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ABSTRAKT

Mechanické vlastnosti fibrinovych geli pro dynamickou kultivaci kmenovych
bunék

Vyzvou pro moderni tkanové inZenyrstvi je uspéSna kultivace funkéni kostni
tkang. Pro takovou kultivaci je nutné vytvotit prostiedi, které bude spravné mechanicky
a vyzivove stimulovat kmenové buniky pii diferenciaci do osteogennich bunék. Jakozto
kultivacni prostfedi bylo navrzeno pouziti 3D scaffoldii tvofenych fibrinovymi gely.
Vyhodou zvoleni fibrinovych geli je moznost vysoké miry modulace parametrii
fibrinovych gelt a dale pfipravy autolognich gel ze séra pacienta. Pro tento ucel byla
vramci bakalaifské prace vytvofena aparatura uréend k pozorovani mechanickych
vlastnosti fibrinovych geld o riznych koncentracich jejich zakladnich slozek, fibrinogenu
a trombinu, zvlasteé pak jejich strukturniho modulu (Youngova modulu).

Klicova slova

Fibrinové gely, hydrogely, Youngiv modul, tlakova stimulace, osteoblasty, dynamicka
kultivace, tkanové inzenyrstvi



ABSTRACT

Mechanical properties of fibrin gels for the dynamic cultivation of stem cells

One of the current challenges of modern tissue engineering is a successful
cultivation of a functional bone tissue. For such a cultivation it is necessary to create an
environment that will mechanically stimulate and support stem cells to differentiate into
osteogenic cells. A 3D scaffold composed of fibrin gels was suggested as a cultivation
environment. Advantage of such an environment is a high possibility of modulation of
fibrin networks and an opportunity to prepare these gels from patient’s blood serum. For
this bachelor thesis a pressure stimulation device was created to study mechanical
properties of fibrin gels containing different concentrations of its primary components,
fibrinogen and thrombin, especially its Young’s modulus.

Keywords

Fibrin gels, hydrogels, Young’s modulus, pressure stimulation, osteoblasts, dynamic
cultivation, tissue engineering
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Seznam symbolu a zkratek

Seznam symbolii

Symbol Jednotka Vyznam

cr mg/ml Koncentrace fibrinogenu

Ct IU/ml Koncentrace trombinu

V: ml Pouzity objem zasobniho roztoku trombinu

Vs ml Pouzity objem zasobniho roztoku fibrinogenu
Vi,0 ml Objem destilované vody v gelu

Wagar 70 Hmotnostni procento agaru v pfipraveném gelu
Magar 9 Mnozstvi agaru v ptipraveném gelu

o torr Mechanické namahani

L m Délka

€ ne Strain. Podélna deformace. Bez rozmérna, pouziva se symbol veli¢iny
E Pa Youngtiv modul

Seznam zkratek

Zkratka  Vyznam
ABS Akrylonitrilbutadienstyren. Material pouzity pro tisk aparatury.
ASC Adipose stem cells. Kmenové buiiky odebrané z tukové tkané.
BIOCEV Biotechnologicky institut akademie véd.
4',6-diamidin-2-fenylindol. Fluorescenéni barvivo slouZici ke zviditelnéni
DAPI iy
bunécnych jader.
DMEM  Dulbeccova modifikace Eagle média (Dulbecc’s modified Eagle medium).
DPS Deska plosnych spoji.
HSC Hematopoietic stem cells. Hematopoetické kmenové buniky.
IU/mi International unit. Mezinarodni jednotka na mililitr.
MSC Mesenchymal stem cells. Mezenchymalni kmenové buiiky.
RIPA Radioimmunoprecipitation assay buffer. Cinidlo pouzivané pro rozklad proteini.
THT Through hole technology. Zptisob osazovani desek plosnych spojt souc¢astkami
s dratovymi vyvody.
YM Youngtiv modul.




1 Uvod

Kostni tkanové inzenyrstvi je rychle se rozvijejici odvétvi tkanového inzenyrstvi
zabyvajici se vytvofenim metod a postupi pro kultivaci tkané co nejvice se priblizujici
kostni tkani Cloveéka, a to zhlediska struktury, mechanickych vlastnosti a metod
formovani tkané. Pro kultivaci osteogennich bun€k a potazmo kostni tkdn¢ byla navrzena
metoda vyuzivajici jako kultivacni prostiedi 3D hydrogely tvofené fibrinem. Fibrinové
gely jsou 3D scaffoldy, polymery fibrinogenu a trombinu, které pfi kultivaci bunécné
tkan¢ slouzi jako mechanicka opora a biochemicka zésobérna zivin. Jednou z hlavnich
vyhod pouziti fibrinovych scaffoldi je jejich naturalita pro lidsky organismus,
biodegradabilita a moznost ptipravy autolognich gelli z pacientova séra, ¢imz lze piedejit
pfipadnym problémlm, které mohou nastat s pacientovym imunitnim systémem.

Tato bakalafskd prace vznika jako soucédst vyzkumu aplikace fibrinovych gelt
V kostnim tkanovém inzenyrstvi. Hlavni snahou této prace je stanovit mechanické
vlastnosti fibrinovych gel o riznych koncentracich, ve kterych se pii nasledné tlakové
stimulaci budou z nasazenych kmenovych bunék nejlépe diferenciovat osteogenni bunky
— osteoblasty. Prace je soucésti vyzkumu probihajiciho na Biotechnologickém tstavu
Akademie véd (BIOCEV), kde probihaji experimentéalni pokusy s kultivaci kostni tkané
Vv prostiedi fibrinovych gelt.



1.1 Prehled souc¢asného stavu

V dnesni dob¢ se upousti od ristu a manipulace kultivovanych bun¢k na 2D povrchu
z diivodu odlisného chovani bun€k oproti pfirozenému prostiedi a vice se upfednostiiuje
pouziti 3D bunécnych kultur rostoucich na scaffoldech. Provedené védecké studie
uvadéji, ze bunécné kultury kultivované na 3D prostiedi jsou v porovnani s 2D kulturami
ucinngjsi z hlediska diferenciacniho potencidlu bunék a z hlediska pfitomnosti vétSiho
mnozstvi osteogennich markert [1]. Scaffoldy pfipravené z riznych biomaterialtt mohou
slouzit k uskutecnéni mnoha procesii pti remodelaci lidské tkan€, jako je ptesun bunék a
kontrola proliferace a diferenciace [2]. 3D kultiva¢ni prostfedi také umoznuje lepsi
simulaci mechanickych, biologickych a biochemickych procesi probihajicich ve
skute¢nych tkanich.

Jako 3D kultivacni prostedi jsou ve tkanovém inzenyrstvi stidle vice vyuzivany
hydrogely. Hydrogely jsou vodou nasycené¢ polymerové sit¢ obsahujici vzajemné
propletené hydrofilni polymerové fetézce, které mohou byt naturalniho nebo syntetického
puvodu. Pro tkanové inzenyrstvi je pouziti hydrogeltt vyhodné diky jejich schopnosti
obklopit kultivované buiiky a umoznit pozorovani a zkoumani ve 3D prostiedi, podobné
jako v t¢le [3]. Dilezitou vlastnosti hydrogeld je také jejich schopnost dobie pienaset
mechanickou stimulaci na kultivované buriky [4]. Jednim z naturalnich hydrogeld je 3D
fibrinovy scaffold (fibrinovy gel). Fibrinové gely Se pfipravuji polymeraci fibrinogenu a
trombinu. Jejich uziti ve tkdnovém inzenyrstvi je slibné z vice hledisek. Tim prvnim je
predevsim moznost syntézy autolognich fibrinovych gelt z krevni plasmy pacienta a tim
se vyvarovat problémim vze$lym z imunitni reakce pacientova organismu. Druhym
hlediskem je velka mira modifikovatelnosti vlastnosti fibrinovych gelii a z toho plynouci
Sirokd moznost uplatnéni pii kultivaci vétStho mnozstvi typl ZivocisSnych tkani. Tteti
vyhodou je nezatéZovani organismu a nezaneseni kultivovanych bunék syntetickymi
latkami diky naturalit¢ a biodegradabilité¢ fibrinu. Fibrinovy scaffold o spravnych
parametrech by mél prostorové napodobovat prostfedi uvnitt kostni tkané, vytvaret
adhezi, stimulovat buiiky pro vytvofeni porovité struktury spongidézni kosti a nasledné
podporovat osteoblasty v produkci kolagenu [5].

StéZejnim bodem této prace je vytvoreni fibrinového gelu o mechanickych
vlastnostech odpovidajicich podminkam, ve kterych dochazi k vyvoji osteoblasti ve
spongiozni Casti kosti. Nekterymi z téchto mechanickych parametrii jsou podélna
deformace, tlak a elasticky modul.

Podélnd deformace (strain) je spolu s naméhanim parametr vznikajici plisobenim
vngjSich sil na objekt. Namahdni je vnitini sila, kterou se namdhany objekt brani
deformaci. Strain je bezrozmérna veli¢ina uddvajici hodnotu této deformace. Je definovan
jako pomér deformace na jednotku délky objektu pti aplikaci silového ptisobeni. Jelikoz
je hodnota podélné deformace vétSinou velmi mala, je V literatufe vétSinou uvadéna
Vv jednotkach micro-strain (ue) [6]. Elasticky modul je materialovy parametr udavajici
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schopnost objektu, na ktery je vyvolavdna vnéjsi sila, odolavat deformaci. Jednim
Z hlavnich typt elastického modulu je Younglv modul, ktery popisuje reakci télesa na
namahani pouze v jednom sméru. Timto smérem je bud'to natazeni (extenze), nebo
stazeni (komprese) a poskytuje informaci o tuhosti studovaného materialu. Jednotkou
Youngova modulu je typicky Pascal, v odborné literatute a v medicinské praxi se ovsem
Casto pouzivaji i dalsi jednotky tlaku, napiiklad centimetr vodniho sloupce nebo milimetr
rtuti (torr) [7].

