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ABSTRAKT

Hodnoceni metabolismu bunék v komoie bioreaktoru v realném ¢ase

Diplomova prace se zabyva ndvrhem elektronického zafizeni, které by umoznovalo
hodnoceni metabolismu kmenovych bunék v bioreaktoru v readlném ¢ase. Soucasti prace
bylo ovéteni myslenky, ze metabolismus kmenovych bun€k lze vyhodnotit za pomoci
kultivaéniho média a transmisniho jevu. Cilem prace bylo navrzeni a realizace hardwaru
pro jednokandlové snimani, jeho ovéfeni na riiznych kultivacnich médiich a ndvrh
a realizace hardwaru pro vicekanalové hodnoceni stavu metabolismu. Béhem prace doslo
K apravam stavajici kultiva¢ni komory za u¢elem upevnéni LED diod (budi¢t) a fotodiod
(snimact), co nejblize k bunéénym kulturdm. Za G¢elem komunikace se zatizenim byl
navrzen jednoduchy software. Navrzeny systém byl ovéfen na sérii bunécnych
experimentl (na médiich DMEM +10% FS, DMEM + FGF, DMEM obohaceny o rtstové
faktory podporujici rast osteoblastii a DMEM obohaceny o ristové faktory podporujici
rist SMC). Vysledky experimentu byly korelovany s metabolickym testem MTT
a imunofluorescenénim hodnocenim.

Klic¢ova slova

Kmenové buniky, metody stanoveni metabolické aktivity, spektralni odezva kultivacnich
médii, hardware pro hodnoceni metabolismu v redlném ¢ase, buné¢né experimenty



ABSTRACT

Cell metabolism evaluation in bioreactor chamber in real-time

In my dissertation | deal with a proposal of an electrical device, what could enable
metabolism rating of stem cells in bioreactor in a real time. A part of my work included
a verification of an idea, that stem cells metabolism can be evaluated with the aid of
cultivation medium and transmission phenomenon. The aim of this work was to design
and realize a hardware for single-channel scanning, its verification on various cultivating
medias and design and implementation of a hardware for multi-channel evaluation of
metabolism status. During the work the existing cultivation chamber was modified for
the purpose of strengthening LED diodes (drivers) and photodiodes (sensors) as close to
cell cultures as possible. A simple software was designed in order to communicate with
device. The designed system was verified on series of cell experiments (on medias
DMEM + 10% FS, DMEM + FGF, DMEM enriched with growth factors supporting
growth of osteoblasts and DMEM enriched with growth factors supporting growth of
SMC). Results of an experiment were correlated with the MTT metabolic test and
immunofluorescence evaluation.

Keywords

Stem cells, methods for determining metabolic activity, spectral response of culture
medium, hardware for real-time evaluation of metabolism, cellular experiments
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VEGF Vaskularni endotelové ristové faktory (Vascular Endothelial Growth Factor)
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1 Uvod

Kmenové buiiky Ize definovat jako jednotky organismu, které jsou zodpoveédné
za regeneraci a vyvoj organt a tkani. V podstaté se jednd o nediferencované zivocisné
buiiky majici unikatni schopnost obnovovat ¢asti organismu, které vykazuji znamky
poskozeni nebo opotiebovanosti, a udrzovat stalé vnitini prostiedi (homeostazu). Téchto
schopnosti 1ze dosdhnout diky dvéma zékladnim vlastnostem kmenovych bunék. Jedna
se o schopnost vytvaret dalsi kmenové butiky a schopnost kmenovych bunck diferencovat
smerem ke specializovanym bunikdm s pfesné danou funkci v organismu napt. ve SMC
(hladké svalové buiky). Diferenciace kmenovych bunék smérem k vysoce specia-
lizovanym bunkdm miiZe byt ovlivnéna napf. sloZenim kultiva¢nich médii, architekturou
a tuhosti skeletl, mechanickymi a fyzikaln&-chemickymi vlastnostmi. Napt. pfidanim
VEGF (vaskularni endotelové rastové faktory) do kultivatniho média zapticini
diferenciaci kmenovych bunék smérem k endotelovym buiikam, nebo ptsobeni vibraci
na kmenové buiiky zapti¢ini jejich diferenciaci smérem k osteoblastam. [1; 2; 3; 4]

Vysoce specializované neboli fenotypizované buiiky mohou byt v budoucnu vyuzity
Vv sektoru zdravotni péce. Uplatnéni by nalezly napft. pfi 1€cbé degenerativnich poruch,
nebo pii regeneraci dlouhych defektti kosti a ve spousté dalSich ptipadech. [5; 6]
V soucasné chvili se vSak pohybujeme na poli vyvoje. Aby bylo v budoucnu mozné
kmenové buniky v mediciné pouzit, je nezbytné proces jejich mnozeni, diferenciace
a osidlovani umélych nahrad vyvinout k dokonalosti. Jednou z oblasti, které je ticba jesté
zefektivnit, je sledovani metabolické aktivity kmenovych bunék. V soucasné dobé se pro
sledovani metabolické aktivity vyuzivaji testy zivotaschopnosti kmenovych bunék nebo
testy zjiStujici koncentraci proteinii v extracelularni tekutiné. Nevyhodami téchto testt
jsou napft.: nutnost vyjmuti kultivovanych bunék z bioreaktoru (zmény teploty, relativni
vlhkosti atmosféry atd), donuceni je k interakci s chemickymi slouéeninami
umoziujicimi zhodnoceni jejich stavu, Casova narocnost, podrobeni se spektrofoto-
metrickému vyhodnoceni (butiky jsou citlivé na svétlo) a absence moZnosti snimani
metabolické aktivity v realném case. Ztohoto divodu bylo ptistoupeno k navrhu
a realizaci zatfizeni fungujiciho principu transmise, které by veskera vySe jmenovana
negativa nemélo. Toto zafizeni by mélo védeckym pracovnikiim pomoci snadno ur¢it
dobu, kdy je vhodné vyménit kultivaéni médium, nebo kdy je tieba provést pasaZovani.
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1.1 Prehled soucasného stavu

1.1.1 Kmenové bunky

Kmenové buiky lze rozdélit na ¢tyfi typy dle jejich budoucich specifickych funkei.
Jedna se o typ totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni. Totipotentni
kmenové bunky, znamé téZ pod ozna¢enim omnipotentni, jsou bunky, které mohou
diferencovat v cely lidsky organismus (v embryonalni i trofoblastické bunky). Ptikladem
téchto bunck je zygota. Druhym typem jsou kmenové buiiky pluripotentni, které dokazi
diferencovat v jakykoliv druh bunék, avSak schopnost tvofit organismus je jim cizi (napf.
buiiky pupecni $itliry). Multipotentni kmenové bunky jsou charakteristické tim, Ze mohou
dat za vznik vice nez jednomu diferencovanému bunéénému typu, avsak tento typ musi
byt blizky svymi vlastnostmi (napt. z kmenovych buné¢k mozku mohou vznikat pouze
buiiky nervového systému). Ptikladem multipotentnich bunék mohou byt bunky tukové
tkdn€é. Poslednim typem kmenovych bunék jsou buiikky unipotentni, které jsou
charakteristické tim, ze jsou urCeny pro jedinou a specifickou ¢innost. Jedna se napf.
0 spermatogonie nebo hepatoblasty. [2; 7; 8; 9]

Pro potieby tkanového inzenyrstvi a buné¢né terapie Ize kmenové bunky ziskat ze
Ctyt zdrojti. Jednd se o embryonalni tkang, fetalni tkan€ (napft. placenta), specificka mista
v dospélém lidském organismu (kostni dfen, tukova tkén, kize, kosterni svaly, srdce,
jatra, nervova tkan, krev atd) a ve specifickych somatickych bunéénych kulturach, jez
byly geneticky pozménény. Jednotlivé zdroje kmenovych bun¢k a jejich specifické
funkce je mozné pozorovat v tabulce 1.1. [4]

Tabulka 1.1: Kmenové buiiky, jejich zdroje a specifické funkce; ptevzato a upraveno z [4]

Kmenové bunky Zdroj kmenovych bun¢k Specificka funkce
Embryondlni Morula Totipotentni,
Blastocyst Pluripotentni
Fetalni Fetus Multipotentni, pluripotentni
Placenta Multipotentni, pluripotentni
Plodova voda Multipotentni, pluripotentni
Whartoniv rosol Multipotentni, pluripotentni
Pupec¢nikova krev Multipotentni
Dospélé Mezenchymalni kmenové bunky Multipotentni, pluripotentni
kostni dfen¢
Ostatni tkané a organy Multipotentni, oligopotentni,
bipotentni a unipotentni
IPS Somatické diferencované buiiky Pluripotentni
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Dalsi rozd€leni kmenovych bungk Ize provést na zdklad¢ mista a casu jejich vyskytu
v organismu. Jedna se predev§im o kmenové buiiky embryonalni (ESC —embryonic stem
cells), fetalni kmenové buniky a dospélé. V lidském organismu lze nalézt i dal$i kmenové
bunky naptf. embryonalni zarodeéné bunky (EGC — embryonic germ cells) nebo
embryonalni karcinomové bunky (ECC — embryonic carcinoma cells), avsak diive
zminéné kmenové buiiky maji z hlediska potencionalniho uziti v oblasti mediciny vétsi
vyznam. ESC vznikly jako derivaty vnitini buné¢né hmoty blastocytu. Jedna se o bunky
pluripotentni, které maji schopnost vyvinout se az do 200 bunéénych typti dospélého
lidského organismu (bunéény typ je zavisly na dostatecné a specifické stimulaci
kmenovych bun¢k). Z tohoto pohledu jsou ESC pro tkanové inZenyrstvi a bunécnou
terapii velmi vyhodné. Jejich nevyhodou je fakt, Ze v souvislosti s jejich pouzitim je tieba
uvazit 1 etickou otdzku. Z tohoto pohledu na véc jsou fetalni kmenové bunky vyhodnéjsi.
Jedna se o buriky, které maji vynikajici specifické funkce (multipotentni/pluripotentni —
viz tabulka 1). K jejich odbéru slouzi tkané ukoncenych plodd, tedy tkang, které by
nemély zadné dalsi vyuZziti. Diky této vlastnosti neni tieba uvazovat nad etickou strankou
pohledu jako u embryondlnich kmenovych bunék. Dospélé kmenové buriky jsou velmi
vzacné bunky, které maji schopnost diferencovat v predurcené bunécné linie, avSak
Vv piipad¢ spravné stimulace mohou diferencovat v jiné bunécné linie (napt. ve svalové,
jaterni nebo mozkové). [7; 10] Tyto pozitivni vlastnosti kmenovych bunék by v budoucnu
mohly nalézt uplatnéni v mnohych medicinskych problémech. Jednalo by se napf.
o terapeutické 1éc¢eni genetickych ¢i degenerativnich poruch (Parkinsonova choroba),
lécbu akutnich chorob za pomoci autolognich $tépii (srde¢ni choroby), farmakologicky
a toxikologicky screening, regenerativni medicinu (mozkové a misSni zranéni,
transplantace), bunécnou terapii (diabetes mellitus, popaleniny). Dle literatur se vSak
Vv soucasné chvili omezujeme pouze na experimenty. [7; 10; 11; 12; 13]
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Obriazek 1.1: Typy kmenovych bungk a jejich vyskyt v lidském organismu béhem vyvoje;
pievzato a upraveno z [9]
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1.1.2 Déje v burikach

Pfeména biologickych latek a energie, tedy metabolismus, probihd ve vSech bunkach
zivého organismu, ale 1 v buiikach kultivovanych. Metabolismus 1ze rozdé¢lit na dva druhy
reakci, na katabolické a anabolické. Katabolické reakce za pomoci enzymu rozkladaji
slozité organické latky na jednodussi latky se souasnym uvoliovanim energie (napf.
rozklad proteinti na volné aminokyseliny, bunééné dychani). Opaénym druhem k reakcim
katabolickym jsou reakce anabolické. Tyto reakce, které jsou znamy i pod nazvem
biosyntetické drahy, vyuZzivaji energii a syntetizuji z jednoduchych biologickych latek
slozit&jsi molekuly (napft. z jednotlivych volnych aminokyselin davaji za vznik télu
vlastnim proteinim nebo hormontim). [14]

Kromé jiz zminénych metabolickych procesti probihaji na bunééné trovni 1 dalsi
procesy, které jsou dulezité pro preziti organismu jako celku. Jedna se o tzv.
morfogenetické procesy mezi néZ patii pfedevsim proliferace, bunéénd migrace, bunécna
smrt a bunéénd asociace. Proliferace, také zndmé pod pojmem mitoticka aktivita, je
proces, béhem kterého si organismus vytvaii material pro jeho rast. Za pocatek
proliferace lze oznacit prvni mitotické déleni oplozeného vajicka. Jeji markantni rist je
zaznamenan v pribéhu embryogeneze a postupné dohézi k jejimu ipadku. Proliferaci lze
nalézt i u dospélych organismi, piedevSim v tkanich s neustdlou obnovou bunétné
populace, kde dochazi k nahradé poskozenych ¢i ztracenych bun¢k novymi (napt. buiky
epidermis). V jinych tkanich probiha proliferace méné. Jedna se napf. o hepatocyty, které
zaznamenaji proliferaci pouze v okamziku regeneracnich procest (ztrata ¢asti orgdnu,
poskozeni organu). Existuji 1 tkdn€, v nichz proliferace postnataln¢ neprobiha (neurony,
jadra svalovych vlaken) a jejich regenerace je zavisla na dospélych kmenovych buikéach.
Dalsi morfogeneticky proces je bunéénd migrace. Jedna se o aktivni nebo pasivni proces,
béhem kterého dochazi k pfemistovani jednotlivych bunck, nebo celych jejich skupin.
V dospélosti se uplatituje pii zanétech a hojeni ran. Buné¢na asociace umoziuje spojeni
jednotlivych bunék ve vyssi funkéni celky a zarovenl jim tak umoziiuje komunikaci
a vzadjemné ovliviiovani. I bunécna smrt je dalS$im morfogenetickym procesem a je
pfirozenou soucasti vyvoje organismu. UmoZnuje odstranéni vadnych nebo redun-
dantnich elementli a modelovani tvar. Lze rozeznat programovatelnou bunécnou smrt
(apoptozu) a neprogramovanou smrt (nekrozu). [15; 16]

