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Anotace

Cilem vyzkumu letosni staze byl vybér vhodného scaffoldu pro kolonizaci a dlouhodoby rist bunék.
Zabyval jsem se vlivem téchto scaffoldu na bunéénou aktivitu. Tento vyzkum je prvnim krokem k
tvorbé kostni tkafiové nahrady. Kostni nahrady na bazi kmenovych bunék by redukovaly riziko imunitni
reakce a zarovei by sniZily nutnost reoperace z diivodu opotiebeni ¢i poskozeni vlozené nahrady. Casem
by totiz splynuly se zbytkem kosti. Obzvlasté tvorba polymerniho scaffoldu na bazi 3D tisku piedstavuje
moznost jejich vyroby v libovolném tvaru.

Pfedmétem vybéru byly tii zdkladni druhy scaffoldd, lisici se na zakladé materialu, jeho zpracovani a
vniténi 3D struktury. Prvni z nich byly printy vyti§téné na FDM 3D tiskarné. Testovali jsme 10 typu
tiirozmérnych struktur s tloustkami vlaken bud’ 240 um nebo 200 um a mezerou od 0 um do 200 um.
Druhy druh scaffold byly struktury pfipominajici tvarem vceli plastve. Jejich struktura byla spise
dvouvrstva, byly vystaveny radiaci o rizné intenzit¢ a cilem bylo zjistit vliv této Gpravy na rust bunek.
Treti druh scaffoldi byly pryskyfice vytisténé na SLA 3D tiskarné s tfirozmérnou Zebtickovou
strukturou a Sitkou vldkna i mezery 100 um.

Samotny pokus spocival v nasazeni kmenovych bunék ASC izolovanych z lidské tukové tkané na tyto
tii druhy scaffoldd. Buriky jsme kultivovali v termostatu, po dobu az 10 dni za statickych podminek.
Rust bunék jsme vyhodnocovali bud’ podle snimka z konfok&lniho mikroskopu Dragonfly 503 nebo
optického mikroskopu Olympus IX71, sou¢tu jader barvenych pomoci fluorescen¢niho barviva Hoechst
33258, nebo metabolickych testi MTS.

V printech buiiky uspésné kolonizovaly vSech 10 typt, ackoli ne vSechny stejné do hloubky. Podle
snimkt konfokalniho mikroskopu jsme zjistili, ze nejlépe byly kolonizovany printy typu struktur 2, 3 a
8. Co se plastvi tyce tak lze podle vysledki MTS testu a bunéénych souctd fici, ze dlouhodobou
proliferaci nejlépe podporuje vzorek ozaieny hladinou 1000, kde byly zjistény hodnoty dokonce vyssi
nezli u pozitivni kontroly polystyren. Na pryskyfticich metabolicky test MTS ukazaly, Ze proliferace
probiha velmi dobie a ze snimki z Olympu IX71 bylo patrné, Ze buiikky pronikaji i do hloubky.
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Annotation

The ultimate objective of this year’s internship was to select an appropriate scaffold for colonization
and long-term proliferation of cells. It focused on the impact of scaffolds on cell activity. This research
represents the first step towards the engineering of bone tissue replacement. Bone tissue replacements
could reduce the risk of immune reaction and decrease the need for reoperation caused by implanted
replacements overuse or damage; thus, they promote consequent progressive blending in the rest of the
tissue. Particularly, the development of polymer scaffold by 3D printing presents an opportunity to
manufacture the replacements in any arbitrary shape.

The objects of selection were three basic kinds of scaffolds differing by material, their processing and
inner 3D structures, namely FDM 3D printed prints, honeycomb structure scaffolds and SLA 3D resins.
The first tests were carried out on 10 types of three-dimensional print structures with fiber width either
240 um or 200 um and space between them from 0 um up to 200 um. The second kind of scaffolds were
structures resembling honeycomb structure by shape. Their structure was two-dimensional, and they
were exposed to radiation of varying intensities and the aim of which was to determine the impact of
radiation processing on the proliferation of cells. The third kind of scaffolds were resins printed on SLA
3D printer with three-dimensional ladder structure and with fiber and space width 100 um.

The experiment consisted of ASC stem cells seeding isolated from human fat tissue on the above
mentioned three kinds of scaffolds. The cells were cultivated in thermostat for up to 10 days in static
conditions. Their growth was evaluated based on either the images from the Dragonfly 503 confocal
microscope or the Olympus 1X71 optical microscope, summing up the nuclei dyed by fluorescent dye
Hoechst 33258 or MTS metabolic test.

The cells colonized all the 10 types of prints. However, the depth of colonization differed. According to
the images from the confocal microscope proved that the most efficient penetration occurred in types
number 2, 3 and 8. Regarding of honeycombs, MTS tests and nuclei sums revealed that long-term
proliferation is best supported by scaffold radiated by level 1,000, where the cells reached higher levels
of proliferation than in polystyrene positive control. The MTS tests on resins proved sufficient
proliferation and deep penetration was obvious from 1X71 optical microscope.
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Seznam pouzitych zkratek

ASC — kmenové buriky tukové tkané (adipose derived stem cells)
FDM — fused deposition modelling

SLA — stereolitography

EPC — endothelial progenitor cells

ESC — embryonal stem cells

PGC — primordinal germ cells

HSC — hematopoietic stem cells

FS — fetalni sérum

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
PCL — polykaprolakton

PLA — kyselina polymlé¢na

FGF2 — bazicky fibroblastovy rlstovy faktor beta
PBS - fosfatovy pufr, stabilizuje pH ve vzorku

MTS - 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium, téz oznaceni metabolického testu s timto substratem

AV CR — Akademie véd Ceské republiky



1 Uvod a cile préce

V dnesni soucasné dob¢ roste potieba po tkanovych nahradach a hledaji se nové zplisoby, jak
tuto potiebu co nejefektivnéji uspokojit. Zvlasté efektivni moznosti by mohla byt tvorba
nadhrady jako kombinace tkanového nosice kolonizovaného bunécnou slozkou, kterd by
umoznila inkorporaci tkanového Stépu do kosti a jeho dalsi regeneraciK tomuto ucelu jsou
vhodné kmenové buiiky. kmenovych bunék, které se daji ziskat bez vétSich obtizi a uymy od
darcu. Jak vsak z téchto darovanych bunék, které ur¢it€ nemiizou byt kostni, novou kostni tkan
vytvorit? Klicem je diferenciace, kterd umoziiuje preménu kmenovych bunék, které nemaji
zadnou vlastni specializaci, na specializované bunky, jako naptiklad zminované kostni.
Diferenciace probihd v pfirod€ i v nas zcela bézné a ptirozené, naSim tikolem je jen ji usmérnit,
abychom dosahli vysledku, které potifebujeme. Nasim dlouhodobym cilem je tvorba drobnych
kostnich §tépti in vitro, které budou schopné vlastni Zivotaschopnosti in vivo a které by bylo
mozné operovat do mista, kde pacientova vlastni tkan chybi a tento umély $tép casem sroste s
vlastni kosti.

Zacneme s vybérem kmenovych bunék, které nechame diferencovat. Nejlepsi a nejdostupné;jsi
volbou budou urcité buiiky typu ASC. Bunky ASC mlzeme ziskat tieba pii liposukci, jsou to
tedy bunky tukové tkané¢.

Diferenciace mizeme dosahnout pfiblizenim podminek a okoli v jakych se dany typ vyskytuje.
Pro kosti je to zejména vyS$i obsah mineralti proteinu fibrin a aktin ve fetdlnim séru, ve kterém
je pestujeme. Tyto proteiny nam tedy mohou pomoci urcit, jestli k diferenciaci dochazi a
vyhodnotit tak kvalitu vzorka

Posledni, co potfebujeme je vhodna 3D struktura, tedy scaffold, ve které se mohou bunky
mnozit a diferencovat. Je nutné, aby méla vhodnou velikost a tvar pord, aby se na ni bunky
dobie drzely a materidl struktury musi byt biokompatibilni, aby nevyvolala reakci bun¢k a
imunity a aby se po Case v téle sama rozlozila.

Hlavni cile prace tedy budou:
. Vyhodnocovani potencialnich materialt a scaffoldd pro kostni ndhrady
. Tvorba scaffoldu

V teoretickém Gvodu bych rad shrnul anatomii kosti a popisu par ¢astych kostnich onemocnéni,
jejiz teSenim by nahrada z kmenovych bunék mohla byt. Dale bych rad sumarizoval v dnesni
dob¢ dostupné kostni ndhrady a také pro¢ jsou vhodné a pro¢ nikoli. Nakonec shrnu vyhody a
nevyhody kmenovych bunék a tkanovych néhrad jako feSeni ndhrady kosti.
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2 Teoreticky uvod

Zdrojem k teoretickému Gvodu tykajiciho se zejména kosti byl zdroj [1]

2.1 Kostiv lidském téle

Kosti jsou zdkladem opérné soustavy obratlovcl. Je to tvrda pojivova tkan, v niz jsou
mezibunéné hmoty vysoce mineralizovany. Kost je mezenchymalniho ptivodu a hlavnimi
slozkami jsou fosforecnan véapenaty, hydroxyapatit a uhli¢itan vapenaty. Diky 85% sloZeni z
hydroxyapatitovych krystali a inverznimu krystalovému uspofaddni ma kost piezoelektrické
vlastnosti, znamenajic, Ze pii zatizeni nebo tahu vznika ¢aste¢ny elektricky naboj. Tento naboj
poté stimuluje osteogenezi. Kostni tkan se podle vnitini struktury déli na:

a) Kompaktni

b) spongiozni

2.1.1 Kompaktni kostni tkan

Tento typ kostni tkan€ tvoti nejcastéji vnéjsi ¢ast kosti. Mikroskopicka stavba kosti mize byt
bud’ vlaknita nebo lamel6zni. Pfitom vlaknita kost je typicka pro nizsi obratlovce a novorozence
do prvniho roku véku, pak se méni na lameldzni kost, ktera je tvoiena z lamel.

Rozlisujeme tii druhy lamel:

a) Lamely Haversovy — tvoti mnohovrstevné dlouhé soubory bunék osteony
b) Lamely intersticialni — vypliuji volna mista
C) Lamely povrchové — vysledkem apozi¢ni tvorby periostu

Pokud v kosti pfevazuje kompaktni tkan, mluvime o kortikalni kosti.
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2.1.2 Spongidzni kostni tkan

Tento typ kosti najdeme uvnitt kosti pod kompaktni vrstvou. Jeji houbovité struktura se sklada
z tramct, které jsou uspotadany bud’ nepravidelné, nebo v urc¢itych smérech podle spongidzniho
architektonického systému. V obou ptipadech tak vznika jakasi sit’ a ta se tvaruje podle sméru
zatizeni kosti. Z tvaru sité¢ tedy mizeme poznat trajektorie v jakych je kost zatézovéana. Pod
vrstvou spongiozni tkdné se nachazi jesté kostni dren, kterd slouzi k tvorbé krve.

Kompaktni a houbovita kostni tkan (lamelarni kost)

Lacuna obsahujici osteocyt‘ OslEGN KOMBEKHT tKANS

Trabecula
houbovité tkané

&N B\ TN T B o : ,
Osteon g ~Haversonuv kanal
Periosteum

Jiesd! Volkmannuv kanal
Obrazek 1:Anatomie kosti

2.1.3 Osteoblasty

Osteoblasty jsou buiiky, které jsou zdkladnim tvirc¢im elementem kostni tkané, protoze jejich
pusobenim vznik4 organickd kostni matrix. Vznikaji z pluoropotentnich mezenchymalnich
zarode¢nych bunék, které se nachazeji v kostni dfeni, periostu a nejspiSe 1 endoteliich
perifernich cév. Osteoblasty jsou citlivé na vétSinu hormont, které ovliviiuji kostni
metabolismus. Produkty jejich metabolismu také maji piimy efekt na ostatni kostni bunky.
Produkuji alkalickou fosfatdzu, jejiz pfitomnosti mizeme urCit pritomnost osteoblasti a
potvrdit tak probihajici diferenciaci.

