zménou vySky kandlku lze dosahnout 1 dvakrat vysSich hodnot smykového
napéti puasobiciho na bunky kultivované v daném kanalku. Naptiklad pii kultivaci
ve stejnych dynamickych podminkach v kanalku svyskou 200 pm budou hodnoty
smykového napéti mnohem vyssi nez v ptipadé kandlku s vyskou 800 um (Svihilkova

Sindlerova a Vasicek).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

e Kultivace mySich embryonalnich fibroblastti a mySich embryonalnich kmenovych

bunék za béznych podminek in vitro

e Kultivace mySich embryonalnich fibroblastli a mySich embryonalnich kmenovych

bunék v dynamickych podminkach in vitro

e Vyhodnoceni morfologickych zmén na bunéénych modelech v dusledku plisobeni

smykového napéti

e Stanoveni viskozity tkanového kultivacniho média
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Bunécéné kultury a médium

Pti provadéni tohoto experimentu se pracovalo se dvéma typy bunécnych linii:

Prvnim typem byly mysSi embryonalni fibroblasty NIH/3T3 (ATCC CRL-1658
NIH/3T3, USA). Pro jejich kultivaci bylo pouzito médium Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (PAA Laboratories GmbH, Rakousko), které obsahovalo teleci sérum (BioSera,
Francie) o koncentraci 10 % a antibiotika Penicillin/Streptomycin (GE Healthcare HyClone,

Velka Britanie) s koncentraci 100 pg-ml™.

Druhy typ bunéénych linii, ktery byl pouzit béhem provadéni experimentu, byly mysi
embryonalni kmenové buiitky ESR1 (10.1073/pnas.90.18.8424). Kultivace téchto bun¢k
probihala na miskach potazenych Zelatinou, kterd slouzila pro snadnéj$i naadherovani
bunék. Potazeni naddoby zelatinou bylo provedeno pomoci 0,1 % praseci zelatiny ve vode¢.
Pro kultivaci bylo pouzito médium Dulbecco's Modified Eagle's Medium, které obsahovalo:
15 % fetalniho teleciho séra, 100 U-ml"! penicilinu, 0,1 mg-ml" streptomycinu, 100 mM
roztoku neesencidlnich aminokyselin (v§e od Thermo Fisher, Waltham, MA, USA),
0,05 mM 2-merkaptoethanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 U-ml! LIF (Gibco, MA,
USA).

Kultivace obou bunéfnych linii probihala v inkubatoru pii stalé teploté 37 °C,

ve vlhéeném vzduchu a za ptitomnosti oxidu uhli¢itého o koncentraci 5 %.

6.2 Pouzité pristroje a pomiicky

B¢éhem provadeéni experimentu byl vyuzivan biologicky inkubator Heracell 1501
(Thermo Scientific, USA), Ibidi perfuzni systém (Ibidi, Némecko), fluorescen¢ni mikroskop
Olympus IX 81, opticky mikroskop (Olympus, Japonsko), centrifuga (Eppendorf,
Némecko), automatické pipety (Eppendorf, Némecko).

6.3 Experiment

Nize budou popsany jednotlivé ¢asti experimentu, které byly provedeny, aby bylo
mozné stanovit a porovnat piipadné zmény na bunécnych liniich pii kultivaci v béznych

in vitro podminkéch a v dynamickych podminkach.
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6.3.1 Meéreni viskozity média

Pti provadéni experimentu se pracovalo s jiz zminénym pfistrojem ibidi Pump System,
ktery ma i vlastni program (PumpControl Software), jez byl rovnéz vyuzivan pro provadéni
méieni. V programu byla piednastavend primérna dynamicka viskozita kultivaéniho média
a jeji hodnota odpovida 0,007 dyn-s-cm. Ov§em aby byla méfeni co nejpiesnéjsi a aby
se eliminovaly ptipadné chyby ve vysledcich experimentu, bylo provedeno méfeni

dynamické viskozity i nami pouzivanych kultiva¢nich médii pti 37 °C.

Pro méfeni dynamické viskozity byl zvolen rota¢ni reometr Physica MCR 502 (Anton
Paar, Rakousko). Reologické chovani nasich kultiva¢nich médii bylo studovano v rezimu
fizené smykové rychlosti pti rozsahu rychlosti smykové deformace 10-100 s™'. Méfeni byla
provedena v rotaénim rezimu. Dynamicka viskozita byla zjiStovana pro obé kultivacni
média, kterd byla béhem provadéni experimentu vyuzivédna. Byly pouzity dva typy

geometrii:

Geometrie valec-valec s primérem valce 14,45 mm a aktivni délkou valce 72,5 mm.
Rychlost smykové deformace se pohybovala mezi 10-100 s a objem obou médii nutny

pro provedeni méteni odpovidal objemu 16 ml.

Déle bylo méfeni provedeno i za pouziti geometrie paralelnich desek (PP50/E/TI)
s nastavenou mezerou 0,9 mm mezi paralelnimi deskami. Co se tyce praméru desek, obecné
se da fici, ze ¢im je jejich pramér vétsi, tim 1épe, jelikoz u desek s malym primérem
by kultivaéni médium pii méteni vytékalo. Nami pouzité desky mély priimér odpovidajici

50 mm.

