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Kultiva¢ni komora pro tlakovou stimulaci v kultiva¢nich jamkach

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka oblasti regenerativni mediciny a tkanového inZenyrstvi. Jedna se
o kultiva¢ni komoru pro in vitro dynamickou kultivaci a stimulaci bun¢k ve standardnich vice
jamkovych kultiva¢nich deskach umoziujici kontinudlni stimulaci pomoci pulzatilniho tlaku
s moznosti pritbézného mikroskopického sledovani.

Dosavadni stav techniky

Je znamo, ze dynamicka kultivace bun¢k podporuje rist a diferenciaci buné¢k navozenim
fyziologictéjSich podminek kultivace, nez je tomu v klasickém statickém systému. Vedle lepsiho
zasobeni kyslikem a Zivinami a rychlejSiho odstrafiovani zplodin metabolismu jsou builky
vystaveny cilenému a fizenému mechanickému namahani, které v piipadé bun€k kmenovych
navozuje diferenciaci smérem k zadoucimu fenotypu, a u bunék diferencovanych dale prohlubuje
jejich fenotypickou maturaci prevazné smerem k hladkému svalu (SMC) ptip. kostnim bunikam.

Diferenciace k hladkému svalu je vyrazné ovlivnéna mechanickym napétim. VéEtSina typu
kmenovych bunék, jako jsou napiiklad kmenové builkky ztukové tkan€, jsou vysoce
mechanosenzitivni. Bunky jsou schopné reagovat na mechanické sily prostiednictvim
mechanosenzitivnich receptorii. Tyto receptory jsou schopny pifevést mechanické napéti na
biochemické signaly procesem mechanotransdukce. Ugelem pouziti mechanického stresu b&hem
kultivace in vitro je vytvoreni fyziologickych podminek, kterym jsou buiiky v téle vystaveny.
Mechanotransdukéni mechanismy zahrnuji integriny, mechanicky fizené iontové kanaly,
receptory spojené s G proteiny apod. Bylo publikovano mnoho studii pro stanoveni korelace
tlakového kmene, bunécné proliferace a diferenciace SMC. Byly popsany dvé mechanosenzitivni
signalni drahy spojené s diferenciaci SMC, jmenovité draha spojena s RhoA a draha spojena
s FAK kinazou. Aktivace téchto signalnich drah vede ke zvySené produkci SMC diferenciacnich
markera.

Béznym zpisobem kultivace bunééné kultury je pouZiti tzv. vice jamkovych kultiva¢nich desek.
Tyto kultiva¢ni desky jsou standardizované z hlediska rozmért a obsahuji podle typu 6 az
96 kultivacnich jamek pro nasazeni kultury. Jejich povrch je chemicky nebo plazmaticky upraven
tak, aby buné¢na kultura mohla adherovat na povrch kultiva¢ni jamky a dale proliferovat.
Diferenciace je feSena vtomto pfipadé pouze chemickou cestou, tj. pouziti ptidavkd do
kultivacniho média jako jsou napf. riistové faktory. Dostupné dynamické kultivacni systémy sice
umoznuji vytvafet mechanickou stimulaci ov§em vyuzivaji specializované kultivacni komory,
které tvarové a materialové se 1isi od b&zné€ pouzivanych kultiva¢nich desek. Z hlediska studie
vyzadujici srovnani tak statickd kultivace Casto probihd v kultivacni vice jamkové desce
a dynamickd kultivace ve specializované komoie. Tim padem je vysledek ovlivnén nejenom
samotnou metodou, ale i povrchem a tvarem pouzité kultiva¢ni komory apod.

Podstata technického feSeni

Vyse uvedené nedostatky jsou do znacné miry odstranény kultiva¢ni komorou pro tlakovou
stimulaci v kultiva¢nich jamkach podle tohoto technického feSeni. Jeho podstatou je to, Ze
obsahuje zakladnu, ke které je pfipojen vymezovaci ¢len pro umisténi standardizované kultivacni
vice jamkové desky, na které je ptes ploché silikonové t€snéni umistén kryt, ktery je opatien
hadickami se spojkami pro pfipojeni generatoru tlakovych pulzi, pficemz zédkladna a kryt jsou
vzajemné stazeny Srouby s maticemi.
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Vymezovaci ¢len ma prostor pro uchyceni a utésnéni standardni vice jamkové desky vybrané ze
skupiny jamkovych kultiva¢nich desek s 6, 12, 24, 48 a 96 jamkami.

Spojky hadicek jsou s vyhodou opatieny spojkami Luer-Lock pro pfipojeni generatoru tlakovych
pulzii a/nebo dalSich kultivacnich komor. Kultivacni komora je ve vyhodném provedeni
z polykarbonatu vSechny jeji ¢asti jsou sterilizovatelné pomoci parni sterilizace — autoklavu.

