VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE

BRNO UNIVERSITY OF TECHNOLOGY

FAKULTA STROJNIHO INZENYRSTVI

FACULTY OF MECHANICAL ENGINEERING

USTAV STROJIRENSKE TECHNOLOGIE

INSTITUTE OF MANUFACTURING TECHNOLOGY

AU'I:UMATIZUVVANY BIOREAKTOR PRO KULTIVACI
ZIVYCH BUNEK

AUTOMATED BIOREACTOR FOR THE CULTIVATION OF LIVING CELLS

DIPLOMOVA PRACE
MASTER'S THESIS

AUTOR PRACE Bc. IVETA UKROPCOVA
AUTHOR

VEDOUCI PRACE Ing. ZBYNEK DOSTAL, Ph.D.
SUPERVISOR

BRNO 2020






VYSOKE UCENT [ZXUIREY

i IN4N STROJINIHO
VE:I=INI=R INZENYRSTVI

Zadani diplomové prace

Ustav: Ustav fyzikalniho inZenyrstvi
Studentka: Bc. Iveta Ukropcova
Studijni program: Aplikované védy v inZzenyrstvi
Studijni obor: Presna mechanika a optika
Vedouci prace: Ing. Zbynék Dostal, Ph.D.
Akademicky rok: 2019/20

Reditel Ustavu Vam v souladu se zakonem & 111/1998 o vysokych $kolach a se Studijnim
a zkudebnim fadem VUT v Brné urcuje nasledujici téma diplomové prace:

Automatizovany bioreaktor pro kultivaci zivych bunék

Struéné charakteristika problematiky tkolu:

PIné robotizované kultivaéni zafizeni (bioreaktor) se pfi biologickych experimentech jevi jako nezbytné.
Toto zafizeni bude umoznovat fizenou zménu kultivacnich podminek Zivych bunék a bude pfipadné
vybaveno minimalné jednou pozorovaci komorou. V komoie bude mozno fidit koncentrace roztok(

latek v médiu a také kontrolovat atmosféru s CO2.
Biologicka ¢ast prace bude garantovana Ing. Danielem Zichou, CSc.

Cile diplomové prace:

1) Reserse stavajicich systému pro fizeni zmény kultivaénich podminek Zivych bunék.
2) Uprava stavajiciho konceptu bioreaktoru, pfipadné navrh nového fesen.

3) Navrh obsluzného pfislusenstvi pro Fizeni zmény kultivaénich podminek.

4) Testovani bioreaktoru.

Seznam doporucené literatury:

LATHAM, T. W. Fluid motions in a peristaltic pump. Diss. Massachusetts Institute of Technology, 1966.

FIDALGO, L. M. a S. J. MAERKL. A software-programmable microfluidic device for automated biology.
Lab on a Chip [online]. 2011, 11(9) [cit. 2019-11-07]. DOI: 10.1039/c0lc00537a. ISSN 1473-0197.

KOCH, S. Optical flow-cell multichannel immunosensor for the detection of biological warfare agents.
Biosensors and Bioelectronics [online]. 2000, 14(10-11), 779-784 [cit. 2019-11-07]. DOI:
10.1016/S0956-5663(99)00051-2. ISSN 09565663.

Fakulta strojniho inZenyrsivi, Vysoké uteni technické v Brné / Technicka 2896/

3

/616 69/ Bme

5%



Termin odevzdani diplomové prace je stanoven &asovym planem akademického roku 2019/20.

V Brné, dne 24. 10. 2019

A\
/_/ y [
\/
prof. RNDr. Tomas Sikola, CSc. doc. Ing. Jaroslav Katolicky, Ph.D.
feditel Gstavu dékan fakulty

Falkulta strojniho inZenyrsivi, Vysoké udeni technické v Brné / Technicka 2896/2 / 616 66 / Brio



Abstrakt
Rizeni kultivaénich podminek pfi mikroskopovani zivych bunék rozsifuje moznosti biolo-
gickych experimentt a zlepsuje jejich vypovédni hodnotu. Aby zmény podminek byly kon-
trolované a reprodukovatelné, je nutné omezit mnozstvi pottebnych tkont vykonavanych
uzivatelem mikroskopu a nahradit je automatizovanymi procedurami. Proto byl vytvoren
koncept nového automatizovaného kultivacéni zafizeni (bioreaktoru). Toto zafizeni ridi vy-
ménu média v pozorovaci komore, zajistuje cirkulaci a vyménu atmosféry a kontroluje jeji
slozeni. Bioreaktor je urcen pro pouziti v Laboratofi experimentalni biofotoniky. Tato la-
borator disponuje koherenci fizenym holografickym mikroskopem (CCHM), ktery vyuziva
metody kvantitativniho fazového zobrazovani (QPI). Bioreaktor je proto prizptusoben ak-
tualnim pozadavkim této laboratore a jeho optické ¢asti vyhovuji naroktim metody QPI.
V textu jsou specifikovany kultivacni podminky zivych bunék a jsou shrnuty moznosti,
jak je lze béhem mikroskopovani ridit. Dale jsou popsana vybrana komercéné dostupna zari-
zeni a je zhodnocena jejich vhodnost pro pouziti v Laboratori experimentalni biofotoniky.
Stézejni cast prace se vénuje navrhu, realizaci a testovani nového bioreaktoru.

Summary

Control of cultivation conditions in the live cell imaging extends the possibilities of bio-
logical experiments and makes the experimental results more reliable. In order to change
the cultivation conditions in a controlled manner and increase the reproducibility of the
experiments, it is necessary to reduce the amount of manual operations and replace them
with automated procedures. Therefore, the concept of a new automated culture device
(bioreactor) was created. This device controls the exchange of medium in the observation
chamber, ensures the circulation and exchange of the atmosphere and controls its composi-
tion. The bioreactor is intended for use in the Laboratory of Experimental Biophotonics.
This laboratory is equipped with coherence-controlled holographic microscope (CCHM),
which uses quantitative phase imaging (QPI) method. Thus, the bioreactor is adapted to
the current requirements of this laboratory and optical elements of the bioreactor meet
the requirements of the QPI method.

This text specifies the cultivation conditions of the living cells and summarizes, how
the conditions could be controlled in the live cell microscopy. Next some commercially
available culture devices are described and assessed, whether they are convenient for
the use in Laboratory of Experimental Biophotonics. The crucial part of the thesis is
the design, construction and testing of the new bioreactor.

Klicova slova
Mikroskopie zivych bunék, kultivaéni podminky, kultivac¢ni zatizeni, koherenci fizeny ho-
lograficky mikroskop.

Keywords
Live cell microscopy, cultivation conditions, culture device, coherence-controlled hologra-
phic microscope.
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L d
Uvod

Béhem pozorovani zivych bunék na optickych mikroskopech jsou bunky umistény
v pozorovacich komorach. Nékteré komory umoznuji béhem experimentii proudéni média.
Takové komory byvaji oznacovany jako perfuzni nebo prutokové. Komory bez proudéni
média se nazyvaji stacionarni. Pokud médium proudi v komorach nebo kandlcich, které
maji rozméry v fadu mikrometrii, nazyvame tato zarizeni jako mikrofluidické komory nebo
mikrofluidické ¢ipy.

Jak se v priibéhu mnoha let vyvijely mikroskopy a biologické aplikace, vyvijely se i po-
zorovaci komory. Proto dnes existuje velké mnozstvi designti komor. Mezi nejjednodussi
z nich patii klasickd mikroskopicka sklicka nebo Petriho misky a naopak mezi nejkompli-
kovanéjsi patii automatizované mikrofluidické ¢ipy. Avsak pro vSechny pozorovaci komory
plati, ze by mély splnovat urcité pozadavky. Pfedné musi mit vyborné optické vlastnosti,
aby neovliviiovaly chod paprskti a nezhorsovaly tak vysledné zobrazeni mikroskopem.
Pro specifikaci optickych parametri je tedy dulezité védét, na jakém mikroskopu bu-
dou komiirky pouzivany. V této praci se zabyvam komturkami pro holograficky mikroskop
CCHM, ktery je umistén v Laboratori experimentalni biofotoniky. Proto v ¢asti 3 bude
CCHM struéné popsan a budou zminény optické pozadavky vyplyvajici z principu jeho
funkce.

Dalsi pozadavky na pozorovaci komory se tykaji fyziologickych podminek bunék. Ko-
mory by v zadném pripadé nemély bunky negativné ovliviiovat. To znamena, ze by mély
mit dostatecnou velikost, mély by byt naprosto sterilizovatelné, izolované od okolniho
prostiedi vickem tésnénim a meély by byt vyrobeny z chemicky stabilnich materiali, které
jsou biokompatibilni. U mnoha biologickych aplikaci je vsak zadouci, nejen aby buiky
nebyly komurkami negativné ovliviiovany, ale naopak aby komory spolu s dalsim ptislu-
senstvim vhodné fyziologické podminky vytvarely. Specifikaci fyziologickych podminek
a prislusenstvim pro jejich Tizeni se zabyva cast 1.

V CGasti 2 je reserse komercné dostupnych systému pro rizeni kultivacnich podminek.
Jelikoz vsak bylo zjisténo, ze zadné komercéné dostupné feseni nevyhoje plné specifikova-
nym pozadavkiim, bylo navrzeno a zrealizovano vlastni automatizované zarizeni pro rizeni
kultiva¢nich podminek (tzv. systém bioreaktoru). Ten je popsan v ¢astech 5 a 6. A nakonec
v ¢asti 7 je popsano jeho testovani.






1. Kultivacni podminky a jejich
rizeni
1.1. Proudéni média

Pozorovaci komory lze obecné rozdélit na oteviené a uzaviené [1]. Oteviené systémy umoz-
nuji lepsi pristup k bunkam a jednodussi manipulaci s médiem. Béhem pozorovani se v nich
vsak pomalu vyrovnava slozeni atmosféry v komtrce a v okoli, coz ma vliv i n pH média.
Uzaviené komory jsou utésnény, takze nedochéazi k vyparovani média a k vyméné plynu
s okolni atmosférou. Manipulace s bunkami a s médiem je vsak obtiznéjsi. Vétsina uza-
vienych komiirek obsahuje porty pro privod a odvod média. Takové komurky se nazyvaji
pritokové. Pritokové komtrky jsou velmi uziteéné pro mikroskopové techniky s vysokym
rozliSenim. Tyto mikroskopy totiz potiebuji objektivy i kondenzory s velkou numerickou
aperturou a kvili tomu maji obvykle malou pracovni vzdalenost. Lze tedy pouzivat jen
malé kultivacni komory s malym objemem média, které pokud neumoznuji vyménu média,
nejsou vhodné pro dlouhodobé pozorovani bunék [1].

Béhem proudéni média se mtize objevit nékolik problémi. Jeden z nich je prohybani
sklicka pri zméné prutoku. Prohybani sklicko mechanicky namaha, a navic zptsobuje, ze
pozorované bunky, které jsou ke sklicku prichyceny, se posunuji mimo rovinu ostrosti.
Problém mohou také zpusobovat pumpy s krokovymi motory. Ty totiz mohou vytva-
fet hydrodynamické pulsy, které mohou narusovat nékteré experimenty. Pulsy mohou
byt eliminovany pouzitim pokrocilych cerpadel, ktera jsou vybavena regulovanymi stej-
nosmérnymi motory pripojenymi pres prevod do pomala k vietenu vybaveného senzorem
rychlosti [1]. Dalsi problém je tvorba vzduchovych bublin kvili netésnostem a zavzdusnéni
systému. Bubliny v komore mohou zptsobovat turbulence a zhorsovat zobrazeni. Nékteré
bunécné linie jsou citlivé na smykové napéti, a proto pri praci s témmito bunkami musi
vymeéna média probihat pti nizkych pritokovych rychlostech. Navic bunky mohou byt
proudem dokonce i odpalveny. To lze omezit prilnutim bunék k povrchu sklicka. Nékteré
bunky prilnou ke sklicku prirozené samy. U ostatnich bunék je mozné adhezi podporit
povlakovanim dna komory (napf. polylysinem, kolagenem nebo fibronektinem [2]).

Proudéni média v komore je zajisténo dodavanim nového média do komory skrz
vstupni port a nové médium vytlacuje staré médium skrz vystupni port ven. Néekdy je
pouzivan opacny pristup, kdy staré médium je na vystupnim portu odsadvano pumpou
a nové médium je nasavano podtlakem. Pohon pro pohyb kapalin mtze byt gravitacni
spad, manualni vstiiknuti stiikackou, peristaltickd pumpa, stiikackova pumpa a nebo
vytvoreni pretlaku v tlakovych zkumavkach [1]. Gravitacni spad je nejjednodussi a nej-
levnéjsi technika, ale je pii ni obtizné regulovat priutok a proud neni prilis laminarni.
Realizuje se obvykle pomoci velké zasobni nadrze média umisténé vysoko nad komurkou
pripojené sterilni hadickou. Pritok mize byt kontrolovan polohou zasobni nadrze, venti-
lem na vystupu z komuirky nebo nahofe na nadrzi. Pro experimenty, kde vsak zalezi na
presném davkovani roztoki nebo na presném prutoku, je nutné pouzit sofistikovanéjsi sys-



témy. Stitkackové pumpy jsou pro presné davkovani vhodnéjsi nez gravitacni spad. Kvili
omezenému objemu stiikacky vsak nejsou vhodné pro dlouhodobé zasobovani. Pro dlou-
hodobé experimenty se tedy jevi jako nejvhodnéjsi pouziti peristaltickych pump nebo
tlakovani zkumavek vzduchem (viz v ¢asti 2 systémy Perfusion Pack od firmy Cherry
Biotech a Organ-On-Chip od firmy Fluigent).