6.3.2 Kultivace ve statickych in vitro podminkach

Buniky mysSich fibroblast péstované v kultiva¢ni nadobé byly kontrolovany pomoci
mikroskopu a jejich pasdZovani bylo provadéno, jakmile bylo dosazeno 80% konfluence.
S naadherovanymi buiikami na dné kultivaéni nadoby se pracovalo v laminarnim boxu
za sterilnich podminek. Nejprve bylo z kultivaéni nddoby opatrné odsato kultivaéni médium
tak, aby bunky nebyly poSkozeny. Nasledn¢ byl do nadoby ptidan pufr (PBS) o koncentraci
0,2 ml-cm™ za uéelem odstranéni zbytkd kultivaéniho média, pufr byl vzapéti odsat. Poté
byl do kultivaéni nadoby piiddn trypsin-EDTA v mnoZstvi 0,1 ml:cm? a niddoba byla
vloZena do inkubatoru. Pfidany trypsin zptsobil, Zze se béhem 10-15 minut ptferusily vazby
jak mezi samotnymi buiikami, tak i mezi buikami a povrchem nadoby. Nasledné¢ bylo nutné

ptidat 7 ml nového kultivacniho média pro neutralizaci trypsinu a cely roztok byl pomoci
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pipety pfeveden do zkumavky, ktera byla vlozena do centrifugy piedehiaté na 37 °C.
Centrifugace trvala 3 minuty pii otd¢kach 1,1 rpm. Po dokonceni centrifugace se vSechny
buniky nachazely na dné zkumavky, a tak bylo mozné odsat tekutinu (médium a trypsin).
K buitkam usazenym vespod zkumavky byly vzapéti ptidany 2 ml nového kultiva¢niho
média a ve vzniklém roztoku se nachazelo piiblizng 107 bun&k-ml!. Na zavér se do nové
kultiva¢ni nddoby napipetovalo 25 ml média, do kterého byla pifidéna i ziskand bunécna
suspenze, ¢imz byla vytvofena nova udrzovaci pasaz. Zaroven byla piipravena bunécna
suspenze o koncentraci 10° bungk-ml™!, ktera byla nasazena na Petriho misky, které se bézné

pouzivaji pro kultivaci.

Mysi embryonalni kmenové buiky byly kultivovany za podobnych podminek jako
tomu bylo v pfipad€ mySich fibroblasti. ESCs se bézné kultivuji na tkanovém plastiku, ktery
je potazeny 0,1% praseci Zelatinou. Buniky byly na Petriho misky nasazeny v koncentraci

50 000 bunék-cm™.

6.3.3 Kultivace v dynamickych podminkach

Jak jiZ bylo zminéno vySe, pro provadéni vSech experimenti byl pouzivan pritokovy
bioreaktor ibidi (ibidi Pump System). Tento mikrofluidni systém je tvofen pumpou, ktera
zajiStuje generovani tlaku, dale prutokovou jednotkou slouzici k snadnému upevnéni
perfuzniho setu a zajiSt'ujici prenos tlaku vzduchu, ktery vytvati pfipojena pumpa. Po spojeni
pumpy a fluidni jednotky je mozné docilit vytvofeni pulzujiciho, oscilacniho nebo
jednosmérného toku média skrz ptipojeny kanalek. Dalsi nezbytnou soucasti tohoto systému
jsou jiz zminéné perfuzni sety a sklicka, jez jsou dostupné v né€kolika variantach liSici
se svymi parametry (prameér a délka hadicek, geometrie kanalkti ve sklicku). Kombinacemi
ruznych perfuznich seti a skli¢ek 1ze dosahnout velmi Sirokého rozpéti hodnot aplikovaného
smykového napéti. Detailn€js$i popis pouzivaného bioreaktoru je uveden v podkapitole
3.3. Prttokovy bioreaktor (Instruction Manual ibidi Pump System).

Obrazek 8 znazoriiuje piesné zapojeni bioreaktoru béhem méfeni. Systém musel byt

po celou dobu méfeni umistén v inkubatoru, ktery zajiStoval optiméalni podminky

pro kultivaci, tj. pii teploté 37 °C, za pfitomnosti oxidu uhli¢itého a ve vlhéeném vzduchu.
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Obrazek 8. A) Zapojeni priitokového bioreaktoru ibidi béhem méreni B) Priitokova jednotka béhem

provadeni experimentu. Zdroj: archiv autorky.

6.3.3.1 Moznosti optimalizace pristroje

Pfistroj ibidi nabizi mnoho druht sklicek (channel slide), které¢ se lisi svymi
vlastnostmi, je tedy diileZité jednotlivé typy odliSovat a pfizpiisobovat vybér sklicka danému
experimentu a pozadované aplikaci. Sklicka se lisi naptiklad svoji geometrii, kde je odliSna
hloubka pritokového kanalku, s tim souvisejici jiné mnozstvi objemu média a plocha oblasti
ristu bunék. Zaroven je tfeba dbat na kombinace sklicka s adekvatnim perfuznim setem,
jelikoZ na zékladé vhodného sestaveni se da dosdhnout velmi Sirokého rozmezi hodnot
smykového napéti. Perfuzni sety se pak 1iSi vnitinim primérem a délkou hadicek. Veskeré

rozméry a parametry skli¢ek i perfuznich setil jsou detailné popsany v manualu ibidi.