Existuje nékolik metod pro méfeni Youngova modulu materialu. Pro vzorky malé
velikosti (bunky, nanomaterialy) je vhodné pouziti Hertzova modelu vyuZzivajiciho
mikroskop atomarnich sil. ZjednoduSené, Hertziv model funguje tak, ze predpoklada
nestlacitelnost studované buriky a nekonecnou stlacitelnost okolniho prostiedi. Na buniku
je vyvijena silova z4téz a pomoci velmi tenkého hrotu je vV jednom sméru snimana zména
polohy buniky v prostfedi. Hertziv model je limitovan svymi ptedpoklady — absolutnim
elastickym chovanim prostiedi, neinterakci mezi buiikou a jejim okolim a predpokladem,
ze veskera energie vyvinuta na bufiku je pfenesena. I pres své limitace poskytuje Hertziv
model spolehlivé urceni Youngova modulu pro velmi malé biologické vzorky [8] [9].

Dalsi metodou, kterd mlze byt také pouzita pro studium mechanickych vlastnosti
hydrogelt, je vyuziti tenkého hrotu o zvoleném priméru, ktery je piednastavenou
rychlosti vtlacovan do studovaného materialu. Métenym parametrem je doba, za kterou
je dosazeno nastaveného stlaeni, pfi dané rychlosti. Nevyhodou této metody je
pozadavek na vlastnéni nakladného pfistroje schopného piesné dodrzet stanovenou
rychlost a pracovat s precizné nastavenymi parametry.

Zkoumanim vlivu koncentrace fibrinogenu na Younglv modul fibrinovych gell se
zabyvala studie z roku 2002, a to pro koncentrace 4-14 mg/ml za konstantni koncentrace
trombinu. Vysledkem vyzkumu bylo zji§téni, Ze se pro dané¢ koncentrace fibrinogenu
Youngliv modul fibrinového gelu piiblizné linedrné zvySuje, ale nad hodnotou 14 mg/ml
uz nema zvySovani koncentrace fibrinogenu vliv na Youngliv modul vzniklé suspenze.
Maximalni Younglv modul pfi fibrinogenové koncentraci 14 mg/ml byl stanoven na
9995 Pa (£185) a pti 20% deformaci na 29600 Pa (+932) [10].

Modulaci tuhosti fibrinovych gelli v zavislosti na poméru fibrinogenu a trombinu se
zabyvala také studie z roku 2009. Zjisténd mechanicka tuhost se pohybuje mezi
hodnotami 0,058 kPa pro gely s niz$imi koncentracemi fibrinogenu/trombinu a 4 kPa pro
vysSi koncentrace, pfiCemz vétSi vliv na zvySovani mechanické tuhosti gelu nese
zvySovani koncentrace fibrinogenu. Studie také zjistila negativni vliv zvySujici se
koncentrace fibrinogenu na mnozstvi proliferovanych fibroblast, kdy byla nejvétsi
proliferace zjisténa pti koncentraci 5 mg/ml fibrinogenu a 2 IU/ml trombinu [11].

Pouziti fibrinovych geli jakoZto naturdlnich scaffoldi se jiz ve tkdniovém inZenyrstvi
nekolikrat uplatnilo. V roce 2009 se uspesné podarila kultivace srdecni chlopné z ov¢ich
srde¢nich bungk, coz podpoftilo vyuziti scaffoldu na bazi fibrinu [12]. V soucasné dobé
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se V klinické medicin€ pouzivaji fibrinové gely o vysokych koncentracich fibrinogenu a
trombinu jakozto hemostaticka lepidla, slouzici jako nahrada invazivnich stehid [13].

Kostni tkan je typ tvrdé tkané tvorici neelastickou ¢ast opérné soustavy ¢loveka a
slouzi jak k pevné mechanické opofe téla, tak k ochrané vnitinich organti. Pevnost kosti
spoc¢iva v mineralizaci mezibunécné hmoty. Mezibunécna hmota (extracelularni matrix)
je substanci slozenou z organické c&asti, hlavné z kolagenu typu 1. (az 95 %), a
anorganické ¢asti, slozené prevazné z fosforu a vapniku, tvorici krystaly hydroxylapatitu.
Hydroxylapatit krystalizuje na kolagenové struktute, ktera slouzi jako vyzivujici a opérné
prostiedi pro anorganické slozky kosti [14]. Osteoblasty jsou typ jednojadernych kostnich
bunck, které pii pifitomnosti ve vetSim poctu zajistuji tvorbu organické Casti
extracelularni kostni matrix, ptfedevs§im kolagenu I. typu. Osteoblasty pohlcené
V syntetizovaném matrix se méni na osteocyty a dale slouzi pro rozvod zivin v kostech,
coz z divodu mineralizované kostni matrix nelze provadét extracelularné. Zakonceni
dlouhych kosti se nazyva epifyza. Vnitiek epifyzy je tvofen spongidzni kosti (substantia
spongiosa), tato oblast se vyznacuje niz$i hustotou nez ma diafyza, ¢imz je tkan slabsi,
tramy jsou v dlouhych kostech (naptiklad v kosti stehenni) orientovany do sméru oblasti
vystavované vysoké mechanické zatézi. Diky trdmovému uspoiaddni vznika v epifyze
prostor pro kostni dien [15].

Existuje mnoho vyzkumd, které popisuji mechanické podminky uvnitt spongiozni
kosti. Tlak ve vnitini ¢asti epifyzy stehenni kosti se dle studie z roku 2001 bézn¢é pohybuje
v rozmezi 1600-4900 Pa [16]. Dle modelovych méteni mize pii fyzicky naro¢nych
aktivitach tento tlak dosahovat hodnot az 2 MPa [17]. Aplikace takto vysokého tlaku na
samotné kultivované burniky se ov§em nejevi jako realistickd simulace tlakt, kterym jsou
bunky in vivo vystavovany. Studie [18] tedy uvadi optimalni stimulaci kostni tkané pfi
tlakovych hodnotach 5-35 kPa, tato hodnota byla zjiSténa ze studii zamétujicich se na
tlaky, jimz je vystavena tibia ovce [18].

Pomoci méfidel podélnych deformaci byly zméfeny maximalni hodnoty deformaci
na holenni kosti. Pfi kompresi, ke které¢ dochazi pti bézné chuzi, byly tyto hodnoty
stanoveny na 400 pe [19]. Na bunécné tGrovni pii rizné naro¢nych fyzickych aktivitaich
nedochazi ke kompresnim deformacim kostnich bunék vys$Sim nez 1200 pe.
Laboratornimi méfenimi bylo pfitom zjiSténo, Ze osteoblasty zacinaji reagovat az na
deformace pohybujici se v hodnotach 6 000-30 000 pe. To naznauje existenci
mechanismu zesilujiciho bunéfnou deformaci pro zajisténi stimulace bunék [20].
Metodou kone¢nych prvkii byl na modelu stehenni kosti aproximovan intramedularni
elasticky modul v oblasti epifyzy u kolenniho kloubu. Zde se hodnoty pohybuji v rozmezi
0,10-0,45 GPa. Model ptedpoklada nehomogenni stavbu kosti, ¢imz se piiblizuje k realné
stavbe spongiozni kosti [21].
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Kmenové buiiky se déli na nékolik typt dle diferencniho potencialu. Pro tuto praci
jsou stézejni kmenové buniky multipotentniho typu. Tyto buniky jsou schopny
diferenciovat do vice druhti bun€k, pocet téchto druh je ovSem, na rozdil od
totipotentnich nebo pluripotentnich bun¢k, omezen. V kostni dfeni nachazime dva typy
multipotentnich kmenovych bun€k — hematopoetické a mesenchymalni. Hematopoetické
kmenové bunky (HSC) jsou krvetvorné buiky diferencujici se na zakladni krevni
elementy — erytrocyty, leukocyty a trombocyty. Mesenchymalni kmenové bunky (MSC)
se mohou diferenciovat na svalové buiikky (myocyty), tukové buiiky (adipocyty), buiiky
chrupavek (chondrocyty) a kostni bunky (osteoblasty) [22] [23]. Existuje n¢kolik mist
odebirani MSC. Invazivni metodou je odebirani ptimo z kostni dfené, neinvazivni a také
cenove dostupnéjsi zplisob je odebirani typoveé podobnych tukovych kmenovych bunék
(ASC) z tukové tkané pomoci liposukce.