Mezi dalsi pro vyvoj organismu dulezité déje patii i exprese genu a diferenciace.
Proces, béhem kterého dochazi k ptevodu genetické informace ulozené v DNA do
molekuly proteinu, se nazyva exprese genu. Jednd se o proces, jenzZ podléhd piisné
regulaci, nebot’ jeho vychyleni mize zapti€init rizné vyvojové vady. Diferenciace bunck
je proces, pii némzZ z totipotentnich bunék vznikaji vysoce specializované bunky
(fenotypizované nebo fenotypicky maturované). Tato specializace je v prub¢hu vyvoje
ovliviiovana velkym mnozstvim gend. [2; 15; 16]
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1.1.3 Kultivace bunék in vitro

Bunééné kultury se v dnesni dobé staly nedilnou soucasti védeckého vyzkumu. Jejich
ukolem je tvorba materidlu pro vyzkum a zaroven mohou slouzit jako model, coz je
vyhodné predevsim v ptipadé, kdy by modelem mohlo byt zvite, ¢i clovek (tento model
bunécnych kultur: primarni kultury, bunééné linie a bunééné kmeny. Kultura nesouci
oznaceni primarni, znama téz pod ndzvem primokultura, se sklada z jednotlivych
izolovanych bunék z darce. Piikladem tohoto typu bunééné kultury jsou ASC
(mezenchymalni kmenové bunky z tukové tkdné) a MSC (mezenchymalni kmenové
buiiky). PasaZovanim (pfenos namnozenych a nafedénych bunck do novych kultivacnich
nadob) dostdvame z primarni kultury bunéné kmeny. Jedna se o skupiny bunék, které
proSly alespoil jednou procesem pasazovani a které po 40—50 namnozZenich zanikaji.
Bunécéné linie jsou skupiny bunék, jejichZ hlavni schopnost tkvi v neomezené Zivotnosti
a schopnosti se mnozit (napt. rakovinné buiiky). Bunécnou kulturu Ize ziskat nékolika
zpusoby. Nékteré kultury jsou schopny vyrtstat z kultivované tkané (napf. fibroblasty),
avSak vétSina kultur vznika z bunék izolovanych z tkani. Tato izolace probiha na principu
mechanického uvolnéni a nasledného enzymatického §t€peni mezibunééného matrixu
nebo ve zvlastnich piipadech perfuzi organu médiem. Takto pfipravené buiky jsou
za pomoci centrifugy oddéleny a prfemistény do kultiva¢ni nadoby obsahujici kultivacni
médium. [17; 18]

1.1.4 Riistova krivka bunééné kultury

Bunécnou kulturu 1ze popsat pomoci kiivky rastu, kterd je rozdélena do Ctyi oblasti.
Lag-faze je pocatecni faze, v niz dochazi k mirnému poklesu poctu bunék vlivem zmény
prostiedi. Nasleduje log-faze (logaritmickd, C€i exponencialni faze), kterd je charak-
teristickd tim, Ze v ni dochazi k exponencidlnimu rastu bunécné kultury. V této fazi
rustové kiivky probihd proliferace kmenovych bunck. Behem této faze by mélo nastat
pasaZovani, aby bylo moZné déale buné¢nou kulturu dale rozmnoZovat. Stacionarni faze
je tieti v potadi. Béhem ni nedochazi k nartstu poctu bunck. Naopak jejich pocet stagnuje
vlivem vyCerpani zivného média, vznikajiciho v dusledku aplikace tlaku a teploty
na buné¢nou kulturu, vlivem pH a vlivem nedostatku prostoru. V této fazi je majoritnim
procesem diferenciace kmenovych bun¢k smérem ke specializovanym buiikdm. Posledni
fazi je faze Ubytku, ktera ma za nasledek vymirani buné¢k vlivem nedostatku Zivin, pH
nebo toxickych metabolickych produkta. [17; 19]
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Obrazek 1.2: Rustova kiivka buné¢né kultury; pievzato a upraveno z [19]

1.1.5 Podminky pro kultivaci

Aby bylo zajisténo mnozeni bun€k in vitro, je tieba nastolit vhodné podminky.
Jednou z téchto podminek je i povrch kultiva¢ni nadoby. Dle naro¢nosti buné¢né kultury
a jejiho druhu je nutné volit druh nadob. VétSina kultur nenaro¢nych na povrch nadoby
se spokoji s polystyrenovymi kultiva¢nimi nadobami, jejichZ povrch je upraven, aby byl
hydrofilni. Naro¢néjsi kultury vyzaduji, aby povrch nadob byl obohacen jesté o dalsi
organické slozky usnadnujici jejich adhezi (kolagen, polylysin, fibrinogen, laminin atd.).
Ve vzacnych ptipadech se lze setkat s bunécnymi kulturami vyvijejicimi se v prostoru
celé nadoby. Existuji vSak i1 kultury, které¢ je mozné stimulovat k mnozeni pouze
V suspenzi (napf. buiiky krevniho ptivodu). Suspenze lIze docilit umisténim kultivacni
nadoby na kyvaci michacku, vystelkou vnitfniho povrchu z latek, které zabranuji adhezi
(napt. agarosou), nebo specialnim postupem zvanym mikroenkapsulace, kde se kolem
jednotlivych bunék vytvoii obal z polymeru, jenz zabranuje adhezi bunék na povrchu
nadoby. Dalsi podminkou je vhodné okolni prostiedi, predevSim teplota a sloZeni
atmosféry. Jedna se o teplotu 37 °C, 5% atmosféru CO: a relativni vlhkost atmosféry
kolem 90 %. Posledni podminkou je vybér vhodného média, coZ je tekutina napodobujici
extracelularni tekutinu a obsahujici vysoky podil Zivin. Média lze rozdélit do dvou
hlavnich skupin dle jejich obsahu séra, coz je zdroj biologicky vyznamnych organickych
latek. Mize obsahovat stopové prvky, inhibitory proteaz, ristové faktory, vitaminy atd.
Hlavni nevyhodou séra je nepfesnd definovanost jeho sloZeni a moznost pfenosu infekce
na bunécnou kulturu. Média neobsahujici sérum jsou dobife definovdna a obsahuji
proliferuji pomaleji. Soucéasti médii jsou anorganické soli, anorganické a biologické
pufry, acidobazicky indikator (napt. fenolova Cerveil), zdroj energie (napi. glukosa),
esencidlni 1 dal$i aminokyseliny, vitaminy, rustové faktory, bilkoviny, lipidy, stopové
prvky a n€kdy i antibiotika (napf. penicilin). [18; 20]
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1.1.6 ASC

V regenerativni medicin€ se dospélé kmenové buiiky jevi jako jeden z nejslibnéjSich
typt bun¢k pro bunétné terapie. Mezi tyto druhy bunék patii predevsim ASC
(mezenchymalni kmenové buikky odvozené z tukové tkan¢). Z hlediska etické otazky,
invazivity, doby rekonvalescence, bolestivosti odbéru, nizké morbidity a mnozstvi
odebranych bunék se jevi jako vhodnéjs$i v porovnani s kmenovymi buitkami odebranymi
z kostni diené. DalSimi vyhodami jsou i jejich imunosupresivni vlastnosti, nizka
imunogenicita, jednoduchy postup izolace, kvalita kmenovych bunék a schopnost
proliferace, kterd se vzristajicim vékem pacienta neklesd. Vhodnou stimulaci téchto
bunék Ize dosdhnout jejich diferenciace smérem k tukovym tkanim, kostnim buiikam,
chrupavkam, neurontim nebo k hladkym svalovym bunkam. Ptikladem téchto bunck
mohou byt i vaskularni hladké svalové bunky (VSMC — vascular smooth muscle cells),
coz jsou buniky mesodermalniho a neuroektodermalniho ptivodu hrajici dilezitou roli ve
vasokonstrikci a vasodilataci cév. Experimenty bylo prokazano, ze dynamicka kultivace
majici charakter pulzatilniho stresu a cyklického namahani ma v kombinaci s 3D
architekturou skafoldu pozitivni vliv napf. na zivotaschopnost, proliferaci, diferenciacni
potencial, parakrinni u¢inky atd. Behem dynamické kultivace byla u buné€k zjisténa vyssi
produkce kontraktilnich proteinii nez u bunééné kultury podrobené statické kultivaci.
Zaroven bylo zjiSténo, ze pti dynamické kultivaci doSlo k jednotné orientaci bunécné
kultury radidlné¢ ke sméru jejich roztazeni, k zvySeni mechanické pevnosti napjatych
vzorkli a k rovnomérnému Siteni bunééné kultury. Na obrazku 1.3 Ize pozorovat dva
vzorky ASC, které¢ byly kultivovany na fibrinovém gelu na skle, jeden za statickych
podminek a druhy za dynamickych podminek. Na rozliseni kalponinu (zelena barva) a SM a-

aktinu (Cervena barva) bylo vyuzito imunofluorescen¢ni barveni. [21; 22; 23; 24]

é f' < . 4 i
Obriazek 1.3: ASC po tfidenni statické kultivaci (A) a ASC po tfidenni dynamické
(B); pievzato z [21]
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kultivaci
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1.1.7 Metody stanoveni metabolické aktivity

Existuje Siroka Skala testl, které je v tkanovém inZenyrstvi mozné vyuzit. Jedna se
napf. o testy biologické, které jsou zalozené na moznosti kvantifikovat matrice, testy
zivotaschopnosti zalozené na schopnosti urcit zivotaschopnost bunky nebo testy
kvantifika¢ni matrice zaloZzené na barveni matricovych slozek. Mezi testy kvantifikacni
matrice patfi napf. test vyuzivajici barvivo Krystalova violet nebo Syto9. Obé¢ tato
barviva jsou schopna se navazat na bunky, jak zivé, tak mrtvé. Z tohoto diivodu je nelze
vyuzit pro stanoveni metabolické aktivity kmenovych bun€k. Mezi testy biologické patii
napf. test vyuzivajici barviva DMMB (1,9-dimethyl-methylenova modr), ktery uvnitf
kultury odrdzi mnozstvi sulfatovych polysacharidii. Jako nejvhodnéjsi testy pro
metabolickou aktivitu se jevi testy Zivotaschopnosti buiiky, nebot’ jsou schopny rozlisit
zivé buniky od mrtvych. Mezi tyto testy patti napt. test s oznacenim XTT, test MTT, test
vyuzivajici FDA nebo resazurin. XTT test vyuziva ve vodé rozpustné soli XTT
(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfofenyl)-2H-tetrazolium-5-karboxanilid), ktera je v zivé
buiice pomoci enzymu mitochondridlni dehydrogendza redukovdna na formazan.
Mnozstvi zivych bunék lze vyhodnotit s pomoci spektrofotometru, nebot’ intenzita
zabarveni odpovida mnozstvi metabolizujicich mitochondrii. Nevyhoda tohoto testu
spoc¢iva v ne ptili§ velké ochoté bun¢k redukovat XTT, ve vyrazné ¢asové narocnosti
a nakladnosti. Aby byla redukce podpotena, ptidava se do reakce fenazin methosulfat
(PMS). MTT test je modifikaci testu XTT. Béhem MTT testu je zlutd sil MTT
(3-[4,5-dimetylthiazol-2-yl]-2,5-difenyltetrazoliumbromid) redukovana na fialovy for-
mazan. Rychlost, s niz formazan vznika, odpovida aktivité dychaciho fetézce. Testy
vyuzivajici FDA jsou zaloZeny na faktu, Ze zivotaschopné bunky jsou schopny prevést
nebarevny fluorescin-dicetat (FDA) na zluty fluorescen¢ni fluorescin. Nejcastéji
vyuzivanym testem, provadénym na zivoc¢iSnych bunécnych kulturach je resazurinovy
test. Jednd se o test, béhem kterého jsou metabolicky aktivni buiiky za pomoci
mitochondrialnich, mikrozomalnich a cytosolovych oxidoreduktdz schopny zredukovat
modfe zabarveny resazurin na riazovy rezofurin. Vyhodou resazurinového testu je jeho
pomérné nizka cena, jednoduchost, vysoka rychlost a nedestruktivni G¢inky na bunééné
kultury. [25; 26; 27]