Pro vSechna méfeni, ktera byla provedena za Gcelem ziskani podkladi k naslednému
zpracovani této prace, byly pouzivany sklicka s nazvem p-slide 1%* Luer s vyskou kanalku
0,4 mm a s plochou oblasti riistu bunék 2,5 cm?. Jedn4 se o vice méné univerzalni sklicka,
ktera se daji pouzit jak pro kultivaci bun€k v dynamickych podminkdch za vyuziti spise
vysSich hodnot smykového napéti, tak jsou rovnéz vhodna pro experimenty zamétujici
se na kratkodobé statické kultivace. Povrch je hladky bez struktur, takze je sledovan pouze

vliv smykového napéti. Déle byl pro méteni pouzit ¢erveny perfuzni set (Perfusion Set
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RED), ktery ma 1,6 mm vnitini primér hadi¢ky a 15 cm délku hadicky. Kombinaci p-slide

194 Luer a Perfusion Set RED lze aplikovat smykové napéti v rozmezi 4-43 dyn-cm™.

6.3.3.2 Kultivace mySich embryondlnich fibroblastii

Fibroblasty by se obecné daly oznacit za mnohem odolnéjsi bunky, néZ jsou napiiklad
buniky kmenové, jelikoz se jedné o jiz diferencované buiky, které jiz plni svoji funkci.
Z tohoto divodu byla vSechna pocate¢ni méfeni provadéna pravé na bunécnych liniich
mySich embryondlnich fibroblastl. Pti kazdém provadéni experimentu byly buiiky nejprve
spocitany a nésledné se vypocitaly piislusné objemy pro pfipravu poZadované bunééné
suspenze. Sklicko pouzivané pii daném experimentu bylo potieba vzdy nechat predehtat
v inkubatoru, aby buiiky pozdé&ji nebyly nasazeny do studeného kanalku, jelikoz by to mohlo
zpisobit Spatny pribéh kultivace. Vyslednou bunécnou suspenzi bylo potfeba pomoci
automatické pipety aplikovat v objemu 150 ul do kanalku ve sklicku (u-slide 1%* Luer).
Presnéji feceno, Spicka pipety se zasunula do vstupu kanalku a po vypusténi obsahu Spicky
byl zaplnén cely obsah kanalku (viz Obrazek 9). Koncentrace bun¢k v suspenzi byla stejna
jako pii statické kultivaci, tedy 10°> bunék-ml . Nasledné bylo potieba nechat buiiky nékolik
hodin, aby mohly naadherovat (pfichytit se) na dno kanalku, pfipadné dorist do 80%

konfluence, aby mély oporu jedna v druhé.

Obrazek 9. Aplikace bunécné suspenze pomoci automatické pipety do kanalku. Zdroj. archiv autorky.
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Pozdéji byly bunky zkontrolovany pod mikroskopem a oba vstupy do kanalku
se doplnily kultivacnim médiem v objemu 60 pl pokud mozno tak, aby se do kanalku
nedostaly vzduchové bublinky. Zaroven bylo potfeba v této fazi jiz pfipravit, spravné
sestavit a propojit pumpu, fluidni jednotku a perfuzni set (viz Obrazek 8 A), B)). Kazdy
z rezervoart se naplnil 6 ml kultivacniho média. Pied ptipojenim sklicka s buitkami bylo
nutné odstranit z hadic¢ek ptipadné vzduchové bubliny, proto se k systému nejprve ptipojil
tzv. kalibracni slide a v programu byl spusténa funkce slouzici praveé k odstranéni
vzduchovych bublin. Poté se jiz k celému systému ptipojilo sklicko s buikami a bylo mozné

kultivovat za prutokovych podminek.

6.3.3.3 Kultivace mySich embryondlnich kmenovych bunék

Co se tyCe postupu piipravy kmenovych bunék pro kultivaci v dynamickych
podminkach, proces se pfilis nelisil od vySe popsaného postupu pro embryondlni fibroblasty,
ovSem bylo potfeba s kmenovymi buitkami pracovat se zvySenou opatrnosti (kmenové
buiiky jsou obecné vice nachylné) a také béhem postupu udé€lat jeden krok navic.
Pted aplikaci pozadované bunééné suspenze do kanalku bylo nutné do néj vpravit 150 pl
0,1% Zelatiny, ktera se nechala v kanalku alespofi 20 minut. Poté se Zelatina z kanalku
odsala, celé sklicko se nechalo pfedehiat v inkubatoru a nasledné¢ do kandlku bylo
aplikovano 150 pl pfipravené bunécné suspenze. Koncentrace bunck v suspenzi byla stejna
jako pfi statické kultivaci, tedy 50 000 bunék-cm™. Zelatinu bylo nutné aplikovat, jelikoz
kmenové bunky se pak mnohem snadnéji pfichyti a zvysi se Sance na GspéSné dokonceni
experimentu. Poté uz experiment probihal stejnym zptsobem jako v ptipadé¢ embryonalnich

fibroblastu.

6.3.4 Barveni bunék

Po provedeni posledniho experimentu s mySimi embryonalnimi fibroblasty a mySimi
embryonalnimi kmenovymi builkkami byly builky za ucelem piehledné vizualizace
nabarveny. Fluorescen¢ni mikroskopie se Casto vyuziva pro snadnéjsi posouzeni morfologie
zkoumanych bunék, jelikoZ po aplikaci barev jsou velmi pfehledné odliSena bunécénd jadra

od zbylého cytoskeletu.

