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Kultivaéni komora pro dynamickou kultivaci bunék na tubuldrnich nosi¢ich

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka oblasti regenerativni mediciny a tkaflového inZenyrstvi. Jedna se o kul-
tivaéni komoru pro in vitro dynamickou kultivaci bunék na tubulérnich nosiéich umoziujici defi-
novanou stimulaci bunék.

Dosavadni stav techni

Mezi nejbéZnéji pouZivané cévni nahrady patfi v sou¢asné dob& autologni cévni 3tépy, jejichZ
dostupnost je viak Casto omezena zdravotnim stavem pacienta. Alternativou k autolognim cévam
mohou byt umélé cévni protézy nebo cévni $t€py ze zemfelych darci. Ty viak s sebou nesou
fadu problémi, jako je imunni reakce doprovazena trombotizaci cévy. Zvlasté problematické jsou
pak cévni protézy o priméru men$im neZz 6 mm, u kterych dochazi Casto k trombotické okluzi
a jejich Zivotnost je vieobecn€ Spatna. Osazeni vnitfni strany cévni protézy endotelovymi buii-
kami, tzv. endotelizace, by mohlo vyrazné sniZit riziko vzniku trombu a prodlouZit tak Zivotnost
cévniho 3té€pu. Aby byla endotelizace cévni protézy v in vitro podminkach spé$n4, je nutné co
nejvérnéji simulovat fyziologické podminky, kterym jsou vystaveny buiiky v téle pacienta. To
zahrnuje jednak cirkulaci kultivaéniho média, které simuluje krev a slouZi jako zdroj Zivin
a kysliku a také odvadi odpadni produkty bun€k a déle je nutné zajistit definované proudéni
média, je% udrfuje cévu v antitrombogennim stavu. Toho lze docilit ve specializovanych kul- -
tivaénich komorach, které umoZni uchyceni tubularniho nosice a zajisti vhodné podminky.

Vzhledem ke specifické aplikaci se jedna o unikatni feSeni. Komer¢né€ je vyrabéno velmi malé
mnoZstvi takovychto typli a zpravidla se jedna pouze o zakazkovou vyrobu. Jedno z komerénich
feSeni obdobného typu kultivaéni komory umoZiiuje uchyceni tubularniho nosi¢e v rozmérech
3 az 6 mm. Toto uchyceni je viak realizovano pfimo na vnitfnich zatkach trubicového téla kulti-
vaéni komory, coZ ¢ini manipulaci velmi obtiZznou a je vysoké riziko poSkozeni tohoto nosice.

Podstata technického fefeni

Vyse uvedené nedostatky jsou do znaéné miry odstranény kultivatni komorou pro dynamickou
kultivaci bunék na tubularnich nosi¢ich, podle tohoto technického feSeni. Jeho podstatou je to, Ze
obsahuje valcové télo opatiené na svych koncich zitkami, ke kterym je uvnitf t€la pfipojena duté
valcova kazeta, ktera je na svych koncich opatfena adaptéry s jednocestnymi ventily. Adaptéry
slouZi pro ptipojeni tubularniho nosife. Ventily jsou pfes trubici pfipojeny k perfuznimu okruhu
a zatky jsou opatfeny kanalem pfipojenym pfes dalsi trubici k perfuznimu okruhu pro vné&ji pro-
plach.

Kazeta pro uchyceni tubuldrniho nosi¢e mé s vyhodou primér 1 az 8,5 mm a délku 40 aZ
500 mm. Kultivacni komora je ve vyhodném provedeni vyrobena z netoxickych materialf, pro
umoZnéni parni a/nebo chemické sterilizace. Jednocestné ventily, trubice a dalsi trubice jsou
s vyhodou opatfeny spojkami s koncovkami typu Luer-Lock. Adaptéry na koncich kazety miZzou
mit navzdjem riiznou velikost pro pfipojeni tubuldrniho nosice kénického tvaru.

Podstatou kultivaéni komory je komplet kultivaéni komory s fluidickym systémem a kazety pro
uchyceni tubuldrniho nosice, ktery je nasledné osazen buiikami. Pfipojné prvky fluidického sys-
tému jsou tvofeny spojkami s koncovkami typu Luer-Lock (dale jen LL), aby bylo mozné pouZi-
vat jednordzovy spotfebni material pro propojeni - injek¢ni stfikaCky, infuzni hadi¢ky apod.

Kazeta pro uchyceni tubuldmiho nosice je tvofena dutou ty¢i kruhového profilu, do kterého je
vyfrézovan profil pro uchyceni prvki nesoucich tubulérni nosi¢. Rozmér kruhového profilu je
1 az 8,5 mm a délka celé této kazety je dana poZadovanou délkou tubularniho nosile, jeZ bude
osidlen. Praktické rozméry se mohou pohybovat v rozmezi od 40 mm do 500 mm. Diky plné&
symetrické konstrukci je tato zména bezproblémova.

