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ABSTRAKT

Dynamicky kultivaéni systém pro diferenciaci kmenovych bunék smérem k bunkam
hladké svaloviny

Hlavnim cilem této prace bylo navrhnout, vytvofit a ovéfit systém pro diferenciaci kmeno-
vych bunék smérem k burikdm hladké svaloviny. V prvni ¢asti prace byly popsany rtizné vlivy
na diferenciaci smérem k buiikdm hladké svaloviny, obdobné systémy vytvorené béhem stu-
dif a komer¢né dostupné systémy. Ddle byla navrzena tprava linedrnitho posuvu s motorem
a jeho ovladéani pomoci Arduina a uZivatelského rozhrani. Nakonec byl cely systém ovéren
pti experimentech s buikami. Vystupem prace je, kromé samotného systému a programo-
vého vybaveni, také stanoveni optimdlnich parametrti stimulace, kdy k diferenciaci smérem

k bunikdm hladké svaloviny dochdzi.
Klicova slova

mezenchymadlni kmenové buriky, buiiky hladké svaloviny, mechanickd stimulace, uniaxidln{

namahani



ABSTRACT

Dynamic culture system for differentiation of stem cells towards smooth muscle cells

The main aim of this thesis was to design, create and verificate a system for differentiation
of stem cells towards smooth muscle cells. In the first part of the thesis various influences
on differentiation towards smooth muscle cells are described as well as similar systems made
during studies and commercial systems. A modification of linear rail with motor was designed
and also controlling using Arduino and graphical user interface. In the end was the complete
system verificated during experiments with stem cells. Outputs of this thesis include, apart
from the system itself and software, also determination of optimal stimulation parameters

when differentiation towards smooth muscle cells occurs.
Key words

mesenchymal stem cells, smooth muscle cells, mechanical stimulation, uniaxial strain
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Seznam symboli a zkratek

Zkratka | Vyznam

SC Stem cells (kmenové buriky)

MSC Mesenchymal stem cells (mezenchymadlni kmenové buriky)
BMSC Bone marrow stem cells (kmenové buniky z kostni diené)
ASC Adipose stem cells (kmenové buriky z tukové tkadn¢)

VSMC | Vascular smooth muscle cells (cévni buniky hladké svaloviny)
SMC Smooth muscle cells (buriky hladké svaloviny)

ECM Extraceluldrni matrix

SM Smooth muscle (hladky sval)

MHC Myosin heavy chain (myozinovy tézky fetézec)

SPC Sphyngosilphosphorylcholin

TGF Transforming growth factor (transformujici ristovy faktor)

ABS Akrylonitrilbutadienstyren

COM Communication (sériovy port)

DMEM | Dulbecco’s Modified Eagle’s medium

BMP4 Bone Morphogenetic Protein 4 (kostni morfogeneticky protein 4)

coll Kolagen 1
calpl Calponin 1
fal Faloidin

PB Pocet bunék



1 Uvod

Kardiovaskuldrni onemocnéni, jako napriklad aterosklerdza, jsou jednou z nejCastéjSich pri-
¢in dmrti a zhorSeni kvality Zivota. Pfi ateroskler6ze se na sténdch cév vytvaii usazeniny,
coZz muze mit za nésledek jejich zizZeni nebo Uplné ucpani. NedostateCny piisun krve pak
miiZe zplsobit ischemii a napriklad infakrt myokardu. Soucasna feSeni arteridlnich onemoc-
néni zahrnuji bypass, pii némz se premosti ucpana céva jinou cévou, ¢imz se obnovi pritok
krve tkdni. K tomuto dcelu se vyuZzivaji autologni (vlastni) cévy pacienta odebrané z jiné
casti téla, nebo lze pouZzit cévu uméle vyrobenou. Vyhodou autologniho Stépu je, Ze je tkan
pro télo pfirozend, je tedy zarucena biokompatibilita a nedochdzi k odmitnuti $tépu imunit-
nim systémem pacienta. Zaroven je autologni céva okamzité k dispozici a ma pro dany ucel
optimélni{ vlastnosti. Odebrani vhodné cévy vSak vyZzaduje dalsi operaci, tedy riziko pro pa-
cienta, a ne vSichni pacienti maji periferni cévy v takovém stavu, aby byly pro transplantaci
vhodné. Pokud neni k dispozici vhodna autologni céva, je mozné pouZzit cévy umélé, které
jsou nejcastéji na bazi polymeri. Tyto latky jsou sice biologicky inertni, nejsou ale odolné
vici tvorbé trombd, takZe jejich pouziti pro vyrobu cév malého priméru neni vhodné [1].
Dalsi alternativou je tkanové inzenyrstvi, kdy je uméla céva vytvofena in vitro s pouZzitim
vhodnych bunék, scaffoldli a bioreaktoru. Scaffoldy funguji jako forma pro tvorbu tkané,
ktera je osazena butikami a vystavena biofyzikdlnim stimultim v bioreaktoru. Pro ucely tka-
nového inzenyrstvi maji velky vyznam kmenové buiiky, které maji potencidl nahradit nebo

obnovit funkci poskozenych tkani [2].

Kmenové burniky (SC - stem cells) jsou definované jako prekurzory bunék schopné sebeob-
novy a diferenciace do rGiznych typi bunék na zdklad€ stimuli, kterym jsou vystaveny [3].
Kmenové buiiky Ize rozd€lit na zdkladé potence, tedy potencidlu diferencovat do bunék ur-
c¢itych tkdni, na totipotentni, pluripotentni a multipotentni. Totipotentni kmenové burky jsou
za vhodnych podminek schopny vytvofit embryo, buiiky jakékoli tkané a placentu. Mezi toti-
potentni buiiky patii oplozené vajicko a buriky, které vzniknou béhem jeho nékolika prvnich
déleni [4]. Pozdéji se totipotentni buriky zacnou stdvat vice specializovanymi a utvoii blas-
tocystu, shluk bunék, jehoZ vnitini strana je tvorena kmenovymi buikami pluripotentnimi.
Tyto buiiky mohou vytvofit jakoukoli tkan téla, kromé placenty [3]. Dalsi specializaci pluri-

potentnich bunék vznikaji buiky multipotentni, které jsou schopny vytvofit jen uzsi skupinu
typt bunék [4].

Kmenové bunky se nevyskytuji jen v embryondlnich tkanich, ale také v tkdnich dospélych
jedinct, odkud je mozné je i odebrat. Pro vyuZiti v tkdnovém inZenyrstvi je vhodné, aby
pouZzité kmenové buiiky byly v téle v hojném mnoZstvi a jejich odbér byl co nejméné inva-

zivni. Mezenchymalni kmenové bunky (MSC - mesenchymal stem cells) jsou multipotentni
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a mohou byt u dospélého ¢lovéka izolovany napiiklad z kostni dfené¢ (BMSC - bone marrow
stem cells) nebo tukové tkdné (ASC - adipose stem cells). Pravé ziskdvani kmenovych bunék

z tukové tkané vyhovuje pozadavku co nejmensi invazivity [5].

Za diferenciaci kmenovych bunék do bunék urcitych tkani jsou zodpovédné podminky a sti-
muly, kterym jsou bunky v téle pfirozené vystavovdny. Napodobenim téchto podminek in

vitro Ize kmenové buiiky rovnéz k diferenciaci pfimét.

1.1 Prehled soucasného stavu

Tkanové inZenyrstvi je mozné aplikovat, mimo jiné, i v piipadé ndhrad cév, které se obvykle
skladaji ze tif vrstev: tunica intima, tunica media a tunica adventitia [6]. Nejtenci vrstvou je
tunica intima, ktera je tvorena jedinou vrstvou endotelovych bunék. Pod témito buiikami se
nachdzi fibroelastickd pojivova tkan, kterd endotelovym buiikdm zajist'uje flexibilitu a stabi-
litu [7]. Naopak nejsilnéjsi vrstvou je tunica media, kterd obsahuje prevazné bunky hladké
svaloviny (VSMC - vascular smooth muscle cells), mezi nimi a kolem nich probihaji ko-
lagenni a elastickd vldkna. Posledni, od stfedu cévy nejvzdalenéjsi vrstvou, je tunica adventi-
tia. Ta je tvofena zejména kolagennimi a elastickymi vlakny, kterd na povrchu cévy vytvareji
sita uchycuji cévu k okolnim tkdnim [6]. Tato struktura tkdné je u tepen a u Zil podobna,
v pfipadé zil byva tunica media tenc¢i kvili niz§imu krevnimu tlaku v Zilach a tunica intima
obsahuje u nékterych Zil chlopné pro zajisténi toku krve jednim smérem. Nejmensi cévy, ka-
pilary, struturu tfi popsanych vrstev nemaji. Jsou tvoreny tubuldrni strukturou endotelovych

bun€k obklopenou pericyty, které jsou analogii VSMC ve vétsich cévach [8].

Pro stimulaci diferenciace kmenovych bunék in vitro mohou byt vyuZity rizné stimuly, které
napodobuji pisobeni na buriky in vivo, pfi¢emz tyto stimuly mohou byt chemické i mecha-
nické. Na zdkladé téchto stimull se pak z kmenovych bunék stavaji specializované burky
dané tkdné. Z mezenchymalnich kmenovych bunék se tak mohou vyvijet, mimo jiné, bunky
kosti, chrupavek nebo svalii. Diferenciace kmenovych bunék do bunék hladké svaloviny
(SMC - smooth muscle cells) ma Siroky potencial vyuziti, naptiklad pfi vyrobé umélych
cév [9]. VSMC se fyziologicky podileji na regulaci cirkulace krve tak, Ze zajist'uji kontrakci
a relaxaci cév [8]. SMC mohou mit dva fenotypy, které mohou stiidat: kontraktilni a proli-
ferativni, tato flexibilita je pro SMC nezbytnd, aby se vyrovnaly riznym podminkam [10].
Ve zdravych dospélych cévéch se nachazeji VSMC kontraktilniho fenotypu, takovéto buriky
se hojné nemnoZi (neproliferuji) a jsou charakterizovany markery [8] a svou funkci [11].
Funkce SMC zahrnuji kontraktilitu a vytvareni extraceluldrni matrix (ECM), kterd bunky ob-

klopuje a chrani. ECM je komplexni struktura sloZend z mnoZstvi proteintl a ostatnich latek
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produkovanych samotnymi butikami a je, mimo jiné, také diileZitym faktorem ristu a pfilna-
vosti bun€k [12]. Kontraktilni aparat vSech svalu je tvofen zejména dvéma typy vldken: tlus-
tymi (myozinovymi) a tenkymi (aktinovymi). Prave interakce mezi aktinem a myozinem vede

ke klouzavému pohybu mezi obéma typy vldken, coz ma za nésledek kontrakci svalu [13].