2.1.4 Osteocyty

Osteocyty jsou bunky, které vznikaji z osteoblasti. Na rozdil od nich vSak nevytvaii novou
kost, ale pouze se zachytdvaji do jiz existujici kostni matrixe. Osteocyty jsou propojeny
cytoplazmatickymi vyb&ézky a pii ptitomnosti parathormonu (PTH), pumpuji do
mezibunécného prostiedi kalciové ionty, které nebyly do té doby dostatecné vyuzivany v kostni
matrixi a které slouzi pro tvorbu dalsi kostni tkang. Jsou také citlivé na vné&j$i mechanické
signaly a pfenaseji je na ostatni bunky.

2.1.5 Osteoklasty

Rovnovahu a remodelaci kostni tkané umoziuji buiiky nazyvané osteoklasty, které jsou
zodpoveédné za resorpci kostni tkdn€ za pomoci enzymatické degradace. Pouzivaji k tomu
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lyzozomalni enzymy. Na rozdil od osteoblasti a osteocyti se osteoklasty derivuji z
hemopoetickych mononuklearnich bun¢k. Jsou velké a maji mnoho jader. Citlivé reaguji na
latky vypousténé osteoblasty, piikladem takové latky mize byt protein RANKL, ktery je
soucasti signaliza¢niho systému mezi osteoklasty a osteoblasty, aby byla udrzena rovnovaha
mezi resorpci a produkci kostni tkané. Pievazi-li aktivita osteoklasti nad aktivitou osteoblastu,
dochazi ke kostni atrofii, kterd se projevuje fidnutim kosti. To snizuje jeji pevnost a dalsi
mechanické kvality. Vznika pfi nedostatku zatéze na kost, naptiklad pti dlouhém pobytu ve
vesmiru ve stavu beztiZze anebo pii absenci jakéhokoliv pohybu. Nedostatek mechanické zatéze
ptredstavuje problém i pro tvorbu kostni tkané z kmenovych bunék ve statickych in-vitro
kulturdch. Proto je tfeba bunécné kultury umistovat do dynamickych systémi, kde zatéz
stimuluje rast kosti.

2.1.6 Vaskularizace kostni tkané

Kostni tkan je vaskularizovana primarné¢ diky Haversovym a Volkmannovym kanalkiim,
coz je pevny obal kosti protkany cévami, cévy se z periostu do kosti dostavaji pomoci prave
Haversovych a Volkmannovych kanalki

2.2 Onemocnéni kostni tkané

2.2.1 Osteoporéza

Osteoporodza neboli fidnuti kosti je metabolické onemocnéni kosti, pii které dochazi k Ubytku
kostni hmoty a k degeneraci vnitini architektury kostni tkané. K osteopordze mize dochazet
hned z nékolika ruznych divodd. Prvnim z nich je nizka télesnd hmotnost nebo nahla ztrata
télesné hmotnosti, rodinna anamnéza a piilisné pozivani alkoholu, cigaret nebo kofeinu, a
naopak je zpusobena nedostatecnym mnozstvim kalcia ve stravé a pfiliSnym obsah vldkniny,
fosfata a proteinti.

Osteoporosis

Healthy bone Osteoporosis
Obrazek 2: Ubytek kostni hmoty vlivem osteoporozy

Riziko osteopordzy se pro soucasné generace jeste zvysuje 1 z divodu sedavého zplisobu zivota
a nedostatku pohybu, které rovnéz vede k fidnuti kosti. Pi pfilisném nedostatku kostni hmoty
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dochazi ke zlomeninam, které je moZno fesit zdkroky uZivajici pravé kostni §tépy ze zdravé
tkan€. Osteopordza postihuje vSechny jedince s rostoucim vékem.

2.2.2 Nadory kosti

Kostni tkéan je kvili znacnému pritoku krve velmi nachylné na maligni nddorova onemocnéni.
Nadory, tzv. sarkomy v ni bud’ pfimo vznikaji nebo se do kosti nadorové bunky dostanou
krevnim fecistém z nadord v jinych Castech téla a v kostech za¢nou vznikat nddorova loziska
neboli metastaze. Nadory se 1é¢i povétsinou chemoterapii, avsak nékdy je tieba nador odstranit
operativné. V misté odstranéni pak ovSem kost chybi a zde své uplatnéni opét nachazeji kostni
Stépy, které by mohly byt vysledkem naseho vyzkumu.

2.2.3 Traumatickd poranéni kosti

Béhem poranéni riznych druhti obcas dojde k takovému poskozeni kostni tkang, ze kost uz
nejde napravit do pivodniho stavu a musi dojit k jeji excizi. Na tomto misté je nutné nahradit
odebranou kostni tkan, coz je opét mozné provést za pomoci kostnich $tépti.

2.2.4 Vrozené vady rastu kosti

Takovymito vrozenymi vadami miize byt naptiklad dysplazie, kdy dochazi k poruSe vyvoje
skeletu, vady se mohou projevovat jako riznost délky koncetin. Tyto poruchy maji vzdy
genetickou pfi¢inu a jejich feSenim muize byt pouziti kostnich S$tépti. Dysplazie ma
novorozeneckou ¢etnost asi 5:1000.

2.3 Soucasné kostni nahrady

2.3.1 Kostni Stépy

Kostnim §tépem nazyvame ¢ast kostni tkané lidského plivodu, kterd byla transplantovana za
ucelem vypln¢ defektd a nahrad¢ Casti kosti na potiebném misté. Kostni Stépy jsou hojné
pouzivané v kostni chirurgii a ¢asem sristaji s kosti do niz jsou implantovany.[2]

Kostni §t€py délime na:

e Autogenni transplantaty — odebrana ¢ast kosti z téla téhoz pacienta; velmi ¢asto z kosti
panevni

e Homogenni transplantaty — odebrana ¢ast kosti z jiného pacienta; Casto z tkanovych
bank
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Autogenni transplantaty v téle celkem dobfte piezivaji, pretvaruji se podle zatizeni, které je na
né¢ pusobeno a pozdéji jsou nahrazeny noveé vytvoienou kosti. Nevyhodou autogennich
transplantati je ta, ze k odfezani kosti nemtze dochazet opakovang.

4
Bone graft is —<§>
harvested f

from hip bone

Obrazek 3: pouziti kostniho stépu z panve

Homogenni transplantaty, nebo také alogenni transplantaty, ¢asto vykazuji vysokou antigenni
nesnaSenlivost, ktera u pacienti dosahuje az 48 % [6], kterou lze konzervaci a dal§imi
technologiemi snizit. Tato reakce antigeni vSak nemd pouze negativni dasledky, protoze
stimuluje ¢innost osteoblastl, které v daném misté tvoii novou kostni hmotu a umozni tak
integraci homogenniho transplantatu do samotné kosti. Homogenni transplantat je tedy ¢asem
zcela pohlcen kosti, ale vyznam transplantati je v tom, Ze se stavaji vodici strukturou pro
vrustani noveé vytvorené kosti.

Dals$im rizikem kostnich §tépu je vznik infekce, krevnich srazenin nebo poskozeni nervi.[3]
V Evropé a ve Spojenych statech pacienti potfebuji opravovat kazdy rok, coz zdravotni systémy
vyjde kazdoro¢né na 3 miliardy dolart [5].
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2.3.2 Kovové nahrady kosti

Lécba, ktera pouziva kovové ndhrady kosti se nazyva osteosyntéza a pouziva se v piipadech
otevienych nebo komplikovanych zlomenin. Zejména se pouzivaji rizné dlahy, ale také dalsi
tvary implantati. Kovy jsou pomérné dobrym materidlem pro vyrobu implantati, protoze jsou
velmi pevné, takze dokazou dobte poskytnout oporu rostouci kosti. Dale jsou tepelné a

Obrazek 4: kovové kostni implantaty

elektricky vodivé a oplyvaji i dal§imi vhodnymi fyzikalnimi vlastnostmi. Velmi vyznamnou
vlastnosti je jejich inertnost a odolnost proti korozi, nechceme totiz, aby se implantat rozpustil
nebo zpusobil bud’ infekci nebo imunitni reakci. Pro dosazeni tohoto vSak nemizeme pouzit
kovy samotné, ale musime pouzit jejich slitiny. Velmi vhodné jsou kovy schopné pasivace,
které si na svém povrchu vytvori neporézni vrstvu a s okolim dale nereaguiji.

Imunitni reakce na kovové kostni ndhrady funguji nasledujicim zptisobem: prvni odpovéd na
pritomnost nahrady tvoii polymorfonuklearni leukocyty, brzy nasledované monocyty, které
pusobi na cizi material fagocytézou a na misté vznika zanét. Bunky fagocytézou pohlcuji
CasteCky z implantovaného biomateridlu [19]. Monocyty se po 1-3 dnech v krevni cirkulaci
pfeméiluji na makrofagy. Reakce imunity na nahradu je zdsadné ovlivnéna vlastnostmi nahrady,
jako velikost, tuhost, chemie a vlastnosti povrchu. Imunitni reakce opada piiblizné po dvou
tydnech. Pokud, pokracuje dale, tak se zpravidla jedna o infekci cizim patogenem. [4]

2.4 Kmenové bunky

Kmenoveé buriky jsou buiky nediferencované, které samy o sob¢é nemaji zadnou specializaci.
Dosahuji vSak vysoké miry proliferace a diferencuji do jinych typit bunék. Tuto funkci télo
vyuziva v prvnich stadiich Zivota pti vzniku embrya a jeho postupného vyvoje do blastocytu.
Ten je slozen z kmenovych bunék ESC, tedy embryonalni kmenové buiiky. Kmenové bunky
Vv plodu se ¢asem diferencuji, do vSech typl bunék, které tvoii tkan€ a organy, naseho télo.
Kmenové bunky miizeme najit 1 v télech dospélych jedincii napiiklad v resorpnim epitelu
stieva, klku, v kostni dieni nebo v tukové tkani. [7]
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Nejvétsi vyhodou kmenovych bunék z pohledu regenerativni mediciny je jejich schopnost
casoveé neomezené sebeobnovy, kmenové buniky se totiz mohou neustale opakované mnozit.
Diky toho jsou schopné regenerace poskozenych nebo opotiebenych tkani organismu, protoze
pfi vhodnych podminkéch a dodanych podnétech, bud’ nami nebo télem, vSechny rapidné
namnozen¢ bunky diferencuji do bunck tkén€, kterou je tfeba opravit. Kmenové bunky délime
do né¢kolika skupin podle schopnosti diferenciovat do ur¢itych bunéénych fenotypti nasledovné:

a) Totipotentni — dokazi se diferenciovat do jakéhokoli typu buriky, a navic zrodit nového
jedince, naptiklad ESC

b) Pluripotentni bunky — dokazi se diferenciovat do jakéhokoli typu buriky, ale nedokazi
zrodit nového jedince, naptiklad PGC

C) Multipotentni buriky — dokazi se diferenciovat do vice typu bun¢k a jsou vice omezeny
ve svych schopnostech ristu a diferenciace, napiiklad HSC

d) Unipotentni buniky — dokazi se diferenciovat pouze do jednoho buné¢ného typu,
naptiklad EPC

2.4.1 Diferenciace kmenovych bunék

Diferenciace je procesem, pii které se kmenové bunky pfeménuji na cilovy typ findlné
diferencovanych bun¢k v tkani, jejiz funkci maji za ukol vykonavat. K tomu dochazi za pomoci
exprese regulatorti transkripce, které se staraji o to, aby tvofily jen proteiny ze spravné Casti
DNA. Tato exprese muze byt ovlivnéna mnoha okolnostmi. Musime uvazovat, jako bychom
byli v samotné regenerované tkani a tomu také piizpisobovat podminky, kterym burky
vystavujeme in vitro. Témito podminkami mohou byt napiiklad rizna slozeni média, material
scaffoldu, ze kterého tvofime podklad pro riist bunék a jeho povrchova uprava, mechanické
pusobeni na bunky nebo hustota osazeni a typ bunék v okoli ndm nasazenych kmenovych
bun¢k. Tyto faktory ovliviiuji, jak dobie se ndm podaii in vitro vypéstovat tkanovou nédhradu a
klicova je jejich vzajemna kombinace. V naSem vyzkumu se budeme zajimat hlavné vlivem
materidlu, protoze pokud nemame vhodny material pro péstovani bunék, tak buitkky nebudou
spravné proliferovat i v pfipad¢ splnéni jejich ostatnich potieb.

