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Kultivační komora pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách 

 

 

Oblast techniky 

 5 

Technické řešení se týká oblasti regenerativní medicíny a tkáňového inženýrství. Jedná se 

o kultivační komoru pro in vitro dynamickou kultivaci a stimulaci buněk ve standardních více 

jamkových kultivačních deskách umožňující kontinuální stimulaci pomocí pulzatilního tlaku 

s možností průběžného mikroskopického sledování. 

 10 

 

Dosavadní stav techniky 

 

Je známo, že dynamická kultivace buněk podporuje růst a diferenciaci buněk navozením 

fyziologičtějších podmínek kultivace, než je tomu v klasickém statickém systému. Vedle lepšího 15 

zásobení kyslíkem a živinami a rychlejšího odstraňování zplodin metabolismu jsou buňky 

vystaveny cílenému a řízenému mechanickému namáhání, které v případě buněk kmenových 

navozuje diferenciaci směrem k žádoucímu fenotypu, a u buněk diferencovaných dále prohlubuje 

jejich fenotypickou maturaci převážně směrem k hladkému svalu (SMC) příp. kostním buňkám. 

 20 

Diferenciace k hladkému svalu je výrazně ovlivněna mechanickým napětím. Většina typů 

kmenových buněk, jako jsou například kmenové buňky z tukové tkáně, jsou vysoce 

mechanosenzitivní. Buňky jsou schopné reagovat na mechanické síly prostřednictvím 

mechanosenzitivních receptorů. Tyto receptory jsou schopny převést mechanické napětí na 

biochemické signály procesem mechanotransdukce. Účelem použití mechanického stresu během 25 

kultivace in vitro je vytvoření fyziologických podmínek, kterým jsou buňky v těle vystaveny. 

Mechanotransdukční mechanismy zahrnují integriny, mechanicky řízené iontové kanály, 

receptory spojené s G proteiny apod. Bylo publikováno mnoho studií pro stanovení korelace 

tlakového kmene, buněčné proliferace a diferenciace SMC. Byly popsány dvě mechanosenzitivní 

signální dráhy spojené s diferenciací SMC, jmenovitě dráha spojená s RhoA a dráha spojená 30 

s FAK kinázou. Aktivace těchto signálních drah vede ke zvýšené produkci SMC diferenciačních 

markerů. 

 

Běžným způsobem kultivace buněčné kultury je použití tzv. více jamkových kultivačních desek. 

Tyto kultivační desky jsou standardizované z hlediska rozměrů a obsahují podle typu 6 až 35 

96 kultivačních jamek pro nasazení kultury. Jejich povrch je chemicky nebo plazmaticky upraven 

tak, aby buněčná kultura mohla adherovat na povrch kultivační jamky a dále proliferovat. 

Diferenciace je řešená v tomto případě pouze chemickou cestou, tj. použití přídavků do 

kultivačního média jako jsou např. růstové faktory. Dostupné dynamické kultivační systémy sice 

umožňují vytvářet mechanickou stimulaci ovšem využívají specializované kultivační komory, 40 

které tvarově a materiálově se liší od běžně používaných kultivačních desek. Z hlediska studie 

vyžadující srovnání tak statická kultivace často probíhá v kultivační více jamkové desce 

a dynamická kultivace ve specializované komoře. Tím pádem je výsledek ovlivněn nejenom 

samotnou metodou, ale i povrchem a tvarem použité kultivační komory apod. 

 45 

 

Podstata technického řešení 

 

Výše uvedené nedostatky jsou do značné míry odstraněny kultivační komorou pro tlakovou 

stimulaci v kultivačních jamkách podle tohoto technického řešení. Jeho podstatou je to, že 50 

obsahuje základnu, ke které je připojen vymezovací člen pro umístění standardizované kultivační 

více jamkové desky, na které je přes ploché silikonové těsnění umístěn kryt, který je opatřen 

hadičkami se spojkami pro připojení generátoru tlakových pulzů, přičemž základna a kryt jsou 

vzájemně staženy šrouby s maticemi. 

 55 
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Vymezovací člen má prostor pro uchycení a utěsnění standardní více jamkové desky vybrané ze 

skupiny jamkových kultivačních desek s 6, 12, 24, 48 a 96 jamkami. 