Markery VSMC mohou byt rozdéleny na rané, stfednédobé a pozdni podle jejich vyskytu
béhem embryondlniho vyvoje. Mezi rané markery patifi SM o-aktin, myocardin a SM22-a.
Nejcasnéjsi marker VSMC diferenciace je SM a-aktin, ktery se spolu s ostatnimi formami
aktinu (3 a y) nachazi v tenkych vldknech VSMC, mnoZstvi a-aktinu ve VSMC vSak nad
ostatnimi formami prevlada. o-aktin jako marker VSMC neni piili§ specificky a jeho pii-
tomnost, pokud je jediny marker, diferenciaci smérem k SMC jesté nedokazuje. Myocardin
je koaktivator transkripce faktord sérové odpovédi, které se zapojuji, mimo jiné, do regu-
lace bunécného cyklu. Ovliviiuje také expresi nékterych dalSich markert a pro diferenciaci
smérem k VSMC je nezbytny. SM22-a je protein, ktery se podili na kontrakci hladké svalo-
viny bez pfitomnosti vapnikovych iontl, se podili na usporadani cytoskeletonu VSMC. Dile

usnadnuje usporaddni aktinovych vldken a zajist'uje kontraktilni fenotyp VSMC [8].

Stfednédobé markery VSMC zahrnuji h-caldesmon a calponin. Caldesmon je protein, ktery
je spolecné s tropomyozinem diilezitym cinitelem tlumeni kontrakce svalu v pfitomnosti va-
penatych kationtd [8], svoji vazbou na aktin omezuje schopnost aktinu interagovat s my-
ozinem a zpusobit tak kontrakci svalu [13]. Caldesmon se vyskytuje ve dvou formach: cal-
desmon s vysokou molekuldrni hmotnosti (h-caldesmon) a s nizkou molekuldrni hmotnosti (I-
caldesmon). Narozdil od I-caldesmonu se h-caldesmon vyskytuje pouze v buiikdch hladké
svaloviny. Podobné jako caldesmon se na aktin vdZe také calponin a reguluje tak kontrakci

svalu, vyskytuje se ve tfech izoformdch, z nichz se calponin 1 specificky nachazi v SMC [8].

Do skupiny pozdnich markert VSMC se fadi desmin, MHC (myosin heavy chain) a smo-
othelin [8]. Desmin je protein, ktery spolu s vimentinem tvoii hlavni slozky sité stiednich
vldken (jeden z cytoskeletdlnich systému) hladkého svalu. Nedostatek desminu vede k po-
Skozeni kontraktilni funkce SMC [14]. MHC je protein, ktery je hnaci silou kontrakce hladké
svaloviny [15], vyskytuje se v nékolika izoforméch, z nichZ formy 1 a 2 se vyskytuji speci-
ficky v tlustych vldknech plné diferencovanych VSMC [8]. Smoothelin je protein, ktery se
vyskytuje pouze v plné diferencovanych SMC kontraktilniho fenotypu [10], vyskytuje se ve

dvou izoforméch, z nichz forma B se vyskytuje pouze ve VSMC [8].

VSMC kontraktilniho fenotypu dale produkuji elastin a kolagen, hlavné typu I, III a IV, které
hraji roli pfi zaji$t ovani mechanické integrity cév a mohou rovnéz slouzit jako nespecifické

markery diferenciace do bunék hladké svaloviny [16].
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1.1.1 Diferenciace kmenovych bunék smérem k bunikkam hladké svaloviny

Diferenciace kmenovych bunék do SMC je komplikovany proces, ktery zahrnuje mnoho fak-
torti. V rdmci studie [11] z roku 2009 byl zkoumdn vliv urcitych latek rozpusténych v kulti-
vaénim médiu na diferenciaci kmenovych bunék ziskanych z tukové tkdné do bunék hladké
svaloviny, pfi¢emz byly hodnoceny markery calponin, caldesmon, MHC a kontraktilita bu-
nék. Pro tento dcel byly jako rozpus§téné latky pouzity angiotenzin II, sphyngosilphosphoryl-
cholin (SPC) a transformujici ristovy faktor 31 (TGF(1) a buiiky byly v médiich uchovany
po dobu ti{ tydnt. Kontraktilita bunék po uplynuti této doby byla hodnocena pomoci aplikace
KCl na buriky, pficemZ vyrazny narast kontraktility byl zaznamendn jen u bunék, které byly
v médiu obsahujicim SPC nebo TGFf1.

Na diferenciaci kmenovych bun€k maji rovnéz velky vliv mechanické stimuly, kterym jsou
buriky v téle prirozené vystavovany. Mechanické namahdni in vitro miiZe mit rizné podoby, je
vSak snaha napodobit fyziologické podminky bunék v t€le. VSMC jsou pfirozené vystaveny
cyklickému mechanickému namahani zpisobenym pulzatilnim proudénim krve. In vitro mo-
hou byt buiikky namédhany riznymi zptisoby, mezi néZ patii ekviaxidlni a uniaxidlni namahani.
V piipadé ekviaxidlniho jsou buiiky zatiZeny rovnomérné, to znamend, Ze namahéni ptisobi
ve vSech smérech stejné [17]. To lze realizovat napriklad membréinou, ktera zCasti uprostred
lezi na podpéte kruhového tvaru. V tomto piipadé€ je zménami tlaku v prostorach pod mem-
branou zajisténo uniformni namahdni bunék, které jsou umistény uprostied membrany. Tento
princip pouZziva napiiklad komercné dostupny systém Flexcell (Flexcell International Corpo-
ration) [18]. Uniaxidlni (jednoosé) naméhani 1épe napodobuje mechanické zatizeni, kterému
jsou VSMC v téle vystaveny. V tomto pripadé pusobi namahani jen podél jedné osy a buriky
jsou tak zatizeny jen v jednom sméru. Jednoosé namdhani lze realizovat napriklad nataho-
vanim membrany, kdy je jeji jeden konec pevné uchycen [17]. V nasledujicich studiich jsou

popsany vlivy riznych namédhani kmenovych bunék na jejich diferenciaci.

Ve studii [19] z roku 2004 byly pro experimenty vyuzity BMSC a tyto bunky byly pro po-
rovnani vystaveny jak uniaxidlnimu tak ekviaxidlnimu cyklickému namdhani. Pro ekviaxi-
alni naméhani byl pouZit komercni systém Flexcell TensionPlus, pfi experimentu byly burniky
naneseny na silikonové membrany potaZené kolagenem I nebo elastinem a pro napodobeni
fyziologickych podminek bylo aplikovdno 10% prodlouzeni s frekvenci 1 Hz. Pro porov-
nani se statickou kulturou byly na stejny typ membran naneseny buiiky a byly umistény do
stejného inkubdtoru. V pripadé jednoosého naméhani bylo zafizeni pro potieby experimentu
vytvoreno na miru a buiiky byly umistény na silikonovou membranu. Buriky byly vystaveny
rovnéz 10% prodlouzeni s frekvenci 1 Hz a pro porovnéni byla vytvotfena statickd kultura

obdobné, jako pfi ekviaxidlnim namédhani. Po jednom dni doSlo v pfipadé ekviaxidlniho na-

13



mahani ke sniZeni exprese a-aktinu a SM22q, zatimco pfi uniaxidlnim namdhéni se exprese
téchto markerd prechodné zvysila, nez se bunky preorientovaly podle sméru namdhani, kdy

se opét snizila na ptivodni hladinu.

Vliv jednoosého naméhéni na ASC je popsén také ve studii [20] z roku 2007. Ucelem bylo
zjistit uCinek TGFS1 samostatné a v kombinaci s jednoosym cyklickym namédhanim na mor-
fologii, proliferaci a diferenciaci ASC. Pfi experimentu byly buiniky stimulovany 10% pro-
dlouzenim s frekvenci 1 Hz po dobu 7 dnd. Bylo zjisténo, Ze mechanické namahani sniZilo
proliferaci bun€k a zptsobilo zarovnani bunék, coZ bylo zji§téno jiZ po jednom dni stimulace.
Jednoosé namdhéni v kombinaci s TGFB1 zplisobovalo expresi markertd hladké svaloviny (a-

aktin a calponin).

Cilem studie [21] z roku 2008 bylo zjistit vliv amplitudy prodlouZeni a poctu cykli na dife-
renciaci BMSC. Pro tento ucel byl vyroben pfistroj pro jednoosé namahéni bunék zaloZeny
na krokovém motoru. Pro experiment bylo nastavena amplituda namahéni 5-15 % s frekvenci
1 Hz. Experiment trval jen dvé hodiny a po této dobé se buriky jesté diferencovat nezacaly,

nicméné bylo zjiSténo, Ze buniky maji tendenci zarovnat se podle sméru naméahéni.

Cilem studie [22] z roku 2009 bylo zjistit vliv cyklického namédhdn{ na proliferaci a uspofa-
dani aktinovych vldken BMSC a jejich diferenciaci do bunék hladké svaloviny. Pro cyklické
jednoosé namdhéni bylo pro tento experiment vyrobeno zafizeni schopné pracovat uvnitf in-
kubdtoru a zajist' ovat namahani 0-25 % s frekvenci 1-3 Hz. Buniky byly vystaveny namahani
s riznou délkou trvani (1, 2 a 4 hodiny) a riznou amplitudou (5 %, 10 % a 15 %). Pocétek
diferenciace bunék byl pozorovén jiZ po dvou hodindch od zacatku stimulace. Aplikované
namahani zptsobilo zvyseni exprese o-aktinu oproti kontrolnimu vzorku, u kterého nebyla

exprese a-aktinu zpozorovana.

Vyvojem zafizeni pro mechanickou stimulaci bunék se rovnéz se zabyvala studie [23] z ro-
ku 2013, v rdmci které byl navrzen prfistroj pro cyklické jednoosé naméhani bun€k pfi sou-
c¢asném snimdani obrazu kamerou. V tomto zafizeni jsou builky umistény na tenkou PDMS
(polydimethylsiloxanovou) membranu a byl zkoumén vliv naméhani na zménu morfologie

namahanych buné¢k, experimentiim ale nebyly podrobeny kmenové buriky.