2.4.2 Podminky pro diferenciaci bunék do kosti

Pokud chceme dosahnout co nejlepSich vysledki u tvorby kostni nahrady in vitro tak musime
nase in vitro prostedi co nejvice piipodobnit podminkam panujicim v kostech. Dodanim téchto
vlastnosti nasi in vitro kultufe podpofime buriky v diferenciaci do kosti:

a) Tvrdy podklad — kost je tvrdou tkani a tvrdy podklad bunék bude 1épe indukovat kostni
diferenciaci

b) Mineralizace podkladu — kosti obsahuji velké mnozstvi anorganickych mineralt, hlavné
hydroxyapatitu. lontovy charakter podkladu by mohl zvysit diferenciaci.

C) Mechanické zatizeni — pro lepsi kostni diferenciaci by bylo dobré vystavit in vitro
kulturu mechanickému stlacovani, které simuluje tlakovou zatéz pii chtizi

d) Ristové faktory — kultivaci bunék v média, které obsahuje rustové faktory a jiné
bioaktivni latky pro indukci osteogenni diferenciace, jako B-glycerolfosfat,
dexamethason a kyselinu L-askorbovou (vitamin C) stimuluje diferenciaci.
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2.4.3 Osteogenni markery

Markery jsou takové molekuly, vétsinou bilkoviny, které jsou specifické pro urcity bunéény
typ, a tedy indikuji, Ze v kultufe dochazi k diferenciaci. V piipadé¢ kosti je casnym markerem
kolagen 1 (COL1A1) a enzym alkalicka fosfataza (ALP). Markery stfedni ¢asti diferenciace
jsou osteokalcin a osteopontin a RUNX, markerem pozdni diferenciace, tedy ¢asti, kdy se burika
pfeméni na osteocyt je sclerostin a FGF23 [8]. Tyto markery je mozné zvyraznit pomoci
barveni, a ur€it tak miru diferenciace. Ve svém vyzkumu jsem se zamé&fil na f-aktin.

2.4.4 F-aktin

Pod zkratkou f-aktin se sklada termin filamentozni aktin, jehoz mikrofilamenta tvofi velkou
casti cytoskeletu, a tedy jejich rozprostieni odpovida tvaru buiiky. Jeho obarveni 1ze pouzit pro
jeji vizualizaci. F-aktin vznika polymeraci aktinu, coz je globularni strukturni protein, hojné se
vyskytujici v eukaryotickych buiikach. Tvoii asi 5 % vSech proteint. Aktin vytvari filamenta
polymeraci do tvaru dvousroubovice, jejiz tlouStka se pohybuje okolo 7 nm a délka az n€kolik
nm.

2.5 Tkanové nosice neboli scaffoldy

Scaffold nahrazuje mimobunéénou hmotu, kterd ma sviij tvar, strukturu a vlastnosti dané dle
toho, jakou tkan nebo orgdn nahrazuje. Pokud je scaffold co nejvice podobny ptivodni tkani,
miZe zajistit pro buiiky dobrou adhezi, proliferaci a pfisun latek.

JelikoZ pak na scaffoldu dochazi k diferenciaci bunc¢k a scaffold interaguje s buitkami a
v budoucnu pak s vnitfnim prostiedim lidského téla, musi mit ty spravné vlastnosti.

Prvni z dulezitych vlastnosti je porozita a interkonektivita poru, kterd umoznuje kolonizaci
celého scaffoldu, pfipadné vaskularizaci nahrady. Scaffold musi mit spravny tvar a rozméry,
aby se do n¢j buiiky dostaly v hojném poctu a pronikly do celé struktury.

DalSim dtlezitym aspektem jsou dobré mechanické vlastnosti, aby scaffold vydrzel
mechanickou zatéz v lidském téle. Scaffoldy mohou byt bud’ z biologického nebo syntetického
materidlu. Scaffold také musi byt schopny pied pouzitim piezit svoji sterilizaci, aby nedoslo
k infekci bunék.

Scaffoldy musi byt biokompatibilni, aby na ném buiiky dobie piezivaly. U nahrazovani
nekterych tkani musi byt scaffold bioinertni. To znamend, Ze nepodporuje adhezi bunék.
Ptiklady uziti bioinertniho scaffoldu mtze byt naptiklad nahrazeni kloubni plochy, nitroo¢ni
cocky nebo cévni protézy, které se v soucasné dob¢ pouzivaji.

Scaffoldy mohou byt bud’ dvourozmérné nebo tfirozmérné. Pro tvorbu néhrad kostnich §tépt
jsou vhodné tfirozmérné. Oproti tomu na dvourozmérnych ndhradach se mize testovat
vhodnost materialu kovovych nahrad, jako napiiklad kyc¢le.

NaSim cile je vytvofeni ndhrady kostniho §tépu, tedy tfirozmérny scaffold ze syntetického
materialu, ktery je zaroven biokompatibilni, aby na ném buiiky dobie adherovaly, proliferovaly
a dlouhodobé piezivaly. Co se mechanickych vlastnosti tyce, tak by mél pfipominat kost, to

18



znamend tvrdy a také mineralizovany, aby simuloval kostni mezibunéénou hmotu a indukoval
tak Iépe jejich diferenciaci. Dale by scaffold mél byt biodegradabilni, ktery v té€le asem zanikne
a je nahrazen vlastnimi produkty bunék.

Také prostorové uspotfadani vlaken musi byt takové, aby builky jiZ pfi nasazeni penetrovaly
scaffold do hloubky, ale takové, aby se scaffoldem nepropadly. Takovymi strukturami by
mohly byt takzvané Zebtickové struktury, ve kterych vlakna jdou rizné pies sebe a struktura se
pravidelné opakuje.

2.6 3D tisk

3D tisk neboli aditivni vyroba je piirtistkovou neboli inkrementéalni technologii, kterd umoziuje
vyrobu trojdimenzionélnich objektd z pocitacového modelu po vrstvach. Jeji historie sahd az
do poloviny 80. let, kdy prvni verze 3D tiskaren vznikaly. Dnes jsou 3D tiskarny rozsifené po
celém svéte a staly se z nich bézné dopliky vzdélavani ¢i produkce. Pravé vyroba po vrstvach
je nejvetsi vyhodou poskytovanou 3D tiskem protoze nam umoznuje velkou variabilitu
produkce, protoze pomoci n¢j mizeme tisknout jakékoli tvary v poZzadovanych mnozstvich a
nejsme zavisli na klasické pramyslové produkci zalozené na formach a odlitcich. V primyslu
je 3D tisk také hojné vyuzivany pro tvorbu prototypll ¢€i vizualizaci staveb a produkti.
Pocitacové modely je mozné tvotfit v mnoha raznych programech

V nasem vyzkumu budeme pouzivat 3D tisk k tvorbé scaffoldl, na kterych budeme kmenové
buiiky péstovat.

Variabilita tvari ma totiz velky potencial i v tkanovém inzenyrstvi, protoze potiebujeme
vytvoftit scaffoldy a kostni nadhrady piesné ptizpisobené zvlast' kazdému pacientovi a vyroba
zakladli pomoci odlivani by v tomto pfipadé byla zkratka nemozna.

Dalsim diilezitym parametrem pro pouziti v tkanovém inzenyrstvi je jemnost vnitini struktury
scaffoldu. Potfebujeme, aby byla struktura v fadu od jednotek do stovek mikrometrd, protoze
praveé v téchto rozmérech jsou i lidské buiiky. Jak jsi i v tomto vyzkumu ukaZeme, tak i jemnost
3D struktury mlze vyznamné ovlivnit proliferaci bunék in vitro a vyznamné tak urcit vysledek
péstovani nahrad.

Skala materialfi, se kterymi dokazi 3D tiskarny pracovat a tvofit z nich produkty, v nasem
piipadé scaffoldy je velmi Sirokd. Zakladem jsou polymery a postupné byly vyvinuty i
polymery s riznymi pfimésmi. nyni existuji jiz i 3D tiskarny, které dokazi tisknout produkty
Z riznych kovovych kompozitd, které se jiz dnes pouzivaji jako kostni nahrady. Tato
technologie je velmi draha. Také jiz existuji i tiskarny, které jsou schopné do urcité miry
tisknout zivou hmotu, odborné se nazyvaji biotiskarny a funguji na principu vrstveni bun¢k a
dalSich komponentli tkani. V naSem vyzkumu vSak zlstaneme u pouziti 3D tisku pro tvorbu
scaffoldli a manualnim ptidani bun¢k.

Existuje velké mnozstvi variant technologie 3D tisku. Budu se zabyvat dvéma druhy 3D tisku,
které byly pouzity v tomto vyzkumu.
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2.6.1 FDM technologie

FDM neboli fused deposition modeling je technologii 3D tisku pfi niz dochazi k taveni
vstupniho materialu, ktery do tiskarny vétSinou vstupuje ve formy struny. Roztaveny material
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Obrézek 5: tisk pomoci FDM technologie

se poté vrstvi pomoci extruderu, ktery se pohybuje ve tfech osach a postupné po vrstvéch
Z roztavené struny vznikd cely 3D model. Tato technologie byla patentovana spolec¢nosti
Stratasys v roce 1988 a vyprsel vroce 2009, pricemz spolecnost Stratasys stale vlastni
ochrannou znamku FDM. [21]

NejcastéjSimi materialy, které se pouzivaji jsou razné druhy polymert oznacované n¢kdy jako
termopolymery. Termopolymery se tavi pfi teploté ~200 °C, tato teplota je rozdilné pro rtizné
polymery. Nejéastéji pouzivanym termopolymerem je PLA.

Vyhodou FDM tisku je jeji jednoduchost a dostupnd cena. FDM tiskarny jsou nejvice
rozsifenym druhem tiskaren. Jeji nevyhodou je naopak omezenost tisku jemnych struktur a
ptresnost tisku téchto jemnych struktur, protoZe §itka tiSt€nych vlaken je omezena Sitkou trysky
extruderu. V soucasné dob¢ se pouzivaji nejtenci trysky s primérem 100 um. Jeji zmenSovani
na desitky mikrometrti je v praxi tézko proveditelné. Tloustka vrstvy je pak ovlivnéna krokem
motoru osy, U béznych tiskéaren je to nejméné 50 um.
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2.6.2 SLA technologie

Technologie SLA neboli stereolitography byla prvni vynalezenou technologii 3D tisku. Byla
patentovana v roce 1986 Ameri¢anem Chuckem Hullem. Je to jedna z nejpfesnéjsich metod 3D
tisku [9], protoZe na rozdil od FDM tisku vlakno neni dané Sifkou trysky extruderu, ale
laserovym paprskem. SLA tiskarny totiz pracuji s takzvanym fotopolymerem (nékdy nazyvan
také pryskyftice) ktery je v kapalném skupenstvi v nadob¢ tisku. Nadoba je ozafova na laserem
a v misté podlozky, kam laserovy paprsek dopadne, se diky fotochemickym procestim fetézce
fotopolymeru zacinaji spojovat a daji tak vzniknout pevné latce. Laser poté vysviti v§echna
mista podle 3D modelu nez se pfesune na dalsi vrstvu. Jeji tloustka bézné byva az 25 um.
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/
|
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Obréazek 6: tisk pomoci SLA technologie

Vyhodou SLA tisku proti FDM tisku je mnohem vyssi piesnost, mensi textury a vice detaild.
Mame n¢kolik druhti fotopolymert, a to bud’ na zékladu:

a) Akrylatd — star$i, méné presné, smrstivé

b) Epoxidi — novéjsi presnéjsi, nesmrstivé
Fotopolymery se obecné skladaji ze tiéi slozek a to pojiva, kterych je v médiu asi 50-80 %.
Monomery se vazou s dal§imi monomery a s pojivem. Posledni slozkou jsou fotoiniciatory,
které vazou vSechny tii slozky dohromady.