 

Spojky hadiček jsou s výhodou opatřeny spojkami Luer-Lock pro připojení generátoru tlakových 

pulzů a/nebo dalších kultivačních komor. Kultivační komora je ve výhodném provedení 5 

z polykarbonátu všechny její části jsou sterilizovatelné pomocí parní sterilizace – autoklávu. 

 

Kultivační komora podle tohoto technického řešení umožňuje uchycení standardní více jamkové 

kultivační komory a v této kultivační desce tlakově stimulovat buněčnou kulturu. 

 10 

Samotná kultivační komora je tvořena dvěma částmi, základnou a krytem. Konstrukčním 

materiálem je třískově obráběný polykarbonát. Základna komory je tvořena dvěma sendvičovými 

díly, kde spodní část vytváří mechanickou podporu a vrchní díl vymezuje prostor pro použití 

standardizované kultivační více jamkové desky. Tato základna je stažena pomocí nerezových 

šroubů s vnitřním šestihranem. Tyto šrouby jsou zapuštěny do spodního dílu tak, aby výsledná 15 

sestava byla hladká v celé ploše. Díky tomu je možné umístit uzavřenou komoru do optického 

mikroskopu a průběžně pozorovat buněčnou kulturu při kultivaci. Tyto šrouby trčí pro uchycení 

krytu kultivační komory. Zároveň tyto šrouby jsou umístěny vně kultivačních prostor, aby 

nedošlo ke kontaminaci kultury. 

 20 

Kryt komory je tvořen jedním dílem obsahujícím hadicové olivky. Tyto olivky jsou vyfrézované 

přímo do těla krytu tak aby nebylo nutné používat další hadicové fitinky a řešit jejich utěsnění. 

K těmto olivkám jsou připojeny silikonové hadičky se spojkami typu Luer-Lock pro připojení 

k tlakovému generátoru a řetězení více komor. Stažení krytu se základnou komory je realizováno 

pomocí křídlových matic M4. Utěsnění vložené kultivační více jamkové desky v kultivační 25 

komoře je realizováno pomocí 1 mm plochého silikového těsnění jež tvarově kopíruje obvod více 

jamkové desky a má vyřezané otvory podle použité kultivační více jamkové desky tak, aby bylo 

možné kulturu pozorovat ve světelném mikroskopu. 

 

Pro ověření vhodnosti byly všechny použité materiály využité pro konstrukci testovány na 30 

cytotoxicitu. Konstrukce umožnuje opakovatelnou parní sterilizaci v autoklávu >10 cyklů, aniž 

by došlo k deformaci, poškození nebo celkové degradaci komory. Celá konstrukce komory byla 

optimalizována tak, aby bylo možné pracovat ve sterilních podmínkách v laminárním boxu bez 

nutnosti použití speciálních nástrojů pro sestavení. Komora s uzavřenou více jamkovou 

kultivační deskou byla testována pro maximální přetlak 100 kPa. 35 

 

 

Objasnění výkresů 

 

Kultivační komora pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách podle tohoto technického 40 

řešení bude podrobněji popsána na konkrétním příkladu provedení s pomocí přiloženého výkresu 

a mikroskopického snímku, kde na Obr. 1 je v axonometrickém pohledu znázorněna rozložená 

kultivační komora. Na Obr. 2 je znázornění sestavené komory v řezu. Na Obr. 3 je 

mikroskopický a imunofluorescenčně značený snímek buněčné kultury lidských kmenových 

buněk z tukové tkáně (HmASC) při statické kultivaci, bez zátěže, v kultivační desce a kultura 45 

kultivovaná při pulzatilním tlaku v navržené kultivační komoře. 

 

 

Příklady uskutečnění technického řešení 

 50 

Příkladná kultivační komora pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách obsahuje základnu 1, 

ke které je připojen vymezovací člen 2 pro umístění standardizované kultivační vícejamkové 

desky 4 s šesti jamkami, na které je přes ploché silikonové těsnění 5 umístěn průhledný kryt 6, 

který je opatřen hadičkami 8 se spojkami Luer-Lock pro připojení generátoru tlakových pulzů, 
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přičemž základna 1 a kryt 6 jsou vzájemně staženy šrouby 3 s maticemi 7. Kultivační komora je 

z polykarbonátu a všechny její části jsou sterilizovatelné pomocí parní sterilizace – autoklávu. 