Fluorescen¢ni barviva byla aplikovéna jak na referenci, tak na buiiky kultivované
za prutoku v kanalku. Samotné barveni bunécnych struktur bylo provedeno nésledovné:
nejprve bylo potfeba builkky zafixovat a permeabilizovat pomoci formaldehydu

a Tritonu X-100, proto se odsalo kultivaéni médium a vzapéti se pridal 4% formaldehyd,
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ktery se nechal plsobit 15 minut. Po uplynulém case byla tato latka odsata a buiky se
promyly pufrem (PBS). Nésledovala aplikace 0,5% Tritonu X-100 po dobu 5 minut. Buiiky
byly nasledné¢ tiikrat promyty pomoci PBS a nakonec se pfidalo vypocitané mnozstvi tohoto
pufru, ke kterému se zaroven pfidalo 5 pg-ml”' barviva Hoechst 33258 a kapka barviva
ActinRed™ 555. Ptidané latky se nechaly plisobit po dobu 30 minut ve tm&. Nakonec bylo
PBS i s barvivy odsato, buiiky se opét promyly PBS a nakonec se opét ptidalo pozadované

mnozstvi pufru.

Pomoci barviva ActinRed™ 555 byla zvyraznéna stresova vlakna, ktera jsou soucasti
bunécného cytoskeletu, naopak barvivo Hoechst 33258 poslouzilo ke zvyraznéni bunéénych

jader.

6.3.5 Pouzité pritokové parametry

Do nasledujicich tabulek byly vypsany priatokové parametry pouzité pii jednotlivych
meéfenich. Jak jiz bylo zminéno vyse, béhem prvnich tii experimentd se pracovalo s mySimi
embryonalnimi fibroblasty a poté byly pii zbylych méfenich testovany mysi embryonalni
kmenové buiky. Z kazdé tabulky vyjadiujici aplikované priatokové parametry vzdy
ptislusného experimentu, Ize vycist dobu plsobeni pritoku, aplikovany tlak, pratokovou

rychlost, smykové napéti a smykovou rychlost.

Mysi embryonalni fibroblasty (NIH/3T3)

1. Méreni

Tabulka 1. Pritokové parametry pro prvni experiment provadeny s mysSimi embryondlnimi

fibroblasty NIH/3T3. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Pratokové parametry
Doba priitoku Tlak Pritokova Smykové napéti Smykova
[hod] [mbar] rychlost [dyn-cm?] rychlost
[ml-min] y [1-57]
6 5,9 4,76 2 286
15 40,9 28,52 12 1714
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2. Meéreni

Tabulka 2. Pritokové parametry pro druhy experiment provdadeny s mysimi embryonalnimi

fibroblasty NIH/3T3. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Prutokové parametry
Doba priitoku Tlak Pritokova Smykové napéti Smykovi
[hod] [mbar] rychlost [dyn-cm?] rychlost
[ml-min™'] [1-s1]
15 9,0 7,14 3 429
5 33,1 23,78 10 1429
2 77,9 47,54 20 2857

3. Meéreni

Tabulka 3. Priitokové parametry pro treti experiment provadény s mysimi embryonalnimi fibroblasty

NIH/3T3. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Prutokové parametry

Doba priitoku Tlak Prutokova Smykové napéti Smykova
[hod] [mbar] rychlost [dyn-cm?] rychlost
[ml-min] y [1-57]
2 9,0 7,14 3 429
2 22,2 16,64 7 1000
18 49,3 33,28 14 2000
33 71,9 47,54 20 2857
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MysSi embryonalni kmenové buiiky (ESR1)

1. Méreni

Tabulka 4. Pritokové parametry pro prvni experiment provadeény s mySimi embryonalnimi

kmenovymi burikami ESRI. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Prutokové parametry
Doba prittoku Tlak Pritokova | o o\ ovenapeti | Smykova
[hod] [mbar] rychlost [dyn-cm?] rychlost
[ml-min] [1-s7]
4 5,9 4,76 2 286
18 40,9 28,52 12 1714

2. Meéreni

Tabulka 5. Pritokové parametry pro druhy experiment provadeny s mysimi embryondlnimi

kmenovymi burikami ESR 1. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Pratokové parametry

Doba priitoku Tlak Prutokova Smykové napéti Smykova
[ml-min'] [1-s1]
2 22,2 16,64 7 1000
3 23,1 16,28 15 2143
19 7,2 5,42 5 714
58 33,1 23,78 10 1429
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3. Méreni

Tabulka 6. Prutokové parametry pro tieti experiment provdadeny s mysSimi embryondlnimi

kmenovymi bunikami ESRI. Tabulku podle dat z programu PumpControl Software sestavila autorka.