Pocet materiald, které je mozné pro SLA tisk pouzit je mnohem mensi, protoze materialy musi
mit polymerni vlastnosti. Hlavnimi druhy fotopolymert jsou:

a) Standartni — jsou velmi tuhé a hladké, barva ovliviiuje vysledné vlastnosti

b) Technické — vysoka houZevnatost a pevnost v tahu, tepelné stabilni, odolné proti
opotiebeni

c) Biokompatibilni — pro na$ vyzkum asi nejzajimavé;jsi kategorie. Dnes se pouZivaji jako
chirurgické pomtcky a pfistroje v zubnim lékaistvi. Jsou také pro vyvoj scaffoldl pro
tkanové inZenyrstvi perspektivni diky biokompatibilnim vlastnostem.
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3 Materialy a metody

3.1 Bunky

K pokustim jsme pouzivali kmenové buiiky ASC odebrané z lidské tukové tkdn€ na odd¢€leni
plastické chirurgie v nemocnici Bulovka a z odebraného tuku byly izolovany ve Fyziologickém
Gstavu AV CR. Béhem pokusu jsme pracovali s 2. pasazi bundk ASC. Pfed pokusem byly
buriky kultivovany na polystyrenovém podkladu v Eaglové minimalnim esencialnim médiu
Dulbeccem (DMEM, Sigma, USA) obohaceném o 10% fetalniho hovéziho séra (FS)(Sebak
GmbH, Aidenbach, Germany).

Buniky ASC jsme pro vyzkum vybrali, protoze jsou idedlni pro Gcely regenerativni mediciny.
[10] Jsou excelentni, co se ty¢e vlastnosti proliferace, diferenciace do kostni (i dalSich typa
bunék) a imunoregula¢nich vlastnosti. Jsou také velmi vhodné, protoZe se je jednoduché je
ziskavat ve velkych mnoZzstvich naptiklad pfi liposukci.

Obecné vlastnosti bunék ASC se 1isi podle darce. Buiiky ASC odebrané z lidi trpici jsou vice
nachylné k vyvolani imunitni reakce v téle pacienta. Vhodnost buné¢k ASC pro pouziti in vivo
se tedy muze lisit. po izolaci z tukové tkdn¢ byly stanoveny pritokovou cytometrii povrchové
markery bunék, napt. CD105, 90, 73, 29, 146, 45, 31 and 34. Metoda izolace a charakterizace

e

Obréazek 7: burniky ASC kultivované na polystyrenu,
Olympus 1X71, 10x zvétseni

nami pouzitych bunék je popsana v ¢lanku [X, Molitor, Travnickova, Review, 2021]. O
morfologii bunék Ize fici, Ze jsou to drobnéjsi buniky podlouhlého tvaru.

3.2 Scaffoldy

Scaffoldy neboli tkanové nosice, jsou trojrozmérnou strukturou z biologického nebo
syntetického materialu, které slouzi kultivaci bun¢k. V nasem vyzkumu jsou scaffoldy
predmétem hodnoceni. Budeme hodnotit, jak dobie buniky na scaffoldy reaguji a jak dobfe na
nich rostou. Idealni scaffoldem by mél byt z biokompatibilniho materialu, aby na ném bunky
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dlouhodobé ptezivaly, mél by byt mineralizovany, aby buitkdm ptfipominal kost a indukovala
tak lépe jejich diferenciaci. Dale by scaffold mtize byt biodegradabilni, ktery v téle ¢asem
zanikne a je nahrazen vlastnimi produkty buné€k. Struktura scaffoldu mize byt vlaknitd. Pak by
se méla skladat z tenkych vlaken, vhodné vzdalenych, aby do nitra scaffoldu proniklo co nejvice
bunék, zaroven dost Sirokych na to, aby na vldkna mohly bunky bez problémiti adhedovat.
Podobné pro mezery mezi vlakny plati, Ze musi byt dost malé na to, aby jich bylo co nejvice a
vytvofili tak dostate¢né porovitou strukturu s co nejvetS§im povrchem a bunikami blizko sebe,
ale zase ne pfili§ malé, aby se buiiky nedostaly dovnitt.

V nasem vyzkumu jsme testovali 3 zakladni druhy scaffoldd, tato oznaceni jsme pouzivali pfi
préace s nimi, abychom je od sebe vzajemné odlisili

a) Printy
b) Plastve
c) Pryskyfice

3.2.1 Printy

Printy jsou scaffoldy, které byly vytvoreny na Vyzkumném ustavu potravinaiském v Praze.
Byly vytistény na 3D tiskdrn€ s FDM technologii a pouzitym materidlem byla smés polymerii
PLA a PCL v poméru 3:5. Tyto polymery byly vybrany pro svou schopnost biodegradability.
PLA je navic jednim z nejhojnéji vyuzivanych polymeru v FDM 3D tisku. Oba (zejména PLA
[11]) navic vykazuji skvélé vlastnosti, co se biokompatibility tyce. PCL oplyva vlastnostmi
odolnosti, proti mechanickym, chemickym a biologickym vlivim. Jejich vlastnostmi tak
dohromady vznika skvéla kombinace pro vyuziti v tkanovém inzenyrstvi.[12]

Cilem vyzkumu bude vybér vhodnych parametri $itky vldkna jejich mezer. Tym Svoréika
dodal 10 typa printh s riznymi Sitkami vldken a mezer. Printy mély vnitini strukturu bud’ ve
tvaru rectilinear (rovna vlakna), nebo honeycomb (vlédkna do tvaru vceli plastve).

Obrazek 9: vizualizace struktury honeycomb 8 Obrazek 8: vizualice struktury rectilinear 2

Seznam typa struktur:
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01. - struktura rectilinear, $itka vlakna 0.20mm, §itka mezery 0.20mm
02. - struktura rectilinear, $itka vlakna 0.20mm, $itka mezery 0.16mm
03. - struktura honeycomb, Siika vldkna 0.20mm, Sitka mezery 0.08mm
04. - struktura honeycomb, S§itka vldkna 0.20mm, $itka mezery 0.04mm
05. - struktura honeycomb, S§iika vldkna 0.20mm, Sifka mezery 0.00mm
06. - struktura rectilinear, Sitka vlakna 0.24mm, Sitka mezery 0.20mm
07. - struktura rectilinear, Sitka vlakna 0.24mm, Sifka mezery 0.16mm
08. - struktura honeycomb, S§iika vldkna 0.24mm, Sifka mezery 0.08mm
09. - struktura honeycomb, Siika vldkna 0.24mm, Sitka mezery 0.04mm
10. - struktura honeycomb, S§itka vlakna 0.24mm, §itka mezery 0.00mm

NaSe hypotéza byla takova, Ze nejlépe osidleny budou typy se Sitkou vldkna 200 um a velikosti
mezery 80 um, tedy typ 3. Mysleli jsme si, ze to bude nejlepsi pomér mezery a vlakna a bunky
budou dobte adhedovat a zaroven pronikat dovnitf.

3.2.2 Plastve

Na rozdil od print a pryskyfic nemaji plastve trojdimenzionalni strukturu. Maji pouze dvé
prostorové vrstvy, které buitky mohou kolonizovat. Jsou vyrobené na VSCHT Praha a jejich
struktura pfedmétem praveé podavaného patentu. Plastve jsou vyrobeny opét z PLA. Materidl je
tedy opét biokompatibilni. Cilem tohoto pokusu neni otestovat biokompatibilitu materialu ani
vnitini strukturu, ale moznost radiace jako povrchové upravy. Tym, ktery plastve vyrabél jej
ozafoval pomoci laserové expozice. Laserovy tok pii této expozici byl 10 md/cm?. Expozice
byla provadéna v pulsech o frekvenci 10 Hz. Jednotlivé typy plastvi se liSily mnozstvim pulst
a podle, plastve jsme méli oznacené podle tohoto poctu. Pracovali jsme s plastvemi
exponovanymi poétu pulst 0, 500 a 1000. Plazmaticka modifkace FEP substratu probihala pti
8 W po dobu 240 s a tlaku pracovniho plynu Ar 10 Pa.

Tato povrchova Uprava zdrsituje povrch scaffoldu a zvétSuje tak jeho celkovy obsah. Tim by se
podle nasi hypotézy zlepSila bunécna adheze a jejich celkova proliferace.

3.2.3 Pryskyrice

Ttetim typem testovanych scaffoldd byly pryskytice. Autorem napadu na jejich vytvoreni a
poté jejich provedeni je autor této prace SOC. Pryskyfice jsem vyrobil na SLA tiskarné
Formlabs 3 v laboratofi Protolab pod vedenim Ing. Jitiho HajnySe, PhD., ktera je sponzorovana
Vysokou Skolou Banskou v Ostravé. Pocitatovy model pro tvorbu pryskyfic jsem vypracoval
v programu Blender. Vyhodou pryskyfic je, Ze maji Sitku vlakna a mezery 100 um, coz je
vyhoda proti printim, kde je Sitka vlakna vétsi. Struktura pryskyfic je Zebti¢kova, vlakna jsou
uspotadana tak, ze buiiky mohou projit do prvnich 6 vrstev a pak se zaseknou, dokud tyto vrstvy
nejsou zcela kolonizovany, teprve potom mohou scaffold penetrovat déle.

Samotnd tvorba pryskyfic byla sama o sobé malym vyzkumem, protoze jsem musel po
namodelovani scaffoldu urcit vhodnou nejmensi $itku vldken a mezery. Dost malé, aby byly
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scaffoldy pro vyzkum, ale zarovenn dost velké, aby je totiz zvladla tiskarna Formlabs 3
vytisknout. Pfi piili§ malé velikosti vlakna totiz dojde ke poruse tisku a vytvoiené scaffoldy
jsou nepouzitelné. Tiskdrna ma totiz minimalni krok v 0se Z 25 um, coz znemoznuje tisknout
struktury mensi neZ tento rozmeér. K chybovosti vS§ak dochazelo i u struktur mensi nez 100 um.
Pracovat jsem i s upravou parametri tiskarny, aby doslo K co nejvyssi tispéSnosti tisku.

Po vytisténi se musely scaffoldy ve specialnim roztoku, ktery vytisk zbavil nepolymerovaného
resinu a poté oSetfit UV zafenim a teplotou 60 °C na 10 minut.

Po vyti§téni na SLA tiskdrné a prevezeni na FgU byly pryskyfice vysterilizovany UV zafenim
ve sterilnim boxu, aby doslo k prevenci infekce kultivovanych bunék.

Materiél je v ptipadé pryskyfic pomérné problémovy, protoze fotopolymer, ktery jsem béhem
prace s tiskarnou Formlabs 3 pouzival spada do fotopolymert kategorie a), tedy standartni
nebiokompatibilni, spole¢nost Formlabs, ktera vyrabi tiskarny i polymery, na vyrobu
fotopolymeri pouziva ziejmé n€jakou smes akrylatl, jenomze piesné slozeni neni dostupné
vefejnosti, protoze se jedna pramyslové tajemstvi spolecnosti Formlabs. Akrylaty nejsou
vhodné pro styk se zivymi organismy.