Druhou velkou skupinou testt, které lze pouzit pti stanovovani metabolické aktivity
bunéénych kultur, jsou testy zjistujici koncentrace proteinli v extracelularnim prostoru
bunky. Mezi nejzndméjsi testy zamétujici se na koncentraci proteini ve vzorcich jsou
nasledujici testy: Biuretlv test, Lowryho proteinovy test, metoda dle Bradfordové nebo
BCA test. Ne vSechny z téchto metod vSak lze vyuZit na stanoveni metabolické aktivity
bunécnych kultur. Mezi tyto metody patii Biuretiiv a Lowryho test. Jedna se o testy, pfi
nichz dochézi k interakcim proteini a méd’natych iontl, coz zapfiini vznik svétle
modrého komplexu. Jejich hlavni nevyhodou je vysoka zavislost na zasaditém pH
(10,0-10,5), cozje v rozporu s podminkami potfebnymi pro buné¢nou kultivaci. BCA test
je zalozen na reakci méd’natého iontu, proteinu a kyseliny bicinchoninové za vzniku
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fialového komplexu, ktery lze spektrofotometricky vyhodnocovat. Piestoze se jedna
o velice citlivou metodu, nelze ji pouzit pro bunéc¢nou kultivaci. Stejné jako predchozi
metody je zdvisla na zasaditém okolnim prostiedi. Metoda dle Bradfordové je téz
kolorimetrickd metoda, av§ak neni zaloZzena na interakci méd’'natych iontd s proteinem,
nybrz na interakci barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 a proteind. Tato reakce
zapti¢ini barevnou zménu imeérnou mnozstvi proteinti ve vzorku (spektrofotometrické
vyhodnoceni). Jeji vyhodou je snadnost pouziti, vysokéd rychlost, schopnost reagovat
pti béznych podminkach a kompatibilita s latkami, které bézn¢ v médiich pfitomny. [28;
29; 30]
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1.2 Cile prace

Cilem diplomové préace je navrhnout elektronické zatizeni, které by poskytovalo

moznost snimani metabolického stavu kmenovych bunck Vv realném case a které¢ by

bunécnou kulturu nevystavovalo negativnim vlivim (pfilisné osvétleni, prudké zmény
teploty atd). Pozornost v diplomové praci bude zaméfena na nasledujici body:

ovéteni spektralni odezvy kultivaénich médii,

upravu stavajiciho tfeSeni kultivacni komory pro dynamickou kultivaci pti
tlakové stimulaci,

navrh a realizaci hardwaru pro jednokanalové snimani metabolického stavu
kmenovych bungk,

navrh a realizaci hardwaru pro vicekanalové hodnoceni metabolismu kmeno-
vych bungk,

navrzeni softwaru pro pribézné snimani metabolického stavu kultiva¢niho
média,

ovéfeni funkénosti navrZzeného apardtu vyuzivajicitho pro hodnoceni stavu
metabolismu optoelektronické ¢leny na bunéénych experimentech.
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2 Metody reSeni

Kompletni aparat pro snimani metabolického stavu kmenovych bunék byl navrzen
takovym zptisobem, aby poskytoval moznost vicekanalového snimani. Cast skladajici se
z elektroniky obsahovala dvé desky plosnych spoji LED diod, desku plosnych spoji pro
Micro Arduino a samotnou desku Micro Arduina, dvé desky ploSnych spoji pro
fotodiody a zafizeni NI USB-6001 OEM. Tuto ¢ast sestavy lze nalézt vné bioreaktoru.
Druha ¢ast slouzici pro kultivaci bunéénych kultur a snimani metabolického stavu
kmenovych bunék se skladala z 24jami¢kové kultivacni desti¢ky, kultivaéni komory
a nastavct pro pripevnéni LED diod a fotodiod. Tuto sestavu lze nalézt v bioreaktoru
a na obrazku 2.1.

metabolického stavu; autor: Roman Matéjka

Na obrdzku 2.2 je moZzné pozorovat schéma navrzeného aparatu urcen¢ho pro
hodnoceni metabolismu kmenovych bunck. Lze zde pozorovat fez kultivacni komorou
a nastavci pro fotodiody a LED diody na jednom kanalu.
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Obrazek 2.2: Schéma navrzeného aparatu hodnoticiho metabolismus kmenovych bunék
za pomoci optoelektronickych ¢lenti

2.1 Spektralni odezva kultiva¢nich médii

Jednou z metod, které maji potencial stanovovat metabolickou aktivitu bunéénych
kultur je kolorimetrie. Za tucelem ovéieni tohoto tvrzeni byly odebrany vzorky médii
Z kultivaénich komor a byly podrobeny spektrofotometrickému zkoumani. Jednalo se
o Ctyfi rizné vzorky, dva z kultur kmenovych bunék podrobenych statické zatézi a dva
Z kultur pod dynamickou zatézi. Prvni z obou vzorka byl odebran po uplynuti 3 dnt
od nasazeni bunécné kultury a druhy byl odebran po 3,5 dnech od vymény ptivodniho
kultiva¢niho média za nové. Vysledky tohoto pilotniho méfeni provedené¢ho za pouziti
spektrofotometru je mozné pozorovat na obrazcich 2.3, 2.4, 2.5a 2.6.
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Obrazek 2.3: Zavislost absorbance na vinové délce I
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Obrazek 2.5: Zavislost absorbance na vlnové délce II1

24



!\.)

(V)] (98]
I

1

[\
1
|

Absorbance A (-)
—
1 1

o
W
I

|

0 1 1 1 1 | 1 1
280 330 380 430 480 530 580 630 680
Vlnova délka A (m)

—M¢édium z kultury pod statickou zatézi 3,5 dni staré
—M¢édium z kultury pod dynamickou zatézi 3,5 dni staré

Obrazek 2.6: Zavislost absorbance na vlnové délce IV

Oblast vinovych délek, v niz byla prokazana spektralni odezva byla vytycena
V pasmu viditelného svétla v rozmezi 280 nm aZ 630 nm. Na zaklad€ posouzeni tvaru
absorpc¢nich spekter (obrazky 5-8) byly vybrany oblasti zajmu, v nichZ by bylo mozné
stanovovat metabolickou aktivitu kmenovych bunék. Jednalo se o oblast fialové barvy
(A = 380450 nm), modré barvy (A = 450-510 nm), zelené barvy (A = 510-550 nm)
a zeleno-Zluté barvy (A = 550-575 nm). [31]

2.2 Hardware pro jednokanalové hodnoceni metabolismu
kmenovych bunék

Po identifikaci oblasti vlnovych délek, v nichz by bylo mozné vyhodnocovat
metabolicky stav kmenovych bunék, bylo pfikroceno k feSeni problému spojené¢ho
s konstrukci stabilniho zdroje svétla a senzoru. Vysledkem této Cinnosti byla konstrukce
hardwaru, ktery poskytuje moznost jednokanilového hodnoceni jejich metabolismu.
Kompletni jednokanalové hardwarové teSeni sklddajici se ze stabilniho zdroje svétla,
snimaciho prvku, stojanku, spektrofotometrické kyvety a zatizeni NI myDAQ, slouziciho
pro napdjeni realizovanych obvodl a pro pfevod méfenych veli¢in do pocitacového
prostiedi, je moZné pozorovat na obrazku 2.7. Jednotlivé kroky, které byly u€inény
za ucelem konstrukce tohoto zafizeni, 1ze nalézt v nasledujicich podkapitolach.
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Obrazek 2.7: Schéma hardwarové soustavy pro jednokanalové hodnoceni metabolismu

2.2.1 Desky ploSnych spojt

Jako zdroj svétla byla zvolena LED dioda. Aby bylo zajiSténo jeji stabilni
vyzatovani, byl do jejiho obvodu implementovan proudovy zdroj a za ucelem jeji
regulovatelnosti byl do obvodu zatfazen regulator napéti a potenciometr, na jehoz vystup
byl pfidan transimpedan¢ni zesilova¢. Anoda LED diody byly propojena s vystupem
transimpedancniho zesilovace a katoda byla piipojena k invertujici svorce, pfed rezisotor.
Jako senzor byla zvolena fotodioda, ktera byla zapojena ve fotovodivostnim (odporovém)
rezimu. Soucasti obvodu fotodiody byla plovouci zemé, ktera byla propojena s katodou
fotodiody, a transimpedanc¢ni zesilovaé, jehoz invertujici svorka brala signal z umé¢lé
zem¢ a neinvertujici svorka brala signal vystupujici z fotodiody. V prvnim kroku byla
schémata realizovana na nepajivém poli, aby byla ovéfena jejich funkénost (viz obrazek
2.8). [32; 33; 34; 35; 36]

Obriazek 2.8: Zapojeni LED diody a fotodiody na nepajivém poli
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Tato schémata byla posléze navrzena v programu Eagle (Autodesk, Kalifornie, USA,
2018). Dle nich byly navrzeny a vyrobeny desky plosnych spoji. Po ovéteni funkénosti
schémat na nepajivém poli bylo schéma s fotodiodou obohaceno o integracni ¢lanek
(R=150kQ, C =100 nF, fc = 10,61 Hz). Takto pfipravené desky byly precizn¢ osazeny
SMD a THT soucastkami. Jednotliva navrzena schémata a desky plo§nych spoji je mozné
pozorovat na obrazcich 2.9, 2.10a 2.11.
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Obrazek 2.9: Schéma zapojeni budice LED diody s proudovym zdrojem
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Obrazek 2.11: Pilotni desky plosnych spoji LED diody (vlevo) a fotodiody (vpravo)

Dalsim krokem bylo vytvofeni stojanku, do kterého by bylo mozné umistit LED
diodu, fotodiodu a spektrofotometrickou kyvetu, jez by obsahovala zkoumany vzorek
analytu. Tento stojanek byl navrzen za pomoci programu Autodesk Inventor Professional
2018 (Autodesk, Kalifornie, USA, 2018) a vytisknut na 3D tiskarné. Stojanek byl navrzen
jako kvadr, do jehoz stiedu lze z vrchu zasunout spektrofotometrickou kyvetu se zkou-
manym analytem. Na bocich kvadru byly umistény otvory pro budi€ a pro snimac. Otvory
pro optoelektronické soucastky byly umistény tak, aby vyhodnocovaly analyt ve spodni
Casti kyvety. Technicky vykres lze nalézt v pfilohach diplomové prace pod nazvem
Stojanek pro spektrofotometrickou kyvetu. Samotny stojanek je mozné pozorovat na
obrazku 2.12.

Obrazek 2.12: Stojanek na spektrofotometrickou kyvetu
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2.2.2 Ovéreni funkénosti systému pro jednokanalové snimani

Dalsim krokem bylo piipojeni zkonstruovanych desek k proudovym a napétovym
zdrojim a ptivedeni vystupnihO napéti snimace na voltmetr. Funk¢énost sestrojenych
obvodul byla ovétena na 15 vzorcich rizného pivodu. Jednalo se o: destilovanou vodu,
vzorek cisty (vzorek 1), filtrovany (vzorek 2) a obohaceny o 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%,
2,5%, 3,0%, 3,5% a 4,0% dextran 1MDa (vzorek s oznacenim 3-10, vzrustajici
koncentrace obohaceni dextranem vzriista s pofadovym ¢islem vzorku), endotelové
médium, DMEM + FS, DMEM XTT a fetalni sérum. Zaroven s ovéfovanim funk¢nosti
bylo zjistovano, jaka z diive stanovenych oblasti zajmu (vinové délky) bude pro stano-
vovani nejvhodnéj$ia zdali bude patrny rozdil mezi médii obohacenymia neobo-
hacenymi o CO2. Pro ucely identifikace vhodné vinové délky byly pouzity LED diody
nasledujicich barev: fialové (LSVIOL-LC, A = 395-405 nm), modré (L5BLU120018,
A = 460-475 nm), zelené (A ~ 540 nm) a zeleno-zluté (L-53SGC, A = 565 nm). Jako
fotodioda pro tcely experimentu poslouzila fotodioda s oznaéenim SMOSPD1A. Vybrané
hodnoty snimaného napéti pro rizné barevné LED diody a atmosféry lze pozorovat
v tabulce 2.1 a 2.2.