Uspésnost tkafiové kultivace se da posoudit dle analyzy diferencia¢nich markert
ptitomnych v kultivovanych bunéénych kulturach. Hlavnim transkripénim faktorem
diferenciace mesenchymalnich kmenovych bun¢k do osteoblastl je faktor Runx2. Jeho
aktivaci pfechazi bunky do stadia vyvinu zvaného preosteoblasty. Nasleduje tiifazova
diferenciace, pficemz kazdd Cast je charakterizovana expresi jinych molekularnich
markerli. V prvni fazi probihd hlavné proliferace bunék, jejimiZ markery jsou napiiklad
fibronektin a osteopontin. Ve fazi druhé dochazi k diferenciaci a dozravani extracelularni
matrix bunék, hojné zastoupen je zde marker ALP. Ve tfeti fazi probihd mineralizace
bunécné tkang a v buiice se zacne ve vEtsi mife vyskytovat osteokalcin [24].
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1.2 Cile prace

Cilem bakalaiské prace je navrhnout metodiku méfeni mechanickych parametrti
fibrinovych gelti. Za timto uc¢elem je navrzena a vytvofena métici aparatura umoziujici
vizualni pozorovani vlivu tlakové stimulace na fibrinové gely. Na aparatufe je proméeieno
nekolik sad fibrinovych gelti o riznych koncentracich fibrinogenu a trombinu. Z vysledka
mechanického testovani je poté vybrano nékolik fibrinovych gelt, které jsou pouzity jako
3D scaffoldy pro bunééné experimenty s cilem diferenciace mezenchymalnich
kmenovych bun¢k do osteoblastli za dynamické stimulace. Na konci kultivacni doby je
vyhodnocen vliv koncentrace fibrinového gelu a mechanické tlakové stimulace na
diferenciaci kmenovych bunék do osteoblasti.
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2 Metody

2.1 Navrh upevnéni mérici Kkyvety a drziku pro
mikroskopickou kameru

Pro potfeby studia mechanickych parametrii fibrinovych geli byla navrZena
metoda, pii které je vizudlné snimano stlacovani hladiny fibrinovych geli. Pro tento tucel
byla navrzena specialni aparatura, ktera se sklada ze stojanu na kyvetu, vika na kyvetu,
drzédku digitdlniho mikroskopu a podstavce. Stojanek umoziuje hermeticky tésné
uchyceni spektrofotometrické kyvety s fibrinovym gelem pomoci vika. Do vnitiniho
prostiedi kyvety je stfednim otvorem vika ptivadéno tlakové zatizeni generované pomoci
stiikacky, ktera je propojena se stojankem infuznim setem a fitinkou Luer-lock vlepenou
do vika. Tésnost dale zajiStuje gumovy O-krouzek utésitujici rozhrani komory a vicka.
Dva drzaky byly navrhnuty dle rozméra digitalniho mikroskopu Plugable USB 2.0 USB
Microscope. Digitalni mikroskop je v drzacich ukotven pomoci Sroubd, které oba drzaky
utahuyji.

V prilohach této prace jsou umistény technické vykresy navrhnuté aparatury.

Obrazek 2.1: Navrh drzéku pro uchyceni digitalniho mikroskopu (vlevo) a drzak pro

spektrofotometrickou kyvetu a viko. Obrazek byl vytvotren v prostiedi Autodesk Inventor.
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2.2 Snimac aplikovaného tlaku

Pro snimani aktualnich hodnot aplikovaného tlaku bylo nutno navrhnout a vyrobit
desku plosnych spoji s tlakovym senzorem schopnym kontinudln¢ zaznamendvat
hodnotu tlaku. Bylo zvoleno pouziti piezoodporového tlakového senzoru MPX2050DP
(Freescale, TX, USA) sméfici oblasti 0-50 kPa (0-375 torr) poskytujici piesny,
kontinualni zaznam aktudlniho napéti. Senzor snima aktualni tlak ptivedeny trubici k jeho

vstupu a porovnava jej s referen¢nim tlakem.

Pro snimani napéti generovaného tlakovymi zménami na senzoru byl navrhnut
obvod vyuzivajici piistrojového zesilovace INA128 (Texas instruments, TX, USA). Pro
stabilizaci napajeciho napéti bylo zvoleno pouziti napétové reference REF102 (Texas
instruments, TX, USA) poskytujici stabilni napéti +10V, kterého je vyuzito pro zajisténi
napdjeni tlakového senzoru MPX2050DP. Navrh desky plosnych spoji byl vytvoten

Vv softwarovém prostfedi Autodesk Eagle.

NUAY > > >/§
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— — — —
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VOLT REF |
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2 vin s P+—% > vour+ |2
VOouT
3l remp i 6 QUTPUT
TRIM |~
—4 enD P _% 2 your L4 INA128
- (0]
REF102_DIL
| MPx2050DP
GND GND

Obrazek 2.2: Schéma zakladnich souc¢asti obvodu snimace aplikovaného tlaku. Schéma bylo

vytvofeno v softwarovém prostiedi Autodesk Eagle.
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2.3 LabVIEW aplikace tlakového snimace

Pro zobrazeni aktudlniho napéti ztlakového senzoru a nésledny pfevod na
skute¢nou hodnotu tlaku byla navrzena aplikace v softwarovém prostiedi LabVIEW.
Ptipojeni tlakového senzoru k aplikaci bylo realizovano pomoci pfistroje NI myDAQ
(National Instruments, TX, USA) s pfidanym nepéjivym polem myProto (Digilent, WA,
USA).

Vyvinuta aplikace zaznamenava analogovy napétovy signal vybraného kanalu dle
stanovené vzorkovaci frekvence z tlakového senzoru. Signdl prochazi procesem
primérovani a poté je prepocten na hodnotu tlaku. Pfepocet napéti na tlak je proveden za
pomoci koeficientd kalibra¢ni pifimky. Hodnoty pro kalibra¢ni rovnici byly ziskany
vyuZzitim kalibratoru tlakového senzoru. Po dosazeni zdznamu piesnych tlakovych hodnot

byla kalibrace provedena vzdy pted za¢atkem méfeni.

o . 5| Graf akiualniho
VVber kanalu * napéti
v
Nastaveni Hodnota aktudinino
vzorkovaciho tlalku
intervalu
v
p%tnigrgfén' ,| Prepocet napéti die | | | Cifernik zndzorfiujici
extrémnich hodnot kalibracni rovnice itk

Obrazek 2.3: Blokové schéma vytvorené LabVIEW aplikace snimajici aktualni tlakové

zatizeni. Obrazek: Autor
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2.4 Mechanické testovani fibrinovych geli

Na laboratornich pokusech byly vyzkouSeny dvé metody méfeni mechanickych
parametrit gelt v kyveté. Prvni metodou bylo meéteni poklesu hladiny gelu vlivem
tlakového zatizeni. V této metod¢ byl primarni stanovovanou veli¢inou Youngtiv modul
v tlaku. Pfed méfenim byla kyveta s fibrinovym gelem upevnéna do piipraveného stojanu
a digitalni mikroskop byl doostien. Cela souprava byla upevnéna na spolecné dno pro
zajisténi konstantni vzdalenosti kamery od kyvety. Na kazdy z fibrinovych gelt byl
postupné vyvijen tlak v rozmezi 0, 100, 200 a 300 torr. Na pofizenych fotografiich byla
poté vyhodnocovéana zména hladiny fibrinového gelu pfti aplikovanych hodnotéach tlakii.
Pouzitym vztahem pro vypocet Youngova modulu v kompresi je Hooktv zakon:

o o

e AL/L, (1)

Kde o je hodnota tlakového napéti vyvijeného na objekt a € je podélna deformace,
kterd se rovna podilu zmény vysky hladiny AL a plvodni vysky hladiny fibrinového
gelu L.

Druhou metodou bylo snimani vytvofené vzduchové bubliny uvniti tuhnouciho
gelu. Pro tuto metodu bylo stéZejni vystihnout spravny moment tuhnuti gelu, ve ktery se
dala v kyveté vytvofit bublina, ktera nevyprchala a zaroven neposkodila strukturu gelu
podél vpichu. Pfi této metodé byla vyhodnocovana zména objemu bubliny pfi aplikaci
tlakové zatéZe. Youngiv modul v tomto pfipadé nebylo mozné dopocitat, jelikoZ na
bublinu je plisobeno tlakem ze vSech sméri, pticemz Youngtiv modul dle definice pocita
s tlakem pouze v jednom sméru.

Y

(9)
o
O
\\{,K

P

Obrazek 2.4: Metody testovani mechanickych parametrd gelt v kyveté. Vlevo metoda, pti
které byla posuzovana zména hladiny fibrinovych gelt. Vpravo metoda s umele vytvofenou
bublinou, na kterou bylo ptisobeno tlakem. Obrazek: Autor
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2.5 ZkuSebni aplikace tlakového zatizeni

Pilotni ovéfeni funkcnosti LabVIEW aplikace a navrzeného obvodu pro tlakovy
senzor prob¢hlo za uziti gelt pfipravenych z agaru. Navrzeny elektricky obvod byl
vyzkousen v zapojeni na nepdjivém poli.

LED Pot PWR AJ2 IR
e T

Obrazek 2.5: Testovaci zapojeni navrzeného obvodu tlakového senzoru na nepajivém poli.

Fotografie: Autor

Na agarovy gel v kyveté bylo zkuSebn¢ vyvijeno zatizeni aZ do hodnoty 375 torr, coz
je horni mez citlivosti pouzitého tlakového senzoru. Bylo pozorovano jak stlatovani
bublin, tak pokles hladiny agarovych gela.

Obrazek 2.6: Ovéreni tésnéni kyvety. Agarovy gel pii tlakové stimulaci 0 torr (vlevo) a
375 torr (vpravo). Fotografie: Autor
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2.6 Priprava fibrinovych geli pro testovani stlac¢eni hladiny

Fibrinové gely byly pfipraveny za pouziti sady pro tvorbu tkanového lepidla
Tisseel Lyo (Baxter, USA) [25]. Souprava obsahuje ¢tyfi injek¢éni lahvicky se slozkami
pro vyrobu tkanového lepidla. Jsou to prasek Tisseel (lepici protein, fibrinogenum
humanum, 91 mg/ml), prasek trombinu (trombinum humanum, 500 IU/ml), roztok
aprotininu (synteticky aprotinin, 3000 KIU/ml) a roztok chloridu vapenatého (40
pumol/ml).