Rozhodli jsme se pryskyfice otestovat i pies nebiokompatibilitu fotopolymeru, protoze v rdmci
dalsiho vyzkumu pfemyslime o koupi biokompatibilniho fotopolymeru. Tim, Ze se bude jednat
o latky se stejnym zékladem, Ze pokud buiikky budou proliferovat na nebiokompatibilnim
polymeru spole¢nosti Formlabs, tak budou ur¢ité proliferovat na tom biokompatibilnim.

Obrézek 10: vizualizace Zebiickové 3D struktury pryskyrice

Tento pokus tedy mél slouzit jako zkouska materialu a SLA technologie, ktera méla urcit, jestli
se touto technologii zajimat dale. SLA technologie by pro na§ vyzkum byla potencidlné vhodna
z ditvodu jemngéjsi struktury scaffoldu, nez jakou poskytuji FDM.
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3.3 Kultivace bunék ve statickém prostredi

Buiiky jsou béhem pokusu bun¢k kultivovany v takzvaném statickém prostiedi. Je to prostiedi,
ve kterém cirkulace média neprobiha samovolné. Vzorky také nejsou vystaveny zadnému
mechanickému vlivu. Diferenciaci je tedy iniciovana slozenim média a vlastnostmi podkladu.

Buriky jsou kultivovany v termostatu Thermoforma 321 od spole¢nosti ThermoFischer Inc. za
teploty 37 °C, pH 7,4 pti 5% koncentraci CO2. Na kazdy vzorek bylo pouzito 10 ml média
DMEM, dale 3 ml 10% fetalniho séra a také 2 ml rustového faktoru FGF 2. Gen FGF 2 brani
bunécné smrti a podporuje proliferaci a angiogenezi.

K vyméné média dochézi kazdé 3 dny, kdy se vyméni polovina média. Buiiky jsou kultivovany
v jamkovych nadobéach.

3.3.1 Pocitani bunék pred nasazenim

Pfed samotnym nasazenim je pocet bun¢k potieba urcit pomoci takzvaného cell counteru, ktery
nam urc¢i, s kolika buikami v daném pokusu pracujeme a kolik bunék pouzijeme na kazdou
jamku v jamkové nadobé. Pracujeme se cell counterem Vi-Cell XR od spole¢nosti Beckman
counter.

Z puvodni suspenze bun¢k odebereme 0,5 ml, které vlozime do cell countru. Pomoci primérné
hustoty bunék na mililitr spoc¢itame celkovy pocet zbytku bunék, které po centrifugaci 500 G
na 5 minut doplnime do pozadovaného objemu a mizeme nasadit. Centrifugace se pouziva pro
snizeni nasazovaného objemu na scaffoldy a jeho spravné délitelnosti mezi pocet jamek se
scaffoldy. Centrifugu také pouzivame, abychom se ujistili, Ze pouZzijeme vSechny buiky z
puvodniho vzorku. Dal$im krokem je nasazeni.

3.3.2 Nasazovani bunék na scaffoldy

Samotny pokus zahajujeme nasazenim bunék na testované scaffoldy, které také sterilné
umistime do jamkovych nadob. Veskera prace s buiikami musi probihat ve sterilnim prostiedi,
aby nedoslo k infekci bunék patogeny nebo zaneseni vzorku necistotami. My pracujeme ve
sterilnim boxu ESCO AC 2, ktery zajiStuje lamindrni proudéni mezi vnéjSkem a vnitini
chranénou zénou a zabraiiuje tak vniku infekce do vnitini ¢asti boxu.

Bunky nanaSime na scaffoldy pomoci pipety tak, aby doslo k jejich rovnomérnému rozprostieni
na cely povrch scaffoldu, aby nedoslo ke zkresleni vysledkl v ptipad¢€, Zze by v jednom misté
scaffoldu doslo k prehusténi bunék.

3.4 Barveni bunék

Prvni z metod vyhodnocovani kvality proliferace bunék je jejich barveni neboli vizualizace a
nasledné hodnoceni rastu bun¢k jako urceni a porovnani poc¢tu bunék v jednotlivych fazich
rustu, a to nejjednoduseji stanovenim poctu jejich jader po obarveni vhodnym barvivem. Po
vizualizaci celych bunék pomoci barveni vhodného proteinu, napi. specifického markeru,
muzeme uicit morfologii bunky, pfipadné stupen jeji adheze k podkladu, nebo stupen
diferenciace do urcitého bunécného typu. Vizualizaci v podstaté zvyraziujeme pozadované
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latky v bunce a poté sledujeme pod mikroskopem. Barvy, se kterymi pracujeme musi byt
rozsviceny paprsky z mikroskopu a poté zacnou vyzatrovat signal zachytitelny mikroskopem.
Pracujeme s dvéma typy barev, fluorescencni a imunofluorescen¢ni. Dal§im typem barvy jsou
barvy protilatkové.

Vsechny tyto typy funguji na podobném principu. Jedna ¢ast molekuly barviva se navaze na
cilovou molekulu, kterou chceme zvyraznit. Druhd ¢ast molekuly je schopna excitovat pii urcité
vlnové délce dopadajiciho zéfeni, v naSem ptipad¢ laseru z mikroskopu. Poté barvivo emituje
zateni viditelné v mikroskopu.

Pted barvenim je potieba si vzorek s buiikami vhodné pfipravit.

3.4.1 Fixace bunék

Fixace bunék je metodou docasné konzervace vzorku po bunécné kultivaci, Pfi bunécné fixaci
dojde k perforaci buné¢éné membrany, dehydrataci a usmrceni v§ech bunék ve vzorku. Vzorek
dale mtze byt uskladnén v lednici. Pro fixaci se bézné pouziva bud 70% ethanol nebo 4%
formaldehyd.

V ptipadé fixace ethanolem na buniky po promyti PBS nalijeme ledovy ethanol, vzorek ddme
do mrazdku a nechame ethanol ptsobit 10 minut. Ethanol ma navic tu vlastnost, Ze zvladne
permeabilizovat membranu, coz je pro barveni nezbytné, nebot’ aby mohly barvy zvyraznit
struktury v bufice, musi se do buniky néjak dostat. K tomu slouZi drobné diry v cytoplazmatické
membran¢ vzniklé permeabilizaci. Po 10 minutdch plisobeni ethanol odsajeme a promyjeme
PBS, ve kterém bunky miizeme ulozit do lednice.

Fixace formaldehydem probihd v pokojové teploté po dobu 20 minut. Preo nasledné barveni
kompartmentti butiky je vSak nutné permeabilizovat membranu. K ¢emuz ndm mtize poslouzit
dvojice detergenti: 1% triton, 1% albumin a 1% tween. Tyto detergenty vytvareji drobné diry
v cytoplazmatické membrané, aby se dovnitif mohly dostat barvy. Prvni pfiddme triton s
albuminem a nechame piisobit 20 minut. Po odsati tritonu a albuminu jesté na 20 minut pfidame
tween, ktery opét nechame ptisobit 20 minut. I po tomto kroku vzorek procistime PBS.

Vzorky jsou nyni pfipraveny na barveni.

3.4.2 Faloidin

Faloidin je cyklicky heptapeptid patiici do skupiny falotoxind. Je jedem, ktery se v piirodé
vyskytuje v prudce jedovatych houbach, muchomirce zelené a muchomdirce jizlivé. Jeho
jedovateé vlastnosti z n&j délaji vyborné barvivo. Vaze se totiz na cytoskelet tvofeny aktinovymi
filamenty, konkrétné f-aktinem. Faloidin je spojen s fluorescenénim barvivem TRITC, které
pak zafi pii osviceni pod mikroskopem. K excitaci barviva TRITC dochézi pfi vlnové délce
zateni 540 nm. Emitovano je pak zafeni o vinové délce 565 nm. [14]
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Faloidin fedime v poméru 1:400 a na vzorku jej nechdme pusobit 60 minut za pokojové teploty
[13].

Obrazek 11: prikiad barveni f-aktinu
faloidinem

3.4.3 Hoechst 33258

Hoechst 33258 je Casto pouzivanym barvivem K zobrazeni jader bunék ve vzorku. Toto barvivo
se vaze na nukleové kyseliny. Excituje pii dopadu zafeni o vinové délce 352 nm a emituje zafeni
0 vInové delce 461 nm [15]. Pokud je navazana na dsDNA, tak vyzatuje fluorescenéni modrou.
Hoechst 33258 je barvivo na zakladé bisbenzemidu, vazi se nejlépe do nukleovych kyselin,
ktera jsou deoxyribonukleové, tedy DNA, na nich sedaji do drobnych zlabkl zejména do mist
bohatych na nukleotidy adenin a thymin. Hoechst 33258 se dokéaze vazat i na ostatni nukleové
kyseliny, ale zafi hufe. [16]

Obrazek 12: priklad barveni jader
barvivem Hoechst 33258

28



3.4.4 Texas red

Texas red je jasné Cervené fluorescencni barvivo, které se pouziva k vizualizaci celé stavby
bunék, protoze se vaze na bilkoviny a protilatky, které jsou pfitomny na povrchu bunky.
Excituje pfi dopadu zafeni o vinové délce 596 nm a emituje zaieni o vinové délce 615 nm.[22]
Chemicky se jedna o latku sulforhodamine, ktera se na bilkoviny vaze pomoci skupiny SO2CI.

Obrézek 13: priklad barveni Texas red

3.5 Fotografovani bunék

K fotografovani obarvenych bun¢k pouzivame dva mikroskopy. Bud’” Olympus 1X71 nebo
Dragonfly 503.

3.5.1 Stanoveni poc¢tu bunék

Stanoveni poctu bun€k se na kazdém vzorku miiZeme pomoci pocitani jader na snimcich,
pofizenych na mikroskopu I1X71, metodou zornych poli. Jde o opakované fotografovani
jednoho vzorku na riznych nahodnych mistech tak, abychom se pfiblizili primérnému
zahusténi bun¢k na ploSe.

Vyhodnocovat rist bun¢k na plastvich a pryskyficich budeme z mikrofotografii potizenych
pomoci fluorescencniho mikroskopu Olympus 1X71.

Olympus IX71 je klasicky invertovany fluorescencni mikroskop.

Tuto metodu Ize aplikovat pouze na podklady, na kterych butiky rostou pouze v jedné roving.
U plastvi fotografujeme buiiky ve dvou rovinach, coZ znamend, Ze soucet provedeme po
pieostieni po prvnim souctu podruhé. V nasem piipad¢ jde o plastve.

Pro pocitani bun¢k je nejlepsi nabarvit buné¢na jadra napt. barvivem Hoechst 33258, protoze
na kazdou buitku ASC piipada jedno jadro. Takto vizualizovana jadra jsou ovalna.

Ze snimk zjistime pocty bunék bud’ ruénim s¢itanim, nebo za pomoci pocitacli bunék, v nasem
pfipad¢ programu Imagel, ve kterém miZeme upravit barevné hladiny fotografie na ¢ernou
(pozadi) a bilou (jadra bun¢k, ze kterych ndm vzniknou tecky). Program Imagel pak dokéaze
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tyto bilé teCky spocitat a urcit tak soucty bunék v jednotlivych fotografiich. Klicovym udajem
je pro nas pak primérny pocet bunék na snimcich z jednoho vzorku.

Pojmem, se kterym se v bunééném vyzkumu Casto setkavame je tzv. rustova kiivka, ktera
popisuje vyvoj poétu bungk v bundénych kulturach. Casovy pribéh ristu déli na 4 faze:

1.
2.