Tabulka 2.1: Hodnoty elektrického napéti U pro modrou a fialovou LED diodu pro normalni
1 obohacenou atmosféru

Barva diody Fialova Modra
Atmosféra CO; Normalni Obohacena Normalni Obohacena
Vzorek Napéti U (V) Napéti U (V) Napéti U (V) Napéti U (V)
Endotelové médium 0,434 0,450 1,580 -
DMEM + FS 0,140 0,109 1,580 -
DMEM XTT 0,460 0,491 1,580 -

Tabulka 2.2:Hodnoty elektrického napéti U pro zelenou a zeleno-zlutou LED diodu pro
normalni i obohacenou atmosféru

Barva diody Zelena Zeleno-zluta
Atmosféra CO- Normalni Obohacena Normalni Obohacena
Vzorek Napéti U (V) Napéti U (V) Napéti U (V)  Napéti U (V)
Endotelové médium 0,061 0,214 0,481 0,583
DMEM + FS 0,030 0,192 0,135 0,275
DMEM XTT 0,069 0,216 0,548 0,590

Diky tomuto méfeni bylo moZné z barevnych oblasti zajmu vybrat ty, které budou
pro méteni aktivity metabolismu kmenovych bunék nejvhodnéjsi. Jako potencidlné
pouzitelné se jevila fialova, zelend a zeleno-Zluta dioda, pficemz nejlepsSich vysledki bylo
dosazeno s posledni jmenovanou a z tohoto diivodu byla vyuzita v nasledujicich apli-
kacich.
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Zaroven s timto méfenim bylo provedeno i spektrofotometrické méfeni v tabulkach
uvedenych médii, jehoz vysledky lze pozorovat na obrazcich 2.13, 2.14 a 2.15. Jsou zde
vyneseny také body Al, A2, B1, B2, C1, C2, D1 a D2. Jedna se o body, jejichz vinova
délka odpovida vlnové délce vyse uvedenych LED diod. Bod A odpovida diod¢ fialové
barvy, bod B odpovida diod¢ modré barvy, bod C odpovida diodé zelené barvy a bod D
odpovida diod¢ zeleno-zluté barvy. Pofadové Cislo, které nasleduje za pismenem,
vypovida o stavu média. Pokud je médium neobohacené o CO», pak nese oznaceni Cislici
1. Je-li tomu naopak, tedy médium je obohacené, nese oznaceni ¢islici 2. Jinymi slovy
lze tvrdit, ze vbodech A, B, C a D bylo provedeno ovéfovani funk¢nosti systému
jednokanalového snimani, jehoz vysledky jsou uvedeny v tabulkach 2.1 a 2.2.
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Obrazek 2.13: Zavislost absorbance na vlnové délce V
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Obrazek 2.14: Zavislost absorbance na vlnové délce VI
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Obrazek 2.15: Zavislost absorbance na vlnové délce VII

2.3 Hardware pro vicekanalové hodnoceni metabolismu
kmenovych bunék

Po provedeni spektrofotometrického méfeni kultivaénich médii, které potvrdilo,
ze metabolické zmény v kultivacnich roztocich Ize na urcitych vinovych délkach vyhod-
nocovat, a po realizaci jednokanalového hardwarového feseni, bylo pfistoupeno k vyrobé
zatizeni pro vicekanalové sniméni. Prvotné byla pozornost zaméfena na Gpravu stavajici
kultiva¢ni komory a nasledné¢ na ndvrh a vyrobu desek ploSnych spoji pro zdroj svétla
o dané¢ A a pro snimace. Vysledkem tohoto snazeni byla sestava hardwaru, které se
skladala ze dvou desek plosnych spoji budicich LED diody, dvou desek plosnych spoji
snimacu (fotodiod), desky plosnych spoji pro pifipojeni Ardiuna Micra (fizené spinani
LED diod), a zatizeni NI USB-6001 OEM, které¢ umoznovalo vy¢itani hodnot elektric-
kého napéti U z fotodiod. Prvotni hardwarovou sestavu pro snimani buné¢ného
metabolismu Ize pozorovat na obrazku 2.16.
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Obrazek 2.16: Prvotni hardware pro vicekanalové snimani

V souvislosti s hardwarem nelze opomenout ani software, ktery byl pro ucely pouziti
zafizeni v bioreaktoru vyvinut. Jednotlivé a jednoduché kody, které byly vytvotfeny pro
ucely tizeni LED diod a pro vy¢itani elektrického napéti U z fotodiod, je mozné nalézt
Vv ptilozeném CD.

2.3.1 Uprava kultivaéni komory

Pro dynamickou kultivaci kmenovych bunck v bioreaktoru byla jiz dfive navrzena
kultivaéni komora skladajici se z krytu, mezivrstvy, podstavy, tésnéni a kultivaéni
desticky. Spodni vrstvu tvofila podstava, do které bylo mozné vlozit kultivacni desticku.
Na podstavu byla umisténa mezivrstva, na kultiva¢ni desticku bylo upevnéno tésnéni
ana vrchol byla dan kryt. Takto sestavena soustava byla spojena pomoci Sroubi s hlavou
S vnitinim vybranim DIN219 M4x50 a ryhovanych matic DIN467 M4. Za ucelem
zajiSténi fixace nastavcl pro fotodiody i pro LED diody ke kultiva¢ni komote, byly
polykarbonatové soucasti kultivaéni komory obohaceny o diry pro srouby.

Pro kultivaci kmenovych bunék se vyuziva Siroka Skala kultivacnich desticek. Lisi
se od sebe jak rozméry a povrchovymi upravami jamicek, tak i jejich poctem. Volba
kultivaéni desti¢ky, jeZ umoznovala kultivaci kmenovych bun€k v bioreaktoru a ktera
zaroven poskytovala mozZnost realného hodnoceni jejich metabolismu, podléhala
kompromisu. Po uvazeni pozadavkl a kritérii byla zvolena 24jamic¢kova kultiva¢ni
desti¢ka a pro snimani bylo pouzito pouze 8 vnitinich jamicek. Za u¢elem upevnéni diod
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a fotodiod, co nejblize k bunéénym vzorkiim, byly navrzeny néstavce z polykarbonatu,
které bylo mozné s pomoci Sroubd S hlavou s vnitinim vybranim DIN912 M4x60
a ryhovanych maticek M4 DIN 467 ptipevnit ke kultivacni komote. Technické vykresy
téchto nastavcl lze nalézt v piilohach pod nazvem Nastavec pro LED diody verze 1
a Nastavec pro fotodiody verze 1.

Fotodiody (BPV10, o = 40°, A, = 380-1100 nm) byly v nastavci umistény tak,
aby byly na stiedu jamiéek kultiva¢ni desticky. Z ovéfovani funk¢nosti systému pro jed-
nokanalové snimani vyplynulo, Ze nejvhodnéjsi barva LED diody pro hodnoceni stavu
metabolismu média je zeleno-zlutd. Z tohoto divodu byla na nastavec umisténa LED
dioda této barvy (L-53GD, A = 565 nm, § = 60°, | = 5-32 mcd) a byla tam téZ umisténa
LED dioda tmav¢ ¢ervené barvy (L-53HD, A =700 nm, = 60°, | = 3-8 mcd). LED diody
byly ve svém nastavci umistény tak, aby vzdy jedna fotodioda snimala signal ze dvou
ruzné barevnych LED diod. V nastavci pro LED diody byla vytvotfena drazka, ktera zde
byla za t¢elem zanoieni kabelaze do nastavce a ponechani jeho stability. Na obrazku 2.17
je mozné pozorovat kultiva¢ni komoru, véetné€ navrzenych nastavcu. [37; 38; 39]

Obrazek 2.17: Upravena kultivaéni komora s nastavci pro LED diody a fotodiody
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2.3.2 Uprava a navrh desek plosnych spoji

Nésledné¢ bylo prikroceno k upravé stavajicich pilotnich desek plosnych spoji
Vv desky, které by umoznovaly osmikandlové snimani. Byly vytvofeny dvé desky pro
snimace, znichz kazda obsahovala ¢tyfi jednotlivé jiz diive zminéné obvody
s fotodiodami a transimpedanénimi zesilovaci. Zemé na desce byly propojeny v jednu
centralni a s pomoci vodi¢t bylo vytvofeno i centralni napajeni U = 12 V. Zaroven byl
rezistor ve zpétné vazbé vyjmut a nahrazen rezistorem o hodnoté R = 10 MQ. Takto
navrzené desky byly vyrobeny a precizné osazeny THT a SMD soucastkami. Navic byly
do desek vytvofeny otvory, aby bylo mozné je v budoucnu navrstvit nad sebe. Desku
plosnych spoju Ize pozorovat na obrazku 2.18.

WAGO256°G GND WAGO256%

Obrazek 2.18: Deska plosnych spoju fotodiod

Déle byly vytvoieny dvé desky pro LED diody. Kazda deska byla osazena trans-
impedancnim zesilovacem, na jehoZz vystupu bylo v paralelnim uspotadani umisténo osm
diod, aby je bylo mozné jednotlivé budit. Tohoto buzeni bylo dosaZeno za pomoci osmi
tranzistori BC547B, které v obvodu plnily funkci spinace. Takto navrzené desky byly
vyrobeny a byly za pomoci pajeni osazeny soucastkami. Do jejich rohd byly umistény
otvory pro budouci spojeni desek. Schéma obvodu lze pozorovat na obrazku 2.19 a desku
plo$nych spojii na obrazku 2.20. [40]
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Obrazek 2.20: Deska plosnych spoji LED diod

Jako posledni byla navrzena a vyrobena deska pro Arduino Micro. Deska byla
navrzena tak, aby jeji sttedobod tvofily patice a samotné zafizeni Arduino Micro. Deska
byla vyrobena a precizné osazena THT soucastkami. Je mozné ji pozorovat na obrazku
2.21. Pro ucely spinani LED diod byl navrzen v programu Arduino (Atmel, Ivrea, Italie,
2019) dekodér s ctyfmi vstupnimi signaly a Sestnécti vystupnimi. Nasledné byly v progra-
movacim prostfedi LabView (National Instruments, Texas, USA, 2019) vytvoieny
jednoduché kody pro digitalni fizeni elektrického proudu umoznujicimu svit LED diod.
Maximalni hodnoty tohoto proudu byly nastaveny na I = 20 mA. Nebyl opomenut ani
kod pro vycitani hodnot elektrického napéti na vystupu fotodiod, ani kéd pro moznost
vybéru LED diody. [41]
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Obriazek 2.21: Deska plo$nych spojt pro Arduino Micro
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2.3.3 Hardwarova sestava

Po vyrobeni veskerych desek a po jejich osdzeni soucastkami bylo pfistoupeno
k jejich propojeni. Finalni soustava desek byla propojena pomoci kabelti a jednotlivé
desky byly nad sebe navrstveny s pomoci Sroubii s hlavou s vnitinim vybranim M3x50
a distan¢nich sloupkii. Na vrchol celé soustavy bylo umisténo zatizeni NI USB-6001
OEM, které bylo k soustavé pfipojeno s pomoci podlozek, maticek a Sroubti s hlavou
S vnitinim vybranim M2x15. Jako zdroj elektrického napéti U = 12 V byl pouzit DC/DC
meénic¢, ktery toto elektrické napéti poskytoval pro ucely napajeni fotodiodovych a dio-
dovych desek plosnych spojt. Pro fizeni spinani tranzistort BC547B byly vyuzity porty
Arduina Micra s nasledujicim oznac¢enim: 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, MOSI, SS
a SCK. Port GND na tomto zatizeni byl propojen s libovolnou zemi na deskach pro LED
diody. Digitalni vstup na transimpedancni zesilovace na téchto deskach LED diod byly
fizeny pomoci porti AOO a AO1 na zafizeni NI USB-6001 OEM. Pro vy¢itani elektric-
kého napéti U z fotodiod byly vyuzity porty AIO, All, AI2, AI3, Al4, AI5, Al6 a Al7.
Zaroven byl port AO GND a Al GND z tohoto zatizeni propojen se zemi na jedné diodové
desce. Veskeré zemé na deskach, jak na diodovych, tak na fotodiodovych, byly nasledné
pomoci kabelti propojeny, aby nedoslo k vyskytu riznych potencialti na zemich. [41; 42]

Nasledujicim krokem po dokonceni soustavy desek bylo upevnéni LED diod a foto-
diod do polykarbonatovych nastavcti. Tato ¢innost byla provedena s pomoci kyano-
akrylatového lepidla (zndmého piedevsim pod nazvem sekundové, Ci vtetinove). Lepidlo
bylo opatrné umisténo na podstavce v oblasti lemu diod/fotodiod, do drazky pro kabely
a na vrchol nastavce pro fotodiody, za u¢elem upevnéni kabeld na stalou pozici. Na pro-
pojeni fotodiod s wagy na destickach plosnych spoji byl pouzit 16zilovy plochy vodic,
ktery byl rozd€len na dvé skupiny vzdy po 8 vodi¢ich. Prvni skupina vodici slouzila pro
vyc¢itani hodnot elektrického napéti U ze 4 fotodiod nejvice vzdalenych od levého okraje
nastavce (4 vodice pro katody a 4 vodice pro anody). Druha skupina vodict slouzila pro
vyc¢itani zbylych 4 fotodiod a byla umisténa s pomoci kyanoakrylatového lepidla na prvni
skupinu vodictl, avSak dosahovala svoji délkou pouze do poloviny délky prvni skupiny
vodict. Na propojeni LED diod s deskou plosnych spoji byl vyuzit 20zilovy plochy
vodi¢, rozdéleny do dvou skupin po 10 vodi¢ich. Prvni skupina byla umisténa na dno
drézky a tidila 8 LED diod nejvzdalenéjSich od levého okraje néstavce (2 vodice pro
anody a 8 vodicii pro katody). Druha skupina 10Zilového vodi¢e byla nalepena do nad
prvni a dosahovala opét pouze do poloviny délky vodi¢l umisténych na dno drazky.
Takto ptipravené vodice byly k fotodioddm a LED dioddm pfipajeny. Oba ploché vodice,
jak 20zilovy, tak 16Zilovy byl propojen s odpovidajicimi wagy na deskach ploSnych
spoju.
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Dalsim dtlezitym krokem bylo testovani vySe popsaného zafizeni. Smyslem tohoto
testovani bylo naplnéni 24jamickové kultivacni desticky zivnym médiem, jeji umisténi
do kultiva¢ni komory a snimani metabolického stavu média za pomoci hardwaru pro
vicekanalové hodnoceni stavu metabolismu kmenovych bunék. Jednotlivé LED diody
byly buzeny, aby poskytovaly svétlo o dané A, a s pomoci aplikace NI MAX (National
Instruments, Texas, USA, 2019) bylo hodnoceno elektrické napéti U na fotodiodach.
Béhem testovani se vSak projevily konstrukéni vady v upevnéni LED diod a fotodiod
na nastavce z polykarbonatu a bylo nutné ptistoupit k novému navrhu kultivaéni komory.
Soucasné se s konstrukénimi vadami projevil i nedostateCny odstup signilu od Sumu
a integracni ¢lanek (filtr dolni propust) musel byt inovovan a jeho cut-off frekvence
musela byt snizena (R = 680 kQ, C = 100 nF, fc = 2,34 Hz).