1.1.1. Peristalticka cerpadla

Teorie peristaltického pohybu

Peristaltické cerpani je forma transportu tekutin, ke které dochazi, kdyz vlna kontrakeci
postupuje v rozpinatelné hadici obsahujici kapalinu [3]. V lidském téle se peristaltickym
pohybem transportuji tekutiny v mnoha trubicich z hladké svaloviny, napt. ve zluc¢ovodu,
v mocovodu, v jicnu pii polykani potravy, v lymfatickych cévach, ve stfevech apod [3].
Tento mechanismus je vSak také vyuzit v peristaltickych pumpéach, nékdy nazyvanych téz
hadicové pumpy [1].

Princip peristaltického cerpani spociva ve zmacknuti hadice, aby se iplné nebo témér
uplné uzavrela, a posunu zmacknutého mista po hadici, ¢imz se posouva i kapalina v ha-
dici. Mechanika peristaltického pohybu bude popsana na dvou pripadech: a) hadice je
pevné ukotvena a pohybuje se po ni manzeta a b) manzeta se nepohybuje, ale v hadici
proudi kapalina (viz obr. 1.1).

V pripadé a) uvazujeme velmi dlouhou nepohyblivou hadici a uzavienou na obou
koncich. Na hadici se rychlosti ¢ pohybuje posuvna manzeta smérem doprava a vytvari
tak peristaltickou vlnu. Kvili uzavienym konctim, neni v oblasti velkych prifezii hadice
zéddné proudéni. Diky nestlacitelnosti kapaliny se vSak v ziZzeném misté hadice tekutina
prelévéa zprava doleva. Proudéni kapaliny v hadici je tedy nestacionarni (tj. proudéni je
v daném misté hadice zavislé na case).

V pripadé b) se manzeta nepohybuje a proto obélka vIny se jevi jako nehybné. Stény
hadice a kapalina v mistech velkého pritrezu se pohybuji doleva rychlosti c¢. Relativni po-
hyb stén hadice vic¢i manzeté je tedy v pripadé a) i b) stejny. Kvili zachovani objemu
nestlacitelné kapaliny musi primérna rychlost kapaliny v ziizeném misté presahnout rych-
lost c. Uvazujeme-li viskézni kapalinu bez setrvac¢nosti, pak musi rychlostni profil mit tvar
paraboly s rychlosti ¢ na sténach [3].

V obou pripadech neni v mistech velkého prirezu hadice zadny gradient tlaku, ale
v zizeném misté kvili viskéznim ztratam klesa tlak zprava doleva. Peristalticka vina tak
vytvari stoupajici tlak ve sméru siteni viny. Z toho vyplyva zavér, ze peristaltické ¢erpani
je zavislé na viskozité kapaliny. Bez viskéznich ztrat by v zizeném misté nevznikl zadny
rozdil tlakt a k cerpani kapaliny by viibec nedoslo.

Dalsi zavér o peristaltickém pohybu ziskame z predstavy, ze hadice v systému labo-
ratore ma oteviené konce. Jak se bude manzeta posouvat po hadici vpravo, bude pred
sebou tlacit kapalinu. V rozsitené ¢asti hadice tedy kapalina proudi smérem doprava (tj.
ve sméru peristaltické viny), zatimco v ziZeném misté proud kapaliny smétuje doleva
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Obrazek 1.1: Tlustrace peristaltického Cerpani: a) v nepohyblivé hadici s pohybujici se
manzetou, b) v pohybujici se hadici s nepohyblivou manzetou. Piekresleno z [3].

(tj. proti sméru peristaltické vlny). Oproti pripadu s otevienymi konci se vsak proud
v zuzeném misté zmensi [3].

Konstrukce a pouziti peristaltickych cerpadel

Peristalticka cerpadla jsou objemova cerpadla a zacaly se objevovat v 30. letech 20. stoleti
[0]. Flexibilni hadice s ¢erpanou kapalinou je umisténa v kruhovém krytu. Kladky nebo
vacky umisténé na kraji rotoru, st¥idavé mackaji a uvolnuji hadici a dochazi tak nasavani
a vytla¢ovani kapaliny ven ¢erpadla.(viz obr. 1.2) [6].

Peristaltické pumpy casto vyzaduji mazani pro odvod tepla a snizeni opotiebeni ha-
dice. Jako mazivo se ovykle pouziva glycerol, ktery je pomérné drahy. Design rotoru
s vackami vyzaduje vétsi mnozstvi maziva nez rotor s kladkami, protoze pri tieni va-
¢ek po hadici se vytvari vice tepla nez pri odvalovani kladek. Kvili velkému mnozstvi
vzniklého tepla nemohou byt pumpy s vackami pouzivany v kontinualnim rezimu pii vy-
sokych otackach. Napriklad peristaltickd pumpa s vackami s primérem rotoru 3 palct
muze v kontinudlnim rezimu ¢erpat maximalné rychlosti 40 ot/ min [5]. Pro ¢erpani pii
vyssich otackach je nutné pouzit cerpadlo s kladkami a nebo cerpadlo s vackami po naprt.



Obrézek 1.2: Ilustrace principu peristaltického ¢erpadla. T¥i obrazky znazornuji tii casové
snimky ¢erpani. Cervend sipka ukazuje smér otaceni rotoru. Prevzato a upraveno z [7].

2 hodinéach provozu vypnout a nechat zchladit. Nékteré aplikace proto pro dosazeni kon-
tinualniho rezimu vyuzivaji dvé pumpy, které se stiidaji v ¢erpani. Cerpadla s kladkami
mohou v mnoha pfipadech fungovat i iplné bez maziva [5].

Udrzba peristaltickych ¢erpadel je velmi jednoduché. Jedind ast, kterou je nutné
pravidelné ménit, je hadice a pripadné mazivo. Hlavnim faktorem zivotnosti hadic je
pocet stla¢eni hadice béhem jedné otacky. Cerpadla s mensim poétem kladek nebo vadek
pomaleji opotiebovavaji hadici. Nejcastéji byva pocet vacek nebo kladek dvé nebo tri.
Avsak za tcelem dlouhé Zivotnosti se jiz vyrabéjl i jedno-kladkova Gerpadla. Cerpadla
s vackami vyvijeji vice tepla, které nici hadice, a proto se pro ¢erpadla s extrémné dlouhou
zivotnosti nepouzivaji [].

Peristaltické pumpy se pouzivaji tehdy, kdyz je zadouci, aby transportovana kapalina
neprichazela do styku s mechanickymi ¢astmi pumpy. At uz kvili tomu, aby kapalina
neposkodila pumpu (napf. ¢erpani abrazivnich nebo korozivnich kapalin, pfipadné ziravin,
pokud to hadice umoznuje) a nebo aby cerpana kapalina nebyla kontaminovana (napf.
¢erpani krve, potravin apod.) Tato cerpadla jsou také vhodna pro konstantni ¢erpani velmi
viskéznich kapalin, které by se obtizné ¢erpaly jinymi druhy pump [5]. Dalsi jejich vyhody
jsou, zZe nepotrebuji odvzdusnéni hadice pred zacatkem cerpani, protoze jsou samonasavaci
a také nepottebuji tésnéni [0]. Naopak jejich nevyhody je maly pritok a vznik pulzi pii
cerpani. Nékteré aplikace proto vyzaduji pouziti tlumicu [5].

U peristaltickych pump je prutok kapaliny témér linearné zavisly na rychlosti otaceni
rotoru [5], diky tomu jsou peristaltické ¢erpadla vhodna pro dévkovani. Pro presné dév-
kovani se také casto pouzivaji ¢erpadla s kmitavym pohybem (obvykle pistové). U nich
byva davkovani presnéjsi, protoze kolem pistii je mensi inik kapaliny zpét nez pod klad-
kami peristaltickych cerpadel. Pistova ¢erpadla jsou vSak obecné mnohem nakladnéjsi nez
peristalticka, protoze obsahuji vice pohyblivych ¢asti [0].

1.2. Teplota

Pro préaci s zivymi bunkami je teplota dilezitou kultivaéni podminkou, protoze silné
ovliviiuje chovani a vitalitu bunék. Pro dlouhodoba pozorovani je treba udrzet v okoli



vzorku fyziologickou teplotu (vétsinou 37°C), nebot pri ni zustanou bunky nejdéle vitalni
a jejich pozorovani ma tudiz nejvétsi vypovédni hodnotu o jejich chovani v prirozeném
prostiedi. V nékterych biologickych experimentech se sleduje reakce bunék na zmény
teploty. V téchto pripadech je potfeba pouzit zarizeni, které je schopno s dostatecnou
presnosti rychle ménit teplotu vzorku. Teplota vsak ma vliv nejen na bunky, ale také na
mikroskop. Zmény teploty zptsobuji tepelné roztahovani a smrstovani dilé¢ich komponent
mikroskopu, coz pti mikroskopovani s vysokym rozliSenim, mtize ovlivnit vysledné zobra-
zeni. Nejzavaznéjsi je roztahovani a smrstovani objektivu. Z téchto dvou divodu (vitalita
bunék a tepelnd roztaznost) je pro vétSinu experimentu potieba zajistit stabilni teplotu
v okoli vzorku a objektivu.

Pro temperovani mikroskopu (tzn. ohfati mikroskopu na pozadovanou teplotu) se po-
uziva inkubaéni komora, kterd obklopuje vétsinu mikroskopu véetné vzorku (viz obr. 1.3).
Kamera a pripadé dalsi obsluzné elektronika je umisténa mimo komoru, aby nebyla vy-
stavena vysokym teplotdm. Inkubacéni komora kromé teploty casto umoznuje i regulaci
vlhkosti vzduchu a koncentrace plyni [3]. Vyhiivani je realizovdno pomoci elektrickych
odport a nebo pomoci regulace teploty privadénych plynii. Teplotni rozsah byva 3 az 45°C
nad teplotu okoli. Teploty nizsi nez je okolni teplota lze dosahnout pouze instalovanim
klimatizace, coz se déje velmi ojedinéle. V porovnani s ostatnimi vyhrevnymi systémy
jsou inkubac¢ni komory velmi stabilni v ¢ase a jsou odolné proti vireni vzduchu v mist-
nosti. Na druhou stranu dosazeni pozadované teploty trva dlouho (v fadu desitek minut
az jednotek hodin). Nejsou proto vhodné pro experimenty se zménami teplot, ale nao-
pak jsou idealni volbou pro dlouhodobé pozorovani zivych bunék. Inkubacni komory jsou
kompatibilni se vSsemi druhy vzorki, ale zase nemohou byt premistovany z mikroskopu
na mikroskop. Komory jsou vétsinou vyrabény z pruhledného plexiskla nebo polykarbo-
natu, pro experimenty citlivé na okolni svétlo vSak existuji i komory s ¢ernymi panely
na zatemnéni [9].

Pokud biologické experimenty nevyzaduji temperovani mikroskopu, ale stac¢i pouze re-
gulace teploty v oblasti vzorku, mize se pro ohfev pouzit vyhiivany mikroskopovy stolek
nebo vyhiivana pozorovaci komora. VSechna tato zarizeni jsou vhodna pro experimenty
se zménami teplot, nebot stabilizace teploty trva maximalné v fadu jednotek minut. Vy-
hiivané stolky maji velky rozsah nastavitelnych teplot, ty nejlepsi stolky maji rozsah
od —190°C az do 500°C [8]. Proto byvaji pouziviny pro experimenty s velmi vysokymi
nebo naopak nizkymi teplotami. Pro biologické aplikace se pouzivaji stolky s rozsahem
—5°C az 99°C. Vyhrivané stolky byvaji ohfivany pomoci odporti nebo Peltierovych ¢lank,
ty navic umoznuji i ochlazovani stolku pod teplotu okoli. Kovové ohiaté ¢asti vyhrivani
se dotykaji kultivacniho zafizeni, napt. podlozniho sklicka, a predavaji mu teplo (viz obr.
1.4). Teplo se pak difuzi $it{ po sklicku az k vzorku a ohfiva ho. Nevyhodou vyhfivanych
stolki je, ze kvuli velké vzdalenosti mezi vzorkem a ohrivacem muze byt vzorek ohiivan
nerovnomérné [3]. Vyhrivané stolky jsou kompatibilni s riznymi typy kultivac¢nich zafizeni
(misky, kanalky, podlozni sklicka atd.) a se vzpfimenymi i invertovanymi mikroskopy.

Dalsi zptisob jak ohtivat vzorky je pouziti Stage Top inkubéatoru. Jak jiz nazev na-
znacuje, jedna se o inkubatory polozené na mikroskopovém stolku. Stage Top inkubatory
jsou alternativou k inkubacénim komoram, protoze stejné jako ony mohou regulovat kromé

9



Obréazek 1.3: Inkubac¢ni komora umisténa na invertovaném mikroskopu. Kamera na sni-
mani je umisténa mimo inkubator. Prevzato z [10].

Obrazek 1.4: Vyhiivany stolek na invertovany mikroskop. Prevzato z [11].

teploty také vlhkost vzduchu a koncentraci plynu [3], [9]. Vyhodou oproti inkubaénim ko-
moram jsou mensi rozméry inkubatoru a diky tomu i rychlejsi zmény teploty. Naopak
jejich nevyhodou je, Ze na rozdil od inkubacnich komor, ohtivaji pouze vzorek a netem-
peruji mikroskop. Vyhfivani mize byt realizovano cirkulaci vody ve sténach inkubatoru
(tzv. Water Jacket inkubator [9]) nebo elektrickym vyhiivanim sklenénéné zakladny a
vicka inkubatoru [9], [12]. Pro lepsi vedeni tepla ze stén inkubdtoru ke komirce se pouzi-
vaji magnetické vlozky. Kromé prenosu tepla tyto magnetické vlozky také drzi komtrku
se vzorkem, aby se v inkubatoru nepohybovala. Teplotni rozsah Stage Top inkubatort je
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zhruba od teploty okoli az do 60°C, pri pouziti Water Jacket inkubatoru je mozné zchladit
vzorek az 15°C pod teplotu okoli [9].