Prvni slozkou fibrinového gelu je roztok fibrinogenu. Lahvicka prasku Tisseel a
roztok aprotininu byly zahtaty ve vodni lazni o teploté 34°C a pomalu promichavény.
Poté byl za pomoci injek¢ni jehly pieveden roztok aprotininu do lahvicky s praskem
Tisseel. Vznikla latka byla zahtivana a opatrné promichavana ve vodni lazni po dobu
jedné minuty.

Jako druhd cast byl pfipraven roztok trombinu. Pti pfipravé roztoku byl zahtaty
prasek trombinu rozpu$tén vroztoku chloridu vépenatého. Pro rozpusténi
lyofilizovaného materialu bylo nutno opatrné krouzit lahvickou. Roztok byl dale zahiivan
ve vodni 1azni na teplotu 34°C.

Ptipravené roztoky fibrinogenu a trombinu byly pipetovany do kultivaéniho média.
Jako kultivaéni médium je pouzito DMEM s ptidavky pro diferenciaci do osteoblastli
(10% fetalni bovinni sérum, 1% gentamycin, 50 pg/ml kyselina askorbova, 10nM
dexamethasone, 10 mM beta-glycerolfosfat). Pro kazdy fibrinovy gel byl pouzit
konstantni objem kultiva¢niho média 0,3 ml.

Pro méfeni poklesu hladiny bylo celkem pfipraveno 25 fibrinovych gelti a pro
méfeni zmény objemu bubliny bylo pfipraveno 10 fibrinovych geli. Gely byly
usporddany do sad po péti gelech s konstantni koncentraci fibrinogenové slozky a
proménnou koncentraci trombinu. V kazdé ze sad je ovSem zachovén stejny pomeér
koncentracnich slozek pro moznost porovnani dat ziskanych z méfeni. Piehled
piipravenych gelli, koncentraci jednotlivych slozek, pipetovanych objemu a vzajemného
poméru koncentraci fibrinogenu a trombinu je uveden v tabulkach 2.6.1. a 2.6.2.
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TISSEEL Lyo
Présky a rozpoustédia pro tkariové lepidio

Lécivé latky: fibrinogenum humanum, thrombinum humanum,
aprotininum (syntetické), calcii chloridum

Obrazek 2.7: Pouzity ptipravek Tisseel Lyo. Fotografie: Autor

Tabulka 2.6.1: Parametry koncentraci a pipetovanych objemu fibrinogenu a trombinu v

pfipravenych fibrinovych gelech pro testovani zmény objemu bubliny uvniti gelu.

Cislo Ct Ct Vi VA Cr iCt

Gelu (mg/ml) (1U/ml) (ul) (ul) )
1 1,0 0,4 3,30 0,24 0,4
2 1,0 0,8 3,30 0,48 0,8
3 1,0 1,2 3,30 0,72 1,2
4 1,0 1,6 3,30 0,96 1,6
5 1,0 2,0 3,30 1,20 2,0
6 50 2,0 16,48 1,20 0,4
7 50 40 16,48 2,40 0,8
8 50 6,0 16,48 3,60 1,2
9 50 8,0 16,48 4,80 1,6
10 50 10,0 16,48 6,00 2,0
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Tabulka 2.6.2: Parametry koncentraci a pipetovanych objemu fibrinogenu a trombinu v

pripravenych fibrinovych gelech pro testovani stlaceni hladiny.

Cislo Ct Ct Vi Vi Cr :Ct
Gelu (mg/ml) (1U/ml) (ul) (ul) )
1 1,0 0,4 3,30 0,24 0,4
2 1,0 0,8 3,30 0,48 0,8
3 1,0 1,2 3,30 0,72 1,2
4 1,0 1,6 3,30 0,96 1,6
5 1,0 2,0 3,30 1,20 2,0
6 3,0 1,2 9,89 0,72 0,4
7 3,0 2,4 9,89 1,44 0,8
8 3,0 3,6 9,89 2,16 1,2
9 3,0 4.8 9,89 2,88 1,6
10 3,0 6,0 9,89 3,60 2,0
11 5,0 2,0 16,48 1,20 0,4
12 5,0 4,0 16,48 2,40 0,8
13 5,0 6,0 16,48 3,60 1,2
14 5,0 8,0 16,48 4,80 1,6
15 5,0 10,0 16,48 6,00 2,0
16 7,0 2,8 23,08 1,68 0,4
17 7,0 5,6 23,08 3,36 0,8
18 7,0 8,4 23,08 5,04 1,2
19 7,0 11,2 23,08 6,72 1,6
20 7,0 14,0 23,08 8,40 2,0
21 10,0 4,0 32,97 2,40 0,4
22 10,0 8,0 32,97 4,80 0,8
23 10,0 12,0 32,97 7,20 1,2
24 10,0 16,0 32,97 9,60 1,6
25 10,0 20,0 32,97 12,00 2,0

Obrazek 2.8: Sada piipravenych a o¢islovanych fibrinovych geld. Fotografie: Autor
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2.7 Priprava fibrinovych a agarovych geli pro testovani
stlaceni bubliny

Pii ptfipravé fibrinovych gel pro zkousku mechanickych vlastnosti vytvorené
vzduchové bubliny se vyskytly neocekavané problémy s umistovanim bubliny do
prostoru tuhnouciho gelu. Po vpichu jehly se vldkna tvofici se fibrinové sité prichytla na
jehlu a zacala na ni tuhnout. Pii odstranovani jehly poté zistala fibrinova vlakna na jehle
a cely gel byl poskozen. Nakonec se podafilo pfipravit pouze jeden gel z kazdé testované
koncentrace.

Z obavy z nizkého mnozstvi dat z méfeni s fibrinovymi gely bylo rozhodnuto, ze
ovéfeni funkcnosti aparatury pro méfeni mechanickych parametrii gelu dle stlacovani
bubliny bude provedeno také na fadé gelt ptipravenych z agaru. Pouziti agaru bylo
zvoleno z divodu vysoké dostupnosti a pfiznivé ceny suroviny. Kazdy z agarovych gelt
byl pfipraven tfikrat a méfeni na kazdém bylo provedeno pétkrat.

Pii pfipravé agarovych gelti byl agarovy prasek smichan s destilovanou vodou a
umistén do vodni lazn€ o teploté 100°C. Agar byl v lazni ponechan po nékolik minut,
poté byl vychlazen na teplotu pod 40°C, kdy za€ina tuhnout. Gel byl pfeveden do méfici
kyvety, kterd byla utésnéna a ptipojena ke zbytku aparatury.

Tabulka 2.7.1 Parametry hmotnostni koncentrace a hmotnosti agaru piipravené fady agarovych

geld.
Cisl
Gleshj) Wagar (%) magar (g) VHZO (ml)
1 1,2 0,60 50
2 14 0,70 50
3 1,7 0,85 50
4 2,0 1,00 50
5 2,3 1,15 50
6 2,7 1,35 50
7 3,4 1,70 50
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2.8 Stanoveni Youngova modulu dle fotografii gelu

Vyhodnoceni nasnimanych fotografii fibrinovych a agarovych geli probihalo
VvV programu pro analyzu obrazovych dat ImageJ. Jednotlivé fotografie byly uspotadany
dle svych koncentraci a zobrazovany Vv sadach po Etyfech fotografiich. V kazdé¢ sadé byla
poté vyhodnocovana zména vysky hladiny gelu podle vzdalenosti dna kyvety od hladiny
gelu v hodnoté pixeli. Pro méfeni bylo stéZejni zajistit stabilitu digitalniho mikroskopu a
m¢éfici kyvety po celou dobu méfeni. Pro usnadnéni sledovani zmény vysky hladiny a
zkréaceni Casové doby potiebné ke zpracovani velkého poctu fotografii byl v programu
Matlab vytvoren skript, ktery do kazdé z fotografii fibrinového gelu vlozil orientacni
m¢éftitko ve zvolené oblasti hladiny gelu. Namétené zmény vysky hladiny fibrinovych gelii
byly pfepocitany na podélnou deformaci a dale na vyslednou hodnotu Youngova modulu
za vyuziti znalosti aplikovaného tlaku. Za G¢elem zvyseni piesnosti bylo méfeni kazdého
z gelt desetkrat opakovano.

Obrizek 2.9: Pokles hladiny fibrinového gelu pfi tlakové stimulaci. Zleva pro tlakové

stimulace 0, 100, 200 a 300 torr. Fotografie: Autor

Youngiiv modul materialu je mozné méfit pouze pro stlacovani v jednom sméru.
Jeho vypocet pifi snimani bubliny, na kterou je tlateno ze vSech stran, je proto
problémovy. Bylo proto rozhodnuto, Ze pifi druhém typu méfeni bude zjistovan
procentudlni pokles objemu bubliny v gelu pifi jednotlivych tlakovych zatiZenich.
Snimani spektrofotometrické kyvety bylo provedeno jak z pfedni, tak z bo¢ni strany, ¢imz
byly ziskany rozméry vysky a délky bubliny. Z takto stanovenych hodnot byl poté objem
bubliny vypocitan dle vztahu pro objem rota¢niho elipsoidu, jemuz je bublina tvarem
podobna.

Obrazek 2.10: Méteni rozmérii bubliny v agarovém gelu pii stimulaci zatizenim 100 torr.