2.3.4 Finalni uprava kultiva¢ni komory

Uprava kultivaéni komory spoéivala v drobném posunuti otvori pro diody a foto-
diody, nebot’ v prvotné navrhovanych nastavcich nebyly vycentrované do stiedu jamicek.
Technické vykresy novych nastavcl lze nalézt v pfilohdch pod ndzvem Nastavec
pro LED diody verze 2 a Nastavec pro fotodiody verze 2. Druhou tpravou byl zptisob
upevnéni LED diod a fotodiod do nastavct. Pouziti kyanoakrylatového lepidla se proje-
vilo jako nevhodné, a proto bylo piistoupeno k efektivn€j§i moznosti. Ta spocivala
v navrhu a vyrobé desek ploSnych spojti, v nichz byla vysilaci a snimaci zafizeni pevné
upevnéna, a jez bylo mozné k polykarbonatovym nastavcim ptipevnit za pomoci Sroubt
a zavitovych vlozek. Do polykarbonatovych nastavct byly vytvofeny otvory pro zavitové
vlozky a na deskach plo$nych spoji byly vytvofeny otvory pro Srouby. Desky byly
navrzeny tak, aby jejich rozméry byly o trosku mensi nez rozméry nastavct (tato varianta
je prijemnéjsi z hlediska prace se zafizenim). Na desce ploSnych spoji s LED diodami
byla pouzita spole¢na anoda. Po vyrob¢ desek byly pe¢livé osazeny vysilacimi a sni-
macimi zafizenimi a s pomoci 16zilového a 10zilového vodice piipojeny k jiz diive
vyrobenych deskam. Nasledné byla sestava desek plosnych spojii a ndstavct pro LED
diody a fotodiody opétovné podrobena experimentu s zivnym médiem. Béhem tohoto
testu se zadné konstrukéni vady neprojevily. Na obrazcich 2.22 a 2.23 lze pozorovat
desky plosnych spoji slouzici k upevnéni fotodiod a LED diod do polykarbonatovych
nastavci.
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Obrazek 2.22: Deska pro upevnéni LED diod k polykarbonatovému nastavci
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Obrazek 2.23: Deska pro upevnéni fotodiod k polykarbondtovému néstavci

Nasledujicim krokem bylo umisténi navrzeného elektronického zatizeni do kulti-
va¢niho bioinkubatoru. Zafizeni bylo navrzeno tak, aby vétsina desek plosnych spoju byla
mimo inkubator (kvili bezpecnosti). Zbylé desky umoznujici pevné spojeni s polykarbo-
natovymi ndstavci byly umistény do inkubétoru, véetné 24jamickové kultivacni desticky
a komory.
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3 Vysledky

3.1 Surova data poskytovana fotodiodou

Navrzeny aparat snimajici stav metabolismu pomoci optoelektronickych ¢clenti byl
umistén do bioreaktoru a s jeho pomoci byly provedeny bunécné experimenty. Do
kultiva¢ni desticky byly umistény mesenchymalni kmenové bunky ptivodem z tukové
tkan¢ a byly podrobeny dynamické kultivaci s riznymi typy kultivaénich médii. Na
obrazku 3.1 Ize pozorovat ukazku surovych dat poskytnutych fotodiodou.
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Obrazek 3.1: Surova data ze snimact (fotodiod)

Bunécné experimenty byly provadény na 4 rtiznych kultivacnich médiich. Jednalo se
o DMEM obohaceny o 10% fetalni sérum (v grafu pod ozna¢enim DMEM + 10% FS),
DMEM obohaceny o fibroblastové ristové faktory (DMEM + FGF), DMEM obohaceny
o rustové faktory podporujici rist osteoblastt (DMEM OSTEQO) a o DMEM obohaceny
o ristové faktory podporujici riist hladkych svalovych bunék (DMEM SMC). Od kazdého

média byly vZdy zaznamenany hodnoty elektrického napéti U ze 2 zkoumanych analyti.

Prvnim krokem bylo rozdéleni si surovych dat do dvou oblasti. Jedna oblast byla
v rozmezi 067 a druha byla v rozmezi 68-130 hodin. Na pocatku prvni oblasti lze
pozorovat postupny narust elektrického napéti U a jeho chvéni. Tato oblast byla
Z vyhodnocovani vyjmuta. Na rozhrani prvni a druhé oblasti Ize pozorovat vyrazny pik,
ktery odpovida vyméné kultivaéniho média. Hodnoty elektrického napéti U pro tento pik
byly z vyhodnocovani stavu metabolismu kmenovych bunék téz vyjmuty.
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3.2 Data z oblasti pred vyménou kultiva¢niho média

Z prvni oblasti zdjmu byla vybrana data v ¢asovém rozmezi 7-66 hodina. Po vybéru
dat nasledovalo srovnani offsetl (viz obrazek 3.2).
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Cas t (h)
Obrazek 3.2: Hodnoty elektrického napéti U generovaného fotodiodou pro jednotliva
kultiva¢ni média po srovnani offseti |

Z hodnot elektrick¢ho napéti U pro kultivaéni roztoky stejné charakteristiky byly
vypocitany sttedni hodnoty. Po jejich zjisténi byly do grafického znazornéni vyneseny
odchylky, které byly do grafu zaneseny za G¢elem urceni, zdali jsou mezi kultivaénimi
médii v ¢ase 55 hodin od pocatku kultivace signifikantni rozdily. Na obrazku 3.3 Ize
pozorovat stiedni hodnoty pro jednotliva kultiva¢ni média a jejich chybové usecky.
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Obrazek 3.3: Stiedni hodnoty elektrického napéti U pro jednotliva kultivaéni média z oblasti
pted jejich vyménou veetné chybovych tsecek
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Nasledné byla z dat generovanych fotodiodou vybrana oblast, jiz by bylo mozné
prolozit polynomem 1. stupné. Tato oblast odpovidala ¢asovému rozsahu 7-27 hodin od
pocatku kultivace. Poté byla upravena cCasovd osa, aby bylo mozné prolozit data
polynomem 1.stupné, ktery by byl charakteristicky tim, ze by obsahoval pouze hodnotu
smérnice a proménnou t. Ztakto ptipravenych hodnot elektrického napéti U byly
opétovné vypocitany stiedni hodnoty — viz obrazek 3.4.
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Obrazek 3.4: Polynomy 1.stupn¢ pro stfedni hodnoty elektrického napéti U kultivacnich médii

Z polynomi 1.stupné bylo posléze mozné urcit jejich rovnice. Diky jejich smérnicim
bylo mozné zjistit jejich trend a provést jejich vzajemné porovnani v souvislosti
S buné¢nym riastem. Tyto rovnice lze nalézt v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1: Rovnice polynomi 1.stupné stiednich hodnot elektrického napéti U
pro jednotliva kultivacni média

Kultivaéni médium Rovnice polynomt 1.stupné
DMEM + 10% FS U=4,66t
DMEM + FGF U=433-t
DMEM OSTEO U=9,61-t
DMEM SMC U=12,03-t

Dale byly ze stfednich hodnot elektrického napéti U generovaného fotodiodami
ur¢eny hodnoty napéti, které byly zaznamenany v 55 hodin€ od poc¢atku kultivace ASC.
Tyto hodnoty pro jednotliva kultivaéni média, véetné chybovych tsecek, byly vyneseny
do sloupcového grafu, ktery byl posléze znormalizovan — viz obrazek 3.5.
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Obrazek 3.5: Normalizované hodnoty elektrického napéti U pro jednotliva kultivaéni média
v 55 hodiné od poc¢atku kultivace

Nasledn¢ byly provedeny testy zivotaschopnosti kmenovych bunék (ASC),
konkrétné MTT testy. Byly provedeny Vv na 4 druzich kultivaénich médii. Jednalo se
o kultivaéni médium DMEM obohacené o 10% fetalni sérum, o DMEM obohaceny
o fibroblastové rastové faktory, DMEM obohaceny o rustové faktory podporujici vyvoj
osteoblasti a 0 DMEM obohaceny o ristové faktory podporujici diferenciaci smérem
k hladkym svalovym bunkam. Od kazdého média bylo MTT testu podrobeno 10 vzorki
a s pomoci spektrofotometru byla po 55 hodinach od pocatku kultivace zjisténa jejich
absorbance. Z hodnot absorbance pro jednotliva kultiva¢ni média byly zjistény mediany,

interkvartilova rozpéti, minima a maxima, ktera byla vynesena do boxplotl — viz obrazek
3.6.
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Obrazek 3.6: Grafické znazornéni mediand, interkvartilovych rozpéti, minim a maxim
pro jednotliva kultiva¢ni média v 55 hodin€ od poc¢atku kultivace pro MTT testy

Vyse uvedené grafické znazornéni medianti pro jednotliva kultivaéni média bylo
znormalizovano, aby jej bylo mozné porovnat s hodnotami elektrického napéti ziskané¢ho
fotodiodou — viz obrazek 3.7.
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Obriazek 3.7: Porovnani normalizovanych dat z fotodiody a MTT testl v 55 hodiné od pocatku
kultivace
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3.3 Data z oblasti po vyméné kultiva¢niho média

V druhé oblasti, kterou Ize na obrazku identifikovat jako oblast po vyrazném propadu
elektrického napéti U, bylo postupovano obdobné jako v oblasti pfed vyménou
kultivaéniho média. Byla vybrana data v oblasti zdjmu v rozmezi 71-130 hodin. Poté
probéhlo srovnani offsetli pro jednotliva kultivacni média — viz obrazek 3.8.
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Obrazek 3.8: Hodnoty elektrického napéti U generovaného fotodiodou pro jednotliva
kultiva¢ni média po srovnani offsetd 11

Nasledné byly vypocitany stfedni hodnoty elektrického napéti U pro jednotliva
kultiva¢ni média. Do jejich grafického znazornéni byly zaneseny odchylky od stiednich
hodnot, coz je mozné pozorovat na obrazku 3.9.

600 T T T T T

L
(e
<
T
/|

.

<o

(e}
T
1

[y}

[}

<
T

Elektrické napéti U (mV)
g
o
I

—

<

<o
T

0 1 1 1 1 1
70 80 90 100 110 120 130

Cas t (h)
|—DMEM +10% FS —DMEM + FGF DMEM OSTEO—DMEM SMCl

Obriazek 3.9: Stredni hodnoty elektrického napéti U pro jednotliva kultivacni média vCetné
chybovych tusecek

45



Nasledné byla z hodnot elektrického napéti U generovaného fotodiodou vybrana
oblast linearniho charakteru. Tato oblast odpovidala rozsahu ¢asti t = 91-101 h. Casové
osa byla upravena, aby bylo mozné naméiend data z fotodiody prolozit ptimkou
prochazejici pocatkem soutadnicového systému. Z hodnot elektrického napéti U byly
vypocitany stiedni hodnoty, které byly zaneseny do grafu a prolozeny polynomem
1.stupné — viz obrazek 3.9.
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Obrazek 3.10: Polynomy 1.stupné stiednich hodnot elektrického napéti U pro vyménéna
kultiva¢ni média

Tabulka 3.2: Rovnice polynomi 1.stupné stiednich hodnot elektrického napéti U
pro jednotliva kultivacni média

Kultivacni médium Rovnice polynomt 1.stupné
DMEM + 10% FS U=388"-t
DMEM + FGF U=8,71 "t
DMEM OSTEO U=10,41-t
DMEM SMC U=9,54-t

Dale byly ze stiednich hodnot elektrického napéti U vybrany hodnoty napéti, které
byly vygenerovany fotodiodou ve 118 hodiné od pocatku kultivace kmenovych bun¢k.
Toto hodnoty byly vyneseny do krabicového grafu. Zaroven s nimi byly zobrazeny
1 odchylky. Nasledné bylo grafické zobrazeni znormalizovano — viz obrazek 3.11.
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Obrazek 3.11: Normalizované hodnoty elektrického napéti U pro jednotliva kultivaéni média
ve 118 hodiné od pocatku kultivace

Dalsim krokem bylo provedeni testli zivotaschopnosti kmenovych bunék (MTT
testll). Jako bunécna kultura opétovné poslouzily mesenchymalni kmenové bunky tukové
tkéné. Testy byly provedeny na jiz diive zminénych 4 druzich média. Od kazdého média
se testu podrobilo 10 vzorkd, které byly po 118 hodiné od pocatku kultivace vyhodnoceny
za pomoci spektrofotometru. Z hodnot absorbance byly zjistény mediany, interkvartilova
rozpéti, minima a maxima. Vesker¢ zjisténé statistické udaje vypovidajici o absorbancich
jednotlivych kultivacnich médii byly zaneseny do grafii s pomoci boxplott.
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Obrazek 3.12: Grafické znazornéni mediand, interkvartilovych rozpéti, minim a maxim
pro jednotliva kultiva¢ni média ve 118 hodiné od pocatku kultivace pro MTT testy

Toto grafické znazornéni statistickych ukazatel (obrazek 3.12) bylo za tGcéelem
porovnani s hodnotami poskytovanymi fotodiodou normalizovano. Porovnéni je mozné
pozorovat na obrazku 3.13.
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Obriazek 3.13: Porovnani normalizovanych dat z fotodiody a MTT testii ve 118 hodiné
od pocatku kultivace
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3.4 Imunofluorescené¢ni hodnoceni

Po provedeni MTT testd jednotlivych kultivacnich médii bylo pfistoupeno
k imunofluorescen¢nimu hodnoceni. Na obrazku 3.14 lze pozorovat porovnani
extracelularnich proteinti pro ASC po tiidenni pulzatilni zatézi v bioreaktoru stimulované
pomoci proliferatniho média a diferenciaéniho média smérem k SMC. Extracelularni
proteiny byly zobrazeny pomoci fluorescenc¢niho barveni: kolagen 1 (Cervena barva),
fibrinektin (zelena barva) a jadra DAPI (modrd barva). Fotografie byla pofizena za
pomoci konfokalniho mikroskopu Carl Zeiss LSM 800 (0bj. 25x).