Prutokové parametry

Doba priitoku Tlak Pritokova Smykové napéti Smykova
[hod] [mbar] rychlost [dyn-cm?] rychlost
[ml-min!] [1-s7]
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Méreni viskozity média

Viskozita média byla méfena pomoci rotaéniho reometru Physica MCR 502 za pouZziti
dvou typa geometrii: valec-valec a deska-deska. Rozsah rychlosti smykové deformace byl
zvolen od 10 do 100 s!. Kdyby byly zvoleny nizsi rychlosti smykové deformace (<10 s™),
tak by to vedlo k ptiblizeni se k mezni hodnoté¢ citlivosti ptistroje, jelikoz se jedna o oblast
viskozity pod 1 mPa-s. Stejné tak pro tento typ kapaliny a pro pouzité typy geometrie nejsou

vhodné vys§i hodnoty rychlosti smykové deformace (>100 s™).

V Grafu 1 je uvedena zavislost naméfenych hodnot smykové viskozity na rychlosti
smykové deformace. Jelikoz je kultivaéni médium Newtonovska kapalina, 1ze v grafu
pozorovat, ze meéfena viskozita neni zavisld na rychlosti smykového napéti, plati to
pro vSechna méfeni. Jednotlivé hodnoty naméfenych viskozit pfi riznych smykovych
deformacich jsou uvedeny v Tabulce 7 pro médium mySich fibroblasti NIH/3T3
a v Tabulce 8 pro médium kmenovych bunék ESR1. Ze ziskanych hodnot viskozit byla

navic vytvofena prumérna hodnota.

10

—@— NIH/3T3_vélec-valec
1 —C— ::7.

—8— NIH/3T3_deska-deska

ESR1_valec-vdlec

—@—ESR1_deska-deska

Smykova viskozita [mPa-s]

0,1
10 100

Rychlost smykové deformace [1:s1]

Graf 1. Zavislost naméienych hodnot smykové viskozity na rychlosti smykové deformace pro oba
typy kultivacnich médii za pouZiti rotacniho reometru s dvéma typy geometrii — deska-deska

a valec-valec. Graf dle vilastnich namérenych dat sestavila autorka.
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Tabulka 7. Nameérené hodnoty dynamickych viskozit pri riznych smykovych deformacich
pro kultivacni médium pouzivané ke kultivaci mysich embryondalnich fibroblastit NIH/3T3 a vysledné

priimérné hodnoty dynamickych viskozit pro oba typy geometrii. Zdroj dat: namérené autorkou.

Médium pro mysi embryonalni fibroblasty NIH/3T3
Viskozita [mPa-s]
Rychlost smykové Geometrie Geometrie
deformace [s™] valec-valec deska-deska
10 0,73 1,47
15,8 0,70 1,24
25,1 0,76 1,03
39,8 0,76 0,99
63,1 0,80 0,97
100 0,96 0,95
Primeér 0,78 1,11




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 45

Tabulka 8. Namérené hodnoty dynamickych viskozit pri riiznych smykovych deformacich pro
kultivacni médium pouzivané ke kultivaci mysich embryondlnich kmenovych bunék ESRI a vysledné

priimérné hodnoty dynamickych viskozit pro oba typy geometrii. Zdroj dat: namérené autorkou.

Médium pro mySi embryonalni kmenové buiiky ESR1
Viskozita [mPa-s]
Rychlost smykové Geometrie Geometrie
deformace [s™] deska-deska valec-valec
10 0,76 1,20
15,8 0,81 0,94
25,1 0,83 1,06
39,8 0,90 0,98
63,1 0,95 0,94
100 1,02 0,90
Pramér 0,88 1,00

Vysledna dynamicka viskozita pro médium pouzivané pii kultivaci mySich
embryonalnich fibroblastii odpovidala hodnoté¢ 0,78 mPa‘s (geometrie valec-valec)
al,l1l1 mPas (geometrie deska-deska). Médium vyuzivané pii kultivaci mySich
embryonalnich fibroblastli mélo dynamickou viskozitu 0,88 mPa-s (geometrie valec-valec)
a 1,00 mPa's (geometrie deska-deska). Aby mohly byt naméfené hodnoty porovnany
s hodnotou udavanou v programu PumpControl Software (0,007 dyn-s-cm™), musi byt

viskozita pfevedena do jednotek dyn-s-cm™. Udava se Ze:
1 mPas = 0,01 dyn‘s-cm™

Hodnoty ptepoctené dynamické viskozity jsou uvedeny v Tabulce 9.
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Tabulka 9. Vysledné hodnoty dynamickych viskozit pro obé kultivacni média prepoctené

na dyn-s-cm °. Zdroj dat: namérené autorkou.

Viskozita [mPa-s] | Viskozita [dyn-s-cm™
Médium pro NIH/3T3
. 0,78 0,0078
geometrie valec-valec
Médium pro NIH/3T3
' 1,11 0,0111
geometrie deska-deska
Médium pro ESR1
. 0,88 0,0088
geometrie valec-valec
Médium pro ESR1
‘ 1,00 0,0100
geometrie deska-deska

Porovname-li nami naméfené hodnoty viskozit s uvadénou primérnou hodnotou
v programu PumpControl Software 0,007 dyn-s-cm™, vidime, Ze naméfené hodnoty jsou
vys§i. Nicméné pii zvolené geometrii valec-valec nadm viskozita média vysla
0,0078 dyn-s-cm? pro médium mysich fibroblasti a 0,0088 dyn‘s-cm™ pro médium
kmenovych bun¢k. Tyto hodnoty jsou témét srovnatelné s hodnotou udavanou v programu.
Pti pouziti geometrie deska-deska byla naméfena hodnota vyssi, okolo 0,01 dyn-s-cm™

pro ob¢ kultivaéni média.