Kultivaéni komora podle tohoto technického feSeni umozituje uchyceni standardni vice jamkové
kultivacni komory a v této kultivacni desce tlakove stimulovat buné¢nou kulturu.

Samotna kultivaéni komora je tvofena dvéma c¢astmi, zadkladnou a krytem. Konstrukénim
materialem je tfiskoveé obrabény polykarbonat. Zakladna komory je tvofena dvéma sendvi¢ovymi
dily, kde spodni ¢ast vytvaii mechanickou podporu a vrchni dil vymezuje prostor pro pouZiti
standardizované kultivacni vice jamkové desky. Tato zakladna je stazena pomoci nerezovych
Sroubdl s vnitinim Sestihranem. Tyto Srouby jsou zapusStény do spodniho dilu tak, aby vysledna
sestava byla hladka v celé plose. Diky tomu je mozné umistit uzavienou komoru do optického
mikroskopu a pribézné pozorovat bunécnou kulturu pii kultivaci. Tyto Srouby tréi pro uchyceni
krytu kultivacni komory. Zaroven tyto Srouby jsou umistény vné kultivacnich prostor, aby
nedoslo ke kontaminaci kultury.

Kryt komory je tvoien jednim dilem obsahujicim hadicové olivky. Tyto olivky jsou vyfrézované
ptimo do téla krytu tak aby nebylo nutné pouzivat dalsi hadicové fitinky a fesit jejich utésnéni.
K témto olivkam jsou pfipojeny silikonové hadicky se spojkami typu Luer-Lock pro piipojeni
k tlakovému generatoru a fetézeni vice komor. Stazeni krytu se zakladnou komory je realizovano
pomoci kiidlovych matic M4. Utésnéni vlozené kultivacni vice jamkové desky v kultivacni
komote je realizovano pomoci 1 mm plochého silikového té€snéni jez tvaroveé kopiruje obvod vice
jamkové desky a ma vyfezané otvory podle pouzité kultivaéni vice jamkové desky tak, aby bylo
mozné kulturu pozorovat ve svételném mikroskopu.

Pro ovéfeni vhodnosti byly vSechny pouzité materialy vyuzité pro konstrukci testovany na
cytotoxicitu. Konstrukce umoznuje opakovatelnou parni sterilizaci v autoklavu >10 cykli, aniz
by doslo k deformaci, poskozeni nebo celkové degradaci komory. Celéd konstrukce komory byla
optimalizovana tak, aby bylo mozné pracovat ve sterilnich podminkach v laminarnim boxu bez
nutnosti pouziti specialnich nastrojii pro sestaveni. Komora suzavienou vice jamkovou
kultivacni deskou byla testovana pro maximalni pretlak 100 kPa.

Objasnéni vykresu

Kultivaéni komora pro tlakovou stimulaci v kultivaénich jamkach podle tohoto technického
feSeni bude podrobnéji popsana na konkrétnim ptikladu provedeni s pomoci piilozeného vykresu
a mikroskopického snimku, kde na Obr. 1 je v axonometrickém pohledu znadzornéna rozlozena
kultivaéni komora. Na Obr.2 je znazornéni sestavené komory vitezu. Na Obr.3 je
mikroskopicky a imunofluorescencné znaCeny snimek bunééné kultury lidskych kmenovych
bunek z tukové tkdné (HmASC) pfi statické kultivaci, bez zatéze, v kultivacni desce a kultura
kultivovana pfi pulzatilnim tlaku v navrzené kultiva¢ni komote.

Priklady uskuteénéni technického feSeni

Ptikladna kultivaéni komora pro tlakovou stimulaci v kultivacnich jamkach obsahuje zakladnu 1,
ke které je pfipojen vymezovaci Clen 2 pro umisténi standardizované kultivacni vicejamkové
desky 4 s Sesti jamkami, na které je pfes ploché silikonové tésnéni 5 umistén prihledny kryt 6,
ktery je opatfen hadickami 8 se spojkami Luer-Lock pro pfipojeni generatoru tlakovych pulzi,
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pfi¢emz zakladna 1 a kryt 6 jsou vzajemné stazeny Srouby 3 s maticemi 7. Kultivacni komora je
z polykarbonatu a vSechny jeji ¢asti jsou sterilizovatelné pomoci parni sterilizace — autoklavu.