Obrazek 3.14: Porovnani produkce extracelularnich proteinti pro kultivaci probihajici
Vv proliferaénim médiu (vlevo) a diferenciaénim médiu smérem k SMC (vpravo);
autor: Roman Mat¢jka

Déle bylo provedeno porovnani proliferacniho média a diferenciacniho média
smérem k SMC na arovni aktinového skeletu. Na obrazku 3.15 lIze pozorovat kultivaci
ASC ve vyse uvedenych kultivacnich médiich po dobu 3 dni pod pulzatilni zatézi.
Calponin (zelend barva), F-actin (Cervena barva) a jadra DAPI (modré barva) byly
zobrazeny fluorescen¢nim barvenim a pomoci mikroskopu Leica DMI b (obj. 8x).

Obriazek 3.15:Porovnani diferenciacnich markert kultivace ASC za pouZiti proliferacniho
média (vlevo) a diferenciaéniho média smérem k SMC (vpravo);
autor: Roman Matéjka
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4  Diskuse

4.1 Spektralni odezva kultiva¢nich médii

Prvnim dualezitym krokem, ktery byl za ucelem navrhu elektronického zatizeni
snimajictho metabolickou aktivitu kmenovych bunék u€inén, bylo ovefeni myslenky,
ze by bylo mozné vyhodnocovat metabolismus na zéklad¢ fungovani transmisniho jevu,
tedy na zéklad¢ priichodu svétla pies kultivaéni médium a jeho vyhodnocovani. Ovéfeni
této myslenky bylo provedeno za pomoci spektrofotometru a kultiva¢nich médii. Jednalo
se o ¢erstvé kultivaéni médium, 3 dny staré kultivaéni médium od statické a od dynamické
kultivace a 0 3,5 dni staré kultivaéni médium, které nahradilo v kultiva¢ni komofte jiz
diive zminéna média, téz od bunécné kultury podrobené statické 1 dynamické kultivaci.
Porovnani spektrofotometrické odezvy ¢istého média, média 3 dny starého pod dynamic-
kou kultivaci a 3,5 dni staré pod dynamickou kultivaci je mozné pozorovat na obrazku
2.3. Na obrazku jsou patrné rozdily mezi médii, které maji odliSny projev na rtiznych
vlnovych délkach. Grafické znazornéni spektralni odezvy lze pomysiné rozd¢lit do ¢tyr
oblasti, v nichz se nachazi piky absorbance jednotlivych médii. V prvni oblasti pika
pohybujici se v rozmezi vinovych délek A = 280-330 nm jsou spektralni cary podobného
charakteru a z tohoto dtivodu se pro hodnoceni metabolismu jevi jako nevhodné. V druhé
oblasti, jejiz vinové délky se pohybuji v rozmezi A = 330-380 nm, jsou jiz rozdily mezi
jednotlivymi médii patrné a z tohoto diivodu by ji bylo mozné pouzit. Diivodem, proc¢
byla tato oblast z potencionaln¢ pouzitelnych vyjmuta, byl charakter téchto vinovych
délek, které by na bunécnou kulturu v ptipad¢ aplikace mély negativni ucinek. Treti
oblast majici vinové délky v rozmezi A = 380-430 nm byla z hlediska pouZitelnosti
vyhodnéjsi. Poskytovala moznost odliSeni metabolického stavu jednotlivych kultiva¢nich
médii a v ptipad¢ jednordzové a kratkodobé aplikace svétla poskytovala 1 bezpecné
hodnoceni z pohledu bunécné kultury. Posledni oblast méla vinové délky v rozmezi
A =430-600 nm a poskytovala nejvétsi a nejlépe rozliSitelné piky. Na obrazcich 2.4, 2.5
a 2.6 lze pozorovat obdobné vysledky jako na obrazku 2.3. Jsou zde patrné piky, které je
mozné rozdélit do Ctyf jiz vySe zminénych oblasti. Jediny rozdil, ktery je moZné spattovat,
je v prvni oblasti vyskytu piki. Zde je mozné jednotlivé piky velmi dobie odlisit. Tato
vlnové délka by vSak méla negativni vliv na bunécnou kulturu, a proto ji nelze pouzit pti
hodnoceni stavu metabolismu kmenovych bunék.

Spektralni odezva jednotlivych kultivacnich médii byla tedy vyty€ena na rozmezi
vinové délky A = 280-680 nm. Jako potencialné pouzitelné pro hodnoceni metabolického
stavu kmenovych bunék se vSak jevilo pouze rozmezi A = 380-600 nm, coz odpovida
fialové, modré, zelené a zeleno-zluté barveé viditelného svétla.
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4.2 Hardware pro jednokanalové hodnoceni metabolismu
kmenovych bunék

Po identifikaci vlnovych délek, na kterych by bylo mozné vyhodnocovat stav
metabolismu kmenovych buné¢k bylo pfistoupeno k ndvrhu a vyrobé elektronického
zatizeni, jenz by poskytovalo moznost jednokandlového hodnoceni. Prvotné byla
pozornost soustfedéna na vybér vhodnych budici svétla a senzord a na navrh elektro-
nickych obvodi, v nichz by zvolené elektronické soucastky byly vyuzity. Jako zdroj
svétla byla zvolena LED dioda, a to pfedev§im diky vysoké ucinnosti, mechanické
odolnosti, Sirokému spektru vyzatrovanych vinovych délek a své velikosti, ktera bude pti
implementaci do kultivacni komory poskytovat vyhodu. Za u¢elem dodavani stabilniho
elektrického proudu do LED diody byl do elektrického obvodu dodan proudovy zdroj.
Do obvodu byl dodan 1 regulator napéti a potenciometr, aby bylo mozné regulovat
intenzitu svitu LED diod (viz obrazek 2.9). Do role snimace byla zvolena fotodioda, jejiz
plusy tkvi v rychlé reakci na zménu osvétleni, ve velkém rozsahu vystupniho signalu pti
jejim zapojeni ve fotovodivostnim (odporovém) rezimu a v linedrnim rastu anodového
proudu pfi rovnomérném zvétSovani osvétleni. Z tohoto diivodu bylo vyuZito zapojeni
fotodiody v odporovém rezimu. Katoda fotodiody byla propojena s virtualni zemi,
invertujici svorka transimpedancniho zesilovace brala signdl z virtualni zem¢ a nein-
vertujici brala signal po priichodu fotodiodou. Na vystup tohoto obvodu byl nasledné
piidan filtr typu dolni propust, aby bylo zabranéno priniku nepotiebné¢ho Sumu do signalu
z fotodiody (viz obrazek 2.10). Takto navrzené elektronické obvody byly realizovany
na nepajivém poli, ¢imz byla ovéfena jejich funk¢nost. Nasledné byly navrzeny a vyro-
beny desky plosnych spoju (viz obrazek 2.11).

Dalsim krokem bylo navrZzeni 3D stojanku, ktery by umozioval umisténi spektro-
fotometrické kyvety, LED diody a fotodiody. Tento stojanek byl navrzen jako maly
kvadr, ktery svymi rozméry malinko pievySuje rozméry spektrofotometrické kyvety.
Do vrchni ¢asti kvadru byl umistén otvor pro vsunuti kyvety a do bokli byly umistény
otvory pro fotodiodu a LED diodu (vycentrované na stfed fotodiody, naproti fotodiod¢)
— viz technické vykresy. Po vytisknuti stojanku bylo nutné otvor pro kyvetu trochu
zbrousit, nebot’ v jeho navrhu nebylo pocitano s rozpinavosti materialu pro 3D tisk.

Po navrhu a vyrobé stojanku bylo piikro¢eno k ovéfeni funkénosti hardwaru
pro jednokanalové hodnoceni metabolického stavu kmenovych bunék. Do stojanku byla
vlozena kyveta, do boc¢nich otvorl stojanku byly umistény odpovidajici elektronické
soucastky (LED dioda a fotodioda) a byly zde upevnény pomoci lepici pasky, ktera
zabraniovala priichodu viditelného svétla. Desky plosnych spoji byly za Gcelem jejich
napéjeni propojeny se zatfizenim NImyDAQ), jez bylo propojeno pomoci USB konektoru
s laptopem. Vystupni napéti ziskané z fotodiody bylo ptivedeno na digitalni voltmetr
a stojanek vcetné kyvety se zkoumanym analytem byl umistén do krabice, aby pronikani
svétla k snimacimu prvku bylo co nejmensi (simulace bioreaktoru). Postupné dochazelo
k obménovani barevnych LED diod. Pro snimani byly pouzity LED diody fialové, modré,

51



zelené a zeleno-zluté barvy, které svymi vinovymi délkami pokryvaly oblast A, jez bylo
mozné pouzit pro hodnoceni metabolismu kmenovych bunék. Ovéreni funkEnosti bylo
provedeno na 15 riznych vzorcich, avSak pro ucely reprezentace dat byly vybrany pouze
nasledujici zajimavé analyty: endotelové médium, DMEM + FS a DMEM XTT. Tyto
vzorky byly podrobeny experimentu béhem jejich normalni a obohacené hladiny o COa.
Vystupni hodnoty elektrického napéti U snimaného z fotodiody pro rtizné analyty a LED
diody lze pozorovat v tabulkach 2.1 a 2.2. Je zde patrny rozdil mezi médii s normalni
a obohacenou atmosférou o CO>. V piipad¢ fialové diody se jednéd pouze o malé napétové
rozdily, coZ znaci, ze pro hodnoceni stavu metabolismu neni vhodna. Modra dioda se téz
jevila jako nevhodna, nebot’ hodnoty snimaného elektrického napéti U riznych analytt
pi1 neobohacen¢ atmosféie byly identické, coz bylo pravdépodobné zapiicinéno
interakcemi modrého svétla a spektrofotometrické kyvety. LepSich vysledkd bylo
dosaZzeno pomoci zelené a zeleno-zlut¢ LED diody. Zelena dioda poskytovala velky
napetovy rozdil, avSak jeji hodnoty elektrického napéti U analyti neobohacenych o CO2
byla pomérné nizka, coz by v ptipadé hodnoceni metabolismu mohlo piisobit problémy.
Zeleno-zluta LED dioda méla dobie rozeznatelné napétové rozdily a jeji hodnoty
elektrického napéti analytti neobohacenych o CO:z byla vysoka. Diky témto pozitivnim
vlastnostem byla vyhodnocena, jako vhodna pro pouziti v bioreaktoru pii hodnoceni
metabolického stavu kmenovych bunék.

Soucasné s ovérovanim hardwaru pro jednokanalové hodnoceni stavu metabolismu
probéhlo spektrofotometrické hodnoceni vySe zminénych médii. Tyto vysledky lze
pozorovat na obrazcich 2.13, 2.14 a 2.15. Na kazdém obrazku lze nalézt porovnani
analytu s normalni a obohacenou atmosférou o CO». Zaroven jsou zde zaneseny body A,
B, C a D, které odpovidaji svoji vinovou délkou barvam pouzitych LED diod. Pofadové
¢islo u bodu znaci, zdali se jedna o atmosféru neobohacenou (1) nebo obohacenou (2)
0 CO,. Vtéchto bodech bylo provedeno ovéfovani funkEnosti hardwaru pro
jednokanalové hodnoceni stavu metabolismu, jehoz vysledky jsou uvedeny vyse.
Grafické zndzornéni zavislosti absorbance na vinové délce 1ze porovnavat s elektrickym
napétim U ziskanym z fotodiody. Nejvétsi rozdily v absorbanci analytu neobohaceného
a obohaceného o CO: byly zaznamenany u vinové délky, ktera svoji barvou odpovida
zeleno-zluté LED diod¢, coz je LED dioda, ktera byla pii ovéfovani funkénosti
jednokanalového hardwaru pro hodnoceni metabolismu oznacena za vhodnou.