V roce 2015 byla publikovéna studie [24], pfi niZ byl sledovan vliv cyklického mechanického
namdhani na diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék do VSMC. Pii experimentu
byly buiiky vystaveny dvoustupfiovému nebo jednostupfiovému namdhéni. V piipadé jed-
nostupnového byly buriky po 24 hodin vystaveny jednoosému 10% natahovani pfi rdznych
frekvencich (0,1 Hz, 0,5 Hz a 1 Hz), dile byl jeden vzorek uchovan ve statickych podmin-
kach jako kontrola. Pfi dvoustupniové stimulaci byly buniky vystaveny stejnému namdhani

s tim, Ze byly po sobé pouzity frekvence 0,1 Hz a 1 Hz (prvnich 24 hodin byly namahény
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s frekvenci 0,1 Hz nebo 1 Hz a dalSich 24 hodin 1 Hz nebo 0,1 Hz). Mnozstvi markert
hladké svaloviny (hodnoceny byly a-aktin, MHC a calponin) bylo nejvyssi pro vzorek stimu-
lovany frekvenci 1 Hz. Se vzrustajici frekvenci se také ménila orientace bunék, rostl jejich
thel natoceni vzhledem k ose namdhani, aZ na 90°, coz odpovida jejich fyziologické orientaci

v cévach.

Dynamickou stimulaci ASC se rovnéz zabyvala studie [25] z roku 2016. V ni autofi hodnotili
vliv jednoosého naméhani s riznym poctem deformacnich cykli nasledovanych dobou bez
namahdani na morfologii ASC. Pro tento tcel bylo v rdmci studie vytvofeno zafizeni schopné
pracovat v inkubdtoru a aplikovat prodlouZeni az 25 % s frekvenci 1-3 Hz a volitelnym po-
¢tem cykll. Pro experiment bylo zvoleno 10% prodlouzeni s frekvenci 1 Hz a tfi rizné pocty
cykld, 5000, 10000 a 15000 a kontrolni skupina, ve které buiiky nebyly mechanickému nama-
hani vystaveny. Data byla ziskdna pfed zahdjenim stimulace, okamZité po ukonceni stimulace
a 24 hodin po ukonceni stimulace, béhem kterych nebyly buriky vystaveny Zadnému nama-
hani. Hodnocena byla délka a Sifka bunék a jejich orientace (thel natoceni). Bylo zjiSténo
Ze s rostoucim poctem cykld naméhani se zvétSoval thel natoceni bunék, ktery se pohyboval
mezi 60 a 70 stupni. Natoceni bunék vznika jako odpoveéd’ cytoskeletu na cyklické nama-
hani, kdy cytoskeleton zméni tvar tak, aby se pfi namahani co nejméné deformoval. Buiky
po cyklickém naméhani byly ve srovndni se stavem pfed namdhdnim delSi a tencf a to jak

bezprostfedné po ukonceni stimulace, tak i po 24 hodinach.

V ramci studie [26] z roku 2016 bylo vytvofeno zafizeni pro namdhani Zivych bunék za
ucelem studia bunéénych mechanoreceptord, nicméné toto zafizeni namahalo buiky radialné
a studie nebyla zaméfena na stimulaci kmenovych bun€k. Obdobné bylo také v praci z roku
2012 [27] vytvoreno zafizeni pro jednoosé naméahdni bunck, predmétem sledovani ale opét
nebyly kmenové buriky.

Cilem studie [28] z roku 2016 bylo vytvofit zafizeni pro namahani bunék s nasledujicimi
parametry: deformacni pomér 1-20 %, volitelné frekvence 0,1-10 Hz, volitelnd doba trvani
stimulace a kompatibilita s prostfedim inkubatoru (100% vlhkost a teplota 37 °C). Vytvo-
fené zafizeni zajiSt' uje jednoosé namdhéni vzorku umisténého na PDMS membanu, pficemz
membrana je pro zajisténi stdlého prostiedi po celou dobu experimentu ponofena v médiu.
Zatizeni bylo zaloZeno na krokovém motoru a fizeno mikrokontrolérem Atmel ATmega 328P.
Na zarizeni byly také provedeny dva experimenty s burikami, avS§ak jen pro demonstraci bio-
kompatibility zafizeni. Pro experimenty nebyly vyuZity kmenové buiiky a nebyl zkouman

vliv nastaveni zafizeni na jejich diferenciaci.

V uvedenych publikacich bylo k mechanické stimulaci kmenovych bunék k diferenciaci do

bunék hladké svaloviny nejcastéji vyuzivano namahani 10% prodlouZenim s frekvenci 1 Hz.
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1.1.2 Komerc¢ni zarizeni

K dispozici jsou také nékteré komercni systémy uréené piimo pro mechanickou stimulaci
kmenovych bunék. Kromé vySe uvedeného zatizeni Flexcell, ktery umoZznuje ekviaxidlni na-
mahdni jsou to také pristroje umoZziujici namdhani jednoosé. Jednim z nich je systém STREX
Cell Stretching System, zobrazeny na Obrazku 1.1. Toto zafizeni umozZiuje natahovani kul-
tivacni komory s butikami v jednom sméru s 64 riznymi vzory namédhani. Systém poskytuje
rizné poméry prodlouzeni 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 a 20 %, a rizné scénare namahani: cyklické
namahani (tvar sinus) o volitelné periodé 10, 15, 30 nebo 60 cykli za minutu, kontinudlni méd
(obdélnikovy tvar) s volitelnou periodou 1, 10 a 20 cykld za minutu a méd pii némz je komora
nataZena na nastavené prodlouZeni a toto prodlouZeni je udrZeno po celou dobu experimentu.
Zaftizeni se 1i$i podle velikosti kultivaénich komor, pro které je lze vyuZit. K dispozici jsou
pro kultiva¢ni komoru o 4 cm? (oznaceni zafizeni STB-10-04), do kterého je moZno umistit
a7 8 komor a 10 cm? (STB-10-10), do kterého je moZné umistit aZ 6 komor. Nevyhodou to-
hoto zafizeni je, Ze nelze bunky sledovat online pod svételnym mikroskopem a tedy sledovat

zmény, které se ve vzorku odehravaji [29].

Obrazek 1.1: STREX Cell Stretching System. Prevzato z [30].
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Strex také vyrdbi systémy, které je mozné pripevnit na mikroskop (Microscope-Mountable
Stretching System), zafizeni je zachyceno na Obrazku 1.2. Tento systém poskytuje rovnéz
jednoosé prodlouZeni a je kompatibilni s komorami o velikosti 1 nebo 4 cm?, pfi¢emz do
systému muze byt upevnéna jen jedna komora. Tento systém, stejné jako predchozi, umoz-
fiuje nastaveni azZ 64 vzort namahani [31]. Pfi experimentu neni kultivatni komora ni¢im

zakryta a hrozi tak kontaminace vzorku.

Obrazek 1.2: Strex zafizeni pripevnitelné na mikroskop. Pfevzato z [32].

Dals$im systémem je ShellPa Mechanical Cell Strain Instrument (As One International) [33],
ktery umoziuje rovnéz jednoosé namahani s volitelnymi paramtery: 1-120 cykld za minutu
s prodlouzenim 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15 a 20 %. Systém umoznuje soucasné upevnéni az Sesti
kultivaénich komor, pricemz cely pristroj je prekryt castecné prithlednym vikem. Nevyhodou
tohoto zafizeni je, Ze pro sledovani bunék pod mikroskopem musi byt komory z pfistroje

vyjmuty. Zaftizeni je zobrazeno na Obréazku 1.3.

Obrazek 1.3: ShellPa Mechanical Cell Strain Instrument. Pfevzato z [34].
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Sledovani bunék online pod mikroskopem naopak nabizi pfistroj Cell Stretcher CS-10 Se-
ries [35]. Zarizeni je fizené pomoci programu v pocitaci a umoziuje jednoosé namahani, a to
jak natahovani tak kompresi. K dispozici nicméné nejsou uidaje o nastaveni pfistroje (nastavi-
telné prodlouZeni, frekvence) a neni do pfistroje mozné umistit kultivacni komoru s médiem.
Vzorky je mozné umistit pouze na PDMS membranu a upnout do pfistroje, coZ je pro expe-

rimenty s kmenovymi burikami nevhodné. Pfistroj je zachycen na Obrazku 1.4.

Obrazek 1.4: Cell Stretcher CS-10 Series. Prevzato z [36].
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1.2 Cile prace

Cilem prace je vytvorit zafizeni, které by kombinovalo vlastnosti jednotlivych komer¢nich
zafizeni, tedy kromé zajiSténi idedlni teploty, vlhkosti a tlaku hlavné jednoosé namdhani
kmenovych bunék s nastavitelnou frekvenci a amplitudou namédhani. Dale musi byt zajis-
téno sterilni prostfedi pro rist bunék, soucasti systému tak musi byt sterilizovatelné a musi
byt zamezeno moznosti kontaminace v priibéhu kultivace. Cely proces musi byt také mozné
sledovat metodou live imaging, ktera spociva v periodickém snimédni bunécné kultury v Case.
Vsechny tyto poZadavky pfimo nespliiuje Zddné z uvedenych komercnich zafizeni. Pravde-
podobné by bylo moZné zkombinovat néktery z komercnich systému s vlastnim feSenim,
avSak z hlediska finan¢niho i dal§iho vyuZiti je vyhodné&jsi vytvorit systém novy zaloZeny na
stdvajicim vybaveni laboratoti FBMI CVUT v Praze a FGU AV CR v.v.i.

Pro realizaci systému je tfeba splnit ndsledujici dil¢i ukoly:

* Modifikovat komeréné ziskany linedrni posuv s krokovym motorem tak, aby na néj
mohla byt umisténa kultiva¢ni komora, kterd bude v priibéhu stimulace sledovana své-

telnym mikroskopem.

* Navrhnout a vyrobit kryt komory, ktery zabrani kontaminaci v pribéhu dynamické

kultivace.

* Vytvorit systém pro jednoosé namahani, ktery se bude sklddat z driveru pro ovladani
krokového motoru, fidici jednotky (Arduino UNO), softwaru pro komunikaci Arduina
s motorem a uZivatelského prostfedi, kde bude mozné nastavit poZadované parametry

amplitudy (pomérného prodlouZeni) a frekvence namahéni.