Pro komplexnéj$§i moZnost zhodnoceni vysledkli lze uvést hodnotu dynamické
viskozity pro kultivacni médium vhodné ke kultivaci mySich embryonalnich fibroblastt
publikovanou ve védeckém c¢lanku. Ve studii, kterou provadéla doktorka Poon, se
pro méfeni rovnéz pouzivala geometrie deska-deska a vysledna hodnota média odpovidala
0,0093 dyn‘s-cm™, coZ je o néco nizsi hodnota v porovnani s nami naméfenou a zarovett

se 0 néco vice priblizuje té ptrednastavené v programu PumpControl Software (Poon, 2020).

Nicméné geometrie deska-deska nebyla shleddna tou nejvhodné€j$i pro tento typ
méteni, jelikoz médium miZze vytékat z geometrie ven a méfeni je proto nepiesné.
Za relevantnéjsi jsou povazovany vysledky dosazené pii méfeni s geometrii valec-valec a je
zde vidét, ze se naméfené hodnoty témet shoduji s témi teoretickymi. Odchylky v hodnotach
viskozit mohly byt zptsobeny manipulaci béhem méfeni, nebo také slozenim kultivacniho

média.
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7.2 Kaultivace v priitokovych podminkach

Celkové bylo provedeno Sest riiznych méfeni s dvéma typy bunécénych linii. Z kazdého
méieni byly pofizeny fotografie, diky kterym se mohlo provést vyhodnoceni experimentt.

U vsech ziskanych obrazkii (Obrazek 10-15) byl Sipkou vyznacen smér prutoku.

Mysi embryvonalni fibroblasty (NIH/3T3)

1. Méreni
Pii prvnim provadéném experimentu byla ovéfovana spravna funkce celé¢ho systému
a sledovalo se, jestli buitky budou béhem aplikovaného smykového napéti viibec schopny
proliferovat. Nejprve bylo aplikovano velmi nizké smykové napéti a po nékolika hodinach
bylo o néco zvySeno (podrobné pritokové parametry pro vSechny experimenty jsou
podkapitole 6.3.3 Kultivace v dynamickych podminkach). Buiiky experiment ptezily, ale
zadné zmény v morfologii se neprojevily pravdépodobné proto, ze aplikované smykové

2

napéti bylo relativné nizké (zpocatku pouze 2 dyn:cm™, po 6 hodinach zvyseno

na 15 dyn-cm?) a fibroblasty jsou obecné velmi odolné buiiky. Na Obrazku 10 jsou

zobrazeny buiiky pted a po pritoku ve dvou zvétSenich.

40x 100x

Pred

Po

Obrazek 10. 1. mereni: Bunécna linie NIH/3T3 A) pred pritokem pri zvetSeni 40 %, B) pred priitokem
pri zvétseni 100, C) po pritoku pri zvétseni 40x D) po pritoku pri zvetSeni 100%. Zdroj: archiv
autorky.
2. Méreni
Béhem druhého experimentu bylo rovnéz postupné zvySovano aplikované smykové

napéti a posledni hodnota byla vyssi ne v ptipadé prvniho experimentu (20 dyn-cm2). Opét
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se o¢ekavané zmény v morfologii neprojevily, nicméné pravdépodobné se mirn¢ zpomalila
proliferace bun¢k. Na Obrazku 11 jsou ziskané fotografie z tohoto experimentu. U fotografii
pii zvétseni 100% neni uvedeno méfitko z divodu nespravného nastaveni softwaru pro foceni

a nésledného ulozeni fotografie, nicméné je stejné jako u ostatnich fotek pfi tomto zvétSeni.

40x 100x%

Pred

Po

Obrazek 11. 2. méreni: Bunécna linie NIH/3T3 A) pred priitokem pri zvetseni 40% B) pred priitokem
pri zvetseni 100% C) po pritoku pri zvétseni 40% D) po pritoku pri zvétseni 100%. Zdroj: archiv
autorky.

Zajimavé by bylo sledovat naptiiklad i vliv smykového na migraci bunék. Toto
pozorovani ovSem bylo nad ramec predlozené prace. Nicméné je zde mnoho moznosti, jak
v tomto vyzkumu pokracovat a dosdhnout dalSich pozoruhodnéjSich vysledkt. Ve studii
Urbich et al. aplikovali smykové napéti o velikosti 5, 15 a 45 dyn-cm™ na endotelové buiiky
z lidské pupecnikové zily a lidské srdecni mikrovaskularni endotelové buiiky. Bylo zjisténo,
7e migrace byla vyrazné zvysena pii aplikaci smykového napéti 45 dyn-cm™ po dobu 24

hodin u obou typt bun¢k (Urbich et al., 2002).

3. Méreni
Posledni provadéné meétfeni s mySimi embryonalnimi fibroblasty bylo z hlediska
ziskanych vysledkd nejpovedengjsi. Postupné zvysujici se intenzita aplikovaného priitoku
pusobila na buiiky celkové 75 hodin (od 3 do 20 dyn-cm™). Mirnd zména v morfologii se
projevila, konkrétné cytoskelet bunck se prizpisoboval sméru pisobiciho pratoku. Buiky
byly za ucelem ptehledné vizualizace nabarveny a byla vyfocena i reference, ovSsem bunky

uz byly velmi pierostlé. Nicméné srovname-li mnozstvi bunék na referenci a v prutokové
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komoie po ukonceni experimentu, vidime Ze proliferace byla opravdu plsobenim
smykového napéti vyrazné zpomalena a potvrdilo se ndm tak tvrzeni z 2. méfeni. Vysledky

z tohoto méteni byly zpracovany v Obrazku 12.