Obrazek 1.5: Stage Top inkubator H301-K-FRAME s dvémi petriho miskami uchycenymi
do magnetické vlozky. Prevzato z [J].

Kromé vyhrivanych stolkti a Stage Top inkubatort je mozné pro ohfev vzorku pouzit
vyhrivané komurky nebo cipy. Jedna se vsak o méné frekventované feseni a na trhu je
téchto zarizeni pouze nékolik. Konkrétné komurky Delta T System a Focht Chamber Sys-
tem jsou popsany v ¢asti 2.4 a systém Cherry Temp s vyhrivanym ¢ipem je popsan v ¢asti
2.2. Diky tomu, ze v téchto zarizenich se ohfiva pouze maly objem uvniti komurky nebo
¢ipu, jsou zmény teploty opravdu rychlé (v fadu sekund), coz je jejich hlavni prednosti.

Pokud na mikroskopu neni nainstalovana inkubac¢ni komora a je pouzivano nékteré
z vyse popsanych zafizeni pro ohfev vzorku, muze se stat, ze studeny objektiv bude ze
vzorku odvadeét teplo a bude tak narusena teplotni rovnovaha vzorku. Tento negativni jev
nastava obzvlast pti pouziti imerzniho oleje, ktery funguje jako tepelny most mezi teplym
vzorkem a studenym objektivem. Pro eliminaci tohoto jevu se pouzivaji vyhtivané limce
na objektiv (viz obr. 1.6). Limce mohou byt vyhtivany elektricky a nebo cirkulujici kapa-
linou. Pro lepsi regulaci teploty obsahuji elektricky vyhiivané limce casto tepelny senzor,
ktery bere v potaz také ohrati objektivu prochazejicim svétlem. Tato vlastnost je obzvlast
uziteéna pri dlouhém mikroskopovani. Limce s cirkulujici kapalinou jsou stabilnéjsi a pres-
néjsi nez elektrické limce a v pripadé potireby mohou objektiv ochladit pod teplotu okoli.
Tyto limce maji tvar kovového dutého prstence, do kterého je cerpana ohrata kapalina.
Spravné pouzivani limcti neni tplné jednoduché, protoze je potieba synchronizovat vy-
hiivani limce a druhého zafizeni pro ohiev vzorku tak, aby ve vzorku nevznikali teplotni
gradienty. To je obzvlast ndro¢né pii experimentech se zménami teploty [3].

11



Obrazek 1.6: Elektricky vyhiivany limec na objektiv. Prevzato z [9].
1.3. Atmosféra

V atmosfére kultivaéniho zafizeni se reguluji dva parametry - vlhkost vzduchu a kon-
centrace plynu (predevsim COs). Vlhkost atmosféry ovliviiuje rychlost vypafovani vody
z média. Cim je vlhkost nizsi, tim je vypafovani rychlejsi. Odpafovani vody z média je
nezadouci jev, protoze s ubyvajici vodou se zvysuji koncentrace rozpusténych soli. Aby
bylo vyparovani co nejpomalejsi, pozaduje se v kultiva¢nich zarizenich vysoka relativni
vlhkost, obvykle kolem 90% nebo vyssi [2]. Pro dosazeni pozadované vlhkosti se pouzi-
vaji zvlhéovace. Zvlhcovace pro kultivaci bunék mizeme rozdélit podle toho, jestli plyn
ve zvlhcovac¢i prochédzi kolem vody a nebo jestli skrz vodu probubléava (viz obr. 1.7). Za
nejjednodussi zvlhéova¢ muzeme povazovat nadobu s vodou umisténou v blizkosti kul-
tivovanych bunék. Jak se voda z nadoby odparuje, zvlhc¢uje atmosféru nad médiem. Ve
zvlhcovacich, kde plyn prochéazi kolem vody, miize byt vlhcéeni zvyseno pouzitim knott
nebo membran, ze kterych se voda lépe odparuje nez z volné hladiny. Jiné déleni zvlh-
¢ovacu je na vyhiivané a nevyhiivané. Pii vyssi teploté je vyparovani rychlejsi a tedy
vyslednd vlhkost atmosféry vyssi. Regulaci teploty vody a nebo privadéného plynu lze
ménit vyslednou vlhkost.

V probublavacich zvlh¢ovacich je plyn trubickou priveden do urc¢ité hloubky pod hla-
dinu vody a zde se uvolni do vody skrz porézni material. Jak bubliny vzduchu stoupaji
k hladiné, vypafuje se do bublin vodni para. Vysledna vlhkost atmosféry je zavisla na tep-
loté vody, tlaku v nadobé, pritoku plynu a hloubce, do které je plyn privadén [11]. Za-
kladni probublavaci zvlhc¢ovace se skladaji pouze z nadoby s vodou, porézniho materialu
a privadéci trubky. Pokrocilé probublavaci zvlhc¢ovace obsahuji navic vyhrivani a jsou
elektronicky Tizené s vyuzitim zpétné vazby ze senzoru [15].

Kromé vyse zminénych typt zvlhcovaci, které jsou nejcastéjsi, existuji i dalsi méné
casté designy. Jeden z alternativnich zptisobu zvlhcéovani je, Ze plyn prochazi perforova-
nou trubici obklopenou houbovitym vlhkym materidlem. Cim je perforovand trubice delsi,
tim bude vysledna relativni vlhkost plynu vyssi. Tento druh zvlh¢ovace mtze byt umistén
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Obrazek 1.7: Zvlhcéovac, ve keterém plyn a) foukda nad vodou, b) probublava skrz vodu.
Prevzato a upraveno z [13].

primo do pozorovaci komurky, jak tomu je u patentovaného inkubatoru pro svételnou mi-
kroskopii [16] (viz obr. 1.8). Pokud je vsak zvlhc¢ova¢ uzavien v komurce, nelze v pribéhu
pozorovani doplnovat na vlhéici material vodu, ¢imz je omezena doba pozorovani.
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Obrazek 1.8: Inkubator pro svételnou mikroskopii se zabudovanym zvlhc¢ovacem. Plyn je
prochazi perforovanou trubici (30), kterd vede kolem dokola inkubatoru a nakonec usti
do pozorovaci komory (35). Trubice je obklopend houbovitym vlhkym materidlem (15,16).
Prevzato a upraveno z [L0].

Dalsim sledovanym parametrem atmosféry je jeji slozeni, zejména pak koncentrace
COs. Béhem kultivace bunék mutze dochazet k vyméné mezi plynnym CO, v atmosfére
a COy v médiu. Smér a rychlost vymény zavisi na mnozstvi CO, v obou prostredich
(viz obr. 1.9). Pokud je koncentrace COy v atmosfére prilis nizkd, unika COs z média do
atmosféry a dochazi k alkalizaci média (zvySeni pH). Proti tomuto zvysSovani pH puisobi
dychani bunék. Bunky totiz pri dychani uvolnuji do média COs,, ¢imz médium okyseluji
(snizuji pH).
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Atmosféra
nad médiem

CO,+H:0 = HCO;+H* Médium

CO0;+H:0+0:+N;

Obréazek 1.9: Vyména plyného CO, v atmosféte a CO4 rozpusténého v médiu s biokarbo-
natovym pufrem NaHCOj. Prevzato a upraveno z [17].

Pro udrzeni stabilntho pH média se do kultivacnich zarizeni pridavaji pufry, velmi
¢asto se pouziva bikarbondtovy pufr [2]. Pufry jsou latky schopné po pridani zdsady nebo
kyseliny udrzovat pH roztoku na potiebné hodnoté, dokud neni vycerpana jejich tlumiva
kapacita. Spravné mnozstvi CO,y v atmosfére se nastavuje podle mnozstvi pouzitého pufru.
Vhodné koncentrace 1ze odhadnout z obrazku 1.10. Na pravé svislé ose se zvoli koncentrace
CO4y v atmosfére a na levé svislé ose se zvoli koncentrace bikarbonatového pufru. Tyto
dvé hodnoty se prolozi primkou a primka protne osu pH v hodnoté, kterda odpovida pH
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Obréazek 1.10: Nomogram pro odhad koncentraci bikarbonatového pufru NaHCOs3, oxidu
uhli¢itého CO, a pH hodnot podle Henderson-Hasselbalchovy rovnice. Cervend ¢ara od-
povidé standartnim podminkam pti 2mg/ ml NaHCO3 a 5% CO,. Prevzato z [17].

Pri kultivaci se vétsinou pouzivaji 2mg bikarbonatového pufru na 1ml média pri
koncentraci 5% plynného CO, v atmosfére [17]. Je vSak mozné butiky kultivovat i za jingch
podminek. V Laboratofi experimentalni biofotoniky se vétsinou pozoruje mensi pocet
bunék, takze bunky svym dychanim okyseluji médium jen malo a hrozi alkalizace. Proto
se do média pfiddva mensi mnozstvi pufru, jen 1mg/ml bikarbonatového pufru. Tomu
podle obrazku 1.10 odpovida pro fyziologické pH 7,4 koncentrace COy 3%. Nékdy je také
pouzivan organicky pufr HEPES o koncentraci 20 mM, ktery neni zavisly na mnozstvi
CO9 v atmosfére.
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2. Komercéné dostupné systémy pro
rizeni kultivacnich podminek

V soucasné dobé je na trhu mnoho nastroji, které zlepsuji a zjednodusuji fizeni kul-
tivacnich podminek béhem mikroskopovani. Prodavaji se nastroje, které zakaznik mize
zakomponovat do svych systémii. Tyto diléi komponenty jsou napt. senzory tlaku, mik-
rofluidické pumpy, ventily atd. Nékolik komeréné dostupnych nastroji bylo zakompono-
vano do vlastniho systému, ktery je popsan v praktické ¢asti prace 5.

Mnoho firem vsak také nabizi kompletni systémy, které automatizované a precizné plni
urc¢itou funkci. V této ¢asti prace budou popsany vybrané komeréni systémy, jejichz funkei
je Tizeni kultiva¢nich podminek pii mikroskopovani zivych bunék. Nékteré firmy (napft.
Ibidi nebo Cherry Biotech) nabizeji systémy, které ridi a kontroluji jen jednu kultivacni
podminku. To znamena, ze pokud zakaznik chce napriklad Fidit teplotu, atmosféru a
perfuzi, musi si koupit tfi samostatné systémy, které jsou vsak vétsinou kompatibilni,
nakupuje-li u jedné firmy. Na trhu jsou vsak také kombinované systémy, které zajistuji
vice kultivacnich podminek najednou. Napriiklad komurka Focht Chamber System od
firmy Bioptech, zajistuje uzivatelsky definovoanou vymeénu média a regulaci teploty [15].
Nejkomplexnéjsi systémy, které zajistuji mnoho kultivacnich podminek po velmi dlouhy
¢as, se nazyvaji Organ-On-Chip (napf. CubiX Mark I od firmy Cherry Biotech [3] nebo
Organ-On-Chip Platform od Fluigent [19]).

2.1. Ibidi

Velkym vyrobcem laboratornich potfeb pro bunécnou analyzu a mikroskopovani je firma
Ibidi [15]. Pro vyhiivani pozorovacich komirek nabizi vyhiivaci systém Ibidi Heating Sys-
tem, sestavajici z kontroloru teploty (Temperature Controller), vyhiivané desky (Heating
Plate), vyhiivaného vicka (Heating Lid) (neni nezbytné) a pripadnych vyhfivanych vlozek
(Heating Insert) pro rizné, misky a sklicka.

K vyhftivacimu systému lze pripojit systém pro kontrolu atmosféry Ibidi Gas Incu-
bation System a oba systémy dohromady se nazyvaji Ibidi Stage Top Incubator (viz obr.
2.1). Systém pro kontrolu atmosféry obsahuje sloupcovy probublavaci zvlhéovac¢ vzduchu,
vyhrivané hadicky a mixér atmosféry pro COs a pripadné i pro Os.

Pro experimenty s proudicim médiem nabizi firma Ibidi perfuzni systémy Ibidi Pump
System. Systém obsahuje pumpu, notebook se softwarem PumpControl, perfuzni sadu
(s nddrzemi a hadi¢kami) a fluidni jednotku, kterd drzi naddrze s médiem a prepind mezi
nimi pomoci elektronicky rizenych ventili. Perfuzni sada se pomoci Luer konektort ptipo-
juje k prutokovym komurkam. Ibidi Pump System je kompatibilni s Ibidi Gas Incubation
i s Ibidi Heating System [L5].

Pro vyhtivani se fluidni jednotka s nadrzemi s médiem umisti do inkubéatoru, ktery je
blizko mikroskopu, a prutokova komirka se vlozi do specidlni vyhtivané vlozky pro per-
fuzni experimenty. Hadicky a elektricky kabel jsou privedeny skrz zadni otvor v inku-

15



Probublavaci zvlh¢oval o Vyhtivané hadic¢ky Mixér atmosféry

N

Ohfev vody

Vyhtivana deska a
vyhiivané vicko

/

Izolace Elektricky kabel

Obrazek 2.1: Schéma zapojeni systému Ibidi Stage Top Incubator. Vyhrivana deska a vy-
hiivané vicko je soucasti Ibidi Heating System. Ostatni dily patii k Ibidi Gas Incubation

System. PTevzato a upraveno z [20)].

batoru. V pripadé, Zze v inkubatoru zadny zadni otvor neni, tak jsou vedeny skrz dvere
inkubatoru. Vétsina inkubatort ma ve dverich gumové tésnéni, které je dostatecné mekké,
aby hadicky a kabel neposkodily (viz obr. 2.2).