* Ovéfit jednotlivé komponenty pfi kratkodobych experimentech (nezdvadnost pro buriky,
stabilita systému pii podmindch kultivace, manipulace se systémem, apod.) a v pfipadé

potieby optimalizovat systém na zdakladé primarnich vysledkd.

* Dynamicky stimulovat bunky pfi dlouhodobych experimentech a na zdkladé nasledné
analyzy urcit, zda buniky diferencuji smérem k buiikdm hladké svaloviny a porovnat

vysledky se statickou kulturou.
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2 Metody

Vytvofeny systém pro mechanické namahéni bunék se skldd4 ze dvou hlavnich ¢asti, z ¢asti,
ktera vytvaii mechanicky pohyb, a Casti, kterd jej fidi. Mechanicky pohyb je vytvaren pomoci
linedrniho posuvu se servomotorem ES-M32309 (Leadshine Technology, Cina), jenz je ovli-
dan pomoci driveru motoru Leadshine ES-D508 (Leadshine Technology, Cina). Pii stimulaci
jsou buniky v klutivacni komote, kterd je upnutd do systému a zaroven opatiena krytem pro za-
mezeni kontaminace. Cely systém lze umistit do snimaciho zafizeni v inkubdtoru a pribézné
porizovat snimky stimulované kultury. Hlavnim ovlddacim prvkem je Arduino UNO (Atmel,
CA, USA), které prostfednictvim driveru fidi ¢innost motoru. Arduino, a tedy i celé zafizeni,
je déle ovladédno uzivatelem pomoci uZivatelského rozhrani v pocitaci. Software pro Arduino

byl vytvoren v jazyce wiring, uZivatelské rozhrani pak v jazyce RapidQ.

2.1 Linearni posuv

Hlavni ¢asti, kterd zprostfedkovava vlastni mechanicky pohyb je linedrni posuv, jehoZ sou-
¢asti je motor. Zafizeni funguje tak, Ze motor toci zavitovou ty¢i, na které je jezdec. Jezdec je
zaroven v posuvu upevnén tak, aby se nemohl oticet, ¢imZ je zajiStén pouze linedrni pohyb.
Pro ucely navrhu dild pro uchyceni kultivaéni komory k posuvu byl v prostiedi Autodesk

Inventor nejprve vytvoren model posuvu véetné motoru, ktery je zobrazen na Obrazku 2.1.

Obrazek 2.1: Linearni posuv s krokovym motorem. Obrazek: autor

Ve své findlni podobé je zafizeni vybaveno servomotorem, piredchozi ndvrhy ale pocitaly
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s motorem krokovym. Pro zafizeni byl nejprve pouZit krokovy motor Microcon SX16-0402LA-
120, jiz pt1 zkuSebnim provozu zafizeni pii pokojové teploté vSak dochazelo k prehiivani mo-
toru, a to i bez zaté€ze (bez upnuté kultivacni komory). Z tohoto diivodu byl pivodni motor
nahrazen jinym (57HS5417-22B20-5500 Leadshine Technology, Cina), u kterého bylo mensi
riziko prehiivani.

U krokového motoru hrozi nebezpeci ,,preskoceni* kroki, které by mélo za nasledek zménu
nastaveného pomérného prodlouZeni a stimulace by tak probihala s jinymi neZ nastavenymi
parametry. Z tohoto diivodu byl krokovy motor nahrazen servomotorem, ktery pomoci zpétné

vazby polohu kontroluje.

2.1.1 Uchyty kultivaéni komory

Pro upnuti kultivaéni komory do zafizeni byly navrZeny a ndsledné vyrobeny uchyty, které
byly v nékolika krocich postupné optimalizovany. Pro pfipevnéni komory bylo zapotiebi vy-
robit dva uchyty, staticky a pohyblivy, ktery je pfipevnén k jezdci, a jeho pohyb tak zpro-
sttedkovava natahovani kultivaéni komory. V prvnim kroku byly navrZzeny tchyty tak, aby
byla moZnost pozorovat buniky v kultivaéni komofe pod mikroskopem, komora tak méla byt
umisténa nad dchyty. Pfi ndvrhu tohoto feSeni bylo pfedpokldddno, Ze bude kryt kultivacni
komory vyroben ze silikonu, bude pfi stimulaci umistén pfimo na komote a bude s ni i na-
tahovan. NavrZené tchyty pro toto feSeni jsou i s upevnénou kultivaéni komorou zobrazeny
na Obrazku 2.2 a zputsob jejich upevnéni v modelu zafizeni je zachycen na Obrazku 2.3.
Vykresy tchytl jsou zahrnuty v priloze pod oznacenim DP_01 a DP_02.

(a) Staticky uchyt kultivacni komory (b) Pohyblivy dchyt kultivaéni komory

Obrazek 2.2: Pivodni feSeni dchytl kultivaéni komory. Obrazky: autor
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Obrazek 2.3: Upevnéni ptivodnich tchyti komory k posuvu. Obrazek: autor

ProtoZe byl kryt kutivacni komory nakonec vyfeSen jinak, neZ bylo zpocatku predpoklddano,
ukdzalo se toto feSeni jako nevhodné. Z tohoto diivodu byly navrZzeny a vytvoreny uchyty
tak, aby mohl kryt kultiva¢ni komory byt volné poloZeny vedle posuvu, pricemz zptsob pfi-
pevnéni uchytd k posuvu ztstal zachovan. Navrh tchytt pro findlni feSeni je zobrazen na
Obrazku 2.4 a jejich vykresy jsou s oznacenim DP_03 a DP_04 priloZeny k této praci. Pfi-
pevnéni uchytl k posuvu, véetné upnuté kultivaéni komory, je zobrazeno na Obrazku 2.5.

(a) Staticky tchyt kultivacni komory (b) Pohyblivy tchyt kultivacni komory

Obrézek 2.4: Findlni feseni tchyti kultivacni komory. Obrazky: autor
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Obrazek 2.5: Upevnéni findlnich tchytid komory k posuvu. Obrazek: autor

Uchyty kultivaéni komory byly vyrobeny pomoci 3D tisku z materidlu ABS (akrylonitrilbuta-
dienstyren), ktery je mechanicky odolny a netoxicky pro buniky (a¢ nepfichdzi bezprostfedné
do kontaktu s buiikami, potencidlné je moZna kontaminace pfi manipulaci s celym zafizenim).
Uchyty jsou k posuvu pfipevnény pomoci §roubti M4 M3 a, v piipadé statického tchytu, po-
moci nerezovych matic v drazkach posuvu. Kryt s kultivacni komorou je k tichytim upevnén

pomoci nerezovych ty¢inek o priméru 3 mm.

Navrzeny systém tchytl nabizi variabilitu z hlediska poctu kultivovanych komor: pridinim
dalSich dchytd z druhé strany posuvu lze kultivovat dvé komory, rozsifenim dchytt pak az
Ctyfi komory (pficemz Zivé lze snimat pouze jednu komoru). Navrh rozsifenych tchyti je

zobrazen na Obrdzku 2.6, vykres je obsazen v pfiloze s ozna¢enim DP_05 a DP_06.

(a) Staticky dchyt (b) Pohyblivy tchyt

Obrazek 2.6: Rozsitené tchyty kultivacni komory. Obrazky: autor
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2.2 Kultiva¢ni komora a kryt kultivacni komory

Vytvorené zafizeni je navrzeno pro pouZiti s transparentni kultivacni komorou Strex (Strex Inc.,
Japonsko), konkrétng typem STB-CH-04 s efektivni plochou pro nasazeni bunék 4 cm?. Ko-
moru lze také pouZit v kombinaci s mikroskopem, diky tenké membrané (100-200 pm ), na
kterou se buiiky nasazuji. Komora je urcena pro jednoosé namahani s pomérnym prodlouze-
nim 1-20 %. Vysokd ohebnost a zachovani stejnych vlastnosti i béhem dlouhodobého me-
chanického namdhani jsou zajistény diky materialu, ze kterého je komora vyrobena, PDMS.
Tento materidl je vSak vysoce vodoodpudivy, kvili cemuZz nedochdzi k pfilnuti bunék k po-

vrchu membrany a pied nasazenim bunék tak musi dojit k upravé povrchu[37].

Pred ndvrhem krytu kultivacni komory byl v programu Autodesk Inventor vytvofen model
pouzivané kultivaéni komory, aby byla zajiSt€éna kompatibilita mezi komorou a krytem. Mo-

del kultiva¢ni komory je zobrazen na Obrazku 2.7.

Obrazek 2.7: Model kultivacni komory. Obrazek: autor
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Prvni ndvrh krytu komory (na Obrdzku 2.8) predpoklddal jako vyrobni materidl pro kryt
silikon, ktery se jevil jako vhodny z diivodu své pruznosti, transparentnosti, netoxicnosti
a teplotni stability. Tento ndvrh pfedpoklddal, Ze kryt bude umistén pfimo na komote a bude

natahovan spolu s komorou. Vykres krytu je obsaZen v piiloze s oznacenim DP_10.

(a) Pohled na kryt zeshora (b) Pohled na kryt zespoda

Obrazek 2.8: Ndvrh krytu kultivacni komory. Obrazky: autor

Aby mohl byt kryt vyroben, bylo nutné navrhnout a vyrobit formu, kterou by bylo mozné
silikonem vylit. NavrZend forma méla tfi ¢asti (na Obrazku 2.9, v pfilohdch vykresy DP_07,
DP_08 a DP_09), které mély po obvodu otvory pro seSroubovéni a ve svrchnim dle formy
byly navic dva otvory pro vstiiknut{ silikonu.

(a) Spodni dil formy (b) Prostfedni dil formy (c) Svrchni dil formy

Obrazek 2.9: Pivodni navrh formy krytu kultivacni komory. Obrazky: autor
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Oproti ptivodnimu piedpokladu se ukdzalo, Ze bez poruseni silikonového krytu jej neni mozné
z formy vyjmout. Proto bylo navrZeno a vytvoreno ndhradni feseni v podobé krytu z prihled-
ného polykarbondtu, pro které neni potieba forma. I toto feSeni bylo nejprve navrzeno v pro-
stredi Autodesk Inventor a ndsledné vyrobeno, ndvrh je zobrazen na Obrazku 2.10. Vykresy
krytu, s ozna¢enim DP_11, DP_12, DP_13 a DP_14 jsou zahrnuty jako ptilohy préice.