Samotny tubulérni nosi¢, ktery je zarovnan do poZadované délky, je nastrCen na hadicové LL
adaptéry potiebné velikosti a fixovan chirurgickym $itim nebo pfevle¢enym silikonovym krouz-
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kem. Tento nosi¢ miZe mit i kénicky tvar, diky tomu, 2e mohou byt pouZity adaptéry s rozdilnou
velikosti na obou stranich. Konstrukéni feseni umoZiuje uchyceni tubularnich nosi¢i v rozmezi
1 az 8,5 mm. Na tyto LL adaptéry jsou nasledné pfipojeny jednocestné ventily, opét vybavené LL
koncovkami. Nasledné je tato sestava vloZena do odpovidajicich vyfrézovanych vybrani v kazeté,
¢imZ je zafixovand pro dal$i manipulaci.

Do takto sestavené kazety je moZné vpravit bunéénou suspenzi pro osazeni tubulamiho nosice
buiikami. Jednocestné ventily zajistuji moZnost vpraveni suspenze s minimalizaci rizika jejiho
uniku. To je dileZité pro inicidlni fazi adheze bunék na stény nosi¢e. Zaroveti viak umoZiuji
pfipojeni k perfuznimu okruhu.

Oproti konkurenénimu feSeni poskytuje pouZiti této kazety vyrazné vyssi komfort pro sestaveni
auchyceni tubularniho nosie, nasledné nasazeni bun€k a dal$i manipulaci. Diky tomu, Ze je
tubuldrni nosi¢ pevné uchycen a je vymezen jeho prostor, nemiiZze dojit napiiklad k jeho ohybu
nebo zkrouceni, které by mohlo mit za nasledek napiiklad znifeni nosi¢e nebo piipadného
funkcionalizovaného povrchu, odtrZeni bunééné kultury, kontaminaci kultury apod. Navic jsou
vyrazn€ sniZeny poZadavky na mnoZstvi bunék a kultivaéniho média, coZ pfinasi také finanéni
usporu.

Sestavena kazeta je vloZena do samotné kultivaéni komory, jeZ je tvofena sklenénou trubici
o primeéru a délce odpovidajici rozmérim kazety s nosi¢em a dvéma zatkami s p¥ipojnymi porty
pro fluidicky okruh. Tyto zatky obsahuji odpovidajici LL adaptéry pro pfipojeni sestavené kazety
s adaptérem a dale odpovidajici adaptéry pro pfipojeni k perfuznimu systému. Zitky jsou ve
sklenéné trubici zatésnény prostfednictvim o-krouZku. Konstrukce umoZnuje jednak perfuzi
vnitini ¢4sti nosiCe, kde je moZné na zékladé velikosti priitoku vytvafet definovanou mechanic-
kou stimulaci - smykové napéti, a dale také vyménu kultivaéniho média na vn&jsi strané noside.
Toto feSeni poskytuje vyhodu z hlediska moZnosti vytvofeni gradientu, tj. vyuZiti jiné koncen-
trace ristovych faktori v médiu pro vnitfni a vné&j3i ast nosice, ktery podporuje proriistani bunék
skrz bun€¢ny nosi¢, coZ je kliové v piipadé vyvoje cévnich protéz.

Konstruk¢nim materidlem kazety a komory je hlavné tfiskové obrabény PTFE (teflon), sklo, PA6
(nylon), silikonové hadice a tésnici prvky. Pro lepeni &asti byla pouZita epoxidova lepidla
s atestem pro medicindlni pouZiti. Pro ovéfeni vhodnosti byly viechny pouZité materialy testo-
vany na cytotoxicitu. Konstrukce umoziiuje opakovanou sterilizaci v autoklavu - testovano pro >
10 cyklt, aniZ by doslo k deformaci, poskozeni, uvolnéni lepenych dili apod. Celd konstrukce
komory byla optimalizovana tak, aby bylo moZné pracovat ve sterilnich podmink4ch, v laminar-
nim boxu v rukavicich, bez nutnosti dal3ich nastroju.

Objasnéni vykresii

Kultivaéni komora pro dynamickou kultivaci bun€k na tubuldrnich nosiéich podle tohoto tech-
nického feSeni bude podrobnéji popséna na konkrétnim piikladu provedeni s pomoci pfiloZenych
vykresii, kde na Obr. 1 je v axonometrickém pohledu znazornéna kazeta s uchycenym tubularnim
nosi¢em. Na Obr. 2 je znidzornén v bokorysu fez kazetou s uchycenym cévnim nosi¢em. Na
Obr. 3 je znizornén v bokorysu fez sestavenou kultivaéni komorou s kazetou s uchycenym tubu-
larnim nosi¢em a na Obr. 4 je v axonometrickém pohledu sestavena celé kultivaéni komora.