Notebook Pumpa Susici nadoba Inkubator

LI LI

= (T

[ Lt
I

Fluidni
jednotka

USB kabel Natlakované hadi¢ky se vzduchem

Obrazek 2.2: Schéma perfuzniho systému Ibidi Pump System s fluidni jednotkou umisté-
nou do inkubétoru. Prevzato a upraveno z [21].
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2.2. Cherry Biotech

Firma Cherry Biotech nabizi t¥i produkty: Cherry Temp pro rychlé ménéni teploty, Per-
fusion Pack pro perfuzi a prepinani média a CubiX pro dlouhodobou kultivaci bunék
a tkani [3].

Cherry Temp

Systém Cherry Temp slouzi k rychlym zménam teploty média béhem mikroskopovani
v rozsahu 5 — 45°C s presnosti +0,1°C. Ustfedni soucdsti systému je vyhiivany &ip, ktery
je prilozen na sklicko s bunikami (viz obr. 2.3). Zména teploty vyhiivaného ¢ipu je realizo-
vana pomoci termalizacni kapaliny, ktera je ohfivana nebo chlazena v tepelném vymeéniku
s Peltierovymi ¢lanky. Tepelny vymeénik je fizen PID kontrolorem CherryBox. Cirkulace
termalizacni kapaliny mezi zasobnikem, tepelnym vymeénikem a vyhfivanym ¢ipem je fi-

zena ovladacem CherryLoop (viz obr. 2.4).

Vyhiivany ThermaFlow Chip

Pozorovaci komora s bunikami

Obrazek 2.3: Vyhrivany c¢ip, ktery je soucasti systému Cherry Temp, se priklada na ko-
moru s pozorovanymi bunikami a komora se uchyti k mikroskopickému stolku. Prevzato
a upraveno z [3].

Systém Cherry Temp miize byt vybaven tfemi druhy vyhtivanych ¢ipti — Therma Chip,
ThermaFlow Chip a Thermad5 Chip. Prvni z nich, Therma Chip, je soucasti standardni
vybavy Cherry Temp. Druhy ¢ip, ThermaFlow Chip, je podobny jako zdkladni Therma
Chip, ale obsahuje navic pritokovy kanalek a vstupni a vystupni otvor. ThermaFlow Chip
tedy umoznuje kromé zmén teploty také vyménu média a pridavani ¢inidel v pribéhu mi-
kroskopovani (viz obrazek 2.5). Vyména média muze byt realizoviana bud ru¢né pomoci
stiikacky a nebo automaticky s vyuzitim perfuzniho systému. Oba dva popsané ¢ipy maji
vsak maly objem komturky s bunkami, a nejsou proto vhodné pro dlouhodobé mikro-
skopovani zivych bunék. Pro dlouhodobé experimenty je vhodné pouzit ¢ip Therma3b
Chip, ktery je kompatibilni se standardnimi 35 mm Petriho miskami. Thermad5 Chip je
vsak pro jednorazové pouziti, na rozdil od Therma Chip a ThermaFlow Chip, které maji
zivotnost 2 mésice.
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Obrazek 2.5: Pritokovy vyhiivany ¢ip ThermaFlow. Pievzato a upraveno z [3].
Perfusion Pack

Systém Perfusion Pack vznikl ve spolupraci firmy Cherry Biotech a firmy ElveFlow [22],
ktera se zabyva vyvojem mikrofluidickych zatizeni. Perfusion Pack umoznuje vytvorit sta-
bilni nebo pulzujici proudéni v libovolné pritokové komitirce nebo ¢ipu. Pritok 1ze nastavit
v rozsahu od 0,1 do 5000 1/ min. Diky elektronicky ovladanému ventilu je mozné prepinat
mezi az 10 zasobniky s roztoky. Systém obsahuje ovlada¢ tlaku a pritoku, elektronicky
ovladany ventil, senzor pritoku, zasobniky pro médium, hadicky, konektory a software
(viz obr. 2.6).
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Obrazek 2.6: a) Schéma systému Perfusion Pack. b) Detail zasobniku s médiem. Davkovani
média je realizovdano pomoci pretlaku v tlakovych zkumavkéch. Prevzato a upraveno z [22].

CubiX Mark I

Nejkomplexnéjsi systém od firmy Cherry Biotech je systém CubiX Mark 1. Slouzi k na-
podobovani fyziologickych a patologickych podminek pro bunééné a tkanové kultury (viz
obr. 2.7). Umoznuje perfuzi média v kontinualnim i pulznim rezimu, fizeni atmosféry a
teploty. V atmosfére lze nastavit koncentraci COo, Oy a No. Na zakazku lze zajistit i Ti-
zeni koncentrace dalsich plyni (Hz, NO2 atd.) Bunky nebo tkdné mohou byt kultivovany
v libovolnych miskach nebo ¢ipech a mikroskopovany na jakémkoli invertovaném mikro-
skopu. Ridici jednotka obsahuje vlastni software, takZe k obsluze neni potieba poéitac.
CubiX také umoznuje shromazdovani pouzitych médii pro dalsi analyzu.

2.3. Fluigent

Firma Fluigent vyviji nastroje pro rizné mikrofluidické a nanofluidické aplikace. Nabizi
mikrofluidické senzory prutoku a tlaku, mikrofluidické ventily apod. Nabizi také nékolik
kompletnich systémi, napr. systém Aria pro davkovani roztoku a systém Organ-On-Chip
Platform [19].
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Obréazek 2.7: Schéma systému CubiX Mark 1. Prevzato a upraveno z [8].
Aria

Aria je mikrofluidické zafizeni pro automatické davkovani roztoki podle ¢asového proto-
kolu. Zatizeni umoznuje davkovani az 10 roztoki a je kompatibilni s libovolnymi komir-
kami nebo mikrofluidickymi ¢ipy. Pritok lze nastavit v rozsahu od 40 pl/ min do 1 ml/ min.
Automatizace umoznuje dosahnout vétsi reprodukovatelnosti experimentii, omezit konta-
minaci z manualniho pipetovani a usetrit cas. Aria obsahuje ovladac tlaku, senzor pritoku,
software a rotacni ventil pro deset vstupu a jeden vystup (viz obr. 2.8). Diky Aria softwaru
je mozné nastavit ¢asovani, prutok a objem vstiiknutého roztoku.

Pfepinaci ventil Vzorek

—_— i

Odpad

Obréazek 2.8: Schéma davkovaciho systému Aria. Prevzato a upraveno z [19)].
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Organ-On-Chip Platform

Fluigent ve spolupraci s firmou Micronit[23] vytvoril systém Organ-on-Chip Platform,
ktery slouzi k dlouhodobému napodobovani fyziologickych podminek. Systém umoznuje
vyménu kapalin a plynu a zajistuje jejich stabilni tlak a pratok. Organ-on-Chip se sklada
z téchto mikrofluidickych komponent: mikrofluidicka pumpa Flow EZ, tlakova zkumavka
Fluiwell, senzor prutoku Flow Units, ¢ip Micronit Chip a drzak ¢ipu (viz obr. 2.9). Systém
Organ-On-Chip Ize jesté doplnit o vicechody ventil pro prepinani média z vice zasobnikii.

Pumpy Tlakové zkumavky -
- [ —
—— Senzory priutoku Buiiky na porézni membrang

JL &

Obrazek 2.9: Schéma systému Organ-On-Chip Platform. Prevzato a upraveno z [19)].

/!

Mikrofluidicky &ip

microtechnologies

2.4. Bioptechs

Firma Bioptechs [18] vyviji systémy a piisluSenstvi pro fizeni podminek pro mikroskopii
zivych bunék, napr. ohtivac objektivu, peristaltické pumpy apod. Zde budou popsany jen
vyhrivané komurky Delta T System a Focht Chamber System.

Delta T System

Delta T System je komplexni systém pro fizeni podminek pro dlouhodobé mikroskopovani
bunécénych kultur bez prutoku média. Delta T System obsahuje regulator teploty Delta
T, vyhrivané vicko, vicko s krycim sklickem, ¢tyti kultivacni valce a deset Delta T misek
s tloustkou dna 0,17 mm (viz obr. 2.10). K dispozici je i dalsi volitelné piislusenstvi.
Adaptér pro pripojeni k mikroskopu je nutné objednat samostatneé.

Systém Delta T ma ojedinély zptisob vyhiivani. Na rozdil od jinych systémi neni
vyhrivani realizovano prostiednictvim vyhiivaného stolku, ktery predava teplo misce se
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Obréazek 2.10: Komponenty Delta T Systemu. Pfevzato a upraveno z [18].

vzorky, ale vyhriva se primo miska. Misky maji na spodni strané elektricky vodivy a op-
ticky transparentni povlak z oxidu india a cinu (ITO povlak), ktery prochazi-li jim elek-
tricky proud, ptimo zahtivd misku s bunkami. Standardni rozsah vyhtivani je od teploty
okoli az do 50°C. Na zakazku lze zajistit i vétsi rozsah teplot.

Pro prikryti Delta T misek jsou k dispozici dvé vicka - vyhiivané a s krycim sklickem.
Vyhrivané vicko mé stejné jako Delta T miska ITO povlak a obsahuje port pro privod
atmosféry. Vicko s krycim sklickem méa uprostred kryci sklicko o tloustce 0,5 mm a pri-
meéru 22 mm, které je umisténo primo na rozhrani média a atmosféry. Rozhrani je diky
tomu opticky rovné, je omezeno vyparovani a pohyb média. Toto vicko je proto vhodné
zejména pro transmisni mikroskopické techniky mérici kontrast. Vicko s krycim sklickem
je nabizeno ve variantach s porty pro vymeénu atmosféry i bez nich. Systém Delta T je
otevreny, to znamenad, ze i pii pouziti vicek stale dochézi k vymeéné atmosféry mezi ko-
murkou a okolim, nicméné vicko s krycim sklickem omezuje vyménu atmosféry s okolim
vice nez vyhtivané vicko.

Pro skolni vyuku nabizi Bioptechs zjednodusenou verzi Delta T Systemu oznacenou
jako EDU. Ta umoznuje nastaveni teploty jen na diskrétni hodnoty 28, 30 37 a 41 °C.
Na rozdil od Delta T systému ma také jen jednoduché vicko, které neni vyhtivané, nepfi-
1éha ke hladiné a nema porty pro vymeénu atmosféry. Verze EDU jiz obsahuje univerzalni
stolni adaptér.
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Focht Chamber System (FCS2 a FCS3)

Jak bylo zminéno vyse, komirky Delta T nezajistuje vyménu média. Pro bunécné experi-
menty s proudicim médiem nabizi Bioptechs priitokové komtrky Focht Chamber System
(FCS). Tyto komitrky vyuzivaji nékolik patentovanych technologii firmy Bioptechs [15].
Jeden z patentt je perfuze skrz mikro-akvadukty (mikrokandlky), které zajistuji témer
laminarni proudéni. Systém tak zajistuje uzivatelsky definovatelné laminarni proudéni
a také presnou regulaci teploty. FCS je plné kompatibilni se vSemi mikroskopickymi re-
zimy a neovliviiuje Koéhlerovo osvétleni. Verze systému FCS pro invertovany mikroskop se
nazyva FCS2 a pro vzpiimeny mikroskop se nazyva FCS3. Systém obsahuje FCS komoru,
regulator teploty, 5 sklicek s mikro-akvadukty, 100 krycich sklicek #1,5 x 40 mm German
Desag26 a 30 kust tésnéni riznych tvaru (viz obr. 2.11). Adaptér pro uchyceni k mik-
roskopu a peristaltické pumpy pro cerpani média a atmosféry je nutné zakoupit zvlast.

Obréazek 2.11: Rozlozené schéma komtrky FCS2: 1. elektronika, 2. horni dil komurky,
3. perfuzni hadicky, 4. horni tésnéni, 5. sklicko s mikro-akvadukty, 6. tvarované dolni
tésnéni, 7. kryci sklicko a 8. spodni dil komurky. Prevzato z [15].

Bunky jsou nasazeny na kryci sklicko o priméru 40 mm. Toto sklicko je poté zakompo-
novano do prutokové komurky, jejiz tvar je definovan uzivatelem diky volbé tvaru tésnéni.
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Komiurka se poté pripevni na adaptér mikroskopu. Médium se privadi portem na jedné
strané komirky a odchézi portem na druhé strané. Charakteristiky proudu mohou byt
modifikovany vybérem tvaru tésnéni. Vyhrivani je realizovano jednak prostirednictvim ko-
vového ramu kolem komirky a jednak skrz ITO povlak, podobné jako tomu bylo u Delta
T Systému. Dohromady umoziiuji rychlou obnovu pozadované teploty (v fadu jednotek
sekund) po teplotnich fluktuacich zptsobenych proudénim média. Rozsah nastavitelnych
teplot je od teploty okolniho prostredi az do 50°C s presnosti +0,2°C bez proti vzduchové
clony.

Tvarované tésnéni je vyrobeno ze silikonu a je umisténo mezi sklickem s mikro-akva-
dukty a krycim sklickem s bunikami. Tloustka tésnéni je 50 pm az 1 mm. Uzivatel si miize
vybrat nékteré z tésnéni dodavanych se systémem nebo si mize vyrobit vlastni. Dodavana
tésnéni maji tvar riznych kanalkd nebo dutin. Mikro-akvadukty jsou vyryté do vnitini
strany harniho sklicka a maji tvar dvou ,T“ (viz obr. 2.12). Mikro-akvadukty pomahaji
médiu hledat cestu nejmensiho odporu a proudéni se tak stava témér laminarnim.