Obréazek 2.10: Navrh krytu z polykarbonétu. Obrizek: autor

Ve své findlni podobé se kryt skladd ze dvou upravenych polykarbonatovych desek, které jsou
nad sebou upevnény pomoci distancnich sloupki a nerezovych Sroubti M4. Do prostoru mezi
obéma deskami je pak mozné vlozit kultivacni komoru. Oproti piivodnimu feSeni, kdy mél
byt silikonovy kryt natahovén spolu s kultivani komorou, nedochdzi u této varianty krytu
k jeho pohybu a zména délky kultivacni komory je umoZnéna diky drdZkdm ve svrchni desce

krytu, kudy prochdzi nerezové tyCinky, na nichzZ je komora upnuta.

2.3 Ovladani motoru

Ovladani krokového motoru je, jak bylo jizZ zminéno vySe, feSeno v nékolika drovnich. Pfimo
k motoru je pfipojeny driver, jehoZ Cinnost je fizena Arduinem, které je ovladano uZivatelem
prostfednictvim uZivatelského rozhrani v pocitaci.

Servomotor je ovladan driverem Leadshine ES-D508, pomoci néhoz 1ze nastavit proud pro-
chdzejici motorem a pocet mikrokrokd na jednu otaCku. V systému je nastaveno 6400 mi-

krokrokli na otdcku, vzhledem k tomu, Ze s timto nastavenim pocitd program nahrany na

Arduinu, je pro sprdvnou funkci systému nutné tento pocet zachovat.
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Driver ma konektory pro pfipojeni civek motoru (A+, A-, B+, B-), konektory pro napa-
jeni (+Vdc, GND), a konektory pro privedeni fidicich signdlu PUL +/-, DIR +/-, OPTO +/-
a ENA +/-, + konektory jsou pfipojeny na GND Arduina a - konektory jsou zapojeny do niZe
uvedenych pini Arduina. Pro napdjeni systému bylo pouzito napdjeci napéti 24 V a proud

motorem byl nastaven na 1,9 A.

V piipadé krokového motoru byl pouzit driver Leadshine DM422C, jehoZ ovladani, vCetné

programu nahraném na Arduinu, bylo stejné jako u driveru pro servomotor.

2.3.1 Arduino UNO

Arduino UNO je vyvojovd platforma zaloZend na procesoru ATmega 328P. Soucésti desky
je 6 analogovych a 16 digitalnich pinti, pin 5 V a dva piny GND. K pocitaci se Arduino
pfipojuje pomoci rozhrani USB, pfes které miize byt Arduino napdjeno, hlavné je ale mozné

nahrét na desku program, ktery m4 vykondvat.

Pro Arduino byl v jazyce wiring vytvoren program (Stretch.ino) pro ovladani pfipojeného dri-
veru, ktery na néj byl nasledné nahrén. Konektory PUL-, DIR-, OPTO a ENA- jsou pfipojeny
na Arduino nésledujicim zpisobem: konektor ENA- je pfipojen na digitdlni pin 12, OPTO je
pripojen na pin 5 V, PUL- na digitdlni pin 3 a DIR- na digitalni pin 2. Toto zapojeni je tfeba
zachovat, protoZe v programu nahraném na Arduinu je ménéna napét ova uroven pro fizeni

motoru jen na uvedenych pinech a pokud by bylo zapojeni jiné, zatizeni by nefungovalo.

Na digitélnich pinech Arduina mohou byt dvé napét’ové urovné: high (odpovidd 5 V) alow (od-
povidd 0 V). Pinem DIR- je fizen smér otdCeni, zdroven ale zdleZ{ na tom, jak jsou zapojeny
civky motoru. Na digitdlnim pinu 3 (PUL-) je vytvédfen pulzni signdl, ktery urCuje rychlost
toCeni motoru: jeden pulz odpovidd jednomu mikrokroku.

Pro sbér snimkili z mikroskopu v pribéhu stimulace byl vyuZit jiz existujici systém, zalo-
Zeny rovnéZ na platformé Arduino. Pro synchronizaci mezi obéma zafizenimi je z Ardiuna,
které ovlada snimani, vysildn signél, na zakladé kterého Arduino ovladajici posuv stimulaci
zastavi ve vychozi poloze, aby mohl byt snimek vytvoien. Po ukonceni snimani se stimu-
lace opét spusti s jiZ nastavenymi parametry. Diky tomuto je splnén poZadavek na metodu
live imaging. Arduina jsou mezi sebou propojena a toto propojeni je galvanicky oddéleno
optoclenem 4N35, jak je zndzornéno na schématu na Obrazku 2.11. Celé zapojeni je realizo-
vano pomoci univerzalni desky plosného spoje, kterd je pomoci pind pfipevnéna na Arduino,
které ovladd posuv. Deska musi byt na Arduinu umisténa tak, aby byl vystup z opto¢lenu (na
Obrazku 2.11 oznacen UOUT) zapojen do pinu AO Arduina, zdroj VCC2 na pinu 5V a uzem-
néni GND2 na pinu GND Arduina. Zdroj VCC1 a uzemnéni GND1 jsou na desce realizoviny
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dvéma piny, na které 1ze pomoci kabliku pfivést poZadovany fidici signdl.

VCC1
N,
7
VCC2
N,
e

oK1 —C ]

1 g UouT
g
2 4

4N35

L

GND1 GND2

Obrazek 2.11: Schéma zapojeni optoclenu. Obrazek: autor

Po pfipojeni Arduina k pocitaci se vytvori virtudlni sériovy port, pies ktery muze probihat
komunikace mezi poc¢itaCem a Arduinem. Kromé toho, Ze 1ze prostiednictvim tohoto spo-
jeni nahrat na Arduino program, jak bylo zminéno vyse, Ize prostfednictvim sériového portu
také posilat Arduinu informace, pomoci kterych Ize nahrany program fidit, ¢ehoZ vyuziva
vytvorené uzivatelské rozhrani. Kvili ovladani Arduina pres uZivatelské rozhrani je nutné,

aby bylo Arduino po celou dobu ¢innosti zafizeni pfipojeno k pocitaci.

Program se skldda ze dvou Casti: Cast pro nastaveni (setup) a smycka. Cely program se spousti
od zacatku pfti pripojeni Arduina k napdjeni, ale také pfi otevieni sériového portu. Zatimco
setup probéhne po dobu béhu programu jen jednou na zacatku, smycka se stdle opakuje.
V casti setup jsou definovdny parametry sériového pienosu a nastaveny piny jako vystupni
nebo vstupni. Ve smycce jsou pak definovany tkony pro ovladani driveru a tedy celého sys-

tému.

Program umoziuje dva médy ovladdni motoru, jejichz vysledkem je jednordzovy pohyb nebo
cyklicky pohyb. Jednordzovy pohyb je uren pro nastaveni pocatecni polohy jezdce posuvu,
tak aby do zafizeni mohla byt upnuta kultivaéni komora. Volitelnymi parametry jednorazo-
vého posunuti jsou vzdalenost a smér. Cyklicky pohyb je urcen pro vlastni stimulaci bunék
a jeho volitelnymi parametry jsou pocet cykli za minutu a pomérné prodlouZent, které je vzta-

Zeno k pouzité kultivacni komore (délka komirky je 2 cm). Jednotlivé parametry pro ovladani
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motoru jsou uZivatelem nastavovany pomoci uZivatelského rozhrani a pres sériovy port se
toto nastaveni prendsi do Arduina. V programu Arduina je vytvofena sériova udalost (Serial
Event), kterd zajist' uje reakci Arduina pfi zméné na sériovém portu. Pokud nastane sériova
udélost, Arduino dokon¢i aktudlni Cinnost (napt. cyklus) a poté provede instrukce, které jsou
zapsany v sériové uddlosti. Z uZivatelského rozhrani jsou posildny informace o nastavent sti-
mulace jako znaky, které se nacitaji v sériové udalosti. Na zaklad¢ prijatych znakl program

Arduina rozhoduje, jakd ¢innost a s jakymi parametry bude vykonéna.

Defaultné neni v programu Arduina nastaven Zadny mdéd Cinnosti a po pripojeni k pocitaci
tak musi nastaveni vZdy provést uZivatel. Pokud dojde k odpojeni Arduina od pocitace nebo
uzavieni sériového portu, musi po opétovném piipojeni a otevieni sériového portu uZivatel

rovnéZ provést nové nastaveni systému.
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2.4 Uzivatelské rozhrani

Uzivatelské rozhrani bylo vytvofeno v jazyce RapidQ a lze jej bez jakékoli instalace spustit
pomoci priloZzeného spustitelného souboru Stretch.exe. V okné se nésledné otevie program,
ktery ma tfi hlavni ¢asti: nastaveni sériového portu, nastaveni cyklického namahani (vlastni
stimulace) a nastaveni jednordzového posunu. Jednotlivé ¢asti programu jsou pro prehlednost
opticky oddé€leny linkami. UZivatelské rozhrani je v anglickém jazyce a jeho nahled v defaut-

nim nastaveni je zobrazen na Obrazku 2.12.

;
7 Stretch =B8] R

Stop

Single Move

Obrazek 2.12: Uzivatelské rozhrani. Obrazek: autor

Prvnim krokem pro nastaveni systému je otevieni sériového portu. Nésledné je mozné, v pfi-
padé nutnosti, nastavit pocatecni polohu jezdce posuvu tak, aby pfi upnuti kultivacni komory
do zafizeni nebyla komora nijak deformovand. Poté jiZ lze nastavit samotné parametry sti-

mulace a stimulaci spustit.

2.4.1 Nastaveni sériového portu

sV 2

Prvni ¢asti, kterou je nutné nastavit vzdy, je nastaveni sériového portu (¢dst COM Port settings).
Pro sprdvné nastaveni je nutné nejprve zjistit, na jakém sériovém portu se Arduino hlési, coz
1ze provést napiiklad pies Spravce zafizeni, napf. ve Windows 7: Tento pocita— Vlastnosti—
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Spréavce zafizeni — Porty (COM a LPT) — Arduino Uno (COM3). Sériovy port je oznacen
COM a cislem, napfiklad COM3 jako v uvedeném priklad€. Ve stejném nastaveni 1ze rovnéz

¢islo portu zménit.