Pred

Po

Reference

Obrazek 12. 3. méreni: Bunécnd linie NIH/3T3 A) pred priitokem pii zvétseni 40 B) pied priitokem
pri zvétseni 100x C) nabarvend po priitoku pri zvétSeni 40x D) nabarvend po priitoku pri zvétSeni
100 E) nabarvena reference pri zvétseni 40x F) nabarvend reference pri zvétseni 100X.

Zdroj: archiv autorky.

Mysi embryvonalni kmenové bunky (ESR1)

1. Méreni

Prvni experiment s mySimi embryondlnimi kmenovymi buiikami trval pomérné
kratkou dobu (bylo aplikovano smykové napéti o velikosti 2 dyn-cm™ po dobu 2 hodin
a 12 dyn-cm™ po dobu 18 hodin), jednalo se opé&t o prvni zkousku a zkoumalo se, jak
kmenové buniky na pritok budou reagovat. Kmenové builky podminky aplikovaného
smykového napéti prezily, nicméné zaddné zmény v morfologii zpozorovany nebyly.

Fotografie z tohoto méteni byly zpracovany do Obrazku 13.
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Po

Reference

Obrazek 13. 1. méreni: Bunécna linie ESRI A) pred priitokem pri zvétSeni 40% B) pred pritokem
prizvétseni 100x C) po pritoku pri zvetSeni 40x D) po pritoku pri zvetseni 100% E) reference
pri zvétseni 40 % F) reference pri zvétSeni 100%. Zdroj: archiv autorky.

2. Meéreni

Pti druhém méfeni s mySimi embryonalnimi kmenovymi bunikami bylo hned z po¢atku
aplikovano vys§i smykové napéti (7 dyn-cm™ prvni 2 hodiny a 15 dyn-cm™ dalsi 3 hodiny)
a buniky nem¢ly dostatek Casu si na né€j zvyknout, proto po 5 hodindch v pritoku vypadaly
velmi Spatné, ¢ast bunék se uvolnila od povrchu a jejich pocet byl celkové snizen (Obrazek
14, C) a D)). Po této vizualni kontrole musela byt vyse smykového napéti ihned snizena.
Po 19 hodinach v podminkach mirngjsiho pritoku (5 dyn-cm) bylo smykové napéti opét

zvyseno (10 dyn-cm) a po 58 hodinich byly zaznamenany posledni fotografie.

Z Obrézku 14 je patrné, Ze bunky rostly ve sméru ptsobiciho priitoku, takze se jejich
morfologie pfizpusobila sméru proudiciho média. Buiiky byly i nabarveny, ale v tomto
pripad¢ nesla dobte pozorovat jejich morfologie, jelikoz kmenové buiiky nemaji prostorove

bohaty bunécny cytoskelet a byla vidét spise jen jadra.
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40x 100x

Pied

5 hadin

24 hodin

58 hodin

58 hodin

Obrazek 14. 2. méreni: Bunécna linie ESR1 A) pred pritokem pri zvétseni 40% B) pred priitokem pri
zvétseni 100% C) po 5 hodindch v pritoku pri zvetseni 40% D) po 5 hodindch v priitoku pri zvétseni
100% E) po 24 hodinach v priitoku pri zvétseni 40% F) po 24 hodinach v priitoku pri zvétseni 100 x
G) po 58 hodindach v pritoku pri zvetSeni 40x H) po 58 hodindach v prutoku pri zvétSeni 100%
1) nabarvenad po 58 hodindch v pritoku pri zvétseni 40 J) nabarvenda po 58 hodindch v pritoku

pri zvétseni 100%. Zdroj: archiv autorky.
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3. Méreni

Pti poslednim provadéném meétfeni bylo aplikovano nejvyssi smykové napéti
(az 20 dyn-cm™) a buriky i pies silngjsi piisobeni prittoku konstantné rostly. Opét jejich
cytoskelet ptizplisobil sviij tvar dle sméru prutoku. Reference byla v tomto piipad¢ vyfocena
jesté pred spusténim priutokové komory, jelikoz embryonalni kmenové buiky rostly
za statickych podminek velmi rychle. Smykové napéti tedy i v tomto ptipad¢ snizilo

schopnost proliferace buné€k stejné jako tomu bylo v ptipad€ mySich fibroblasta.