4.3 Hardware pro vicekanalové hodnoceni metabolismu
kmenovych bunék

Prvnim krokem, ktery bylo nutné pfi ndvrhu elektronického zatizeni, jenz by slouZzilo
pro vicekanalové hodnoceni stavu metabolismu kmenovych buné¢k, udélat, byla Gprava
stavajici kultivacni komory. Tato kultivacni komora se skladala z krytu, mezivrstvy,
podstavy, kultivaéni desticky, tésnéni, zavitovych vlozek Simaf Serplast C040HO080,
Sroubtl s hlavou s vnitinim vybranim DIN219 M4x50 a ryhovanych matic DIN467 M4.
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Stavajici forma kultivaéni komory se jiz pii bunéénych experimentech projevila jako
vhodna a z tohoto divodu nebylo do jeji formy nijak zasahovéano. Pouze v ni byly
vyhloubeny diry pro stabilizaci nastavci pro fotodiody a pro LED diody
na jednom misté — viz technické vykresy. Tyto nastavce byly ke kultivaéni komote
ptipevnén pomoci Sroubtl s hlavou s vnitinim vybranim DIN219 M4x60 a ryhovanych
matic DIN467 M4,

Pfi navrhu nastavce pro fotodiody bylo tieba uvazit nékolik pozadavk, které na néj
byly kladeny. Z hlediska poctu jamicek kultiva¢ni desticky, byla snaha o vyhodnocovani
stavu metabolismu kmenovych bunék v co nejvétsim jejich poctu, nebot’ takovato
kultivaéni desticka by poskytovala moznost vybéru nejlepSich kultiva¢nich jamicek.
Pocet fotodiod byl vSak zarovent omezovan rozméry pouzitych diod a fotodiod. Druhym
omezovaci kritériem byla pozice kultiva¢nich jamicek na desti¢ce. Jako nevhodné pozice
jamicek se jevily jami¢ky na okrajich, protoze snimani na téchto pozicich by z kon-
struk¢éniho hlediska bylo problémové a zaroven by byla redlnd moznost vyskytu odraz
svétla vznikajicich na okrajich kultiva¢ni desticky, coz by do procesu hodnoceni
metabolismu zanaSelo chyby. Jako nejvhodnéjsi se tedy jevila kultivacni desticka, ktera
ma 24 kultiva¢nich jamicek. Na této desticce bylo mozné nalézt osm vnitinich jamicek
a Z tohoto diivodu byl navrzen nastavec na fotodiody obsahujici osm otvort pro snimace.
V piipad¢€, ze by nastavec byl obdélnikového tvaru, doSlo by ke kolizi s hadickami.
Z tohoto divodu byl navrzen nastavec atypického tvaru, ktery je na svych okrajich
piipevnén ke kultivaéni komofe a v jeho stfedni ¢asti jsou umistény otvory pro fotodiody
— viz technické vykresy. Jako fotodiody byly zvoleny fotodiody s oznacenim BPV10,
nebot’ jejich velikost je stejna jako velikost pouzivanych LED diod, rozmezi vinovych
délek, které je schopna snimat je Siroké (A = 3801100 nm), a zorny thel o = 40° je pro
toto pouziti dostate¢ny. Nastavec na LED diody byl obdobného tvaru, avsak obsahoval
16 otvori pro budi¢e. Tyto otvory byly do nastavce umistény takovym zplisobem,
aby vzdy jedna fotodioda snimala signal ze dvou LED diod (Cervené i zelené). Jako
zeleno-zluta LED dioda byla zvolena L-53GD vyzafujici na A = 565 nm a s pomérné
Sirokym vyzatovacim tthlem 3 = 60°. Pro ucely experimentu byla ptfiddna i LED dioda
temné Cervené barvy L-53HD sA = 700 nm a Sirokym vyzatfovacim thlem = 60°.
Do soustavy byla pfiddana, nebot’ lze ocekavat, ze v disledku ptfitomnosti bilkovin
(kolagen atd) lze pocitat se zménami absorbance. Zaroven byla do nastavce piidélana
draZka, aby bylo moZné zanofit kabelaZ a neohrozovat stabilitu celého zatizeni. Podobné
opatteni bylo provedeno i v souvislosti se srouby s hlavou s vnitinim vybranim DIN219
M4x60, jejichz hlava byla téZ do materidlu zanotfena pro ucely stability — vice informaci
viz technické vykresy.

Dalsim krokem byl navrh a vyroba dvou desek plosnych spoji pro fotodiody.
Puvodni navrh pouzity pti jednokanalovém hodnoceni metabolismu se osvéd¢il a z tohoto
ditvodu byl s drobnymi obménami pouzit i pro vicekanalové sniméani. Desky byly
navrzeny tak, aby na jedné desce bylo mozZné nalézt ¢tyfi pivodni schémata — viz obrazek
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2.18. Zemé jednotlivych schémat byly propojeny v jednu centralni, aby byl snizen pocet
pottebnych kabell. Napéjeni bylo zménéno na U = 12 V a odpor ve zpétné vazbé
transimpedancniho zesilovace byl zvednut na R = 10 MQ. Tyto zmény byly provedeny
za ucelem zvyseni hodnot vystupniho elektrického napéti z fotodiod. Desky plosnych
spoju pro LED diody, také dve€, vyuzivaly transimpedancni zesilovac¢, jehoz vstup byl
digitaln¢ tizen. Na vystupu tohoto zesilovace byly v paralelnim zapojeni umistény LED
diody, kter¢ byly spinany s pomoci tranzistorit BC547B (ptivedeni elektrického napéti na
bazi umoznilo tok elektrického proudu pies kolektor a emitor) — viz obrazky 2.19 a 2.20.
Zreplikovat ptivodni schéma pouzivané pii jednokanalovém hodnoceni by bylo mozné,
avSak vyzadovalo by vét§i mnoZstvi pouzitych soucastek a zabiralo by spoustu misto.
Z tohoto diivodu bylo ptikroceno k navrhu a vyrobé novych schémat a desek plosnych
spojii. Dale byla navrZzena a vyrobena deska ploSnych spoji pro Arduino Micro, které
bylo do soustavy pfidano za ucelem fizeni spinani LED diod. Tato deska (viz obrazek
2.21) m¢la ve svém stfedu pfipajené patice, aby v piipadé nutnosti bylo mozné Arduino
Micro vyjmout a nahradit jej novym. Do vSech desek byly vyhloubeny otvory, aby je pti
kompletaci bylo moZné navrstvit na sebe a tim Setfit jejich okolni prostor. Pro fizené
spinani LED diod s pomoci Arduina Micra a tranzistor byl naprogramovan dekodér se
Ctyfmi vstupnimi a Sestndcti vystupnimi signaly. Posléze byly navrZzeny jednoduché
softwary pro tizeni toku elektrického proudu I ptes LED diody, pro fizeni spinani LED
diod a pro odecitani hodnot elektrického napéti U z fotodiod — viz pfilozené CD.

Nasledujicim krokem byla kompletace sestavy (soupis jednotlivych porta, které byly
pouzity lze nalézt v Kkapitole 2.3.3. Hardwarova sestava). Na vrchol sestavy desek
plosnych spojti bylo umisténo zatizeni NI USB-6001 OEM, kter¢ bylo do sestavy ptidano
za ulelem digitdlniho fizeni neinvertujiciho vstupu transimpedancniho zesilovace
na deskach plosnych spoji s LED diodami. Toto zafizeni zde hralo jesté jednu dileZitou
roli. Slouzilo také pro odecitani hodnot elektrického napéti U z fotodiod. Poté bylo
ptikroceno k piipevnéni LED diod a fotodiod do polykarbonatovych nastavct a propojeni
nastavcu s elektronickou sestavou. LED diody a fotodiody, véetné jejich kabelaze, byly
K povrchu nastavci pfipevnény pomoci kyanoakrylatového lepidla. LED diody byly
propojeny se sestavou pomoci 20zilového plochého vodice a fotodiody byly propojeny
pomoci 16zilového plochého vodiCe, nebot’ tato moznost piipevnéni piedstavovala
nejvhodnéjsi zptisob z hlediska budouci manipulace se zatizenim. Nésledné¢ byla sestava
podrobena testu v podobé naplnéni kultivaéni desticky Cerstvym kultiva¢nim médiem.
V pribéhu testovani vSak bylo zjisténo, Ze fotodiody, které mély byt v ose jamicek, byly
vyosené. Tato chyba vznikla v disledku pfebrani schémata 24jamickové kultivacni
desti¢ky. Druhou chybou, kterd byla v pribéhu experimentu objevena, bylo pouziti
kyanoakrylatového lepidla. Prestoze manipulace s lepidlem byla velmi opatrna, doslo
k jeho nerovnomérnému zaschnuti, coz se projevilo, jako rizné silnd amplituda
vystupniho signalu z fotodiod. V dusledku toho nebylo mozné dostat u vsech fotodiod
stejnou hodnotu signalu pfi pouziti jednotného média. Z tohoto diivodu bylo pfistoupeno
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k nasledujicimu feseni. Byly navrzeny a vyrobeny desky plosnych spojii podobného tvaru
jako polykarbonatové nastavce, na které byly pevné umistény LED diody a fotodiody.
Do téchto desek byly vyvrtany otvory, aby je bylo mozné ptipevnit k polykarbonatovym
nastaveim. Do polykarbonatovych nastavctl byly umistény otvory na zavitové vlozky
a na obou nastavcich byly vycentrovany otvory pro LED diody a fotodiody na stfedy
kultivacnich jamicek — viz technické vykresy. Posledni obmé&nou v porovnani s pivod-
nim navrhem nastavce pro LED diody je absence drazky pro kabelaz. Kabely byly
umistény na okraj desek plo$nych spoji, a tudiz nebylo nutné ukladat kabely do drazky.
Poslednim krokem byla kompletace celé sestava a podrobeni se testu. Tentokrat se vSak
Vv prub&hu testu neprojevily Zzadné konstrukéni vady.

Hardware pro vicekanalové hodnoceni metabolického stavu kmenovych bunék je
V soucasné podobé pro snimani postacujici, avSak prostor pro zdokonaleni zde Ize potad
nalézt. V soucasné chvili jsou desky plosnych spojt fotodiod, LED diod a Arduina Micra
propojeny pomoci wag a kabelti. Toto spojeni by v budoucnu mohlo zapfti€init vznik
problému (ptferuseni spojeni), ktery by byl zptisobem Castym pouzivanim a manipulaci
se zatfizenim. Dalo by se mu ptredejit navrhem desek, které by s jednotlivymi deskami
byly na pevno spojené a které by mezi sebou byly propojeny pomoci plochych kabeli.
Druhou oblasti, kterou by bylo jest¢ mozné zlepsit je software slouzici pro komunikaci
se sestavou. V soucasné chvili je rozdélen do tfi kodi v programovacim prostiedi
LabView. Jeho zlepseni by spocivalo v prolnuti téchto t¥i programu do jednoho, ktery by
mél jednoduché a uzivatelsky ptivétivé rozhrani.

4.4 Bunécné experimenty

Po implementaci navrzeného hardwaru do kultivaéni komory bylo pfistoupeno
K buné¢nym experimentim. Do kultiva¢ni komory byly umistény mesenchymalni
kmenové butiky ptuvodem z tukové tkan¢ (ASC) a byly podrobeny dynamické kultivaci.
Tato kultivace probihala za pouZiti ndsledujicich kultivacnich médii: DMEM obohaceny
o 10% fetalni sérum (v préci vystupuje pod oznatenim DMEM + 10% FS), DMEM
obohaceny o rustové faktory podporujici rust fibroblastt (DMEM + FGF), DMEM
obohaceny o rustové faktory podporujici diferenciaci smérem k osteoblastim (DMEM
OSTEO) a DMEM obohaceny o rustové faktory podporujici rast hladkych svalovych
bunék (DMEM SMC). Od kazdého kultivaéniho média prob¢hlo snimani za pomoci
fotodiody 2x a pro osviceni kmenovych bun¢k byla vyuzita pouze zeleno-zluta LED
dioda, protoze dle ziskanych informaci z ovéfovani hardwaru pro jednokanalové snimani
bunééného metabolismu vysla nejlépe. Temné Cervena LED dioda byla do sestavy
pfidana, nebot by ji teoreticky pro vyhodnocovani stavu metabolismu kmenovych bunék
téz Slo vyuzit, avSak v soucasné chvili byla pozornost primarné soustiedéna na zeleno-
zlutou LED diodu.
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Na obrazku 3.1 lze pozorovat ukdzku surovych dat z fotodiody pro Ctyfi rGzna
kultivani média. Grafické zndzornéni elektrického napéti U generovaného fotodiodou
Vv zavislosti na ¢ase t 1ze pomyslné rozd¢lit do dvou oblasti. Prvni oblast byla v rozsahu
0-67 hodina a druha oblast byla v rozsahu 68-130 hodina. Prvni oblast svym rozsahem
odpovida ¢asu pied vyménou kultivaéniho média. Na pocatku této oblasti (0—7 hodina)
byl zaznamenan prudky nartst elektrického napéti U a jeho chvéni, coz bylo pravde-
podobné zaptic¢inéno postupnym usazovanim kmenovych bunék. Tuto oblast bylo nutné
z vyhodnoceni vynechat. Nasledné byly srovnany offsety jednotlivych kiivek (viz
Z hodnot elektrického napéti U pro roztoky stejné charakteristiky vypocteny stredni
hodnoty a vcetné odchylek byly zaznamenany do grafu (obrazek 3.3). Tento krok byl
ucinén, aby bylo mozné urcit, zda jsou rozdily mezi hodnotami elektrického napéti U pro
jednotliva kultiva¢ni média signifikantni. Na obrazku 3.3 lze pozorovat vyrazné rozdily
mezi elektrickym napétim U pro kultiva¢ni médium DMEM OSTEO a DMEM SMC.
Naopak u kultiva¢nich médii s oznacenim DMEM + 10% FS a DMEM + FGF nejsou tyto
rozdily patrné. Tato situace byla zapti¢inéna jednim vzorkem kultivaéniho média DMEM
+ FGF, kde se dle hodnot elektrického napéti U generovaného fotodiodou bunécna
kultura vyvijela velmi pomalu.