Ziskané koeficienty a a b byly vyuzity pro vypocet objemu bubliny. Fotografie: Autor
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2.9 Priprava bunéénych experimentii

Pro kultivaci byly vyuzity mezenchymalni kmenové buriky, které byly izolovany
Z tukové tkang prasete domaciho (ASC). Pro bunécné experimenty byly zvoleny fibrinové
gely o koncentraci fibrinogenové slozky 1 a 5 mg/ml. Parametry pfipravenych gela jsou
uvedeny v tabulce 2.9.1.

Tabulka 2.9.1: Fibrinové gely pouZité pro bunééné experimenty

Cislo C Ct Ci oGt

Gelu (mg/ml) (1U/ml)
1 1,0 0,4 0,4
2 1,0 0,8 0,8
3 1,0 1,2 1,2
4 1,0 1,6 1,6
5 1,0 2,0 2,0
6 50 0,4 0,4
7 5,0 0,8 0,8
8 5,0 1,2 1,2
9 50 1,6 1,6
10 5,0 2,0 2,0

Pro kultivaci byly uvazovany dva mozné ptistupy. Prvnim bylo nasazeni bunék na
hladinu gelt, v tomto ptipadé by tlakova stimulace zpiisobila postupny prinik bunék do
prostoru gelu, na zaklad¢ kterého by na konci kultivace byl analyzovan vliv tlakové
stimulace na hloubku priniku bun¢k do gelu. Druhym pfistupem bylo nasazeni bun¢k
pfimo do prostoru fibrinového gelu, pficemz tlakova stimulace by poté plisobila na celou
plochu bunék a mechanicky je stimulovala. Schéma obou téchto metod je zndzornéno na
obrazku 2.11.

Pro zvySeni poctu bunék byly buinky nejprve staticky metodou pasazovani
namnozeny. Pro nasledné pokusy s gely byla vyuzita 3. pasaz bun¢k. Pfed namichanim
vybranych gelli byla vytvofend bunécnd suspenze v bezbarvém médiu DMEM a byla
stanovena jeji koncentrace, ktera byla nasledné upravena na konecny pocet 3 miliony
bunck/ml. Fibrinogen obsaZeny ve fibrinovych gelech zacina rychle gelovatét jiz pfi
prvnim kontaktu s fetdlnim sérem, které je soucasti kultivaéniho média. Proto byla
bunétna suspenze nejprve smichéna s Cerstvym kultivaénim médiem do pozadované
konecné koncentrace. Nasledné byl ptidan trombin a nakonec fibrinogen. Gel byl opatrné
zamichan $pic¢kou pipety, aby nedoslo k vytvofeni bublin. Ty by mohly negativné ovlivnit
mechanické Gcinky tlakové stimulace absorbovanim jeho Casti. Také by mohly zhorsit
zorné pole pfi nasledném pozorovani kultury v mikroskopu.
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Zaroven s pokusy s fibrinovymi gely byly nasazeny i kontrolni 2D vzorky, ve kterych
byly bunky nasazeny ptimo na sklo uvnitf kultiva¢ni jamky. Pouzité médium u vsech
vzorkt (2D i 3D) bylo DMEM obsahujici antibiotika, fetalnim sérum a ptidavky pro
osteogenni diferenciaci (10% fetalni bovinni sérum, 1% gentamycin, 50 pg/ml kyselina
askorbova, 10nM dexamethasone, 10 mM beta-glycerolfosfat).

o o
BN _ T l
([ ] AR
\\fl \\_,‘\,'
B A
, S
1
O
* Nt
(D [ X
U v \ 7
0 A,
N\ '\ 1

Obrazek 2.11: Moznosti aplikace bun¢k pii stimulaci tlakovym zatiZzenim. Vlevo nasazeni
bun¢k na hladinu gelu s postupnym prolézanim bun¢k hloubégji do gelu. Vpravo nasazeni do

prostoru gelu a aplikace tlakové stimulace po celé plose bun¢k. Obrazek: Autor

2.10 Parametry bunécnych experimenti

Ptipravené vzorky byly dynamicky kultivovany neptetrzitou pulsni tlakovou
stimulaci. Zaroven s kultivovanymi vzorky byly také nasazeny kontrolni statické vzorky,
ve 2D i 3D. Na zakladé¢ vysledk méfeni mechanickych vlastnosti gelt byla stanovena
tlakova zatéz se sinusovou charakteristikou o amplitudé 0-400 torr a frekvenci 0,5 Hz.
Oba typy vzorki byly po nasazeni kultivovany po dobu sedmi dnd.

Po sedmi dnech od zacatku kultivace byla c¢ast vzorkd zafixovana
paraformaldehydem pro pozdé&jsi barveni. Druha ¢ast byla zlyzovana pomoci bufferu
RIPA a nésledné bylo pomoci Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermofisher scientific,
MA, US) stanoveno mnozstvi proteinu ve vzorcich.

U zafixovanych dynamickych vzorkidl bylo provedeno barveni jader pomoci barviva
DAPI a cytoskeletu pomoci barviva phalloidin. Dale byly vSechny kultury nasnimany
pomoci svételného mikroskopu s fazovym kontrastem a fluorescenéniho mikroskopu.
Nekteré kultury byly také nasnimany konfokalnim mikroskopem.
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2.11 Statistické zpracovani namérenych dat

Hodnoty naméfené pti sledovani mechanickych parametrd fibrinovych gelt byly
vyhodnoceny za pomoci programového prostiedi MS Excel. Kazdy Younglv modul
stanoveny z méfeni poklesu hladiny fibrinovych geli byl desetkrat pfeméten, piicemz pii
vyhodnocovéni byla odstranéna minimalni a maximalni hodnota. Ke kazdé¢ hodnot¢
Youngova modulu byla vypocitana vybérova smérodatna odchylka aritmetického vybéru.
Dale byla vypocitana nejistota typu A pro soubor dat o velikosti osmi dat. Z hodnot
vybérové smérodatné odchylky aritmetického vybéru a nejistoty typu A byla vypocitana
kombinovana nejistota u.. Naméiené hodnoty Youngova modulu byly poté vyneseny do
grafu jako (x + u.) [26].

Pro data naméfena v ramci testovani poklesu objemu bubliny fibrinovych a
agarovych gelt byla vypocitana primérna hodnota a smérodatna odchylka. Data byla do
grafu vynesena jako (x + SD).
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3 Vysledky

3.1 Sestaveni mérici aparatury

Vytvotené ndvrhy jednotlivych dild aparatury pro snimani mechanickych
parametr hydrogela byly vytisknuty pomoci 3D tiskarny. Jako material pro tisk dila byl
pouzit akrylonitrilbutadienstyren (ABS). Po vytisknuti byly jednotlivé dily o¢istény od
piebyvajiciho plastu a otvory pro Sroubové spoje byly zprichodnény. Kamera
s mikroskopickym zvétSenim byla umisténa do vytisknutych drzékd a na pevno zajisténa
Srouby situovanymi na vrcholech drzakd. Ptipojeni vika kyvety ke dnu bylo zajisténo
aplikaci dvou zavitovych ty¢i do krajnich otvorti obou dili. Do prostiedni diry vika
kyvety byla zavedena fitinka slouzici k propojeni vnittku kyvety se zbytkem tlakové
izolovaného systému. Mezi fitinku a viko bylo naneseno lepidlo. Slabym mistem tésnéni
aparatury byl kontakt vrchu kyvety s vikem, proto zde byl pfidan Siroky O-krouzek
zajistujici potfebné tésnéni. Trubice vedouci z vika kyvety byla napojena na T spojku.
Druhy vyvod T spojky byl pfipojen ke snimacimu vstupu tlakového senzoru. Na tieti
vstup T spojky byla pfipojena injekéni stiikacka slouzici k aplikaci tlakového zatiZeni.

Obrazek 3.1: Digitalni mikroskop (Plugable USB 2.0 USB Microscope) uchyceny ve

vytisknutych drzacich spolu s upevnénou a utésnénou méfici kyvetou. Fotografie: Autor

28



R . T
u‘“,ﬂ'u-ﬂum i

ae=—

Obrazek 3.2: Fotografie kompletné sestavené aparatury potizena pti laboratornim méteni

mechanickych parametrd ptipravenych fibrinovych gelti. Na levé spodni ¢asti vytisknuta
aparatura s méfici kyvetou s fibrinovym gelem a digitalni mikroskop. V horni ¢asti DPS s
tlakovym senzorem napéjena pies NI myDAQ s pfidanym nepéjivym polem myProto. Vpravo
notebook se sou¢asnym snimanim fotografii fibrinového gelu a aplikovaného tlaku pomoci
aplikace v LabVIEW. Fotografie: Autor

29



3.2 DPSaLabVIEW aplikace snimace tlaku

Po vyrobeni desky plosnych spoji byly podle navrhu metodou ruéniho pajeni
ptipajeny jeji soucasti. Bylo zvoleno pouziti THT rezistoru, kondenzatori a konektort
WAGO. Tlakovy senzor MPX2050DP je na desku ptipojen pouze pomoci pinové listy,
aby v pfipadé poskozeni, napiiklad vysokym tlakem, mohl byt senzor jednoduse

vyménén. Na desce je senzor zajistén dvéma Srouby M3.