 

Příkladná kultivační komora pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách je tvořena základnou 

1 a vymezovacím členem 2, jež jsou navzájem staženy pomocí osmi stahovacích nerezových 5 

šroubů 3 M 4 x 45. Tato základna 1 s vymezovacím členem 2 vytváří definovaný prostor pro 

umístnění standardní kultivační jamkové desky 4. Utěsnění komory zajišťuje ploché silikonové 

těsnění 5, kde tvar těsnění je upraven podle použité kultivační jamkové desky 4 tak, aby zajistil 

utěsnění a zároveň nezakrýval velký prostor jednotlivých kultivačních jamek kvůli možnosti 

mikroskopické pozorování v průběhu experimentu. Celá komora je uzavřena průhledným krytem 10 

6 jež obsahuje průchozí otvory pro stahovací šrouby 3 a je následně zajištěna pomocí osmi 

nerezových rýhovaných matic 7 M4. Kryt 6 je dále opatřen dvěma nátrubky se silikonovými 

hadičkami 8 opatřenými porty Luer-Lock určenými pro připojení k perfuznímu/tlakovému 

generátoru a možnosti řetězení více komor. 

 15 

Příklad kultivace buněčné kultury lidských kmenových buněk z tukové tkáně (HmASC) při 

dynamické tlakové zátěži 

 

V případě dynamické kultivace byla kultivační jamková deska 4 uzavřena do příkladné kultivační 

komory pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách, následně byla tato komora připojena ke 20 

generátoru tlakových pulzů. Tyto pulzy byly nastaveny na hodnoty horního tlaku 120 mmHg 

(15,9 kPa), spodního tlaku 80 mmHg (10,6 kPa) při frekvenci 60 pulzů za minutu (1 Hz). 

Kultivace byla jak v případě statické, tak dynamické, realizována po dobu 7 dní. 

 

Na imunofluorescenčně značeném mikroskopickém snímku jsou znázorněny proteiny F-actin 25 

(červeně), calponin (zeleně) a buněčná jádra (modře). F-actin znázorňuje aktinový cytoskelet 

buněčné kultury. Calponin je tzv. střednědobý ukazatel buněčné diferenciace směrem k hladkým 

svalovým buňkám. Při porovnání statické a dynamické tlakové stimulace je patrné, že v případě 

dynamické stimulace jsou patrné fragmenty calponinu jež signalizují diferenciaci buněčné 

kultury směrem k hladkému svalu. Stejně tak i celková morfologie aktinových vláken v případě 30 

dynamické kultivace je seřazená v jednom směru pro kontraktilní funkci, kdežto u statické 

kultivace se jedná o všesměrové uspořádání. 

 

 

Průmyslová využitelnost 35 

 

Navržená kultivační komora nalezne využití na pracovištích zabývajících se výzkumem v oblasti 

tkáňového inženýrství a regenerativní medicíny. 
 

 40 

NÁROKY NA OCHRANU 

 

 

1. Kultivační komora pro tlakovou stimulaci v kultivačních jamkách, vyznačující se tím, že 

obsahuje základnu (1), ke které je připojen vymezovací člen (2) pro umístění standardizované 45 

kultivační vícejamkové desky (4), na které je přes ploché silikonové těsnění (5) umístěn kryt (6), 

který je opatřen hadičkami (8) se spojkami pro připojení generátoru tlakových pulzů, přičemž 

základna (1) a kryt (6) jsou vzájemně staženy šrouby (3) s maticemi (7). 

 

2. Kultivační komora podle nároku 1, vyznačující se tím, že vymezovací člen (2) má prostor 50 

pro uchycení a utěsnění standardní více jamkové desky (4) vybrané ze skupiny kultivačních 

jamkových desek (4) s 6, 12, 24, 48 a 96 jamkami.  
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3. Kultivační komora podle nároku 1 nebo 2, vyznačující se tím, že spojky hadiček (8) jsou 

opatřeny spojkami Luer-Lock pro připojení generátoru tlakových pulzů a/nebo dalších 

kultivačních komor. 

 

4. Kultivační komora podle kteréhokoli z předchozích nároků 1 až 3, vyznačující se tím, že je 5 

z polykarbonátu. 

 

5. Kultivační komora podle kteréhokoli z předchozích nároků 1 až 4, vyznačující se tím, že 

všechny její části jsou sterilizovatelné pomocí parní sterilizace – autoklávu. 

 10 

3 výkresy 
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Obr. 1 
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Obr. 2 
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Obr. 3 
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