Proud média ven I

l Proud média dovniti

Obréazek 2.12: Schéma proudéni skrz mikro-akvadukty v systému FCS: 1. kryci sklicko,
2. tvarované dolni tésnéni, 3. sklicko s mikroskvadukty a 4. horni tésnéni. Pfevzato a upra-
veno z [18].
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3. Mikroskopie zivych bunék
v Laboratori experimentalni
biofotoniky

Laboratof experimentalni biofotoniky na Ustavu fyzikélniho inZenyrstvi VUT v Brné
se zabyva vyvojem pokrocilé svételné mikroskopie, zejména se zaméruje na holografickou
mikroskopii. V laboratofi byl vyvinut a zkonstruovan Koherenci fizeny holograficky mi-
kroskop (CCHM z anglického nazvu Coherence-controlled holographic microscope). Zob-
razeni timto mikroskopem ma vysoké rozliseni [27], umoznuje sledovat rychle se ménici
déje a nevyzaduje barveni vzorku. Diky témto vlastnostem nachazi uplatnéni predevsim
v biologii pfi pozorovani zmén v zivych bunkach [25]. V Laboratofi experimentalni bio-
fotoniky se proto vénuji biologickym aplikacim mikroskopie v oblastech bunééné biologie,
rakoviny a neurovédy [20].

3.1. Koherenci rizeny holograficky mikroskop

CCHM je holograficky mikroskop, u kterého lze ridit miru koherence osvétleni. Hologra-
fické mikroskopy jsou zafizeni, kterd vyuzivaji mimoosové (off-axis) interference svétla
z predmétové a referencni vétve. Interferencni tthel mé takovou velikost, Ze vznikajici
interferogram je hologramem, tj. umoznuje z jednoho snimku kompletné rekonstruovat
predmeétovou vinu (jeji amplitudu a fazi) [27]. Diky tomu jsou holografické mikroskopy
vhodné pro pozorovani rychle se ménicich déji, jako jsou napriklad zivé bunky.

Nevyhodou mimoosové interference béznych holografickych mikroskopii je, ze kvili
nenulovému thlu mezi predmétovou a referenéni vétvi neni interferometr achromaticky
a v nékterych pripadech neni ani prostorové invariantni. Aby v téchto zarizenich nastala
interference v celém obrazovém poli, je nutné pouzit koherentni osvétleni, pripadné osvét-
leni s omezenou prostorovou koherenci. Pti koherentnim osvétleni je vsak pri¢né rozliseni
horsi nez pri nekoherentnim osvétleni. Navic pouziti koherentniho svétla vede ke koherenc-
nimu zasumeéni obrazu (speckle) a ke vzniku nezddoucich interferenci a difrakei od objimek
c¢ocek nebo pripadnych necistot na jejich povrsich. Kvili témto negativnim jevim a niz-
simu rozliseni je kvalita vysledného zobrazeni vyrazné nizsi nez pri pouziti nekoherentniho
osvétleni [27].

CCHM nepouziva k tvorbé hologramu klasického interferometru, ale achromatického
prostorové invariantniho interferometru, ktery vyuziva principu zobrazeni difrakéni miizky
[28]. Diky tomu je mozné v CCHM pouzivat osvétleni s libovolnou koherenci. Pouzivéa-li
se vysoce koherentni osvétleni je mozné realizovat numerické preostiovani [27]. Pouziti
svétla s nizkou koherenci zlepsuje kvalitu zobrazeni a umoznuje provadét optické fezy
a pozorovat vzorek v rozptylujicim prostredi [27]. Optickd sestava transmisntho CCHM
je zobrazena na obrazku 3.1.

25



K> RO 0, TG, MO,
D3 ‘:
i
VO,
Zdl Kal D, | VR
1 Zs |«
TR = 2 |
AC TF
<«———>VO,
MO,
D ] .

N1~

Ky VZ 0y TG

Obrazek 3.1: Optické schéma CCHM: Zd - zdroj svétla, AC - aperturni clona, IF - inter-
ferencni filtr, Kol - kolektor, D - déli¢ svazki, Z - zrcadla, K - kondenzory, Sp - vzorek,
RO - referen¢ni objekt, O - objektivy, TC - tubusové ¢ocky, MO - roviny meziobrazii,
DM - difrakéni mtizka, VO - vystupni objektivy, VR - vystupni rovina, K - CCD kamera.
Pfevzato a upraveno z [21].

Jako zdroj svétla slouzi v tomto mikroskopu halogenova lampa, coz je plosny polychro-
maticky zdroj. Svétlo z lampy je vyvedeno do roviny zdroje Zd a délicem svazku Dy je
rozdéleno do referencni a objektové vétve. Vzorek Sp a referencni objekt RO jsou osvét-
leny pomoci Koéhlerova principu. To znamenad, ze kazdy bod zdroje je zobrazovan skrze
kolektorovou ¢ocku Kol do zadnich ohniskovych rovin kondenzort K; 5 a za kondenzory
se proto Siri sestava rovinnych vln. Vzorek a referencni objekt jsou pomoci objektivii Oy o
a tubusovych ¢ocek TCi, zobrazeny do roviny, kde vznikaji jejich meziobrazy MO s.
Do roviny meziobrazi MO, 5 je v objektové vétvi vlozeno zrcadlo Zs a v referencni vétvi
difrakéni miizka DM. Roviny meziobrazii MO, 5 jsou vystupnimi objektivy VO, 5 zob-
razeny na CCD kameru K, kde dochazi k interferenci mezi objektovou vlnou a vinou
prvého difrakéniho fadu mriizky. Vznikly interferen¢ni obrazec ma stejnou prostorovou
frekvenci pro vsechny vinové délky svétla ve vsech mistech vystupni roviny VR [29]. Z in-
terferenéniho obrazce se pomoci numerickych metod [30] ziska pro kazdy obrazovy bod
kvantitativni informace o amplitudé a fazi objektové viny. Takové zobrazeni nazyvame
jako kvantitativni fazové zobrazovani (QPI). Fazové informace z QPI je mozné prepoci-
tat na plosnou hustotu suché hmoty v buice [31]. Na zménach rozlozeni suché hmoty je
mozné pozorovat bunécné déje, napriklad rist, déleni nebo pohyb. S vyuzitim CCHM lze
tudiz sledovat reakce zivych bunék na definovanou zatéz v podobé biologickych ¢inidel

[32].
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3.2. Pozorovaci komory pro CCHM

Pti mikroskopovani jsou bunky umistény v pozorovacich komorach (misky, kanalky, pod-
lozni sklicka apod.). Tyto komory musi spliiovat urcité optické pozadavky, které plynou
z principu funkce CCHM. Pti zobrazovani CCHM dochéazi k interferenci mezi svazky z re-
ferenc¢ni a objektové vétve a aby nedochazelo k poklesu holografického signalu, je nutné,
aby paprsky v obou vétvich urazili stejnou optickou drdhu [29]. Referencni objekt ma
optickou drahu presné definovanou, jelikoz se jako referencéni objekt pouziva blocek skla
s presné definovanou tloustku po celé plose. Pozorovany vzorek (tzn. v nasem pripadé kul-
tivaéni komora s bunikami) by také mél mit konstantni optickou drahu po celé plose. Proto
je nutné, aby pozorovaci komora méla rovnobézné horni i spodni sklicko a aby sklicka mély
konstantni tloustku. Na optickou drahu muze mit vliv také material komirky. Optické
¢asti pozorovaci komtrky, skrz které prochézi svétlo, by proto mély byt vyrobeny ze skla.
Plasty nejsou opticky izotropni a mohly by do optické cesty pro rizné sméry polarizace
svétla vnéaset rizné fazové zpozdéni.

Bunky se vétsinou kultivuji a pozoruji v komorach s kapalnym médiem. Volna hladina
média se muze v disledku vnéjsich vibraci vinit a navic v misté rozhrani kapaliny a stény
se na volné hladiné tvori meniskus. Tyto nerovnosti hladiny zpisobuji, ze paprsky proslé
skrz médium nejsou zcela rovnobézné, coz ma negativni vliv na zobrazovani. Aby se
nerovnostem hladiny zabranilo, musi byt pfi mikroskopovani na CCHM hladina média
néjakym zpusobem zakryta.

Vsechny tyto pozadavky splinuji pouze nékteré komercné dostupné komory a proto jsou
v Laboratori experimentalni biofotoniky vyvijeny a vyrabény také vlastni komory, které
jsou prizpusobené pouziti na CCHM. Jiz dlouho a tspésné se pouzivaji vlastni stacionarni
i pritokové komory [32, 33].

3.3. Prislusenstvi CCHM a zhodnoceni vhodnosti ko-
mercné dostupnych zarizeni

Kvili zajisténi fyziologické teploty bunék béhem pozorovani je mikroskop vybaven vy-
hifvanou inkubacni komorou z plexiskla, ktera zajistuje spravnou teplotu vzorku [33].
Vyhrivani komory je realizovano rezistory v topnych deskach, které jsou umistény kolem
mikroskopu. Komora je vyhtivana na 37°C a teplota je méfena na mikroskopovém stolku
a na téle mikroskopu. Vyhrivani je dulezité nejen pro vitalitu bunék, ale také pro stabilni
zaostfeni mikroskopu [33]. P1i kolisani teploty totiz dochézi k tepelnym dilatacim kovo-
vych ¢asti mikroskopu a to vede ke zménam délky optickych drah. Proto je nutné vsechny
¢asti mikroskopu temperovat, zejména objektivy.

Pri experimentech s proudicim médiem se vyména média vétsinou realizuje gravitac-
nim spadem. Jak jiz bylo zminéno v c¢asti 1.1, proudéni gravitacnim spadem je obtizné
regulovatelnd a vytvoreny proud neni laminarni. Proto by bylo vhodné vybavit CCHM
pokrocilejsim perfuznim systémem. Vzhledem ke snaze o spojeni prislusenstvi do jednoho
systému, by bylo prinosné, aby novy systém fidil i vyménu atmosféry. V atmosfére je
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potfeba udrzovat dostatecnou vlhkost a spravnou koncentraci oxidu uhlic¢itého. Jak bylo
zminéno v ¢asti 1.3, spravna koncentrace CO5 by méla byt 3%. Soucasny vyhiivaci systém
neni potfeba ménit, nebot inkubacéni komora plné vyhovuje potifebam techniky QPI. Inku-
ba¢ni komora, vSak dava omezeni prostoru pro nové obsluzné ptislusenstvi. Maly prostor,
eliminuje pouziti nékterych komercnich systému, popsanych v ¢asti 2. Napriklad systémy
Aria (Fluigent) a CubiX (Cherry Biotech) jsou prilis velké a musely by byt umistény mimo
komoru. Aria nema zadné vlastni vyhtivani, takze by médium ze zasobnich lahvicek teklo
do pozorovaci komory nezahraté na pozadovanou teplotu.

Systémy firmy Bioptechs, Delta T System (bez perfuze média) a FCS (s perfuzi média),
se zameéruji predevsim na presné vyhrivani pozorovacich komor. I kdyz FCS umoznuje
vyménu média, nejsou pumpy pro cerpani média a atmosféry soucasti systému. Pumpy
tudiz nejsou ani zahrnuty v cené systému, ktera je jiz kvili kontroloru teploty a preciznim
vyhfivanym komiirkdm pomeérné vysoka.

Systémy Perfusion Pack (Cherry Biotech) a Organ-On-Chip (Fluigent) si jsou dost
podobné, jelikoz oba dva systémy pouzivaji k davkovani pretlak v tlakovych zkumavkach
a obsahuji vicechody ventil a senzor priitoku. Perfusion Pack vsak zajistuje pouze dav-
kovani média a ne proudéni atmosféry. Organ-On-Chip umoznuje i davkovani plynt, ale
jeho nevyhodou je, Ze u néj neni zaruceno, jestli je kompatibilni i s jinymi pozorovacimi
komorami nez s Micronit ¢ipem.

Pouziti systému Ibidi Pump System a Ibidi Gas Incubation System dohromady by
zajistovalo vyménu atmosféry i média. Oba Ibidi systémy jsou také kompatibilni s li-
bovolnymi pritokovymi komtrkami s Luer konektory. Nevyhodou téchto systému je, ze
Ibidi Gas Incubation System pouze dodava namichanou atmosféru do komiirky, ale uz ji
neodcerpava zpét. Neni tedy mozné atmosféru cirkulovat, ale atmosféra se musi stéle nové
dodavat.

Obecné tedy lze Tici, ze komercni systémy zlepsuji presnost fizeni kultivacnich pod-
minek a také umoznuji udrzovat stabilni podminky i po dlouhou dobu. Toho je dosazeno
zavedenim senzoru se zpétnou vazbou a automatizovanych procedur, které nahrazuji ma-
nualni ikony, jako je napr. pipetovani. Diky tomu jsou automatizované komercni systémy
méné narocné na obsluhu a uzivatel se tak miize vice vénovat samotnému mikroskopovani.
Nicméné ze zhodnoceni jednotlivych komerénich systému je patrné, ze vétsina z nich ne-
vyhovuje zcela aktualnim potfebam Laboratore experimentalni biofotoniky. Proto jsem
se rozhodla pro vyrobu vlastni pozorovaci komory s prislusenstvim, tzv. bioreaktoru, na-
vrzenému na miru potfebam laboratore.
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4. Cile diplomové prace

Chovani bunék je ovliviiovano kultivaénimi podminkami prostiedi, ve kterém se bunky
nachazeji. Pti nékterych biologickych experimentech by buitky mély byt pozorovany v pri-
rozeném prostiedi a tudiz je pro né potieba zajistit vhodné stabilni kultivacni podminky.
Naopak pri experimentech, kdy jsou sledovany reakce bunék na rizné vlivy okoli, je tfeba
kultivac¢ni podminky ménit. V obou pripadech je vsak nutné kultivacni podminky kont-
rolovat a tidit. Proto se jevi jako nezbytné pri biologickych experimentech pouzivat au-
tomatizované kultivacni zafizeni (bioreaktor). Toto zafizeni by mélo umoznovat kontrolu
atmosféry s definovanou koncentraci oxidu uhli¢itého a také fizeni vymény média a atmo-
sféry. Bioreaktor musi také zajistovat dostatecnou optickou kvalitu zobrazeni technikou
QPI, a proto bude vybaveno minimalné jednou pozorovaci komorou. K realizaci bioreak-
toru je potieba dosahnout téchto dil¢ich cili:

o upravit stavajici koncept bioreaktoru, pripadné navrhnout nové reseni,
« navrhnout obsluzné prislusenstvi pro fizeni zmény kultiva¢nich podminek,
o navrhnout ridici software,

e bioreaktor otestovat.
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5. Navrh automatizovaného systému
bioreaktoru

V této ¢asti jsem navrhla systém bioreaktoru, ktery je urc¢en pro pouziti na hologra-
fickém mikroskopu CCHM v Laboratori experimentalni biofotoniky na Fakulté strojniho
inzenyrstvi VUT v Brné. Uéelem systému bioreaktoru je automatizované idit kultivacni
podminky, tak aby bylo co nejméné naruseno pozorovani bunék. To napriklad znamena,
ze se bioreaktor nemusi kvili zméné kultivacnich podminek sundavat z mikroskopového
stolku nebo Ze se pozorovaci komora nemusi otvirat apod. Centralni ¢asti bioreaktoru
jsou dvé uzaviené pozorovaci komory. Na komory je napojeno obsluzné prislusenstvi,
které diky obsluznému softwaru zajistuje tyto funkce:

e vyménu krmného média v komofte,

o pridavani ¢inidel do komory,

o méfeni mnozstvi CO, v atmosféfe a méreni jeji relativni vlihkosti,
o cirkulaci a vyménu atmosféry,

o automatickou vymeénu atmosféry v pripadé koncentrace CO, mimo povolené meze.