Obrazek 3.3: Vyrobena a sestavena deska plosnych spojti. Na dolni ¢asti tlakovy senzor

MPX2050DP se snimacim a referen¢nim ptivodem tlaku. Fotografie: Autor

Pro vyvinutou aplikaci snimace tlaku sestavenou v LabVIEW bylo vytvofeno
uzivatelské rozhrani. Jeho soucasti byla nabidka pro vybér pracovniho kanalu, graf
zobrazujici napéti zaznamenavané z tlakového senzoru, dva displeje ukazujici aktualni

hodnotu napéti a tlaku a ru¢i¢kovy ukazatel aktualniho tlaku s rozsahem 0- 400 torr.
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Obrazek 3.4: Uzivatelské rozhrani LabVIEW aplikace pro snimani aplikovaného tlaku.
Obrazek: Autor

3.3 Mechanické testovani fibrinovych gela dle poklesu
hladiny

Pii prvnim méfeni byla pozorovanou vlastnosti tlakové stimulace deformace
hladiny fibrinovych geld. Zaznamendni zmény hladiny bylo provedeno kamerou
s mikroskopickym zvétSenim umisténou na vytvoreny drzak. Na potfizenych fotografiich
se nasledn¢ pomoci grafického editoru stanovila podélna deformace (zména vysky)
hladiny pfi konkrétni tlakové zatézi. Ze znalosti hodnoty této veli¢iny a hodnoty
aplikované tlakové zatéze byl dle vztahu pro Hooketiv zakon (1) vypoéitan Youngiv
modul daného fibrinového gelu.

V této ¢asti byly celkem vytvoteny dva grafy, pficemz v kazdém bylo vykresleno
pét datovych fad. Prvni graf zobrazuje Youngiv modul fibrinovych gelti o riznych
koncentracich fibrinogenu Vv zavislosti na poméru slozek fibrinogen-trombin. Druhy graf
dava zobrazeni Youngova modulu fibrinovych gelli v zavislosti na koncentraci fibrinové
slozky, pficemz v jednotlivych datovych fadach jsou vykresleny vysledky geli se stejnym
pomérem slozek fibrinogen-trombin.
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Graf 3.3.1: Praimérné hodnoty Youngova modulu fibrinovych geld pii vSech zkousenych
tlakovych zatiZenich, pro rizné poméry koncentraci fibrinogen-trombin. V datovych fadach

jsou vykresleny jednotlivé konstantni koncentrace fibrinogenu v gelech. (X + u.).
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Graf 3.3.2: Primérné hodnoty Youngova modulu fibrinovych gelt pti vSech zkouSenych
tlakovych zatizenich, pro rizné koncentrace fibrinogenové slozky. V datovych radach jsou

vykresleny jednotlivé poméry fibrinogen-trombin. (X + u.).
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3.4 Mechanické testovani hydrogeli dle poklesu objemu
bubliny

Pro mechanickou zkousku poklesu objemu bubliny uvniti fibrinovych gelt bylo
ptipraveno 10 geld. Pii méfeni vznikl problém pii vytvareni bubliny uvnitf gelu pomoci
injek¢ni stiikacky, coz znemoznilo opakovani meétfeni na vice gelech o stejnych
parametrech. M¢feni pfipravenych fibrinovych geli bylo opakovano tfikrat. Vysledky
mechanické zkousky jsou v grafu vyneseny jako primérné hodnoty s + intervalem

smérodatné odchylky (X + SD) a proloZeny nelinearni charakteristikou.
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Graf 3.4.1: Procentualni pokles objemu bubliny vytvofené uvniti fibrinovych gela v zavislosti

na poméru slozek fibrinogen-trombin pro gely o fibrinogenové koncentraci 1 a 5 mg/ml.

Vysledky méteni fibrinovych geli nepodaly spolehlivé vysledky. Z tohoto diivodu
byla zkouska navrhnuté méftici aparatury pii méteni poklesu objemu bublin vykonana
také na gelech pfipravenych z agaru.

Byla pfipravena fada agarovych gell s rostoucim hmotnostnim procentem agarové
slozky mezi hodnotami 1,2 % a 3,4 %. Na kazdy z geld byla vyvijena stejna tlakova zatéz
jako v predchozich méfenich (100, 200 a 300 torr). Vysledkem testovani jsou dva grafy
procentudlniho poklesu objemu studované bubliny pro pfipravené gely pfi rtiznych
tlakovych stimulacich. Ziskané hodnoty jsou v grafech vyneseny jako primérné hodnoty
S + intervalem smérodatné odchylky (X + SD).
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Graf 3.4.2: Sloupcovy graf primérné procentualni zmény velikosti bubliny v gelech o riznych

hmotnostech agarové slozky pro tlakové stimulace 0, 100, 200 a 300 torr.
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Graf 3.4.3: Bodovy graf primérné procentualni zmény velikosti bubliny v gelech o riznych

hmotnostech agarové slozky pro tlakové stimulace 0, 100, 200 a 300 torr.
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3.5 Vysledky bunééné kultivace

Jednotlivé bunécné kultury byly kultivovany po dobu sedmi dnt.. Prvni sada byla
kultivovana za dynamické stimulace. Druha sada byla nasazena staticky bez tlakové
stimulace a slouzila pro porovnani vlivu tlakové zatéze. Pro zobrazeni vzniklych
bunécnych kultur byl pouzit svételny mikroskop s fdzovym kontrastem.

Obrazek 3.5: Bunky po 7-denni kultivaci bez dynamické stimulace. Zobrazeni pomoci

svételného mikroskopu. Vlevo 2D zobrazeni bunék bez fibrinového gelu. Uprostied buiiky
nasazené ve fibrinovém gelu o koncentraci fibrinogenu 1 mg/ml. Vpravo buiky v gelu o

koncentraci fibrinogenu 5 mg/ml. Fotografie: Ing. Jana Stépanovska

Obrazek 3.6: Buiky po 7-denni kultivaci s aplikaci dynamického zatiZzeni. Fotografie

poftizené svételnym mikroskopem. Vlevo 2D zobrazeni bun¢k bez fibrinového gelu. Uprostied
bunky ve fibrinovém gelu o koncentraci fibrinogenu 1 mg/ml. Vpravo buriky v gelu o

koncentraci fibrinogenu 5 mg/ml. Ing. Jana Stépanovska
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Druhym zptisobem zobrazeni vykultivovanych struktur bylo pouziti barveni a
zobrazeni konfokdlnim mikroskopem. Jadra bunék byla zvyraznéna pomoci barviva
DAPI a na zbarveni cytoskeletu byl pouzit phalloidin.

Obrazek 3.7: Zobrazeni kultivovanych bunék po 7-denni dynamické tlakové stimulaci. Vlevo
2D struktura bez pouziti fibrinovych gell. Uprostied obrazek bun¢k ve fibrinovém gelu o
koncentraci 1 mg/ml. Vpravo buiiky ve fibrinovém gelu o koncentraci 5 mg/ml. Modré casti
znazoriuji polohu jader a rizovo-Cervené ukazuji cytoskelet bunék.

Fotografie: Ing. Jana Stépanovska

Obrazek 3.8: Zobrazeni kultivovanych bunék po tlakové stimulaci v prostiedi fibrinového gelu

o koncentraci fibrinogenu 5 mg/ml. Na obrazku vlevo je pohled na dno kultiva¢ni nadoby.
Vpravo boéni pohled s dnem nadoby ve spodni &asti. Cervené jsou zvyraznéna jadra bunék a

zelen& bunéény cytoskelet. Fotografie: Ing. Jana Stépanovska
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3.6 Analyza bunéénych experimentii

Po ukonceni kultivace byla provedena analyza diferenciatnich markeri na
vykultivovanych osteoblastech. Analyza byla provedena stanovenim proteinové exprese
jednotlivych kultur za vyuziti metody Western blot (Obrazek 3.9). Prouzky byly
stanoveny pomoci proteinového markeru Kaleidoscope (Bio Rad, CA, USA). Na
membran¢ bylo mozno detekovat proteinovy marker Runx2, jehoz molekulova hmotnost
je priblizné 57 kDa, a marker ALP s molekulovou hmotnosti v rozmezi 60-70 kDa. Oba

proteiny patii mezi primarni markery rané diferenciace do osteoblastu.
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Obrazek 3.9: Vyhodnoceni proteinové exprese metodou Western blot. Na pravé a levé strané
proteinovy marker Kaleidoscope (Ka) uréujici molekulovou hmotnost zachycenych prouzki.
Uprostied zobrazeny proteinové exprese jednotlivych bunéénych kultur .

Fotografie: Ing. Jana Stépanovska
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4 Diskuze

Prvnim zcili této bakalaiské prace bylo navrhnout metodu pro studium
mechanickych parametra fibrinovych gelt. Studovanym mechanickym parametrem byla
tuhost gelu, kterd je reprezentovana veli¢inou Youngiv modul, coz je hodnota, podle
které¢ je urCovana tuhost studovaného materialu. Navrzena metoda si kladla za cil
stanoveni Youngova modulu vypo¢tem dle Hookeova zédkona. VypocCet probihal za
vyuziti hodnot ziskanych vizudlnim snimanim pfipravenych fibrinovych geli pii tlakové
stimulaci 0 zndmé hodnoté aplikovaného tlaku. Za timto Gcelem byla v softwarovém
prostfedi Autodesk Inventor navrzena aparatura skladajici se z drzakd slouzicich ke
stabilnimu uchyceni digitdlniho mikroskopu, stojanu pro spektrofotometrickou kyvetu a
vika na kyvetu. Do kyvety byly umist'ovany testované fibrinové gely, které byly v kyveté
uzavieny vikem. To utésniovalo vnitini prostfedi utésiiovalo a obsahovalo otvor pro
trubici ptivadéjici tlakovou zatéz. Tlak byl do soustavy piiveden injekéni stiikackou 0
objemu 50 ml. Soucasné s aplikaci tlaku probihala také jeho monitorace za pomoci
tlakového senzoru zabudovaného na vytvofenou desku plo$nych spoji s obvodem pro
pfevod namétené hodnoty napéti do pocitace. V softwarovém prostiedi LabVIEW byla
vytvofena aplikace schopna kontinualné snimat ptivedené hodnoty napéti z obvodu
tlakového senzoru a ptepocitavat je na jednotky tlaku. Té€snéni pfipraveného systému bylo
ovéteno na modelovém méteni geld piipravenych z agaru.