Priklady uskuteénéni technického feseni

Priklad 1 — kazeta pro tubulami nosi¢ délky 70 mm.

Technické feSeni kazety 1 je vyobrazeno na obr. 1 a v fezu na obr. 2. Kazeta 1 je tvofena profilo-
vanym télem z PTFE v celkové délce 110 mm. Tubularni nosi¢ 2 délky 70 mm je upevnén na LL
adaptéry 3, ke kterym jsou pfipojeny jednocestné ventily 4. Tento celek je vloZen do odpovidaji-
cich vyfrézovanych profili téla kazety 1 tak, aby byla zajiit&na jeho fixace.

Piiklad 2 - kultiva¢ni komora pro kazetu s tubularnim nosi¢em délky 70 mm.

Technické feSeni kultivaéni komory je vyobrazeno detailné v fezu na obr. 3 a na obr. 4. Kulti-
vatni komoru tvofi PTFE zatky 5, které obsahuji adaptér 6 pro pfipojeni kazety 1 s nosi¢em 2,
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adaptéry 3 a jednocestnymi ventily 4. Vyvod tohoto pfipojeni je feSen trubici 7 s LL adaptérem
pro pfipojeni k perfuznimu okruhu. Vné&j§i proplach je feSen kandlem 8, ktery je vyveden pro
pfipojeni k perfuznimu okruhu dalsi trubici 9 s LL adaptérem. Zatésnéni je feSeno o-krouzky 10,
které utésiiuji zatky 35 se sklenénym télem 11.

Sestaven4 kazeta 1 je vloZena do samotné kultivatni komory se sklenénym télem 11 o priméru
a délce odpovidajici rozmérim kazety 1 s nosi¢em 2 a dv€ma zétkami 5 s pfipojnymi porty pro
fluidicky okruh. Tyto zéatky 5 obsahuji odpovidajici LL adaptéry pro pfipojeni sestavené kazety 1
s adaptérem 3 a dale odpovidajici adaptéry pro pfipojeni k perfuznimu systému. Zatky 5 jsou ve
sklenéné trubici zatésnény prostfednictvim o-krouzku 10. Konstrukce umoZnuje jednak perfuzi
vnitini ¢4sti nosi¢e 2, kde je moZné na zéklade velikosti pritoku vytvaret definovanou mechanic-
kou stimulaci, a dale také vyménu kultivaéniho média na vnéj$i stran€ nosice 2.

Prumyslova vyuZitelnost

Navrzena kultivaéni komora nalezne vyuZiti na pracovitich zabyvajicich se tkafiovym inZenyr-
stvim v oblasti umélych cévnich nahrad.

NAROKY NA OCHRANU

1.  Kultivaéni komora pro dynamickou kultivaci bun¢k na tubularnich nosicich, vyzna-
¢ujici se tim, Ze obsahuje vilcové t€lo (11) opatfené na svych koncich zitkami (5),
ke kterym je uvnité t&la (11) pfipojena dutd vélcova kazeta (1), kterd je na svych koncich
opatfena adaptéry (3) s jednocestnymi ventily (4), pro pfipojeni tubularniho nosi¢e (2), pfi¢emz
ventily (4) jsou pies trubici (7) pfipojeny k perfuznimu okruhu a zatky (5) jsou opatfeny kanalem
(8) ptipojenym pies dalii trubici (9) k perfuznimu okruhu pro vnéjsi proplach.

2.  Kultivatni komora podle naroku 1, vyznaéujici se tim, Ze kazeta (1) pro uchy-
cenf tubuldrniho nosiée (2) ma primér 1 aZ 8,5 mm a délku 40 az 500 mm.

3.  Kultivaéni komora podle niroku 1 a 2, vyznadujici se tim, Ze je vyrobena
z netoxickych materiali vybranych ze skupiny teflon PTFE, sklo a nylon PA6 pro umoznéni
parni a/nebo chemické sterilizace.

4.  Kultiva¢ni komora podle kteréhokoli z pfedchozich narokii, vyznacujici se tim,
7e jednocestné ventily (4), trubice (7) a dalsi trubice (9) jsou opatfeny spojkami s koncovkami
typu Luer-Lock. :

5. Kultivadni komora podle kteréhokoli z pfedchozich narokli, vyznacdujici se tim,
e adaptéry (3) na koncich kazety (1) maji navzijem riiznou velikost pro pfipojeni tubularniho
nosiée (2) konického tvaru.

6.  Kultivaéni komora podle kteréhokoli z pfedchozich narokti, vyznaéujici se tim,
Ze adaptéry (3) jsou zafixovéany ve vnitfnim vybrani kazety (1).

7.  Kultiva¢ni komora podle kteréhokoli z pfedchozich narokti, vyznadujici se tim,
Ze vélcové télo (11) je tvofeno sklenénou trubici.

2 vykresy
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Obr. 4
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