5.1. Popis a funkce bioreaktoru

Navrzeny systém bioreaktoru je uveden na obr. 5.1. Pozorované bunky jsou umistény
v krmném médiu uvniti pozorovaci komory PK. Pozorovaci komora PK je z ¢asti na-
plnéna médiem a z ¢asti vhodnou atmosférou. Komora PK je uzaviena takze nedochazi
k samovolné vyméné atmosféry s okolim. Rizend vyména atmosféry a média se déje skrz
porty P, do kterych jsou zavedené jehly s pfipojenymi hadickami. Porty P, a Py jsou
pouzity pro vstup a vystup média a porty P; a P, pro vstup a vystup atmosféry. Cel-
kem pozorovaci komora obsahuje Sest portii. Zbylé dva porty P3 a Pg jsou uzavieny, ale
v pripadé potfeby mohou byt pouzity napt. pro pridavani ¢inidel nebo pro jiné potieby
experimentu. Systém bioreaktoru je vybaven dvéma pozorovacimi komorami PK. K ob-
sluznému prislusenstvi je vSak vzdy pripojena jen jedna komora a pro zménu komory je
treba prislusenstvi prepojit.

Systém prislusenstvi lze rozdélit na cast zajistujici vyménu média a na ¢ast zajistujici
vhodnou atmosféru. Pohyb média je zajistén peristaltickou pumpou PPy umisténou na
vystupnim portu P5 . Pumpa ¢erpa médium z komory PK ven a podtlakem je nasavano
nové médium. Aby se nové médium nasavalo pouze z portu P, jsou ostatni ¢tyri porty
uzavrieny.Porty Ps a Pg jsou uzavieny trvale. Port P, pro vystup atmosféry je uzavien
vypnutou peristaltickou pumpou, diky tomu Ze rotor cerpaci hlavy hadicku macka. Port
P, pro vstup atmosféry je uzavien pomoci prepinace hadicek PH, jehoz konstrukce je
popsdna v Casti (6.2.3). Prepina¢ PH lze nastavit do polohy, kdy uzavird hadicky se
vstupujicim médiem do portu P, a nebo hadicku se vstupujicim vzduchem do portu Pj.
V case kdy se nevyzaduje pohyb média, je pumpa PP5 vypnuta a prepina¢ PH je nastaven
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Obréazek 5.1: Schéma zapojeni bioreaktoru. V ¢asti pro vyménu atmosféry jsou hadicky
zaznaceny cerné, v ¢asti pro vyménu média ¢ervené. Jednotlivé komponenty jsou: PK - po-

zorovaci komora, PP - peristaltickd pumpa pro cerpani atmosféry, PPy - peristalticka
pumpa pro ¢erpani média, PV - prepinaci ventil, ZV - zvlh¢ova¢ vzduchu, N; zasobni
nadrz s médiem, Ny - odpadni nadrz, IS - infizni set pro ptridavani ¢inidel, S - senzor
Explor®IR-M, MX - 2GF mixér Okolab, S - gkrtidlo, TN - tlakova nadoba s CO,, VP -
vzduchova pumpa OKO-AP Okolab.

do polohy, kdy uzavird hadici s médiem (tj. uzavira port P5). Pouze béhem doby, kdy se
vyménuje médium, prepne se prepina¢ PH tak, aby uzaviral hadicku vstupu atmosféry
(tj. port P1). Médium odcerpané z pozorovaci komory PK se sbird do odpadni nadrze Ny
a po skonceni experimentu se muze analyzovat.

Druhé ¢ast obsluzného systému slouzi k zajisténi proudéni atmosféry. Tuto ¢ast sys-
tému lze prepinacim ventilem PV pfepinat mezi otevienym a uzavienym médem proudéni.
V otevieném moédu se v mixéru MX namichd vhodnéd atmosféra ze vzduchu z mistnosti
nasatého pumpou VP a z oxidu uhli¢itého z tlakové nadoby TN. Namichana atmosféra pak
je vedena pres zvlhcovac¢ vzduchu ZV do pozorovaci komory PK a peristaltickou pumpou
PP je vycerpavana pres ventil PV ven ze systému do odpadni nadrze N,. Tento otevieny
mod se pouziva, kdyz v pozorovaci komotre PK neni atmosféra se spravnou koncentraci
COs a je tedy nutné nevhodnou atmosféru odcéerpat a privést novou. Naopak v pripadé,
ze v pozorovaci komotre PK je atmosféra s vhodnym sloZzenim, neni potieba neustale vy-
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tvaret a privadét novou atmosféru. A proto se v tomto pripadé pouziva uzavieny mod.
V uzavieném moédu je mixér atmosféry MX vypnuty a prepnutim ventilu PV se docili
toho, ze atmosféra cirkuluje v uzavieném okruhu. Pro zjisténi aktudlni koncentrace CO,
je systém vybaven COs senzorem S. Pokud senzor S detekuje, ze hladina CO4 je mimo
stanovené meze, automaticky se systém prepne z uzavieného médu do otevieného, dokud
se neobnovi spravnd hodnota koncentrace CO, (kolem 3%). Uzivatel také muze podle
potfeby mezi mdédy prepinat prostiednictvim obsluzného softwaru.

Kromé vymény atmosféry ma tato ¢ast systému jesté dalsi funkci a tou je prevence
pred prilis vysokou hladinou média v pozorovaci komore. Jehla v portu vystupu atmosféry
P, je namontovana tak, aby jeji konec byl ve vysce pozadované hladiny. Pokud vyska hla-
diny presahne tuto mez, je prebytecné médium odcerpano peristaltickou pumpou PP;.
P1i provozu v otevieném moédu je nasaté médium vyvedeno do odpadni nadoby N,. Pri
provozu v uzavieném moédu se nasaté médium dostane do vody v zvlhéovaci ZV. Po skon-
¢eni experimentu se zvlhcovac¢ ZV vzdy vyléva a pro novy experiment se napliuje cCistou
vodou.

Pti mikroskopovani zivych bunék se casto sleduje jejich reakce na rizné ¢inidla (napf.
riistové vyzivy, inhibitory, toxické latky, lé¢iva apod.) Cinidlo miize byt do pozorovaci
komory dopraveno jako bolusova ddvka (tzn. malé mnozstvi ¢istého ¢inidla) nebo v roz-
toku média. Pro insert ¢inidla formou bolusu je bioreaktor vybaven infiznim setem IS[34],
ktery je zakomponovan do okruhu pro cirkulaci atmosféry. Pridani ¢inidla se tedy realizuje
tak, Ze odmétrené mnozstvi ¢istého ¢inidla se vstiikne injekéni stiikackou do infuzniho setu
[Sa odtud je ¢inidlo spolu s atmosférou pumpou PP; nasidto do pozorovaci komory PK.
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6. Realizace automatizovaného
bioreaktoru

Automatizovany systém bioreaktoru se skldada z pozorovaci komory PK a obsluzného
prislusenstvi. Toto prislusenstvi se skldda z mechanickych komponent (napf. pumpy, ser-
vomotory, zvlhéovac) a elektronickych komponent, které slouzi naptiklad ke komunikaci
mechanickych ¢asti a pocitace. Nezbytnou soucasti bioreaktoru je také obsluzny software
naprogramovany v LabView. Jednotlivé ¢asti bioreaktoru jsou popsany v této casti.

6.1. Pozorovaci komora

Pozorovaci komoru PK bioreaktoru navrhl doktor Pavel Vesely, ktery se zabyva aplika-
cemi CCHM v oblasti bunécné biologie. Pti svych biologickych experimentech tedy bude
navrzeny bioreaktor casto vyuzivat. Jak jiz bylo zminéno v ¢asti 5.1, bioreaktor je vy-
baven dvéma pozorovacimi komorami PK, ptri¢emz pro pozorovani je vzdy vyuzivana jen
jedna a pro zménu komory PK je nutné prepojit pripojovaci hadicky:.

Konstrukce pozorovaci komory PK je zndzornéna na obrazku 6.1. Ustfedn{ ¢dsti ko-
mory je sklenénd Petriho miska PM o primeéru 35 mm. Miska PM s médiem s bunkami
Meje umisténa mezi spodnim dilem SD a hornim dilem HD, které jsou spojeny Srouby
a spoj je utésnén gumovym tésnénim T. Diky tomu se predchazi kontaminaci a nedochazi
k vyméné atmosféry s okolim. Ve stfedni ¢asti horntho dilu HD je ptilepeno sklicko a dil
je snizen tak, ze se sklicko dotyka hladiny média. Diky tomu neni v pozorované oblasti
volna hladina média Me, ktera byva nerovna.

Obréazek 6.1: Rez pozorovaci komorou PK: HD - horni dil, P - port, PM - Petriho miska,
Me - médium s pozorovanymi buitkami, SD - spodni dil, T - tésnéni.

Systém prislusenstvi se k pozorovaci komore pripojuje pomoci Sesti portu P v komore
PK(viz obr. 5.1). Porty P jsou opatfeny zavity, takze do nich lze nasroubovat pruchodky
pro hypodermické jehly s napojenymi hadickami. Kvtli utésnéni jsou zavity prichodek
omotany teflonovou paskou a jehly jsou opatieny gumovym tésnénim. Jehly byly ohnuty
na ohybacce a podle funkce seriznuty na rizné délky. Jehla na vstupu média v portu P,
byla seriznuta tak, aby byla ponorena v médiu Me, ale nedosahovala az na tplné dno.
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Jehla na vystupu média v portu P5 saha az na dno komory PK, aby bylo mozné pumpou
PP, pripojenou na tento port vycerpat veskeré médium Me z komory PK. Jehla na vstupu
atmosféry v portu Py je sefiznuta tak, aby konec jehly byl tiplné nahote komory. A jehla
na vystupu atmosféry v portu P, je umisténa tak, aby jeji konec byl presné ve vysce
pozadované hladiny média. Diky tomu muze pumpa PP; pripojena k portu P, odcerpavat
prebytecné médium nad pozadovanou hladinou. Obé pozorovaci komory PK se montuji
do spolecného hlinfkového drzaku Dr (viz obr. 6.2).

Obrazek 6.2: Pozorovaci komora PK namontovana v drzaku Dr.

6.2. Mechanika

Nékolik komponent bioreaktoru (napr. zvlhcéova¢ ZV a mixér atmosféry MX) byly jiz
drive pouzivany v Laboratori experimentalni biofotoniky. Vétsina soucastek vsak musela
byt nové zakoupena nebo vyrobena. Zakoupenych komponent bylo mnoho (servomotory,
¢erpaci hlavy, hadicky, Sroubeni atd.) Nicméné aby bylo mozné zapojit tyto komercni
dily do bioreaktoru, bylo nékdy nutné pro né vyrobit stojany a spojky. Vyrabéné dily
byly bud vyrobeny z hliniku nebo z oceli na strojirenské dilné (napf. spojky a stojany
servomotori)a nebo byly vytisknuty na 3D tiskdrné a nasledné obrobeny (napf. pfepinac
hadi¢ek PH, kryt CO, senzoru S nebo skrtidlo S).

6.2.1. Peristaltické pumpy pohanéné servomotory

Bioreaktor obsahuje dvé identické peristaltické pumpy PP, jednu pro cerpani atmosféry
a druhou pro ¢erpani média. Zakladni dvé soudésti pouzitych pump jsou ¢erpaci hlava CH,
kterd zajistuje pohyb tekutiny, a servomotor SM;, ktery slouzi jako pohon. Byla pouzita
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cerpaci hlava Masterflex L/S® Standard Pump Head [35] (viz obr. 6.3), kterd obsahuje
rotor s tremi kladkami. Rotor véetné kladek je vyroben ze zastudena tazené oceli. Kryt
je vyroben z transparentniho polykarbonatu, takze je mozné vizualné kontrolovat, jestli
je hadicka v pumpé spravné umisténa.

Obréazek 6.3: Cerpaci hlava Masterflex L/S® Standard Pump Head. Ptevzato z [30].

Obréazek 6.4: Analogovy servomotor HS-805 MG. Prevzato z [37].