Cast nastaven{ sériového portu se skldd4 ze tif prvka: rozbalovaciho menu pro vybér pozado-
vaného portu, tlacitek pro otevieni nebo uzavieni portu a LED indikétora stavu portu. Dokud
port neni otevieny, sviti Cervend LED pod nédpisem ,,COM Port Closed*. Pro jakoukoli séri-

ovou komunikaci je nutné napted sériovy port oteviit.

Pro otevieni sériového portu je nejprve tfeba nastavit prisluSny sériovy port, na kterém se
hlasi Arduino. Pro toto nastaveni je urceno rolovaci menu s ndzvem ,,COM Port*, kde lze
zvolit jednu z celkem deviti moZnosti: COM1 az COM9. Po vybrani poZzadovaného portu
jej 1ze pomoci tlacitka s napisem ,,OPEN* otevfit. Pokud se vybrany port nepodafi otevrit,
zobrazi se v novém okné chybové hlasent, které na tuto skuteCnost upozoriuje, ndhled tohoto
hlasenti je zobrazen na Obrazku 2.13. Tato situace mtize nastat napiiklad v pripad¢, Ze uzivatel
nevybere spravny sériovy port, na kterém se Arduino hlasi. Pokud je port vybran spravné, je
mozné, Ze je port jiZ otevieny jinym programem a v tomto piipad¢ je nutné jej nejprve v tomto

programu uzavfit.

{ N
COM port error l&J

Selected COM port is not available.

L

Obrazek 2.13: Chybové hlaSeni pfi otevirdni sériového portu. Obrazek: autor

Pokud se port v porddku otevfit podafi, rozsviti se pod napisem ,,COM Port Opened* zelena
indika¢ni LED a zdroven zhasne Cervend LED pod népisem ,,COM Port Closed*. Kliknutim
na tlacitko ,,CLOSE* dojde k uzavieni sériového portu, coz je opét indikovano rozsvicenim
cervené LED a zhasnutim zelené. Pokud je port otevieny a uZivatel rozbali rolovaci menu
a znovu vybere z nabidky néktery z portii (véetné puvodné otevieného), dojde rovnéz k uza-
vieni portu, a to okamZit€ po vybrdni z menu. Pro v§echna dalsi nastaveni je nutné, aby byl

sériovy port otevieny.

Otevieni sériového portu vyvold hardwarovy reset Arduina, ktery zptisobi start nahraného
programu od zacatku. To znamend, Ze pokud Arduino vykonava néjakou ¢innost, v okamziku
otevieni sériového portu tuto Cinnost prerusi a ddle pokracuje od zacatku programu, ktery ma

nahrany. Pokud tedy uZivatel nastavi napriklad cyklické namdhéni a nésledné uzavie a opét
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otevie sériovy port, dojde k preruseni aktudlni Cinnosti zafizeni okamzité. Z této skuteCnosti
vyplyva, Ze se zafizeni mlize zastavit napiiklad v poloviné cyklu namahani, tedy v misté, kdy
je kultivacni komora napnutd. Pokud by v této situaci uzivatel znovu nastavil cyklické nama-
hani, dojde k dal§imu nataZeni komory, coz zplisobi nejen nespravnou stimulaci, ale mohlo
by dojit az k pretrzeni komory. Z tohoto divodu je vhodné, aby se uzivatel popsané situ-
ace vyvaroval, popiipadé pred opétovnym spusténim stimulace zkontroloval polohu komory

a v pripadé nutnosti ji upravil.

Pokud je sériovy port otevieny, miiZze nastat situace, kdy je nasledné Arduino odpojeno od
pocitace, at’ uz jej odpojil sdm uzivatel nebo k tomuto dojde z jinych pficin. V takovém pii-
padé ke zhasnuti zelené a rozsviceni cervené LED automaticky nedojde, pfestoZe je spojeni
preruseno. Aby byla automaticky po odpojeni ptisluSna dioda zapnuta nebo vypnuta, musel
by program neustale kontrolovat pfipojeni Arduina, coZ by jakoukoli dal$i komunikaci pres
sériovy port znemoZnilo a nebylo by mozné zafizeni ovlddat. V pfipadé€, Ze k opojeni Ar-
duina dojde, dozvi se o tom uZivatel az kdyZ se pokusi nastavit parametry pomoci jednoho
ze tif tlacitek v Castech ,,Cyclic stretching® a ,,Single move*. V takové situaci se pak zobrazi
chybové hlasent, které na preruseni pfipojeni upozoriuje, zaroven dojde k uzavieni sériového
portu a v ¢asti ,,COM port settings* ke zhasnuti nebo rozsviceni pfislusSnych LED. Chybové

hlaSeni je zobrazeno na Obrazku 2.14.

g B
Connection error l&]

Device is not connected!

A

Obrazek 2.14: Chybové hldSeni o odpojeném zarizeni. Obrazek: autor

2.4.2 Nastaveni cyklického namahani

Druhou ¢asti uzivatelského rozhrani je nastaveni parametrii stimulace bunék, oznacend jako
,,Cyclic stretching®. Pro toto nastaveni slouzi dvé rozbalovaci menu a dvé tladitka, soucasti
je také indikacni zelend LED. Prvnim rozbalovacim menu, s ndzvem ,,Stretch ratio*, se na-
stavuje pomérné prodlouZeni vztaZzené k délce prostoru pro burniky v komore, 2 cm. Na vybér
jsou moznosti 2,5 %, 5 %, 7,5 %, 10 %, 12,5 %, 15 %, 17,5 % a 20 %, pticemz hodnota 10 %
je nastavena defaultné. Pomoci druhého rozbalovaciho menu, oznaceného ,,Frequency (cycles

per minute)* je mozné nastavit frekvenci stimulace jako pocet cykli za minutu. K dispozici
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je devét predvoleb: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 a 60 cyklii za minutu a pfedvolena je moZnost
10 cykld za minutu.

Po vybéru parametrd stimulace je mozné tyto parametry nastavit prostfednictvim tlacitka
,Stretch®. Pokud pfed nastavenim parametrti cyklického namdhani nedoslo k otevieni séri-
ového portu, otevie se v novém okné chybové hlaSeni (na Obrazku 2.15), které uZivatele

k otevfeni sériového portu vyzyva.

' B’
Connection error I\éj

COM port not opened! Open COM port first!

L

Obrazek 2.15: Chybové hldSeni pfi uzavieném sériovém portu. Obrazek: autor

Pokud je sériovy port otevieny, parametry stimulace se nastavi a rozsviti se zelend LED
s oznacenim ,,Stretching®, kterd indikuje, Ze stimulace probihd. V pfipadé¢, Ze probihd sti-
mulace a uZivatel znovu zmédckne tlacitko ,,Stretch®, opét se v novém okné zobrazi chybové

hlaSeni, které je zachyceno na Obrizku 2.16.

p
Setting error '_F&

Stretching was already set!

L

Obrazek 2.16: Chybové hlaseni v pfipad¢€ opakovaného nastaveni stimulace. Obrazek: autor

Pro nastaveni jinych parametrt cyklického namdhéni je zapotfebi nejprve to soucasné nasta-
vené zastavit, proceZ je urené tlacitko s ndpisem ,,Stop*. Po jeho zmacknuti dojde jesté k do-
konceni zapocatého cyklu, dalsi cyklus se vSak jiZ nespusti a zafizeni zGstane v klidu. Rovnéz
po zmacknuti tlacitka zhasne po dokonceni cyklu LED indikujici stimulaci. Pfed zmacknutim
tlacitka ,,Stop* musi byt, stejné jako v pfedchozim piipadé, sériovy port otevieny, v opacném
pripadé dojde k zobrazeni stejného chybového hlasenti, jako je na Obrazku 2.15. V pfipadé, Ze
uzivatel zmackne tlacitko ,,Stop* pred spusténim cyklického namahani, zobrazi se chybové
hlaSeni, jako je na Obrazku 2.17.
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e A
Setting error u&

Stretching was not set yet!

.

Obrazek 2.17: Chybové hlaseni pfi zmacknuti tlacitka ,,Stop* pred spusténim namédhani. Ob-
razek: autor

Pfipojeni Arduina k pocitaci je kontrolovano pii kazdém zmacknuti obou uvedenych tlacitek.
Pokud po uspéSném otevieni sériového portu dojde z jakékoli priiny k odpojeni Arduina
a uzivatel jedno z tlacitek zmackne, zobrazi se chybové hlaSeni, které je jiZ zobrazeno na
Obrazku 2.14, pficemz mezi zmacknutim tlacitka a zobrazenim tohoto hldseni je prodleva
12 sekund. To je zptsobeno tim, Ze pokud je Arduino pfipojeno k pocitaci a probiha stimu-
lace, je pfed novym nastavenim vZdy napred dokoncen cyklus tak, aby k zastaveni jezdce
posuvu doslo vZdy ve vychozi poloze. Nejnizsi nastavitelnd frekvence stimulace je pétkrat za
minutu, ¢emuZ odpovidd pravé 12 sekund na jeden cyklus. Pokud by byla prodleva mensi,
mohlo by se zobrazit chybové hlaseni 1 v pfipadé, Ze by Arduino ve skuteCnosti stdle k poci-

taci pripojeno bylo.

2.4.3 Jednorazovy posun

Treti a posledni ¢asti uzivatelského rozhrani je nastaveni jednordzového posunu, ktery je
uren pro nastaveni pocatecni polohy tak, aby mohla byt do zafizeni upnuta kultivacni ko-
mora. Toto nastaveni je tak tfeba provést pred zahdjenim samotné stimulace. Stejné€ jako u na-
staveni cyklického namédhani Ize také v této Casti nastavit pomoci rozbalovaciho menu dva
parametry. Prvnim z nich je vzdélenost jednordzového posunu v milimetrech, s ozna¢enim
,Distance (mm)*“. V menu je mozné vybrat z péti moznosti: 0,1 mm, 0,2 mm, 0,5 mm, 1 mm
a 2 mm, pficemz prednastavena je hodnota 0,1 mm. V druhém rozbalovacim menu s ndzvem

,Direction® je mozné zvolit smér posunu. K dispozici jsou dvé moZznosti, ,,Forward* a ,,Back-

ward®, tedy dopfedu a dozadu. Smér posunu tim vSak neni jednoznacné urcen, protoze je

zaroven zdavisly na uspotradani zapojeni civek motoru.