Samotné mechanické testovani gelli probihalo za pouZiti dvou pfistupli. Prvnim
pfistupem bylo studium poklesu hladiny fibrinovych gelt o riznych koncentracich jejich
sloZek, fibrinogenu a trombinu, pfi aplikaci tlakové zatéze 100, 200 a 300 torr. V ramci
tohoto meétfeni bylo reakci fibrinogenu a trombinu v kultivaénim médiu DMEM
pripraveno celkem 25 fibrinovych gelti. Na zaklad¢ gelovych koncentraci byly gely
rozfazeny do péti sad dle koncentrace fibrinogenové slozky (1, 3, 5, 7 a 10 mg/ml), kazda
ze sad se skladala z péti gelti o rozdilnych koncentracich trombinu. Pfidavek trombinu
k fibrinogenu byl vypocitan tak, aby vzajemny pomér koncentraci fibrinogenu a trombinu
byl mezi jednotlivymi sadami stejny (0,4 0,8 1,2 1,6 2,0). Tato skute¢nost umoznovala
porovnavani vysledkli mechanického testovani nejen na zaklad¢ koncentrace fibrinogenu,
ale také na zakladé pomértu koncentraci fibrinogen-trombin.

Hodnoty ziskané z méteni poklesu hladiny fibrinovych gelt byly pfepocitany na
hodnoty Youngova modulu a byly vyneseny do grafii (Graf 3.3.1, Graf 3.3.2). Vysledky
meéfeni nebyly uspokojivé, jelikoz porovnanim s literaturou nebyla nalezena shoda
s hodnotami naméfenymi v ostatnich studiich, hodnoty se liSily o nékolik fada. Youngtv
modul fibrinovych gelt se v odborné literatufe pro nizsi koncentrace pohybuje v fadech
jednotek tisic pascald [11]. Vysledky této prace ovSem udavaji Youngiv modul témér
tisickrat vyssi. Co se tyce tvaru kiivky, byl o¢ekavan rist Youngova modulu v sadéch o
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konstantni koncentraci fibrinogenu a pfiddvaném mnozstvi trombinu a nasledna stagnace,
protoze Younglv modul fibrinovych geli je povazovan za nelinearni [11]. Graf
vytvoreny v této praci vSak ukazuje oscilaci hodnot Youngova modulu okolo stiedni
hodnoty.

Druhym pfistupem, ktery byl pfi méfeni mechanickych vlastnosti fibrinovych
geli vyzkousen, bylo méfeni procentudlniho poklesu objemu bubliny vytvoiené uvnitf
fibrinového gelu. Pokles objemu byl studovan z dlivodu rovnomérného ptsobeni tlaku
V celém objemu gelu. Pisobenim tlaku na vytvofenou vzduchovou bublinu by v takovém
piipadé mélo dochazet k zmenSovani objemu bubliny rovnomérné ze vSech stran. Tento
model vérngji simuluje Vvliv tlaku na burniky zanofené v gelu, nebot’ podobné jako pii
pusobeni tlaku na bunky Vv rigidni kultiva¢ni jamce ani zde nedochdzi ke kompresi a
zvétSeni rozméra gelu v kolmém sméru, ale veskery tlak ptisobi na objekty v gelu. Tato
metoda tedy neni primarné urcena ke stanoveni Youngova modulu, ale spise ke zjisténi
pusobeni tlakového namahani na buriky zanotené v gelu. Tuhost gelu, tudiz i Youngtv
modul, vSak ovliviiuji kompresi gelu a tedy zménu objemu bubliny. Charakteristika
procentudlni zmény by tak méla odpovidat i charakteristice Youngova modulu.

V ramci laboratorniho pokusu bylo pfipraveno 10 fibrinovych gelii. Vytvoteni
bubliny uvniti fibrinového gelu se ovSem ukdzalo jako problematické, ¢ehoz hlavni
pfi¢inou bylo rychlé tuhnuti gelli v okoli jehly vytvatejici vzduchovou bublinu. Pii
odstraniovani jehly se tuhnouci fibrinova vlakna zachytila na jehle a byla z gelu
odstranéna spolu s jehlou. Tak doslo ke zniceni fibrinového gelu, a spolu s tim i ke znic¢eni
mnoha vzorkl. Z tohoto divodu nebylo piipraveno stejné mnozstvi vzorkt jako pfi
meéfeni stlacovani hladiny, ale byly pfipraveny pouze vzorky o koncentraci fibrinogenu 1
a 5 mg/ml se vzajemnym pomérem fibrinogen-trombin 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 a 2,0. Kazdy ze
vzorkl byl zastoupen pouze jednou. Méteni na gelech, které se podatilo pfipravit, bylo
tiikrat opakovano.

Vysledky ziskané mechanickym testovanim fibrinovych geli pii stlacovani
bubliny ukazaly viditelny trend poklesu objemu bubliny, a to pro obé zkouSené
koncentrace fibrinogenu. Nejvy$§i zménu objemu 12,2 % vykazoval nejméné
koncentrovany gel (¢; = 1 mg/ml, ¢f: ¢, = 0,4) a nejmensi zména Cinila 2 % u nejvice
koncentrovaného gelu (¢; = 5 mg/ml, cs:c, = 2,0). Naméfena data se svym trendem
ptiblizuji teoretickym hodnotam [11], protoze plati, Ze sniZovani objemu bubliny
znamena zvySovani tuhosti a tim také Youngova modulu stanovovaného gelu. Data
ovSem neposkytuji spolehlivé vysledky, a to jednak z divodu vysoké smérodatné
odchylky vypocitané z porovnani namefenych dat, a také z divodu vysoké saturace
hodnot mimo spojnici trendi.

Vzhledem k velmi malo vzorkim fibrinovych gelti a jejich problematické
ptipravé byla metoda méfeni stlacovani bublin ovéfena pomoci agarovych hydrogeli,
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V nichz nebyl problém bublinu vytvofit. Cena materidlu byla navic o n¢kolik fadi nizsi
nez v pripad¢ komponent fibrinovych gelti. Jelikoz agarové gely o vyssich koncentracich
velmi rychle tuhnou a vysychaji [27], coz bylo ovéfeno i béhem méfeni, byla zvolena
fada 0 nizSich hmotnostnich procentech agaru. Hmotnostni procenta pfipravenych gelt z
agaru se pohybovala mezi 1,2 % a 3,4 %. Pro zvySeni piesnosti méfeni byl kazdy
z agarovych gelt ptipraven tfikrat a métfeni na kazdém z nich probéhlo pétkrat.

Data ziskand studiem mechanickych parametri agarovych gelti ukazuji témét
linearni pokles v procentudlni zméné objemu vytvorené bubliny. Linearni pokles byl
pozorovan pro vSechny testované typy tlakového zatizeni. U nejvice koncentrovaného
agarového gelu byl ovSem pozorovan nelinearni pokles namétenych hodnot. To odpovida
zavéram studie [28], ktera popisuje nelinearni narust Youngova modulu pro vyssi
hmotnostni procenta agaru v gelu. U nejméné koncentrovaného agarového gelu
(Wagar=1,2 %) byl zjistén pokles objemu vytvorené bubliny o 15-35 % s rozdilem 10 %
mezi kazdou tlakovou stimulaci. U nejvice koncentrovaného gelu (w,gq,=3,4 %) se
procentualni pokles objemu pohyboval v rozmezi 2—-7 % S rozdilem cca 2 % mezi
jednotlivymi tlakovymi zatézemi.

Z predlozenych vysledkli je mozno fict, ze navrzena metoda méfeni
mechanickych parametri gelti podala velmi dobré vysledky pti méfeni procentualniho
stla¢eni bubliny u gela pfipravenych z agart. Byla ziskana nelinearni charakteristika pro
riizna hmotnostni procenta agaru v gelech a orienta¢né spravné vysledky méteni stlaceni
bubliny ve fibrinovych gelech, které¢ z diivodu obtiznosti ptipravy nebyly proméfeny
Vv dostatecném poctu. Vysledky ziskané pii méfeni stlacovani hladiny fibrinovych geli
ovSem neodpovidaji hodnotam uvadénym v literature [10] [11]. Vysledné hodnoty
nesouhlasi s vysledky v literatufe ani tvarov€, ani jednotkové. Neutspéch meéfeni
Youngova modulu pro stlaovani hladiny byl zfejmé zptisoben vysokou rigiditou kyvety
,ve které méfeni probihalo. Fibrinovy gel a obecné hydrogely jsou nestladitelné latky a
pti studiu tlakové komprese ziejmé vyzaduji prostiedi, které umoziuje roztazeni do stran,
jez kyveta neumoznovala. Jako dal$i moznost proméfeni Youngovych modult
fibrinovych gela se tedy nabizi vyuziti komerénich metod dostupnych v profesionalnich
laboratofich s odpovidajicim vybavenim. Problémova se pii méfeni poklesu hladiny
ukdzala byt také pouzita kamera, kterd méla pro dany experiment vysokou pracovni
vzdalenost a nizké rozliSeni.