Cerpaci hlavy CH jsou pohénény analogovymi servomotory SM; HS-805 MG (viz obr.
6.4) [37]. Servomotory jsou motory, u kterych lze na rozdil od bézného motoru nastavit
presnou polohu natoceni vystupniho hiidele. Servomotor nepracuje samostatné, ale musi
byt pomoci konektoru pripojen k nadfazenému ridicimu systému, ze kterého dostava ri-
dici povely a skrz ktery je pripojen ke zdroji napéti. V systému bioreaktoru byl pouzit
nadrazeny ridicimu systém SOS-AT, ktery je popsan v ¢asti 6.3.2. Servomotor obsahuje
stejnosmérny elektromotor, ktery pres vicestupnovou prevodovku otaci hiideli s pakou
(viz obr. 6.5). Zpravidla posledni kolo prevodovky je pripojeno k zpétnovazebnimu poten-
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ciometru a elektronice, ktera porovnava, zda signal z ovladace odpovida natoceni hiidele.
Aby servomotory mohly slouzit jako pohony c¢erpacich hlav, bylo nutné ze servomotoru
odstranit zpétnou vazbu, kterd kontroluje polohu hridele, a také zarazky, které ome-
zuji rozsah pohybu. Diky témto technickym tpravam po prijmuti fidictho impulzu kona
vystupni hiidel rovnomérny rotac¢ni pohyb a lze signaly z karty SOS-AT ridit rychlost
otaceni vystupniho hiidele. Experimentalné bylo zjisténo, Ze pri maximéalnich otackach
servomotoru je prutok cerpadlem (11,7 £ 0,3) ml/ min.

—

/ Ptevodovka
%ﬂjﬂﬂ -
L1 | 1]
” I
11 111

Vystupni hfide] ——— |
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Obréazek 6.5: Schéma kontrukce servomotoru. Pfevzato a upraveno z [35].

Vzhledem k tomu, Ze ¢erpaci hlavy CH a servomotory SM; pochézeji od riznych
vyrobcti, bylo nutné konstrukcéné vyresit spojeni téchto prvkia. To konkrétné obnéselo
navrh a vyrobu spojky Spi, ktera prenasi kroutici moment ze servomotoru SM; na cerpaci
hlavuCH, a déle stojanu Sty a zakladnu Zak;, které drz souddsti ve spravné vzajemné
pozici. Hlinikova spojka Sp; je na jedné strané priSroubovana k péace servomotoru SM;
a na druhé strané ma drazku pro hiidel ¢erpaci hlavy CH. Aby se spojka Sp; nemohla
uvolnit, tak je celd konstrukce spojena dohromady ¢tyrmi dlouhymi Srouby (viz obr. 6.6).
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Obrézek 6.6: Sestava peristaltické pumpy PP. a) Navrh: CH - peristaltické cerpaci hlava,
SM; - servomotor , Sp; - spojka, Sty - stojan, Zak; - zakladna, DT, - distanc¢ni trubka.
b) Realizace.
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6.2.2. Prepinaci ventil

Prepinaci ventil PV realizuje prepinani mezi uzavienym a otevienym modem proudéni
atmosféry. Jedna se o trojcestny ventil TV z polykarbonédtu a polyethylenu [31]. VSechny
tFi vyusténi ventilu TV jsou opatieny Luer konektory. Aby bylo mozné ventil TV ovladat
prostrednictvim Lobsluzného softwaru, byl ventil TV pripojen k servomotoru SMy HS-805
MG. Servomotor SM, vsak nebylo nutné nijak mechanicky upravovovat, protoze narozdil
od pohonu é&erpacich hlav CH zde neni potfeba kontinudlni rotace. Bylo vsak potfeba
vyjmout konfiguracni spojku R v fidici karté SOS-AT. Vyjmuti této spojky zvysuje rozsah
pohybu servomotoru z £45° na potiebny rozsah £90° [39].

Spojeni ventilu TV a servomotoru SM, bylo obdobné jako v konstrukei peristaltické
pumpy PP(tzn. pomoci spojky Sps, stojanu Sty a zakladny Zéks). Spojka Sps je na jedné
strané opét prisroubovana k pace servomotoru SMs a na druhé strané ma spojka Sp drazku
pro paku ventilu TV. Drazka vsak musela byt slozitéji tvarovana nez drazka ve spojce
Sp1 pro pumpu (viz obr. 6.7 a)). Vzhledem k tomu, ze prepinaci ventil TV nedisponuje
zadnymi chyty, kterymi by bylo mozné jej primo pripevnit k sestavé, bylo nutné pro néj
vyrobit specidlni drzak Dry s dchytkami U (viz obr. 6.7 b)). Drzédk Dry je pomoci Ctyr
sroubu pfipevnén ke zbytku sestavy (viz obr. 6.8).

Obrazek 6.7: Detaily konstrukce prepinaciho ventilu PV. a) Detail spojky Sps mezi ser-
vomotorem SMsa trojcestnym ventilem TV. Tvar drazky ve spojce Spsy je prizptisoben
tvaru paky ventilu TV. b)Trojcestny ventil TVje ptripevnén v drzaku Dry pomoci dvou
uchytek U.

6.2.3. Prepinac hadicek

V casti 5.1 byly popsany funkce bioreaktoru a mimo jiné zde byl zminén i pfepinac¢ hadicek
PH, ktery podle potteby uzavira bud hadicku s atmosférou vstupujici do portu P; a nebo
hadicku s médiem vstupujicim do portu P, . Diky tomu je zabranéno nasavani média
misto atmosféry a obracené. Prepina¢ je pohédnén servomotorem HS-625 MG SMj. K
pace servomotoru SM3 je prisroubovana vacka Va, ktera podle natoceni osy servomotoru
SMj3 pres pist Pi stlacuje jednu nebo druhou hadicku (viz obr. 6.9 ). I kdyz jsou pisty
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Obrazek 6.8: Sestava prepinaciho ventilu PV. a) Navrh: TV - trojcestny ventil, Dry - drzak
trojcestného ventilu, SMs - servomotor, Sty - stojan, Sps - spojka, Zak, - zakladna, DT -
distancni trubky. b) Realizace.
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P1i vyrobeny z oceli, jsou dostatecné lehké na to, aby pro vraceni pisti Pizpét do horni
polohy stacila tuhost hadicek.

SM,

St,

74,

a)

Obrazek 6.9: Sestava prepinace hadicek PH. a)Navrh: Va - vacka, SM3 - servomotor, Pi
- pisty, Va - valce pro pisty, Dr3 - drzak hadicek a pisti, Stz - stojan, Zaks - zakladna.
b) Realizace.

6.2.4. Skrtidlo

Podobnou funkei jako prepina¢ hadicek PV ma skrtidlo S. Slouzi k uzavirani hadicky
s oxidem uhli¢itym mezi tlakovou nadobou TN a mixérem MX (viz obr. 5.1). Mixér MX
nelze vypinat a zapinat, a proto je nutné vypinat a zapinat privod obou mixovanych plynt.
Vzduch ze vzduchové pumpy VP se spind pomoci relé, které je popsano v casti 6.3.3.
Pfivod oxidu uhli¢itého je vypinan a zapinan pomoci skrtidla S. Aby mixérem namichéna
atmosféra méla spravnou koncentraci, musi relé a skrtidlo S pracovat synchronizované.
To je zajisténo obsluznym softwarem. Skrtidlo S je pohdnéno servomotorem HS-5645MG
SMy, k jehoz pace je prisroubovano rameno Ra, které macka hadicku k drzdku Dry (viz
obr. 6.10).
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Obrazek 6.10: Sestava skrtidla. a) Navrh: SMy - servomotor, Ra - rameno skrtidla, Dry -
drzdk. b) Realizace.

6.2.5. Zvlhcovac¢ atmosféry

V bioreaktoru je pouzit probublavaci zvlh¢ovac¢ vzduchu ZV. Jak jiz bylo zminéno v ¢asti
1.3, v probublavacich zvlh¢ovacich je plyn hadickou priveden do urcité hloubky pod hla-
dinu vody a zde se skrz porézni material uvolni do vody. Do bublin vzduchu stoupajicich
k hladiné se vypafuje vodni para a tim se zvysuje vlhkost atmosféry. Zvlhcovac ZV v sys-
tému bioreaktoru obsahuje dva vstupy atmosféry a jeden vystup (viz obr. 6.11). Jeden
vstup je pro nové namichanou atmosféru z mixéru MX a druhy vstup je pro cirkulujici
atmosféru prichazejici z pozorovaci komory PK. Kazdy vstup ma vlastni hadicku s po-
réznim materidlem na jejim konci. Timto poréznim materialem je provzdusinovaci kdamen,
ktery je ptivodné urcen pro akvaristiku a je tedy snadno dostupny.

Vyslednd vlhkost atmosféry je mimo jiné zavisla na hloubce, do které je plyn privadén.
Cim je plyn pfivadén hloubéji, tim je vysledné vlhkost atmosféry vyssi, protoze bublindm
plynu trva déle nez vystoupaji na hladinu a mize se tedy do nich uvolnit vice vodnich par.
Vétsi hloubka vytusténi plynu vsak také znamena vétsi odpor, ktery musi cerpadlo PP,
prekonat, protoze ve vétsi hloubce je vétsi hydrostaticky tlak. Aby tedy bioreaktor nebyl
zbytecné natlakovan, volime co nejmensi hloubku ponofeni porézniho materialu, ve které
je vysledna vlhkost atmosféry jesté dostatecné vysoka.

6.2.6. Hadicky

Jednotlivé mechanické ¢asti bioreaktoru jsou propojeny hadickami. V systému jsou pou-
zity predevsim dva druhy hadic¢ek. Prvni typ jsou hadicky do peristaltickych pump PP.
Jedna se o silikonové hadicky vytvrzené platinou s vnitinim priamérem 1,6 mm [35]. Mimo
peristaltické pumpy PPjsou pouzity mékci silikonové hadicky s vnitinim primeérem 4 mm
[10]. Pro spojeni hadi¢ek neni potfeba pouzivat redukce, protoze velikost hadicek je prave
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Obrazek 6.11: Probublavaci zvlhcovac¢ vzduchu ZV. Do zvlh¢ovace vedou dva vstupy a je-
den vystup vzduchu. Ke vstuptim jsou pripojeny hadicky s poréznimi probublavadi.

takova, ze hadicky z peristaltickych pump lze zasunout dovniti vétsich hadicek a tak je
dosazeno tésného spoje. Pro pripojeni hadicek k dalsim diliim jsou pouzity bud sroubeni,
jako je tomu u pripojeni k zvlhéovaci ZV nebo krytu COs senzoru S. A nebo jsou pou-
zity Luer konektory, jako je tomu u pfipojeni k pozorovaci komotre PK a k pfepinacimu
ventilu PV.

6.3. Elektronika

Elektronické prvky v bioreaktoru se podileji na automatizaci procest pri fizeni kulti-
vacnich podminek. V bioreaktoru jsou tri dilezité elektronické prvky. Prvni z nich je
senzor ExplorIR®-M S, ktery méri mnozstvi oxidu uhli¢itého v atmosfére, relativni vlh-
kost, barometricky tlak a teplotu. Ridici karta SOS-AT slouzi ke komunikaci servomotort
s pocitacem a zajistuje také jejich napajeni. A treti prvek je relé, které spina napajeni
vzduchové pumpy VP. Relé je fizeno pres kartu National Instrument (NI karta).

6.3.1. Senzor ExplorIR®-M

Senzor ExplorIR®-M S méi{ koncentraci oxidu uhli¢itého v atmosfére v rozsahu od 0%
do 5% [11]. ExplorIR®-M obsahuje nedispersni infracerveny CO senzor (zkrdcené NDIR
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z anglického nazvu Nondispersive Infrared)(viz obr. 6.12). Oznaceni nedisperzni znamena,
ze senzor neobsahuje zadné disperzni prvky (napf. miizka nebo hranol). NDIR senzory
vyuzivaji toho, ze plyny absorbuji svétlo o charakteristickych vlnovych délkach. Konkrétné
oxid uhli¢ity absorbuje svétlo o vlnové délce kolem 4,2 pm [12]. V senzoru ExplorIR je jako
zdroj infracerveného svétla pouzita LED dioda. Svétlo z diody je nasmérovano na detektor.
Pred detektorem je umistén filtr, ktery slouzi k vyfiltrovani svétla se spravnou vlnovou
délkou. Detektor méri intenzitu infracerveného svétla, ze které vypocita hladinu CO,
v atmosfére podle Lambert-Beerova zakona:

A=ecl, (6.1)

kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient pro danou vinovou délku, ¢ je mo-
larni koncentrace roztoku (v tomto piipadé koncentrace oxidu uhli¢itého) a [ je vzdalenost
mezi zdrojem a detektorem svétla.

NDIR senzor

PCB deska

pro montaz

Konektor

Obrézek 6.12: Senzor oxidu uhli¢itého ExplorIR®-M S.

Meéreni s NDIR senzory neni zavislé na vlhkosti a ma jen nizkou teplotni zavislost.
Proces absorpce svétla je vSak zavisly na zménach atmosferického tlaku [13]. Se zvyse-
nim tlaku se zvysi i vypocitana koncentrace COy a obracené. Pfi normalnim pouzivani
se vypocitand hodnota COy méni o 0,1% na 1 mbar. Senzor je standardné nakalibrovan
pro pouziti pti tlaku 1013 mbar. Senzor vSak lze nakonfigurovat pro jiny barometricky
tlak tim, ze se pii instalaci nastavi spravnd nadmoiska vyska [13]. Aby bylo mozné sle-
dovat aktualni tlak, je ExplorIR®-M vybaven senzorem barometrického tlaku, ktery méri
v rozsahu 5001150 mbar. A dale ExplorIR®-M obsahuje také senzory relativni vlhkosti
a teploty.