4.

Lag faze — buriky se adaptuji na nové prostredi a nedochazi k vyraznym rastim poctu.
Log faze — bunky se intenzivné mnozi, genera¢ni doba je nejkrat$i a populace
exponencialné roste.

Stacionarni faze — dochazi k ni pti vycerpani zivin z média a nedostatku prostoru
k ristu. Vznika stav rovnovahy, kdy se pocet bunék zhruba neméni.

Féaze odumirani — v této fazi dochazi k odumirani bunék a populace se zmensuje

Béhem naSich pokusti se na exponencialni kiivce na grafech dostavame do stacionarni faze.

Féaze odumirani neni u naSich vzorkd pozorovana.

3.5.2 Sledovani kolonizace scaffoldu pomoci mikroskopu Dragonfly 503

Dragonfly 503 je konfokalnim mikroskopem, ktery se svou funkci zasadné 1i$i od mikroskopu
Olympus IX71. Dokaze totiz snimat i hlubsi vrstvy ve vzorku a z fotografii jednotlivych vrstev
je schopen slozit 3D snimek zkoumaného vzorku. Tato moznost piedstavuje zasadni vyhodu,
nebot’ nam umoziuje ud¢lat si lepsi obraz o kolonizaci trojrozmérného scaffoldu bunikami a

muzeme tak 1épe porovnavat vysledky jednotlivych scaffolda.

informace o inlenzité svétia

informace o soufadnicich
bodd (X - Y)

=
z I o 1
I

zrcadlova
bodova
clonka

Obréazek 14: schéma konfokalniho
mikroskopu

Konfokalni mikroskop je druh optického mikroskopu, ktery ma vyssi rozliSovaci schopnost
danou detekci svétla pouze z ohniskoveé roviny mikroskopu. Dragonfly 503 je konfokalnim
mikroskopem rastrovaciho typu, ktery netvoii obraz najednou, ale bod po bodu a pak
takzvanym fadkovanim. [17]
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Princip jeho fungovani je nasledujici: laserovy paprsek prochazi ptes clonku a objektiv na
vzorek, odkud se odrazi a prochazi zpatky a je lokalizovan na fotonasobié¢, kde je umisténa
druhd konfokalni clonka, ktera filtruje svétlo pochazejici z oblasti mimo ohniskovou rovinu
mikroskopu. Vyhodou rastrovani je presnéjsi kvantitativni méteni.

Pomoci konfokalniho mikroskopu Dragonfly 503 budeme vyhodnocovat rust bunék na
printech.

3.6 MTS test

MTS test nam slouzi k urceni celkové metabolické aktivity bunck. Je zaloZzen na zmén¢ barvy
pii metabolizovani latek. Metabolické testy obecné slouzi k méteni vysledkii bunécné
proliferace, testovani cytotoxickych ucinki latek a odhadnuti celkového poctu bunék ve vzorku.
Mohou se také pouzivat pro méfeni vazani receptord, expresi genetickych reportért, prenosu
komponentl buiikky. Nebo kontrola bunéénych organel.

MTS testovani funguje na bazi tetrazolinove redukce [18], molekula tetrazolea (MTYS) je pfitom
zaporn¢ nabitd, nepiipravena na proniknuti do buiiky a spoléhajici na pfenos elektronu za
pomoci zprosttedkovavajiciho akceptoru elektronu, ktery je schopny elektron pienést
zZ cytoplazmy a spousti tak redukci tetrazolia do vysledného barevného produktu formazanu.

MTS patii mezi vylepSené reagenty, naptiklad oproti starSimu typu testu MTT, ktery piinasi
méné piesné vysledky. K MTS testu navic nepotiebujeme druhou davku reagentu, coz déla
praci s MTS testy mnohem pohodIngjsi. Negativni naboj formazanu, které ptispivaji
V rozpustnosti média navic zfejm¢ omezuji propustnost tetrazolea do bunck. Tetrazoleové
reagenty jsou v MTS testu pouzity dohromady vV kombinaci se zprostiedkujicimi reagenty, které
jsou akceptory elektrontl, zejména se jedna phenazin methyl sulfat (PMS) phenazin ethyl sulfat
(PES), které proniknou do zivych bunék, v cytoplasmé nebo na povrchu bunék dojde k jejich
redukci a poté bunky opusti, kde pfeméni tetrazoleum na vysledny formazanovy produkt.

Obecné se je mozno tvrdit, Ze tyto tetrazoleové slouceniny se pouzivaji pii koncentraci 2 mg/ml,
protoze nejsou tak rozpustné jako v ptipadé MTT. Tato koncentrace se mtize v rizné komercné
prodavanych sadach lisit. V naSem pokusu jsme pouzili sadu od spole¢nosti:

Pouziti MTS testu spoc¢iva v nasledujicich krocich: do jamek s médii, kde butiky na scaffoldech
kultivujeme piidame 20 ul roztoku tetrazolea obsahujici phenazin ethyl sulfat. Pak plato
S buitkami a tetrazoleem presuneme do termostatu, kde jej nechame kultivovat jednu az ¢tyti
hodiny pfi teploté 37 °C.

Metabolizovani tetrazolea probiha po tyto nasledujici az ¢tyfi hodiny. Béhem nich bude
postupné dochazet k vyrazné zméné barvy, na kterou si musime davat pozor. V urcité chvili se
totiz barva zméni velmi vyrazné do hnéda za kratky casovy usek. To je ptesné ta chvile, kdy je
nacase metabolizaci ukon¢it a plato umistit do pfistroje pro vyhodnoceni vysledki.

Do pfistroje, ktery vyhodnocuje MTS test, musime média vlozit v 96-jamkovém platu. Do
kazdé jamky pipetou nalijeme 20 ul média z testovanych vzorku. Pticemz vzorky z puvodniho
plata mizou byt v nékolika jamkach a vysledkem hodnoceni ptivodni jamky bude primér
vysledkl mensich jamek. Celé 96-jamkové musime popsat, at’ se pak ve vysledcich vyzname.
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V piistroji dochazi k ozafeni média zafenim o vinové délce 490 nm. Cim vice zafeni je
absorbovano, tim je vyssi koncentrace formazanu, ktery je disledkem bunécné aktivity a tim je
vetsi samotnd metabolickd aktivita bun€k a tedy proliferace a dal$i aspekty bunécného
fungovani, které se pomoci testu snazime dokézat.

Béhem testu MTS bychom méli brat v potaz moznou redukci tetrazolea materialem scaffoldu.
Pokud by k takové redukci doslo, tak bychom méli zna¢né zkreslené vysledky, nebot” bychom
z MTS testu méli pouze udaje o reakci materialu a tetrazolea. V pfipad€, ze bychom si to
neuvédomili a proliferace bun¢k na tomto scaffoldu by nedosahovala pfili§ vysoké miry, tak
nas vysledek tohoto Spatné provedeného MTS testu mohl svést na scesti a my bychom mohli
pracovat s chybnymi ivahami a vynaset nepravdivé zavery.

Do MTS testu totiz musime vzdy piidat i1 takzvanou negativni kontrolu, totiz médium
s tetrazoleem, které pfislo do kontaktu pouze se scaffoldem bez bunék. Tim, Ze mame tuto
kontrolu, kterou nechdme také vyhodnotit v ptistroji na MTS testy, tak si mizeme byt jisti, ze
mame spravné vysledky a vytvaret podloZzené domnénky.

Tuto negativni kontrolu poté odecteme od vysledkti u bunék a ziskdme vyslednou hodnotu miry
metabolizace.

Metodu MTS test jsme pouzili pro vyhodnocovani riistu bun€k na pryskyficich a na plastvich.
Vybrali jsme ji z toho diivodu, protoze umoznuje piesné urcit, jak dobie bunky na daném typu
podkladu proliferuji.
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4 Vysledky a diskuse

Pomoci diive popsanych metod jsme uspéSné dosli k zavérim a podafilo se nam uspesné
vyhodnotit vhodnost kazdého z testovanych podkladi.

4.1 RUst bunék na printech

Nasim cilem bylo otestovat 10 typl printi a vybrat z nich pro dalsi vyzkum tfi, na kterych se
buitkdm nejlépe dafi.

Printy testovali pomoci bunék ASC, po nasazeni byli kultivovany v termostatu. Printy jsme
fixovali a barvili v den 10. PouZitym barvivem byl faloidin, pomoci kterého jsme zvyraznili f-
aktin jako pred¢asny marker diferenciace. Cilem je vybrat 3 nejlepsi struktury pro dal$i pouziti

ve vyzkumu, tj. takove struktury se spravnym pomérem tloustky vlakna a mezery, aby jej butiky
dobfte kolonizovaly.

Pomoci hustoty a vyvoje aktinu je mozné urcit kvalitu riistu bunék, prinik bunék do scaffoldu
a také srovnani mezi 10 typy pouzitych vzorka. Struktury f-aktinu nabarvené faloidinem jsme
zkoumali pomoci konfokalniho mikroskopu Dragonfly 503, ktery nam umoznuje struktury f-
aktinu na printech zobrazit jako 3D obraz a my tak mtizeme lépe vyhodnotit vysledky. Tyto 3D
obrazy vsak neni mozné ukézat v rdmci této prace, protoze jejich zobrazeni samotné vyzaduje
velky vypocetni vykon a neni jej mozné ukazat v dokumentu.

Miuzeme se v§ak zaméfit na jednotlivé 2D snimky, které zobrazuji horni povrch printu. Snimky

byly vytvoreny vyfocenim horni strany z 3D pohledu.

Obrazek 15: print 4, 10x zvétSeni Obrézek 17: print 5, 10x zvétseni Obrézek 18: print 6, 10x zvétseni
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Obrazek 24: print 7, 10x zvétseni Obrazek 22: print 8, 10x zvétseni Obrazek 23: print 9, 10x zvétseni

Obrazek 21: print 10, 10x zvétseni

Pracujeme nyni s avahou, Ze proliferace bunék je ptimo ovlivnéna strukturou printu.
Nyni se podivame na hodnoceni ristu na jednotlivych printech.

Print 1 — podle hustoty aktinovych vlaken je ziejmé, ze zde bunky kolonizovaly scaffold slabé.
Mezera je u tohoto typu velmi velkd, je mozné, Ze bunky propadly pftili§ dovniti a nebyly
schopny vytvofit souvislou vrstvu a tim padem tuspéSnou kolonii.

Print 2 —na tomto typu jsou bunky narostlé idealng, pokryvaji totiz rovhomérn¢ vSechna vlakna
a pronikaji dovnitf, coz je také dobte vidét na samotném snimku 3D struktury.

Print 3 — buniky jsou zde podobné dobie narostlé, jako na typu 2. Dobfe je to opét vidét na 3D
snimku. U téchto dvou typtl jsou v dobrém poméru rozméry vlakna a mezery.

Print 4 — buiiky u tohoto typu printu nekolonizovaly strukturu dostate¢né do hloubky.

Print 5 — tento print je podobny printu 4, bufiky u tohoto typu printu nekolonizovaly strukturu
dostatecné do hloubky.

Print 6 — na tomto printu je kolonizace bunkami pfili§ fidka. Tento print ma zase velkou
mezeru. Bunky se nejspiSe dostaly pfili§ hluboko a rychle dovnitf a nedokazaly vytvofit
souvislou vrstvu.

Print 7 — tento typ vypada z pohledu vysledk podobné velmi dobfe jako printy 2 a 3.
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Print 8 —tento typ je prvnim typem s honeycomb tvarem, ktery ma uspokojivé vysledky. Buinky
velmi dobfe poristaji jeho povrch a jsou v nékolika vrstvéch.

Print 9 — Bunky na tomto typu maji tendenci hustéji rist na povrchu printu a nepronikaji
dovnitf.