Dal§im cilem této prace bylo vybrat nékolik koncentraci fibrinovych gela a
provést v nich kultivaci kmenovych bunék typu ASC. Buiiky vyuzité pro kultivaci byly
odebrany z tukové tkané€ prasete domaciho. Narozdil od lidskych buné¢k byly tyto bunky
odebrany mladym jedincim, coz znamena, Ze jsou vitalngjsi a 1épe reaguji na impulsy
tlakové stimulace. Bylo zvoleno pouziti fibrinovych gelli o koncentracich fibrinogenu
1a5 mg/ml, pticemz pomér fibrinogen-trombin v gelech byl 0,8. Samotna kultivace
kmenovych bunék probihala celkem tfemi zptisoby — a to na 2D povrchu bez pouziti
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fibrinového scaffoldu a ve 3D fibrinovém prostiedi za statickych a dynamickych
kultiva¢nich podminek. Kultivace probihala ve vSech ptipadech po dobu 7 dni. Na buiky
byla vyvijena pulsni tlakova zatéz o amplitudé 0-400 torr a frekvenci pulsi 0,5 Hz.

Z vysledkl provedenych bunécnych experimentl je patrné, ze buiiky jiz po 7
dnech prorustaji vytvorenym gelem a vytvaieji komplexni strukturu signalizujici zaklad
budouci tkan€. Porovnanim fotografii z kultivaci bez dynamické stimulace a
s dynamickou stimulaci (Obrazek 3.5, Obrazek 3.6) byl patrny vliv tlakové zatéze
na rychlost proliferace bunék. Efekt byl nejlépe pozorovatelny na fotografiich geld
0 fibrinogenové koncentraci 5 mg/ml, kdy je sit’ podlouhlych bun¢k silnéjsi a hustsi ve
vzorku s aplikovanou dynamickou stimulaci.

Ve vzorcich se lisi také pocet bunék v kultuie. Na ten ma vliv zejména prostiedi
a zpisob kultivace. U statickych vzorku je po€et bun¢k vyssi nez u dynamické kultury.
Tento jev je zpisoben tim, ze ve statické kultufe dochazi k vétsi proliferaci bunék, spise
nez k diferenciaci [10]. Naopak pii ptisobeni tlakové zatéze buiiky tolik nerostou, ale
vytvareji vice diferenciacnich proteint. Neptiznivé ptisobi na pocet bunék také hustota
pouzitého gelu, kdy v hustSim gelu trva déleni bun¢k déle. Toto tvrzeni je v rozporu se
studii [18], ve které se uvadi, Ze zvySujici se tuhost gelu neovliviiuje proliferaci nebo
migraci bun¢k pfii kultivaci. Vysvétlenim téchto rozdilt ve vysledcich mize byt pouziti
jiného 3D scaffoldu, jelikoZ ve jmenované studii byly pouzity hydrogely pfipravené
Z alginatt.

Lépe vypovidajici informaci o Gspésnosti kultivace poskytly fotografie potizené
konfokalnim mikroskopem. Na obrazku 3.7 je viditelné, ze ve 2D kultufe bez pouziti
fibrinovych scaffoldii bunky vytvareji ploché utvary, které spolu hrani¢i a souvisle
vypliuji cely prostor uréeny pro kultivaci. Na obrazcich bunck kultivovanych ve
fibrinovych gelech je tvar bun¢k jiny — bufiky jsou protahlé, nerozprostiené a postupné
prostupujici jednim smérem v objemu celého gelu. To je zvlast' viditelné u gelu
s koncentraci fibrinogenu 1 mg/ml. V prubéhu kultivace jsou burniky schopné prostupovat
gelem, ¢imz dochazi k postupnému pietvareni materialu fibrinového gelu na vlastni
extracelularni matrix bunék. Z porovnani fotografii (Obrazek 3.7, uprostied a vpravo)
provedenych experimentti bylo vyvozeno, ze k tomuto jevu dochazi snaze pii pouziti
mén¢ koncentrovaného gelu.

Analyza bunécného vzorku s gelem o fibrinogenové koncentraci 5 mg/ml na
konfokalnim mikroskopu (Obrazek 3.8) ukazala hustou sit’ bunék rozprostienou po celém
objemu gelu. Pfi obarveni cytoskeletu pomoci barviva phalloidin byly zaznamenany
vybézky bunck prostupujici skrze gel. Pfi bo¢nim pohledu na kultiva¢ni jamku byl
pozorovan zajimavy jev, ktery je popsan v literatuie a svéd¢i o vytvoieni kvalitni kultury
osteoblastii. Tento jev je pozorovatelny na pravé ¢asti obrazku 3.8. Jedna Se o ziejmou

41



orientaci bun€k proti sméru pusobeni tlakové zatéze. Tento jev nebyl pozorovan pro gel
o fibrinogenové koncentraci 1 mg/ml.

V posledni cCasti byla provedena analyza diferenciacnich markeri na
vykultivovanych kulturadch. Analyza byla provedena metodou Western Blot s vyuzitim
proteinového markeru Kaleidoscope. Vysledky analyzy (Obrazek 3.9) ukazaly
pfitomnost transkripéniho faktoru Runx2 a diferenciacniho markeru ALP, které oba
signalizuji probihajici ranou fazi osteogeneze [24]. Na prouZcich jednotlivych bunécnych
kultur je patrné, Ze vétsi mnozstvi diferencia¢nich proteini je pfitomno v kulturach,
ve kterych byly pouzity fibrinové scaffoldy o koncentraci fibrinogenu 5 mg/ml. Nejvice
zabarveny byl vzorek ¢islo 7, ve kterém byl pomér fibrinogen-trombin 0,8. Tento pomér
koncentraci miize byt povazovan za nejidealnéjsi pro kultivaci osteogenni bunécné
kultury.
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V ramci této bakalaiské prace byla navrzena metodika zkoumani mechanickych
vlastnosti fibrinovych gelt. Pro potfeby studia mechanickych parametri byla navrzena,
vyrobena a sestavena mefici aparatura umoziujici vizualni snimani hydrogelti na zakladé
aplikovaného tlaku, ktery byl zaroven monitorovan pomoci vyrobeného elektrického
obvodu pro tlakovy senzor a aplikace vyvinuté v softwarovém prostiedi LabVIEW.
Ov¢éreni metodiky bylo provedeno pro dva typy sledovani zmén mechanickych parametrii
fibrinovych gelt. Ziskana data neposkytla piesvédéivé informace o funk¢nosti navrzené
metody sledovani mechanickych parametrti fibrinovych gel, ovSem data ziskand ze
studia geld ptipravenych z agaru byla v souladu s hodnotami uvadénymi v literatufe.

V druhé casti bakalarské prace bylo vyuzito fibrinovych geli o koncentraci
fibrinogenové slozky 1 a 5 mg/ml jako kultiva¢niho prostiedi pro kultivaci MSC
kmenovych bunék do osteoblastil za tlakové stimulace. Analyzou vykultivovanych kultur
byl zjistén vliv koncentrace gelu na proliferaci buné€k, kdy nizsi koncentrace fibrinového
prostfedi znamenala vyssi proliferaci bunék. Naproti tomu vyssi koncentrace gelu
stimulovala bunky Kk diferenciaci do pocinajici osteogenni tkan¢. Zaroven byla
pozorovana reakce bunék na tlakovou zatéZz jejich orientaci proti vektoru zatizeni.
Vhodnost pouziti vysSich koncentraci fibrinovych scaffoldii byla ovétena také analyzou
buné¢nych markeri metodou Western blot, kdy bylo pozorovano vétsi zastoupeni
markerd Runx2 a ALP.
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Seznam priloh

Ptilohy této bakalatské prace obsahuji:

Ptiloha A Technické vykresy navrzené aparatury
Ptiloha B Schéma navrzeného elektrického obvodu a desky plosnych spoju
Ptiloha C Obsah ptilozené¢ho CD
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Priloha A: Technické vykresy navrzené
aparatury

Ptiloha obsahuje tyto technické vykresy:

Hlavni vykres aparatury s oc¢islovanymi souc¢astmi

1 Vykres ptedniho stojanu pro digitalni mikroskop
2 Vykres zadniho stojanu pro digitalni mikroskop
3 Vykres dna drzaku spektrofotometrické kyvety
4 Vykres drzaku spektrofotometrické kyvety

5 Vykres vika spektrofotometrické kyvety
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KUSOVNIK

POLOZKA

CisLo SOUCASTI

POPIS

Pfedni stojan 1 Predni drzak na digitalni mikroskop
Zadni stojan 2 Zadni drzak na digitalni mikroskop
Dno kyvety 3 Zakladna pro uchyceni kyvety
Drzak na kyvetu L Drzak pro zajisténi stabilni polohy kyvety
Viko kyvety 5 Uzavér kyvety s otvorem pro aplikaci tlakové stimulace
Dno 6 Spoletna zakladna pro stojany na kameruz transparentniho plastu
Kyveta 7

H75f0$r0 umisténi spektrofotometrické kyvety VERKON
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Priloha B: Schéma navrzeného elektrického
obvodu a desky plosnych spoji

Ptiloha obsahuje nasledujici schémata:

Schéma zapojeni elektrického obvodu pro tlakovy senzor

Navrh desky plosnych spojt pro elektricky obvod tlakového senzoru
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Priloha C: Obsah priloZeného CD

Soucasti piilozeného CD je:

Kli¢ova slova prace v ¢eském a anglickém jazyce
Abstrakt prace v ¢eském jazyce

Abstrakt prace v anglickém jazyce

Zadani bakalarské prace

Elektronicka verze bakaléaiské prace

LabVIEW aplikace snimace aplikovaného tlaku

59