Pro poslani parametrii jednorazového posunu do Arduina a tedy nastaveni zafizeni slouZi
tlacitko s ndpisem ,,Single Move*. Pro umoZnéni pfenosu musi opét pred timto nastavenim

dojit k otevieni sériového portu. Pokud port otevieny neni, zobrazi se v novém okné chybové
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hlaSeni, stejné jako tomu bylo v pfipadé cyklického namédhéni (na Obrdzku 2.15). Obdobné
také dochazi pri kazdém zmdacknuti tohoto tlacitka ke kontrole pfipojeni Arduina k pocitaci

a pokud Arduino pfipojeno neni, ndsleduji stejné akce jako je popsano vyse.

V piipadé, Ze v okamziku zmdacknuti tlacitka ,,Single move* probiha stimulace, opét se v no-
vém okné otevie chybové hlaseni (na Obrazku 2.18), které uzivatele vyzyvd, aby napred

stimulaci ukond¢il.

' N
Setting error ld_bj

Cyclic stretching in progress! Stop stretching first!

L

Obrazek 2.18: Chybové hldSeni vyzyvajici k ukoncéeni stimulace. Obrazek: autor

2.5 Bunécné experimenty

Bunécné experimenty probéhly pii ovéfeni vytvoreného systému a pro zjiSténi optimdlnich
parametrd stimulace. Prii kratkodobych experimentech, které trvaly jeden den, byla ovéfena
funk¢nost systému a jeho nezdvadnost pro buné¢nou kulturu. Pfi dlouhodobych experimen-
tech, které trvaly tfi az Ctyfi dny, byl zjiSt ovan vliv nastaveni systému na diferenciaci bunék

smérem k bunikdm hladké svaloviny.

Veskeré materidly pouZité pro stavbu systému a prichazejici do styku s buiikami jsou sterili-
zovatelné a netoxické pro buriky, coz bylo ovéfeno pfi prvnich kratkodobych experimentech.
Sterilizace komor, celého krytu vcetné Sroubi, distancnich sloupkd a tchytovych tyCinek
byla provedena v parnim sterilizatoru (Tuttnauer, 2840 EL-D), néstroje pro sestaveni krytu

a vsazeni komory byly sterilizované v 96% ethanolu.

Pro kratkodobé i dlouhodobé experimenty byly pouzity praseéi mezenchymdlni kmenové
buiiky izolované z tuku (piivod: vlastni izolace na AV CR v.v.i.), které byly staticky namno-
zeny v rastovém médiu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) s ptfidavkem 10%
fetalniho séra a gentamycinu o koncentraci 40 pg/ml po dobu cca 7 dni, kdy byly zpasdzo-
vany. Kultivacni médium DMEM z vyroby obsahuje fenolftalein, ktery reaguje na okyseleni
média oxidem uhli¢itym zménou barvy do Zluta az oranZova z ptivodni rizové a je tak in-
dikdtorem metabolismu bunék. Prvni pasidZ byla ndsledné kultivovdna po dobu 5-7 dni do

nasledujici pasdZe. Pro experimenty byla pouzita druhd bunécné pasaz.
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Vzhledem k pfirozené nizké adhezi bunék na silikon bylo nutné dno komory fyzikélné-
chemicky upravit. ZvySeni smécivosti materidlu bylo dosaZzeno pomoci oplazmeni povrchu za
pritomnosti kysliku (15 min, Diener Zepto V6), pro integraci bunék k silikonu byla nasledné
nanesena fibrinova vrstva o velikosti nékolika um. Bez tohoto by butiky na dno komory nead-
herovaly, ndsledkem cehoZ by nebyly mechanicky namahdny, prestoZe by komora natahovédna

byla.

ASC byly z kultivacnich lahvi izolovdny pomoci enzymu trypsinu a centrifugace (5 minut,
300G). Buniky byly jak do statické, tak dynamické komory nasazeny v relativné husté nasadé
100 tis. bunék/cm?, &fmZ byla zkrdcena doba proliferace a brzy tak nastala diferenciace kme-
novych bunék smérem k bunikdm hladké svaloviny. Tato ndsada byla dodrZena pro vSechny

experimenty stejna.

Pro diferenciaci bunék v obou typech komor bylo pouzZitino médium DMEM pro hladky sval,

kdy ptidavky do média byly nasledujici:
* 10% fetalni sérum

* 40 ug/ml gentamycin

50 ug/ml kyselina askorbova

5 ng/ml TGFj31

2,5 ng/ml BMP4 (Bone morphogenetic protein 4 - kostni morfogeneticky protein 4)

Pro dynamickou komoru o kultivaéni plose 4 cm? byly pouZity 2 ml média. Statick4 kontrola
byla nasazena do 12jamkové kultiva¢ni desky (TPP, Trasadingen, Svycarsko), kdy plocha
jedné jamky je cca 3,5 cm?, objem média byl pak 1,75 ml.

Do sloZeného krytu byla po nasazeni bunék umisténa kultivaéni komora a nasldené upnuta do
systému. Po pfipojeni driveru na zdroj napéti (24 V) a pripojeni Arduina k pocitaci pomoci
rozhrani USB jiZ bylo mozné ovladat systém pouze pomoci uZivatelského rozhrani. Staticka

kultura byla umisténa rovnéZ v inkubdtoru.

Pfi dlouhodobych experimentech byly nastavovany parametry stimulace (frekvence a po-
mérného prodlouzeni) s cilem zjistit optimalni nastaveni pro diferenciaci kmenovych bunék
smérem k bunikdm hladké svaloviny. Pro experimenty byly na zdkladé analyzy dostupné lite-
ratury vybrany nasledujici parametry: pomérné prodlouzeni 5 %, 10 %, 20 % a frekvence 15,
30 a 60 cykld za minutu [19, 21, 22, 24, 25]. Planovano bylo otestovat v§echny kombinace
uvedenych parametrti, av§ak vybér musel byt ziZen kviili problémlim s kultivacnimi komo-

rami. Béhem stimualce byla bunécna kultura pravidelné¢ snimana a pokud bylo ze snimku
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patrné, Ze doslo k odumfeni bunék, byla stimulace ukoncena. Vzhledem k nedostatku kulti-
vacnich komor byla v takovém piipadé komora vyciSténa (hypertonicky a hypotonicky roztok

NaCl, fedéné Savo) a po sterilizaci pouZita znovu pro novou nasadu bunék.

Po urcité dobé (pfi dlouhodobych experimentech se jednalo o 3-4 dni) bylo vyjmuto dife-
renciani médium a bunky z dynamické i statické kultury byly zafixovany ve 4% roztoku
paraformaldehydu v pufrovaném fyziologickém roztoku. Po fixaci byly provdadény nasledu-
jici analyzy (konkrétni vybér analyz zavisel na experimentu, v§echny analyzy byly provedeny
pouze u pozitivnich vysledki viditelnych na svételném mikroskopu s fazovym kontrastem):
odhad poc¢tu bunék v dané kultufe, imunochemické barveni markerti: kolagen typu I (vSeo-
becny marker pro diferenciaci mj. do bunék hladké svaloviny), calponin 1 (specificky marker

diferenciace do hladké svaloviny), zobrazeni jader a cytoskeletu (barviva faloidin, Hoechst).
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3 Vysledky

V ramci diplomové prace byl jako jeden z vystupl navrZen a ovéien systém pro uniaxialni
namdhédni bunécné kultury. Systém se sklddad z linedrniho posuvu se servomotorem, plas-
tovych tchytd pro upnuti kultivaéni komory, polykarbonatového krytu komory a samotné
kultivacni komory. Systém je doplnén elektronikou pro ovladani (driver krokového motoru,
optické oddéleni, Arduino UNO) a softwarem pro komunikaci platformy Arduino s motorem

a uzivatelskym rozhranim.

Vyvoj systému probihal v nékolika krocich, kdy byla kazda komponenta ovérena pii krat-
kodobych experimentech (s buiikami i bez bun€k) z hlediska funk&nosti, vyuZitelnosti pro
buriky (zejména sterilnosti) a manipulace pfi experimentu. Na zdkladé problémi, které byly
zjistény béhem téchto experimentli doslo k nékterym tpravam systému, které jsou blize po-
psany v diskuzi. Vysledny optimalizovany systém spliluje pozadavky dané v zadani préce,
cozZ bylo ovéfeno dlouhodobymi experimenty. Kompletni systém umistény v inkubdtoru je

zobrazen na Obrazku 3.1.

Obrazek 3.1: Systém pro uniaxidlni namdhani bunék. Obrézek: autor
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Driver pro ovladani motoru spolu s Arduinem a pfipojenou deskou s optoclenem pro galva-

nické oddéleni je zobrazen na Obrazku 3.2.

Obrizek 3.2: Ridici jednotka systému. Obrazek: autor
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Uzivatelské rozhrani umoziuje nékolik nastaveni: nastaveni sériového portu, na kterém se
hlasi Arduino, provedeni jednorazového pohybu pro nastaveni optimalni vychozi polohy
jezdce posuvu pro upnuti kultivacni komory a ¢dst pro nastaveni parametrti stimulace a jeji
spusténi. UZivatelské rozhrani I1ze spustit bez instalace pomoci spustitelného souboru Stretch.exe.
Nahled programu pfi spusSténé stimulaci s nastavenim 10% prodlouZeni a 60 cykly za minutu

je zobrazen na Obrizku 3.3.