Dalsim krokem bylo vybrani z hodnot elektrického napéti U oblast, jiz by bylo
mozné prolozit polynomem 1.stupné. Tato oblast se pohybovala v rozmezi 7-27 hodiny
od pocatku bunécné kultivace. Data byla posunuta do pocatku soufadnicového systému,
aby po proloZeni kiivkou obsahovala jejich rovnice pouze smérnici a proménnou veli¢inu.
Z dat byly vypocteny stfedni hodnoty pro adekvatni kultivaéni média a tyto stfedni
hodnoty byly prolozeny pomoci polynomu 1.stupné, ktery byl nasledné popsan pomoci
rovnic (viz obrazek 3.4). Tyto rovnice lze nalézt vtabulce 3.1. Teoretickym
piredpokladem bylo, Ze nejmensi smérnice bude zaznamendna u kultivacniho média
DMEM + 10% FS a zbyla média budou mit smérnice vys$si. Tato situace se vsak
v disledku vzorku DMEM + FGF, ktery dle hodnot elektrického napéti U nevykazoval
velky bunécny rist, neprojevila. Kultivaéni médium DMEM + FGF vykazovalo smérnici
niz§i hodnoty, nez byla smérnice média DMEM + 10% FS. Zbylad obohacend média
(DMEM OSTEO a DMEM SMC) vsak vykazovala smérnice vy$$i. Rist kmenovych
bunék byl tedy v porovnani s riistem bunék Zivenymi kultivacnim médiem DMEM + 10%
FS vyssi.

Do sloupcového grafu byly vyneseny sttedni hodnoty elektrického napéti genero-
vaného fotodiodou v 55 hodiné€ od poc¢atku kultivace pro jednotliva kultiva¢ni média. Pro
ucely porovnani hodnot generovanych fotodiodou s hodnotami testii Zivotaschopnosti
(testy MTT) byly hodnoty elektrického napéti U znormovany (viz obrazek 3.5).

Testy zivotaschopnosti ASC, konkrétné testy MTT, byly provedeny na ctyiech
druzich kultiva¢nich médii. Jednalo se o jiz diive zminéna kultivacni média, z nichz bylo
vzdy zkoumano 10 vzorkd. ASC byly nasazeny do kultivacni komory a byly podrobeny
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dynamické kultivaci pfi tlakové stimulaci. Po 55 hodiné€ od poc¢atku kultivace byly vzorky
vyhodnoceny za pomoci spketrofotometru (byla zjisténa absorbance jednotlivych
vzorkil). Z takto ziskanych dat byly s pomoci boxplotl zjistény hodnoty mediant,
interkvartilovych rozpéti, minim a maxim pro jednotliva kultivaéni média (viz obrazek
3.6). Tyto hodnoty byly nasledné normalizovany, aby je bylo mozné porovnat
s normalizovanymi hodnotami poskytovanymi fotodiodou. Toto porovnani lze pozorovat
na obrazku 3.7. V roztocich DMEM + 10% FS, DMEM + FGF a DMEM OSTEO byly
zaznamenany priniky mezi normalizovanymi hodnotami elektrického napéti U a mezi
normalizovanymi hodnotami poskytnutymi MTT testy. U kultivatniho média DMEM +
FGF byla v dasledku vzorku s niz§i proliferaci snizena hodnota normované hodnoty
elektrického napéti, avSak diky vysoké odchylce doslo k priniku normalizovanych dat.
U kultivaéniho média DMEM SMC nedoslo k pruniku normalizovanych hodnot.
Normalizované hodnoty absorbance byly velmi té€sn¢, coz znamenalo, Ze bunécna kultura
ve zkoumanych vzorcich se vyvijela podobnym tempem.

V oblasti hodnot elektrického napéti U po vyméné kultivatniho média bylo
postupovano obdobnym zptsobem. Z této oblasti byly vyjmuty hodnoty elektrického
napéti U generovaného fotodiodou odpovidajici vyméné kultivacniho média (pik na ob-
razku 3.1) a které odpovidaji usazovani kmenovych bunc¢k (Casové rozmezi 68—72
hodina), nebot’ by do méfeni zanesly nepiesnosti. U dat byly srovnany offsety (viz
obrazek 3.8) a z kultiva¢nich médii majicich stejnou charakteristiku byly vypocitany
sttedni hodnoty. Tyto stfedni hodnoty byly vyneseny do grafického znazornéni, véetné
odchylek (viz obrazek 3.9), aby bylo mozné uréit, zda jsou rozdily mezi kultivaénimi
médii signifikantni. Hodnoty elektrického napéti U na pocatku snimané oblasti pro
kultiva¢ni roztoky DMEM + FGF a DMEM OSTEO maji pozvolnéjsi nartist nez roztoky
DMEM + 10% FS a DMEM SMC. Tato situace byla nejspiSe zapticinéna Sokem bunécné
kultury. Z tohoto divodu nejsou na poc¢atku méfeni mezi témito dvéma kultivaénimi
médii signifikantni rozdily. Postupem cCasu se vSak bunéfna kultura vzpamatovala
a projevila dle hodnot elektrického napéti U generovaného fotodiodou rapidni rist.

Dale bylo z hodnot elektrického napéti U vybrano ¢asové rozpéti v rozmezi 91-109
hodiny, aby bylo mozné prolozeni polynomem 1. stupné. Tato data byla posunuta do
pocatku soutradnicového systému, aby se rovnice polynomu 1.stupné skladala pouze ze
smérnice a proménné veli€iny. Nasledné byly z kultivacnich médii identického sloZeni
vypocteny stiedni hodnoty, které byly proloZeny polynomy 1.stupné (viz obrazek 3.10).
Rovnice popisujici polynomy Il.stupné pro jednotlivd kultivatni média lze nalézt
kultivaéni roztok s oznacenim DMEM + 10% FS a zbyla obohacend média maji smérnici

vyssi (byl u nich zaznamenan i vyss$i bunécny rist).

Ze sttednich hodnot elektrického napéti poskytovaného fotodiodou byly vybrany
hodnoty napéti ve 118 hodiné od pocatku kultivace ASC a byly vyneseny do sloupcového
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grafu (v€etn¢ chybovych usecek), ktery byl posléze znormalizovan, aby bylo mozné
porovnat hodnoty poskytované fotodiodou s hodnotami poskytovanymi MTT testy.

Byly provedeny MTT testy na mezenchymalnich kmenovych bunkach odvozenych
z tukové tkané. Experimentu byla podrobena stejna kultivaéni média, jako v pfedchozi
oblasti, a 1 pocet jejich vzorkd byl identicky. Z hodnot absorbance byly ur¢eny s pomoci
boxplotii mediany, interkvartilova rozpéti, minima a maxima a nasledné byla provedena
normalizace za ucelem porovnani dat s hodnotami poskytovanymi fotodiodou (viz
obrazek 3.13). Na grafickém znazornéni je patrné, Ze u kultiva¢nich médii DMEM + 10%
FS, DMEM + FGF a DMEM SMC doslo k priiniku normalizovanych dat. Tato skute¢nost
nebyla zaznamendna u kultiva¢niho roztoku DMEM OSTEO, coz by mohlo byt
MTT testy byly velmi té€sn€, coz znamenalo, Ze bunééna kultura se ve vzorcich vyvijela
stejnym tempem.

Bylo provedeno porovnani dat poskytovanych fotodiodou a dat poskytovanych MTT
testy, aby byla ovéfena funkénost navrZzen¢ho apardtu vyuzivajiciho optoelektronické
¢leny za ucelem hodnoceni metabolického stavu kmenovych bunck. Na zakladé soucasné
dostupnych dat lze tvrdit, Ze navrZzeny aparat svoji funkci plni. Velké rozdily mezi
normalizovanymi daty byly zaznamenany v piipad¢, kdy normalizované hodnoty z MTT
testll byly velmi tésné. Je tedy mozné, ze bunécna kultura pouzitd pro hodnoceni MTT
méla odlisny vyvoj od bunécné kultury pouzité u dynamické kultivace vyhodnocované
s pomoci fotodiod. Z tohoto diivodu je nutné provést dalsi experimenty.

Nasledné bylo provedeno imunofluorescencni hodnoceni. Princip hodnoceni spoc¢iva
V navazani fluorescencnich latek na specifické molekuly, které¢ bunka produkuje. Bylo
zobrazeno porovnani ASC stimulovanych K ristu po dobu 3 dni za pomoci prolifera¢niho
média a diferenciatniho média smérem k SMC. Nejprve byly porovnany jejich
extracelularni proteiny (viz obrazek 3.13). Je zde patrné, Ze produkce extracelularnich
proteind je mnohem vyssi diferencia¢niho média nez u proliferacniho média. TézZ je zde
mozné pozorovat, ze doslo k jednotné orientaci fibrinovych vldken. Déle bylo provedeno
porovnani vySe uvedenych kultivaénich médii na Grovni aktinového skeletu (obrazek
3.14). U bunécné kultury kultivované za pomoci diferenciacniho média smérem k SMC
lze pozorovat stavbu aktinovych filament, produkci zralého calponinu a morfologickou
orientaci. Na zéklad¢ dostupnych dat Ize tvrdit, Ze produkce extracelularnich proteint
a dalSich latek jako jsou aktinovad filamenta je vyraznéjsi u kultivacniho média
podporujiciho diferenciaci ASC smérem k SMC. V souvislosti s daty poskytnutymi
fotodiodou lze tvrdit, ze vys8i produkce extracelularnich proteinii je spjata s vyssi
hodnotou smérnice polynomd 1.stupné.
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5 Zavér

V ramci diplomové prace byla feSena problematika stanoveni metabolického stavu
kmenovych bun€k v bioreaktoru v realném case.

V teoretické casti byly Ctenaii osvétleny zdkladni pojmy spojované s kmenovymi
buiikami jako je napf. totipotentnost. Dale byly nastinény zakladni dé&je probihajici
v bunéénych kulturach, bylo popsano, jakym zptisobem probiha kultivace bunék in vitro,
byla detailn¢ popsana ristova kiivka bunééné kultury, podminky kultivace, co jsou to
ASC. V posledni kapitole teoretické casti byl ctenai sezndmen s testy, které lze
V soucasné chvili pouzit pro vyhodnoceni metabolického stavu kmenovych bunék.

V konstrukéni €asti byla pozornost prvné zameétfena na spektralni odezvu kulti-
vacnich médii, ¢imz byla potvrzena mySlenka, Zze metabolismus kmenovych bunck
by bylo mozné vyhodnocovat na zdklad¢ transmisniho jevu. Soucésti konstrukéni ¢asti
byl 1 navrh a realizace hardwaru, ktery by umozioval jednokanalové snimani
metabolického stavu. Funkénost hardwaru byla ovéfena na riznych kultivaénich médiich.
Posléze byla pozornost soustfedéna na ndvrh a realizaci hardwaru pro vicekanalové
hodnoceni metabolického stavu kmenovych buné€k. Tato ¢innost spocivala v upravé
stavajici kultivacni komory, upravé a ndvrhu desek ploSnych spoji obsahujicich LED
diody a fotodiody, v navrhu nastavcti pro budi¢e a snimace, v kompletaci soustavy
a minimalizaci konstruk¢nich vad. Soucasné byly navrzeny jednoduché programové kody
a aplikace umoznujici kontakt se zatizenim.

Pti bunécnych experimentech byla pozornost zaméfena na porovnani dat posky-
tovanych testy zivotaschopnosti (MTT testy) a dat poskytovanych fotodiodou (elektrické
napéti U) v 55 a 118 hodin¢ od pocatku kultivace. Experimenttim byly podrobeny ASC
S riznymi kultivacnimi médii (DMEM + 10% FS, DMEM + FGF, DMEM OSTEO
a DMEM SMC). Na zaklad¢ poskytnutych dat byl aparat umozujici snimani
metabolického stavu kmenovych bunc¢k oznacen za funkéni. Pro jeho béZzné pouzivani
V laboratornim zdzemi by vSak bylo vhodné provést rozsahlejsi formu experimentu.
Provedenim imunofluorescencniho hodnoceni bylo zjisténo, Ze produkce extra-
celularnich proteini je vys§i u kultivatniho média podporujiciho diferenciaci ASC
smérem k SMC. U tohoto média byla zaroven zjisténa vy$si hodnota smérnice polynomu
1.stupné.
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Priloha A: Technické vykresy

V této kapitole Ize nalézt veskeré technické vykresy, na néz je v textu diplomové prace
odkazovano. Lze zde nalézt nasledujici vykresy:

e Stojanek pro spektrofotometrickou kyvetu
e Nastavec pro LED diody verzi 1

e Nastavec pro fotodiody verzi 1

e Nastavec pro LED diody verzi 2

e Nastavec pro fotodiody verzi 2
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Priloha B: Obsah prilozeného CD

Datovy nosi¢ obsahuje nasledujici soubory:

Kli¢ova slova v ¢eském a anglickém jazyce

Abstrakt v ¢eském jazyce

Abstrakt v anglickém jazyce

Zadani diplomové prace

Kompletni diplomovou praci

Navrhy soucastek v prostredi Autodesk Inventor Professional 2018
Technické vykresy navrzenych soucastek

Navrhy desek plosnych spoju v aplikaci Eagle

Jednoduché programové kody umoziujici komunikaci se zatizenim
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