Print 10 — Bunky se dostaly pouze do prvnich dvou vrstev a viitbec ne hloubéji, nekolonizuji
do hloubky.

4.1.1 Vyhodnoceni ristu bunék na printech

Sledovali jsme morfologii bunék, schopnost vytvofit souvisly pokryv a kolonizaci nitra
scaffoldu. Podle vysledkti ze snimkii jsme se rozhodli vybrat pro dals$i vyzkum typy printi 2, 3
a 8. Buiky na téchto typech spliiuji nejlépe stanovené pozadavky. To znamena, Ze bunky na
nich tvofi souvislou vrstvu a zaroven pronikaji dovniti do struktury.

Na typu 7 sice buriky rostou srovnatelnou mirou jako na typech 2 a 3, avSak v dal$im vyzkumu
nechceme mit jen strukturu rectilinear, ale 1 honeycomb a proto ptibirame typ 8.

Pokud bychom chté¢li obecnéji popsat vlastnosti printi, na kterych rostly bunky nejlépe, tak se
jedné o struktury s mezerou vétsi nez 40 um a mens$i nez 200 um. Pro tyto mezery plati, Ze
buiiky do nich mtzou proniknout v dostate¢né mite, ale zaroven nepropadnou pfili§ hluboko
dovnitt scaffoldu. Co se tyce tloust’ky vlakna, tak u struktury rectilinear jsou lepsi tenci vldkna.
Zitejmé to bude souviset s vhodnym pomérem s mezerou. Cely scaffold navic miize mit vice
jemnéjSich pora. U struktury honeycomb vsak vysledky naznacuji, ze vhodné€jsi mohou byt
naopak $ir§i vlakna. To muze s tim, ze se bunky nezaseknou na povrchu scaffoldu, protoze
struktura honeycomb ma vlékna zato¢end, coZ miZe buiky brzdit.

Material je pro tvorbu scaffoldi velmi vhodny. Buriky jej dobfe kolonizuji, a navic byl tento
material jiz dfive schvalen pro pouziti v medicinskych aplikacich americkou FDA.

4.2 RUst bunék na plastvich

Cilem préce bylo ovéfit vhodnost a urcit optimalni zpisob povrchové upravy scaffoldu.

Plastve jsme testovali pomoci bun¢k ASC, které jsme nasadili na scaffoldy, ozaiené pocty pulst
0, 500 a 1000. Buiiky jsme nasazovali na scaffoldy umisténé do 24 jamkovych polystyrenovych
desticek, v koncentraci 40000 bun¢k na jamku. Nasadili jsme celkem 10 plat, abychom jich
mgéli dostatek pro veskeré testovaci metody. Buiiky jsme poté kultivovali v termostatu.

Vysledky jsme vyhodnocovali ve dnech 1, 3, 7 od zacéatku kultivace. Kazdy z té€chto dnli jsme
zafixovali bunky pro stanoveni po¢tu bunc¢k. Nezafixovali jsme ale vSechny, protoZe jsme
zaroven jsme provedli na nezafixovanych bunikdch metabolicky test. Pro vyhodnoceni vysledkt
jsme pouzili 2 riizné metody, konkrétné uréeni poctu bunék a metabolicky test MTS. Rozhodli
jsme se pouzit tyto dvé metody paralelné pro zvySeni pfesnosti pozorovani.
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4.2.1 Poclty bunék

Bunky jsme po zafixovani barvili fluorescenénim barvivem Hoechst 33258, kterymi jsme
vizualizovali jadra, kterd jsme fotili na optickém mikroskopu Olympus 1X71 a pofizenych
mikrofotografii jsme buiiky sc¢itali a mohli jsme tak urcit jejich primérny pocet na snimek na
vzorku. Z porovnani priméri poctu bunék muzeme urcit kvalitu proliferace bun¢k na vzorku.

Tento typ vzork je také tfirozmérny, ale ma velmi malou hloubku, proto byly snimky potizeny.
Pti dvou zaosttenich do rizné hloubky, aby byla na mikrofotografii zachycena vétSina bunck.
Jako kontrolu jsme pouzili buiiky nasazené piimo na polystyren a také vzorek exponovany
nulovému poctu pulsii

Déle jsme nékteré ze zafixovanych vzorkli nabarvili barvivem Texas red, abychom mohli
sledovat morfologii bunék, ktera vypovida o vhodnosti podkladu pro bunéénou adhezi. Foceni
bunck barvenych barvou Texas red jsme provedli az den 7, kdy byly buiiky nejvice narostlé.

Pokud se nyni podivame na vyvoj poctu bun¢k ve dnech, budeme moci pozorovat podobné
vysledky jako u vysledkit MTS testu, je mozno fict, ze tyto dvé hodnoty vzajemné koreluji a
metabolickd aktivita je zavisla na po¢tu bun€k na podkladu. Jednotkou tohoto grafu je primérny
pocet bun¢k na snimek mikrofotografie z mikroskopu.

Pocet bunék, Plastve
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Typ vzorku / pocet pulsi

Obréazek 25: graf vyvoje poctu bunék ve dnech

Na tomto grafu vidime podobny vysledek jako na grafu metabolické aktivity. Opét ob¢ ozarené
plastve ptfekonavaji neozatfeny vzorek a vzajemné se piili§ nelisi. Podobna je v tomto ptipadé
opét zména rustu mezi dny 1 a 3 a dny 3 a 7, kdy se rust zpomali. V tomto piipadé je rozdil
mezi dny vétsi nez u metabolického testu. Je mozné, Ze to je dano tim, ze bunck uz poté ptilis
nepiibyva, ale bunky, které uz jsou narostlé jsou vétSi a dosahuji vysSi metabolické aktivity.
Vidime, ze u polystyrenu je pfirtistek mezi dny 3 a 7 velmi maly. Z pohledu ristové kiivky je
zde prechod mezi log fazi stacionarni fazi vice zfetelny.

Nyni se miizeme podivat na vyvoj poctu bun¢k na vzorcich pomoci mikrofotografii. Vybirame
takové snimky, které se nejvice blizi priméru celkového souctu.
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Je nutno dodat, ze buriky na polystyrenu rostly pouze v jedné vrstvé, tedy mély vétsi prostor,
ktery mohly kolonizovat, oproti tomu bufiky na plastvich ve dvou a pocet buné€k na plastvi jsme
dostali jako soucet dvou vrstev. Na polystyrenu uz bunky dosahovaly v den 7 konfluence a
mély tak omezenou moznost dal§iho ristu.

Plastev s intenzitou ozareni 0:

8

Obréazek 28: plastev 0, den 1, 10x Obrazek 26: plastev 0, den 3, 10x Obrazek 27: plastev 0, den 7, 10x

“vétSeni zvétsenl zvétseni

Plastev s intenzitou ozareni 500:

Obrazek 31: plastev 500, den 1, 10x Obrazek 30: plastev 500, den 3, 10x Obrazek 29: plastev 500, den 7, 10x

zvétsenl zvétseni zvétSenl
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Plastev s intenzitou ozareni 1000:

L] )

Obrazek 34: plastev 1000, den 1, 10x Obréazek 33: plastev 1000, den 3, 10x Obrazek 32: plastev 1000, den 7, 10x

zvétsenl zvétseni

zvétsenl

Pozitivni kontrola polystyren:

Obréazek 37: polystyren, den 1, 10x Obrazek 35: polystyren, den 3, 10x Obréazek 36: polystyren, den 7, 10x
zvétsent zvétSeni zvétsent
Na obrazcich zejména ze dne 7 si mizeme vSimnout jevu zvané¢ho konfluence bunék, je to
chvile, kdy se bunky za¢nou vzajemné dotykat a vytvoii souvisly povrch. Konfluenci na
obrazku pozname jako vyrazny shluk jader na jednou misté. Krasna konfluence je naptiklad na

obrazku 26 v pravém dolnim rohu. MiZeme si také vSimnout klesajiciho trendu ristu mezi
dnem3a7.
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4.2.2 Vyhodnoceni ristu bunék mérenim metabolické aktivity

Vyvoj vysledkit MTS testli poctii bun¢k jsme zanesli do grafii po dnech, aby byl vidét 1épe
vyvoj metabolické aktivity v ¢ase pro jednotlivé vzorky se stejnou hladinou ozareni (Obrazek
39).

MTS Test, Plastve

1,5

OD (490 nm)

0,5

0 500 1000 Polystyren

Typ vzorku / pocet pulst

mDenl mDen3 mDen?7

Obrézek 38: graf vyvoje vysledkit MTS testu ve dnech

Metabolicka aktivita je pfimo umérna poc¢tu bun¢k, také monitoruje jejich stav. Jako kontrolu
jsme pouzili buniky nasazené ptimo na polystyren, na kterém vime, Ze buiiky rostou velmi
dobfte. Polystyren ndm tedy slouzil jako pozitivni kontrola. Srovnanim, jak se buikdm dafi na
znamém materidlu a nezndmém materidlu, mizeme zjistit kdy neni na vin¢ material, ale
samotné bunky. Také jsme pouzili vzorek ozafeny 0 pulsy, abychom védéli, jak pritomnost
pulst ovlivni rist bunék

Z grafu vidime, Ze metabolicka aktivita bun¢k stoupa pribézné po celych 7 dni kultivace. Tedy
buriky v pribéhu celého pokusu proliferovaly a kolonizovaly materiél. V pribéhu prvniho dne
kultivace bunky nejprve adheruji k podkladu, pak v optimalnim prostfedi dochazi zpravidla
K rychlému nartstu poc¢tu bunék. Pozd¢ji, kdyz bunky zaplni kultivaéni prostor, dochazi ke
zpomaleni rustu. V nasem pokusu jsme zjistili, Ze zména mezi dnem 1 a 3 je mnohem vyssi nez
zména mezi 3 a 7, ackoli druhd zminéna je také velmi vyrazna. Takovyto vyvoj lze o¢ekavat
Vv ptipad¢, Ze material 1 kultivacni prostiedi jsou pro rist a proliferaci bun€k vhodné. Zaroven
relativné rychly nastup proliferace bun¢k znamend, Ze buiiky byly nasazeny na material ve
vhodném mnozstvi. Pokud by bylo bun¢k nasazeno malo, podklad by byl osazen pfilis fidce,
nastup linearni faze rastu bun¢k by byla opozdéna. Toto optimalni mnozstvi bunék jsme urcili
v kratkém piedpokusu. Z pohledu ristové kiivky doslo u bunék mezi dnem 1 a 3 k log fazi
S pomérné strmou linedrni ¢asti, a poté mezi dnem 3 a 7 ke bunéény rist blizil stacionarni fazi,
kdy jiz je prostor dostatecn¢ osidlen buikami a dale jich nepiibyva., protoze buiiky jsou
limitovany prostorem a jejich denni piirtistek se proto mirné¢ zpomali. V nasem piipad¢ mohlo
byt snizeni metabolické aktivity pouze zdanlivé, protoZze bunky pozdéji osidlovaly i hlubsi
vrstvu scaffoldu, ve které dochéazelo k pomalejsi vyméné metabolizovaného substratu.
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V porovnanim s mikrofotografiemi morfologie bun¢k (Obrazek 36) ze které je ziejmé, ze bunky
nejsou jesté v plné konfluenci, toto vysvétleni je pravdépodobné., nebo alespont mé podil na
sniZzeni nartistu metabolické aktivity. Metabolicky test byl provadén ve statickém systému bez
stimulace proudéni média ve vzorku. V kazdém ptipadé je tento testovaci systém vhodny
k porovnani sledovanych vzorku a ke zjisténi, zda je material vhodnym scaffoldem pro kultivaci
bunek a tvorbu tkanové nahrady.