7 Stretch =NRCN X

COM Port settings

COM Part
COk Port
OFEM
COM7 ﬂ Clozed / Opened
CLOSE 0 O

Cyclic stretching

Stretch ratio Frequency [cycles per minute] Stretching

10% = 60 -0
Single move

Distance [mm) Direction

[0 ~| | Fonward ~| Single Move

Obrazek 3.3: Uzivatelské rozhrani. Obrazek: autor

3.1 Ovéreni systému

Ovéreni systému probihalo v nékolika fazich. Kazda navrZena a sestrojena komponenta byla
otestovdna pri kratkodobych experimentech bud’ s ndsadou bunék, nebo bez ni. Prvni pro-
béhlo ovéreni funkCnosti samotného systému v inkubdtoru bez bunék: prehifivani motoru
nejen Ze zkracuje jeho Zivotnost, ale navic prehfiva prostredi pro kultivaci bunék, coz vede
k apoptdze bunék a netspéSnosti experimentu. Pfi téchto experimentech byly ovéfeny i uchyty
komory na manipulaci, pevnost apod. Déle byla testovdna zejména netoxicnost pouZzitych ma-
teridll, technické feSeni celého systému, aby byla udrZena sterilnost prostfedi po celou dobu
kultivace, a manipulace se systémem a komorou. Po tspéSném ovéfeni pii téchto experi-
mentech bylo celé zafizeni vyuzito pro dlouhodobé experimenty pro diferenciaci kmenovych

bunék k hladké svaloviné.
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Pfi ovéfeni systému z hlediska jeho pifehfivani a ovliviiovani teploty v inkubétoru byla do
posuvu upnuta komora a nastavena frekvence stimulace 60 cyklii za minutu s pomérnym
prodlouzenim 10 %. Po dvou hodindch probihajici stimulace k ovlivnéni nastavené teploty
v inkubdtoru nedoslo a z tohoto dlivodu chlazeni soucasti systému neni. Umisténi systému

v inkubdtoru a popsané ovéreni je zobrazeno na Obrazku 3.4.

e

Obrazek 3.4: Ovéfeni systému v inkubdtoru. Fotografie: autor
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Pfi zkuSebnim provozu byly pro ovéfeni rovnéZ pofizeny snimky termokamerou, aby bylo
zjiSténo, jaka je teplota systému. Na Obrazku 3.5 je zobrazen snimek z termokamery po dvou

hodinach ¢innosti v inkubatoru.

Obrazek 3.5: Ovéreni: snimek z termokamery. Obrazek: autor

Pro ovéfeni systému z hlediska nezavadnosti prostfedi pro buriky a zajisténi vhodnych podmi-
nek byly byly nasazeny kmenové buiiky, které byly vystaveny namahéni nejprve s amplitudou
2,5 % s frekvenci 10 cyklti za minutu. Stimulace probihala po dobu 1 dne, béhem kterého byla
bunécnd kultura pravidelné zachycovdna pomoci mikroskopu a snimaciho zarizeni. Konfigu-
race systému v inkubdtoru byla zachovéna stejnd jako byla pfi predchozim ovéfeni systému.

Zakrytovana kultiva¢ni komora upnuta do systému je zobrazena na Obrazku 3.6.

Obrazek 3.6: Kultivani komora pfi experimentu. Obrazek: autor
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Na Obrédzku 3.7 je zobrazena bunécnd kultura bezprostfedné po nasazeni (a) a po dvou ho-
dindch stimulace (b). Zatimco bezprostfedné po nasazeni je patrné, Ze bunky jesté neadhe-
rovaly ke dnu kultiva¢ni komory, po dvou hodindch stimulace jiZ pfilnuti bunék patrné je.
Experimenty byly hodnoceny na zdkladé snimki ze svételného mikroskopu s fazovym kon-

trastem (live imaging).

(a) Kultura ihned po nasazeni (b) Kultura po dvou hodinéch stimulace

Obrazek 3.7: Snimky stimulované bunécné kultury. Obrazky: autor

Pro srovndni byla soucasné s kulturou vystavenou cyklickému naméhani nasazena staticka
kultura. Experiment byl po jednom dni ukonen a jeho vysledky jsou zobrazeny na Ob-
razku 3.8.

(a) Staticka kultura (b) Stimulovana kultura

Obréazek 3.8: Snimky statické a stimulované kultury po jednom dni. Obrazky: autor
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Béhem experimentu doslo v nékterych mistech dynamicky stimulované kultury nejspiSe k od-

umieni bunék, coz je zobrazeno na Obrazku 3.9.

Obrazek 3.9: Odumreni bun€k béhem stimulace. Obrazek: autor

Kratkodobé bunécné experimenty potvrdily, Ze systém je funkéni a po nezbytnych tpravach

kompatibilni se snimacim zatizenim.

3.2 Dlouhodobé experimenty

Pti dlouhodobych experimentech, jejichz cilem bylo zjistit optimalni nastaveni systému, byly
nastavovany stimulace s riiznymi kombinacemi frekvence a amplitudy namdhéni. Pfi expe-
rimentech bylo nastavovdno pomérné prodlouzeni 5 %, 10 % a 20 % a frekvence 15, 30
a 60 cykld za minutu. Z divodi uvedenych v diskuzi byly pouzity jen n¢které kombinace
paramtert, které jsou spolu s vysledky a provedenymi analyzami uvedeny v Tabulce 3.1,
pismenem G je v tabulce oznacena statickd kultura. Analyzy nebyly provedeny u vSech expe-
rimentli: pokud jiZ pfi vizudlnim hodnoceni snimkt bylo patrné, Ze nediferencuji, nebyly ana-
lyzy provedeny. Pro analyzy bylo pouZzito imunochamické barveni kolagenu 1 (v Tabulce 3.1
coll) calponinu 1 (v Tabulce 3.1 calpl) a zobrazeni cytoskeletu barvivem faloidin (v Ta-
bulce 3.1 fal) a jader barvivem Hoechst. Dédle byl urcen pocet bunék (v Tabulce 3.1 PB).
Pripady, kde nebyly analyzy provedeny nebo parametr nemda smysl (pfipad parametri stimu-

lace statické kultury), jsou v Tabulce 3.1 oznaceny znakem ,,-*.
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Nativni snimky ze svételného mikroskopu s fadzovym kontrastem potizené po skonceni expe-

rimentu (po 3-4 dnech) jsou zobrazeny na Obrazku 3.10.

(a) Vzorek A (b) Vzorek B (c) Vzorek C

(d) Vzorek D (e) Vzorek E (f) Vzorek F

(g) Vzorek G

Obrazek 3.10: Nativni snimky po ukonceni experimentu. Obrdzky: autor

Barveni cytoskeletu (Cervend barva) a jader (modré barva) je zachyceno na snimcich na Ob-

razku 3.11. Tato analyza byla provedena jen pro vzorek E a G.

(a) Vzorek E (b) Vzorek G

Obrazek 3.11: Zobrazeni cytoskeletu a jader. Obrazky: autor
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Na snimcich na Obréazku 3.12 je zobrazen extraceluldrni kolagen zelenou barvou. Barveni
kolagenu bylo provedeno jen v piipadé vzorki B, D, E a G, stejné jako v piipadé calponinu,

ktery je zobrazen na snimcich na Obrazku 3.13, rovnéz zelenou barvou.

(a) Vzorek B (b) Vzorek D

(c) Vzorek E (d) Vzorek G

Obrazek 3.12: Zobrazeni extraceluldrniho kolagenu. Obrazek: autor

(b) Vzorek D

(c) Vzorek E (d) Vzorek G

Obrazek 3.13: Zobrazeni calponinu. Obrazek: autor
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4 Diskuze

V rdmci prace byl vytvoren systém pro mechanické namahani bunék, ktery byl ovéfen pfi
kratkodobych experimentech bez bun€k i s buikami. Systém se sklada z linearniho posuvu se
servomotorem, kterym byl nahrazen ptivodni krokovy motor, driveru motoru, Arduina UNO
a uZivatelského rozhrani. V prvnim ndvrhu zafizeni byl pouZit mensi krokovy motor (Micro-
con SX16-0402LA-120), u kterého ale dochazelo k vyraznému prehfivani jiz pfi stimulaci
bez zatéze v pokojovych podminkach. Z tohoto divodu nebylo mozné vyuzit motor pro ex-
perimenty bez pfidavného chlazeni, které bylo pripraveno v podobé vodnich blokii. Pokud
by bylo chlazeni tfeba, byly by vodni bloky pfipevnény na motor a pomoci propojovacich
hadic a Cerpadla by byl vytvoren okruh pro vodni chlazeni. Dal§im feSenim, aniZ by bylo
nutné chlazeni vyuZit, bylo uZiti motoru s vét§im to¢ivym momentem, u kterého by nedoché-
zelo k nadmérnému ohhfivani. Pro tento ucel byl zvolen krokovy motor S7THS5417-22B20-
5500 (Leadshine Technology, Cina). Testovani ukdzalo, Ze nedochazi k pfehiivani motoru jak
pti pokojovych podminkach pii zatézi (natahovani kultivacni komory bez bun€k), tak v inku-
batoru pfi podminkdch 37 °C a 100% vlhkosti. U krokového motoru vSak hrozi preskoceni
krokt, ¢imz se vytvaii rozdil mezi nastavenymi otaCkami a otdCkami, které motor skutecné
vykond. V této aplikaci by tak mohlo dojit k tomu, Ze bude kultivaéni komora natahovana
s jinou amplitudou pomérného prodlouZeni, neZ jaka je uZivatelem nastavena. Z tohoto da-
vodu byl v konecné fazi krokovy motor nahrazen servomotorem ES-M32309 (Leadshine
Technology, Cina), u kterého riziko presko&eni kroki a tedy zmény polohy motoru nehrozi.
Vyménou motoru nedoslo k Zddné zméné v systému z hlediska jeho ovladéni, pouze bylo
nutné pouZit pro servomotor jiny driver (ES-D508, Leadshine Technology, Cina), neZ ktery

byl pouzit v piipadé krokového motoru (DM422C, Leadshine Technology, Cina).

Soudésti systému je také kryt kultivaCni komory pro zamezeni kontaminace bunécné kul-
tury. Pivodné mél byt kryt umistén na komofe a spolu s ni byt béhem stimualce natahovan,
proto prvni ndvrh pocital s tim, Ze bude vyroben ze silikonu diky jeho vhodnym vlastnos-
tem (pruznost, ohebnost, transparentnost), rovnézZ byla pro tuto variantu navrzena odlévaci
forma. Ndsledné bylo ale zjiSténo, Ze bez poruSeni krytu jej nelze z formy vyjmout a proto
bylo navrZeno nahradni feseni, kdy je kryt realizovan dvéma upravenymi deskami z prthled-

ného polykarbonatu. Tento kryt byl vyroben a byly s nim provedeny veskeré experimenty.

Pti ovéfeni byl pfi kratkodobych experimentech zjist' ovan vliv zafizeni na bunécnou kulturu,
kdy byly nasazeny bunky a po dobu jednoho dne vystaveny cyklickému namahdni, béhem
kterého byla kultura pravidelné snimana pomoci jiZ hotového snimaciho zafizeni. Z vysledka
je patrné, Ze se stimulované buriky diferencovaly, avSak v této fazi experimentli nebyla dife-

r