40x% 100x

Pred

72 hodin

96 hodin

Reference

Obrazek 15. 3. mereni: Bunécna linie ESRI A) pred priitokem pri zvétseni 40x B) po 72 hodindch
v pritoku pri zvétSeni 40% C) po 72 hodindch v prutoku pri zvétseni 100% D) po 96 hodindch
v priitoku pri zvétseni 40x E) po 96 hodinach v pritoku pri zvetseni 100% F) reference pri zvetSeni

40x. Zdroj: archiv autorky.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 53

Pro vyuziti kmenovych bunék v tkdnovém inzenyrstvi je dulezité znat a fidit jejich
proces diferenciace. Casto je soustfedéni v tomto kontextu zaméfeno na biochemické
a biomolekularni procesy. Avsak je potfeba myslet i na mechanické podnéty, mezi které
fadime pravé smykové napéti. Mechanické podnéty neboli deformace zpiisobené
fyzikélnimi silami, mohou byt pfevedeny na biologické signaly, které reguluji chovani
a funkci bun€k. Naptiklad ve studii Wolfe et al. aplikovali smykové napéti média na bunky
v bioreaktoru s paralelni deskou a zpozorovali, ze smykové napéti podporuje diferenciaci
mysSich ESC smérem ke specifickym zarodeCnym liniim. Pro svlij experiment vyuzili
smykové napéti v rozmezi 1,5-15 dyn-cm aplikované po dobu az 4 dnii. Vyse smykového
napéti je tedy téméf shodnd jako v experimentalni casti této piedlozené prace. Nicméné
zasadni rozdil ve studii Wolfe et al. je, ze buiikky byly v priitoku kultivovany jiz bez
v bunikach expresi genli spojenou s tvorbou zarodeénych listi (Wolfe et al, 2012).
V budoucim méfeni proto bude vhodné zaméfit se na pozorovani nejen morfologickych
zmén kmenovych bunék, ale také na jejich fenotyp a sledovani exprese jednotlivych gend,

aby bylo mozno vyhodnotit, zda a pfipadné kterym smérem dané buiiky diferencuyji.

Jak jiz bylo nastinéno v teoretické Casti, smykové napéti je nezbytné pro normalni
fyziologii bun¢k. Fyziologické procesy jako je proudéni krve, ¢astic ve stfevé ¢i kontakt
mezi migrujicimi bunkami a substratem generuji ptirozené¢ smykové napéti. Smykové napéti
se uplatiiuje v biomedicinskych procesech jako je rakovina, hojeni ran, ¢i fibréza vyvolana
mékkymi implantaty. Proto je velmi diileZité se vlivem smykového napéti na bunky zabyvat

a porozumét tomu, jak na n¢j buniky reaguji (Espina et al., 2023).
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ZAVER

V zivych organismech bézn¢ dochazi k plisobeni smykového napéti na buiiky. Zvlasté
pak v cévnim systému je na buiiky cévniho endotelu vlivem pratoku krve vytvareno relativné
vysoké smykové napéti. Aby bylo mozné se v laboratornich podminkach vice priblizit
prostiedi a prostiedi in vivo, byl vytvofen priutokovy systém (bioreaktor), ve kterém je mozné
kultivovat bunécné linie v dynamickych podminkéch za aplikace smykového napéti. Tento
zpusob kultivace prispél k vyznamnému pokroku v oblasti vyzkumu bunécné biologie,
biologie cév a celkoveé biomedicinského inzenyrstvi. Proto se teoreticka ¢ast prace vénovala
jednak obecnému tvodu v oblasti tkdiiového inZenyrstvi, ale nésledné jiz konkrétnéji
systémim vhodnych pro kultivaci buné€k, bioreaktorim a posledni kapitola byla vénovana

reologii.

Cilem praktické casti byla jednak kultivace bunécnych linii za statickych podminek
a nasledné¢ také kultivace bun¢k v dynamickych podminkach. Poté byly zkoumany ptipadné
zmény v morfologii bunék v disledku pisobeni rizné vyse aplikovaného smykového napéti.
Experimenty byly provadény jak s mySimi embryondlnimi fibroblasty (NIH/3T3), tak
s mySimi embryondlnimi kmenovymi buiikami (ESR1). Ocekavand zména v bunécnych
strukturach se potvrdila pouze v nékterych povedenych métenich, coz ovsem mohlo byt
zpisobeno i tim, Ze béhem prvnich méfenich s obéma typy bunéck, byly aplikovany spise
mensi hodnoty smykového napéti po kratkou dobu. Bunécné linie tedy obecné rostly

ve sméeru toku, to znamena, Ze jejich cytoskelet byl zna¢né protahly.

Pro zakonCeni této bakalafské prace poslednimi fadky pouze zminim mozZné
praktické vyuziti mikrofluidnich systémil a experimentd s nimi spojenych v budoucnu.
V ptipadé, ze by prostfednictvim téchto systémi bylo vytvofeno dostatecné komplexni
mikroprostiedi, velmi se podobajici tomu fyziologickému, mohl by vzniknout model, ktery
by mél zna¢ny potencial nahradit jak klasické modely kultivace bunék, tak i1 zviteci modely.
Takovy pokrok by velmi pravdépodobné posilil vyzkum v oblasti bun&Ené biologie a pfispél
by k snadnéjSimu studiu nemoci spojenych prevazné s cévnim systémem, napiiklad

ateroskler6zy (Svihalkova Sindlerova a Vasicek).
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ASC

ECM

ESC

ESR1

HSC

MSC

NIH/3T3

NSC

PBS

SC

Adultni kmenové buiiky

Extracelularni matrix

Embryonalni kmenové bunky

Buné¢na linie mySich embryonalnich kmenovych bunék
Hematopoetické kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové buiiky

Bunécna linie mysich embryonalnich fibroblastl
Nervové kmenové builky

Fosfatovy pufr

Kmenové bunky
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