Porovnanim vysledkii vzorki exponovanym poctu pulstt 0, 500 a 1000 jsme zjistili, Ze na
vzorcich exponovanych vysSimu poctu pulst byla zjisténa vyssi metabolickd aktivita bunck.
Tento rozdil byl signifikantni, ale nebyl piili§ vyrazni oproti srovnani s pozitivni kontrolou a
vzorkem exponovanym nulovym poctem pulst. (Obrazek 25). Zajimavy je tento rozdil mezi
ozafenymi plastvemi a pozitivni kontrolou polystyrenem bez ozafeni. Tento Polystyrenovy
povrch je totiz specialné€ vyvinuty pro kultivaci bun¢k. Pokud by se mu nase scaffoldy blizily,
znamena to, ze plastve jsou vhodnym scaffoldem pro kultivaci bun€k a tvorbu tkaiové nahrady.

Déle, jsme prokazali, ze oba typy plastvi, které byly ozaifeny dosahuji znatelné¢ lepSiho

vysledku nez pozitivni kontrola polystyren, coz mtize svéd¢it o vhodnosti zafeni. Porovnanim
se vzorkem 0 pulsil jsme zjistili, Ze buiiky na ozafenych podkladech dosahuji vys$si metabolické
aktivity neZ na podkladu neozafeném.

Zajimavy je i rozdil zmény metabolické aktivity mezi dnem 1 a 3, ktery je v tomto ¢asovém
rozmezi vyrazny. Oproti tomu piiristek mezi dny 3 a 7 je mezi vS§emi vzorky srovnatelny. Je to
zZ toho diivodu, ze buiiky jiz dosly do konfluence a zastavily rist.

4.2.3 Morfologie bunék

Nyni se podivejme na morfologii bunék. Mame nabarvené buiiky pomoci barviva Texas red,
které dobte ukazuje celou strukuru buniky. Barvivem Texas red byly nabarveny buiiky ze dne 7.

Obrézek 40: plastev 1000, den 7, 10x zvétseni

Vidime, ze bunky na obrazku velmi husté poristaji podklad a ze jsou témét v konfluenci. Tvar
bun¢k je spiSe podlouhly, coz je typické pro bunky ASC. Je tedy ziejmé, ze nedoslo
k diferenciaci bunék. Na obrazku jsou také krasné pozorovatelné nozicky bun¢k, kterymi se
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buiiky ptilepuji na povrch podkladu. Je tedy ziejmé, Ze dochdzi k vysoké mife adheze bun¢k na
podklad.

4.2.4 Vyhodnoceni rlistu bunék na plastvich

Pomoci metod souctu bunck a MTS testu se ndm podafilo urcit, Ze vystaveni planarniho
podkladu zareni o pfiméfené intenzité je s nejvyssi pravdépodobnosti vhodnou povrchovou
upravou, kterd vede ke zlepSeni rtstu a proliferace bunék. Hladiny, se kterymi jsme pracovali,
tedy 0, 500 a 1000 dosahuji podobnych vysledkti a ptekonavaji neozateny polystyren. Ozarené
plastve také navic pifekonavaji neozarenou plastev. Nejlépe vSak proliferaci umoziuje plastev
ozafena intenzitou 1000. Buiiky bohuzel podkladem nejsou indukovany k diferenciaci a povrch
bude potieba jesté dale vylepsit a zvazit dalsi moznosti, nicméné ozafeni miizeme zvazit jako
moznou upravu i dalsich typt scaffoldu.

4.3 Rast bunék na pryskyficich

Nasim cilem bylo urcit, jestli jsou materidly na tomto zakladu vhodné pro kultivaci bun¢k a
jestli v této struktuie pronikaji bufiky do hloubky. Testovali jsme pouze jeden typ pryskyfic.
Material, ze kterého jsou pryskyfice vyrobeny nebyl diive kvili vlastnostem biokompatibility
testovan.

Pryskyfice jsme testovali pomoci bunék ASC. Méame pouze jeden typ pryskyfic. Bunky jsme
poté kultivovali v termostatu. Vysledky ristu jsme vyhodnocovali v den 3 po nasazeni bunék
pomoci dvou metod. Prvni z nich je test MTS. Druhou pak fixace, barveni bunéénych jader
barvivem Hoechst 33258 a foceni bun¢k, které jsou ve vice optickych rovinach pomoci
mikroskopu Olympus IX71. Pryskyfice jsou scaffoldy s tfirozmérnou strukturou a druha ze
zminénych metod ndm pomuze urcit, jestli a pfipadné jak dobfe bunky pronikaji do hloubky
scaffoldu.

Pryskyfice se zasadné odliSuji od printi ve dvou hlavnich vlastnostech, pfestoze byly oba typy
scaffoldti vyrobeny za pomoci 3D tisku. Prvni z nich je zndma biokompatibilita materidlu. O
materialu, ze kterého jsou vyrobeny printy vime, Ze je biokompatibilni. U fotoresinu, ze kterého
jsou pryskyfice zatim nebyla naméfena data, kterd by potvrdila, nebo vyvratila, jestli je vyrobni
materiadl biokompatibilni. Fotoresin, ktery byl na vyrobu pryskyfic pouzit znacku
biokompatibilni od vyrobce nema. Fotoresiny jsou vétSinou z akrylati, které biokompatibilni
ptilis nejsou. Pokud by material byl pro buiiky Skodlivy, projevilo by se to na ristu bun¢k uz
Vv den 3, kdy vysledky méfime.

Dal$im parametrem, kterym se pryskyfice odliSuji od printi je jemnost jejich tfirozmérné
struktury. Pryskyfice jsou tvofeny vldkny o Sifce 100 um s mezerou mezi vldkny velkou taktéz
100 um. Printy jsou naopak tvofeny vlakny 200 um nebo 240 um, a mezerami 0 um az 200 um.
Podle nasi hypotézy by mély bunky Iépe pronikat do struktury s jemné&jSimi vldkny, protoze
jemn¢jsi vldkna vytvoii vétsi mnozstvi pori, do kterych mohou buiiky pronikat.
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Nyni se podivejme na vysledky MTS testu pryskyfic ze dne 3. Buiiky jsme vedle pryskyfic
nasadili i na polystyren, ktery ndm slouzi jako pozitivni kontrola a srovnani vysledku.

MTS test pryskyfice, den 3

0D (490 nm)
]

pryskyfice PS

Obrézek 41: graf MTS testu, den 3

Na grafu mizeme vidét, Ze polystyren dopadl v testu metabolické aktivity vyrazné 1épe. I tento
vysledek vSak milzeme povazovat za Uspéch, nebot’ hodnota pro pryskyfice jednoznacné
ukazuje, Ze buiiky jsou schopné riist na tomto materialu a Ze material neni pro bunky toxickym.

Déle se podivejme na mikrofotografie z mikroskopu Olympus IX71, na kterém jsme fotili
bunécna jadra ve vice optickych rovinach. Cilem bylo ur€it, jak buniky pronikaji do hloubky.
Vysledek je mozné vidét na tomto obrazku.

’ 4A
Obréazek 42: zobrazeni jader na pryskyrici, 20x zvétseni

Na tomto obrazku lze krasn¢ vidét bunécna jadra, ktera rostou na pryskyficich. Jako prvni si
muzeme vSimnout jejich pomérné vysokého mnozstvi a zacinajici konfluence na nékolika
mistech. Na obrdzku jsou také vidét naznaky tramcti, coz jsou vldkna samotného scaffoldu
pryskyftice. Pokud se na obrazy jader podivame pozorné, zjistime, Ze nékteré jsou méne
zaostené nebo je jejich obraz zcela rozmazany. Rzn4 ostrost obrazu jader je zpisobena tim,
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Ze se jadra nenachdzeji ve stejné optické roving, tedy jsou v jiné vySce neZ jadra ostatni. To
vSak mlze znamenat pouze, Ze jsou buiiky v nizsi vrstvé scaffoldu, neboli Ze pronikly dovnitt
do pryskyfice, coz je velmi dobré zprava, protoze se nam podarilo najit, takovou strukturu, do
které bunky rychle hluboko pronikaji.

Na poslednim obrazku muzeme vidét celkovy riast bun¢k na pryskyfticich. Z obrazku je patrné,
ze bun¢k je na scaffoldu vyrazné mnozstvi a buniky maji tendenci nezistavat na hornich
vlaknech, ale naopak se propadat do hloubky scaffoldu. Opét je vidét vyskyt bunék v riznych
optickych rovinach.

4.3.1 Vyhodnoceni rlstu na pryskyficich

Ma tedy vyznam a smysl se dale zabyvat vyvojem scaffoldia z SLA 3D tiskarny, kterd na tisk
pouziva materidly na podobném zakladu jako tyto pryskyfice, které ale mohou mit vyrobcem
stanovenou vy$$i miru biokompatibility. SLA tisk je pro tkanové inzenyrstvi velmi
perspektivni, protoZze odemyka moznosti, jak vyrabét scaffoldy s mnohem jemné;jsi strukturou,
ten¢imi vlakny a mezerami, a dosahnout tak vétSi porovitosti, kterd prospiva bunkam. Tento
vyzkum vSak byl pouze krokem, ktery nam m¢l urcit, jestli se vyplati zabyvat se timto typem
materialu a vyroby, nez abychom nyni mohli fict, Ze madme recept na vyrobu scaffoldu pro
tkanové inzenyrstvi a celkové lze fici, Ze tento material je spiSe vhodny pro dlouhodobé pouziti
jako nosi¢ kmenovych bunék. Co se tyce srovnani kvality priniku bun¢k do scaffoldu vici
printim, tak vlastnosti obou scaffoldi jsou srovnatelné a budou muset byt provedena dalsi
méieni, abychom potvrdili, které ze scaffoldt jsou lepsi.

Obrazek 43: kolonizace pryskyric buikami
ASC, 4x zvétseni
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5 Zavér

Podafilo se nam experimentalné urcit vhodnost ¢i nevhodnost podkladi, které by mohly byt
zékladem pro budouci scaffoldy pro tvorbu kostnich ndhrad. V prvni fazi vyzkumu se ndm také
podafilo vytvofit pomoci dostupnych metod scaffold, na kterém rostly kmenové buriky. Splnili
jsme tak cile nasi prace. Ty je mozno shrnout nasledovné:

Z 10 typu scaffolda z FDM tiskarny z materialu o znamych biokompatibilnich vlastnostech se
nam podafilo pro dal$i vyzkum vybrat tii nejlepsi, u kterych doslo k nejlepSimu ristu bunék a
nejvyraznéjSimu pruniku do hloubky. Jednalo se o typy 2, 3, 8. Konkrétn¢ dva typy
s rectilinearni strukturou a §itkou vldken 200 um a mezerami 160 um a 80 um. Ttetim vybranym
typem byl scaffold s honeycomb strukturou se §itkou vlakna 240 um a mezerou 80 um.

Z vysledkt prace s plastvemi se nam podafilo urcit, ze davka zafeni ménici rozlozeni naboje na
povrchu scaffoldu se jevi jako perspektivni povrchova Uprava. Nejlépe dopadl vzorek s vyssi
hladinou intenzity ozafeni.

U pryskyfic se nam podaftilo urcit, ze se jedna o material, na kterém bunky ros, ale zaroven
nejsou prili§ vhodné pro rist bunék. Nicméné jsme zjistili, ze ma smysl se zabyvat dale timto
typem materialu a obecné SLA tiskem jako metodou pro tvorbu nosi¢e kmenovych buné¢k jako
soucasti tkanové nahrady.

Vyvoj bezpecné a funkéni tkanové nahrady je, a jesté bude dlouhym procesem, ktery probiha
pomalu krok za krokem a doufam, ze tato stiedoskolska odborna ¢innost jej posunula, sice jen
o velmi maly nepatrny kracéek, zase o néco blize k cili.
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file://///Users/davidhavrlant/Documents/Tkáně%20SOČ/soč%202022.docx%23_Toc127711095
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