Ptikladna kultiva¢ni komora pro tlakovou stimulaci v kultiva¢nich jamkach je tvofena zakladnou
1 a vymezovacim ¢lenem 2, jez jsou navzijem staZzeny pomoci osmi stahovacich nerezovych
Sroubll 3 M 4 x 45. Tato zakladna 1 s vymezovacim ¢lenem 2 vytvaii definovany prostor pro
umistnéni standardni kultivacni jamkové desky 4. Utésnéni komory zajistuje ploché silikonové
tésnéni 5, kde tvar té€snéni je upraven podle pouzité kultivacni jamkové desky 4 tak, aby zajistil
utésnéni a zarovenl nezakryval velky prostor jednotlivych kultiva¢nich jamek kvtli moznosti
mikroskopické pozorovani v prubehu experimentu. Celda komora je uzaviena prihlednym krytem
6 jez obsahuje prtichozi otvory pro stahovaci Srouby 3 a je nésledné zajiSténa pomoci osmi
nerezovych ryhovanych matic 7 M4. Kryt 6 je dale opatien dvéma natrubky se silikonovymi
hadickami 8 opatfenymi porty Luer-Lock uréenymi pro ptipojeni k perfuznimu/tlakovému
generatoru a moznosti fetézeni vice komor.

Ptiklad kultivace bunééné kultury lidskych kmenovych bunék z tukové tkané (HmASC) pfi
dynamické tlakové zatézi

V ptipadé dynamické kultivace byla kultivac¢ni jamkova deska 4 uzaviena do ptikladné kultivacni
komory pro tlakovou stimulaci v kultivac¢nich jamkach, nasledné byla tato komora piipojena ke
generatoru tlakovych pulzi. Tyto pulzy byly nastaveny na hodnoty horniho tlaku 120 mmHg
(15,9 kPa), spodniho tlaku 80 mmHg (10,6 kPa) pfi frekvenci 60 pulzii za minutu (1 Hz).
Kultivace byla jak v ptipad¢ statické, tak dynamické, realizovana po dobu 7 dni.

Na imunofluorescenéné znaceném mikroskopickém snimku jsou znazornény proteiny F-actin
(Cervené), calponin (zelen€) a bunécna jadra (modfe). F-actin znazoriuje aktinovy cytoskelet
bunécné kultury. Calponin je tzv. sttednédoby ukazatel bunééné diferenciace smeérem k hladkym
svalovym bunikdm. Pfi porovnani statické a dynamické tlakové stimulace je patrné, ze v piipade
dynamické stimulace jsou patrné fragmenty calponinu jez signalizuji diferenciaci bunécné
kultury smérem k hladkému svalu. Stejné tak i celkova morfologie aktinovych vlaken v ptipadé
dynamické kultivace je sefazend v jednom sméru pro kontraktilni funkci, kdezto u statické
kultivace se jedna o vSesmérové usporadani.

Pramyslova vyuzitelnost

Navrzena kultivacni komora nalezne vyuziti na pracovistich zabyvajicich se vyzkumem v oblasti
tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny.

NAROKY NA OCHRANU

1. Kultiva¢ni komora pro tlakovou stimulaci v kultiva¢nich jamkach, vyznacujici se tim, ze
obsahuje zakladnu (1), ke které je pfipojen vymezovaci ¢len (2) pro umisténi standardizované
kultivacni vicejamkové desky (4), na které je pres ploché silikonové te€snéni (5) umistén kryt (6),
ktery je opatten hadickami (8) se spojkami pro piipojeni generatoru tlakovych pulzl, pficemz
zakladna (1) a kryt (6) jsou vzajemné stazeny Srouby (3) s maticemi (7).

2. Kultivacni komora podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze vymezovaci ¢len (2) ma prostor
pro uchyceni a utésnéni standardni vice jamkové desky (4) vybrané ze skupiny kultiva¢nich
jamkovych desek (4) s 6, 12, 24, 48 a 96 jamkami.
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3. Kultiva¢ni komora podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze spojky hadic¢ek (8) jsou
opatfeny spojkami Luer-Lock pro pfipojeni generatoru tlakovych pulzl a/nebo dalsich
kultivacnich komor.

4. Kaultivaéni komora podle kteréhokoli z ptedchozich narokti 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze je
z polykarbonatu.

5. Kultivaéni komora podle kteréhokoli z predchozich naroki 1 az 4, vyznacujici se tim, ze
vSechny jeji ¢asti jsou sterilizovatelné pomoci parni sterilizace — autoklavu.

3 vykresy
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Obr. 2



CZ 33916 U1

brazeni

¢ni zo

v

Fluorescen

kontrastu

azovém

’

Zobrazeni ve f.

30BAINMY BYD1IEIS

30B|NWIIS BAOYE[} BYDIWERUAQ

Obr. 3



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