Obousmérna komunikace mezi ExplorIR®-M senzorem S a pocitacem se déje pres
sériovou linku. 10-ti pinovy konektor na senzoru se kabelem s USB/UART prevodnikem
pripojuje k USB portu v pocitaci. Senzor S je z USB portu také napajen.

45



Pro préaci s ExplorIR®-M senzorem S jsou k dispozici tii provozni rezimy. V bioreaktoru
je pouzivan defaultni rezim K1 (Streaming Mode), pfi kterém dvakrat za sekundu je
provadéno méteni a data jsou odesildna do PC. V rezimu K2 (Polling Mode) je méfeni
stale provadéno dvakrat za sekundu, ale data jsou odeslana az pri zadani prikazu, coz vede
ke snizeni spotteby energie. Ve tfetim médu KO (Command Mode) nejsou provadéna zadna
méfeni ani nejsou odesilana data, pokud nehni zadan pozadavek. Tento méd je primarné
urcen pro interakci se senzorem (napr. zjistovani sériového ¢isla a nebo hodnot digitalni
filtrace) [13].

Prikazy pro senzor S maji format textového retézce, ktery se sklada z jednoho pismene,
mezery (volitelné) a jednoho nebo dvou numerickych poli oddélenych od sebe mezerou.
Za kazdym pifkazem musi byt jesté napsan ukoncovaci kod <CR><LF>!. Pokud je ptikaz
validni a spravné naformatovany, senzor S ptrikaz provede. Pokud je piikaz Spatny, odpovi
senzor chybovym hlaSsenim. Chybové hlaseni zac¢ina pismenem , E* nasledované mezerou
a 5-ti cifernym cislem specifikujicim chybu. Dalsi odpovédi senzoru maji obdobny tvar

odpovédi senzoru je v tabulce 6.1.

Tabulka 6.1: Prehled zékladnich odpovédnich kéda z ExplorIR®-M senzoru S a jejich
interpretace. ,, xxxxx" znaci 5-ti ciferné cislo. Prevzato z [13].

KOD VYZNAM PREPOCET JEDNOTKA

Z xxxxx | COy koncentrace po digitalni filtraci x 10 ppm
z xxxxx | COq koncentrace bez digitalni filtrace | x10 ppm
T xxxxx | teplota —1000 a pak =10 | °C
H xxxxx | relativni vlhkost =10 %
B xxxxx | barometricky tlak =10 mbar

V tabulce 6.1 je zminéna CO5 koncentrace s a bez digitalni filtrace. Digitalni filtr fun-
guje jako dolni propust (low-pass filter). To znamend, ze nepropousti signaly o frekvencich
vyssich nez je zadana hodnota filtru. Digitalni filtrace tedy snizuje sum, ale zaroven zpo-
maluje odezvu senzoru. PTi nizsich hodnotéach filtru budou odezvy senzoru rychlejsi. A pri
vyssich hodnotach bude lépe odstranén Sum, ¢imz se zlepsi i rozliseni senzoru. Vyssi hod-
nota filtru se doporucuje pri hledani presné primérné hodnoty. Filtr mtze byt nastaven
na hodnotu 1 az 65535. Nicméné pro normalni pouziti se nedoporucuje nastavovat hod-
notu vyssi nez 64 [13]. Defaultné je nastavena hodnota 32, ktera je pouzita i v bioreaktoru.

Senzor ExplorIR®-M S byl pripojen do systému bioreaktoru mezi zvlhéovac¢ ZV a po-
zorovaci komoru PK (viz obr. 5.1). Aby mohl byt senzor S pfipojen, byl pro néj navrzen
kryt, ktery byl vytistén na 3D tiskdrné z kopolyesteru (CPE) (viz obr. 6.13). Senzor S
je do krytu prisroubovan malymi srouby a ven z krytu vede jen pripojovaci kabel. Viko
je ke krytu prisroubovano srouby a aby bylo zabranéno netésnostem, je ve viku drazka
pro silikonovy o-krouzek. Na obou bocich krytu jsou diry pro pripojeni pfimého Sroubeni
s hadi¢kami. Sroubenf jsou ke sténé krytu upevnény nerezovymi maticemi.

L<CR> (carriage return, éesky ,navrat voziku) posune kurzor na zacatek fadku a <LF> (line feed,
Cesky ,, posun o Fadek*) posune kurzor na dalsi fadek.

46



Obrézek 6.13: Senzor ExplorIR®-M prisroubovany do plastového krytu. Na vnitini strané
vika je drazka se silikonovym o-krouzkem.

6.3.2. Ridici karta SOS-AT

Pro ovladani vsech ¢tyt servomotorii SM v systému bioreaktoru je pouzivana fidici karta
SOS-AT (Sériovy ovlada¢ servomechanismi s mikroprocesorem Atmel) (viz obr. 6.14).
Ovladéani je mozné pres sériovou komunikacni linku dle standardi RS232, RS422 nebo
RS485 [39].

Obrézek 6.14: Ridici karta SOS-AT.
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Kartu SOS-AT je mozno nakonfigurovat pro ruzné druhy provozu pomoci zasunuti
nebo vysunuti zkratovacich spojek R, A0, A1, A2 a B (viz obr. 6.15). Spojky A0, Al
a A2 slouzi k adresovani ridici karty. Kombinaci sejmuti a vysunuti téchto t¥i spojek
vznikne 22 = 8 adres. Diky adresovani je tedy mozné na jednu komunikaéni linku piipojit
az 8 karet. Kazda karta SOS-AT muze ridit az 8 servomotori. Naraz tedy lze nezavisle
ovladat celkem az 64 servomotoru. Zkratovaci spojka B nastavuje komunikacni rychlost
sériové linky. Se zasunutou spojkou B je komunikac¢ni rychlost 9600 Bd a se sejmutou
spojkou je 2400 Bd. Zkratovaci spojka R urcuje rozsah pohybu serv. Se zasunutou spoj-
kou R je rozsah servomotorti +45° a nejmensi dosazitelny krok vystupniho hiidele je
0,36°. Po vysunuti spojky R se rozsah zvétsi na +90°, ale zvétsi se i nejmensi dosazitelny
krok vystupniho hiidele serva na 0,72°, tj. na dvojnasobek kroku ptvodniho. Jak jiz bylo
zminéno v casti 6.2.2, pro otaceni prepinaciho ventilu je potieba rozsah pohybu £90°,
a proto byla spojka R z karty vyjmuta.
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Obrazek 6.15: Schéma tidici karty SOS-AT. Modfe jsou zvyraznény zkratovaci spojky, cer-
vené tTipinové konektory pro pripojeni servomotort, zluté konektor X1 a zelené konektor
X2. Pfevzato a upraveno z manualu vyrobce karty [39].

SOS-AT ke svému provozu potiebuje dvé napajeci napéti Ul a U2. Obé napéti jsou
v rozsahu +4,8 az 6 V. Napdjeci napéti Ul je urceno k napajeni mikroprocesoru SOS-AT.
Pripojuje se na dva piny +U1 a GND ¢tyipinového konektoru X1 (viz obr. 6.15). Napajeci
napéti U2 slouzi k napajeni servomotort a je pripojeno na piny +U2 a GND konektoru
X2. Druhé dva piny +SI a -SI konektoru X1 slouzi k pripojeni kabelu sériové linky, ktera
prendsi signaly z pocitace do SOS-AT. Tento kabel je na strané u pocitace osazen ko-
nektorovou zasuvkou D-sub 9. Jelikoz vsak fidici pocitac¢ neni vybaven klasickou sériovou
linkou s D-sub 9 konektorem, ale je vybaven portem USB, musel byt pouzit prevodnik
USB - RS232. Pokud je sériova linka spravné pripojena, fidici pocita¢ spustén a karta
SOS-AT maé pripojeno napdjeci napéti, rozsviti se cervena signalka.
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Ridici povely z pocitace do karty SOS-AT maji formét tif po sobé jdoucich byti.
Prvni byte je synchroniza¢ni a méa vzdy hodnotu FF. Druhy byte urcuje ¢islo ovladaného
serva a ma tedy hodnoty 00 az 07. Treti byte urcuje pozici vystupniho hridele serva
a ma hodnoty 00 az FE. Ridici povely je tfeba vysilat pouze tehdy, kdyZ je vyzadovina
zména polohy nékterého z servomotori. Udrzovaci fidici signaly pro servomotory zajistuje
SOS-AT sam automaticky.

Servomotory se k fidici karté SOS-AT pripojuji tfipinovymi konektory S1 az S8. Aby
nedochézelo pti zapojovani k zaméné orientace kabelu servomotoru, jsou barvy jednotli-
vych zil kabelu u vétsiny vyrobeu sjednoceny. Zaporny pél napédjeciho napéti (GND) byva
cerny a zapojuje se na pin, ktery ma na obrazku 6.15 tvar ¢tverce. Kabel s kladnym pélem
napdjecitho napéti (+U) byva ¢erveny a zapojuje se na prostiedni pin. Kabel vedouci fidici
signdl do servomotoru (PWM) nemd standardizovanou barvu, ale obvykle byva bily nebo
zluty [39].

Ridici signaly o pozadované pozici hifdele jsou z karty SOS-AT do servomotoru pie-
naseny formou pulzné sitrkové modulovanych (PWM) signalti. Poloha vystupniho hridele
serva odpovida proporcionalné sifce ¥idictho impulzu. Ridici impulz je kladny s amplitu-
dou 45 V a opakovaci frekvenci obvykle 50 Hz (perioda 20 ms) nebo 60 Hz. Pro rozsah
servomotortu nastaveny na +45° je aktivni Sitka ridicich signalt 1 az 2 ms. V bioreak-
toru byl mechanicky rozsah hiidelti servomotori zvétsen vysunutim zkratovaci spojky R
na £90°. Pro tento rozsah se zvétsi rozsah sirky fidicich signdli na 0,5 az 2,5 ms (viz obr.
6.16).

-90° -45° 0° 45° 90°
Bk oEE CEE {EE {85
| r.0,5 - ; *1 - ]FS m_15 ..... r2 ms'1 ''''' I'Z’S ms’1
1525ms | | 15-25ms | . 1525ms ] . 1525ms ) 1525 ms

Obrazek 6.16: Priklady PWM signali s rtznou sitkou pulzu. Nad kazdym pulzem je
zakreslen servomotor s odpovidajicim natoc¢enim hridele. Prevzato z manudlu vyrobce
karty [39].

Aby byla karta SOS-AT chranéna pred mechanickym poskozenim, byla umisténa
do plastového krytu (viz obr. 6.17).

6.3.3. Spinaci relé

Pro namichani atmosféry se spravnym podilem oxidu uhli¢itého je v bioreaktoru pouzit
mixér MX. Mixér MX miché atmosféru z CO4 z tlakové nadoby TN a ze vzduchu nasé-
tého z mistnosti vzduchovou pumpou OKO-AP VP [9]. Jak jiz bylo zminéno v ¢asti 6.2.4,
privody obou plynt je nutné synchronizované vypinat a zapinat. Piivod CO, je spinan
gkrtidlem S. P¥ivod vzduchu se standardné zapind a vypina prepinacim tlacitkem, které
je umisténo zepredu vzduchové pumpy VP. Aby bylo mozné pumpu VP spinat automa-
ticky prostfednictvim obsluzného softwaru, bylo k ni nainstalovano spinaci solid state relé
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Obréazek 6.17: Ridici karta SOS-AT umisténa v plastovém krytu. T¥ibarevnym kabelem
je pripojen jeden servomotor.

FOTEK SSR-40 DA. Napédjeci kabel pumpy VP byl prerusen a mezi nové vzniklé konce
bylo relé ptripojeno. Z davodu ochrany relé a bezpecnosti obsluhy, bylo relé umisténo do
kovového krytu (viz obr. 6.18).

Obrazek 6.18: Relé FOTEK SSR-40 DA.

Pro sepnuti relé a tedy i zapnuti pumpy VP je nutné privést na svorky relé kladné
stejnosmérné napéti v rozsahu +3 V az 432 V. V mém pripadé je pouzito napéti +5 V.
Toto napéti je ziskano z analogového vystupu karty National Instruments USB-6008, ktera
je pres USB rozhrani ptripojena k fidicimu pocitaci. Zapojeni pumpy VP, relé a NI karty

je na obrazku 6.19.
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Obrazek 6.19: Zapojeni karty National Instruments USB-6008, relé FOTEK SSR-40 DA
v kovovém krytu a vzduchové pumpy OKO-AP Okolab.

6.4. Software

Automatizované Casti bioreaktoru vyzaduji programové ovladani. Pro tvorbu fidiciho soft-
waru bylo z divodu prehlednosti programu a rychlosti programovani zvoleno prostiedi
LabView. Vytvoreny software obsahuje tii vrstvy programi. Nejnizsi vrstva programu
komunikuje pfimo s hardwarem. Kazdy z téchto programu ridi jednu z téchto komponent
bioreaktoru:

o senzor ExplorIR®-M S,

o servomotor v pumpé PPy pro ¢erpani atmosféry,
o servomotor v pumpé PPy pro ¢erpani média,

» servomotor v prepinac¢i hadicek PH,

e servomotor v prepinacim ventilu PV,

o skrtidlo S pro spiani p¥ivodu CO4 a relé pro spinani vzduchové pumpy VP.

Skrtidlo S a relé jsou Fizeny jednfm programem, protoZe jejich chod musi byt kviili nami-
chani spravné koncentrace atmosféry synchronizovany. VSechny tyto programy pro fizeni
hardwaru jsou pouzity v dalsi vrstvé, kterou jsou programy ¢tyT pracovnich modu biore-
aktoru:
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 cirkulace atmosféry,
o vyména atmosféry,
e vyména média,

« Kklid.

Tteti vrstva je program uzivatelského rozhrani, ktery ridi cely bioreaktor.

6.4.1. Program uzivatelského rozhrani

Program uzivatelského rozhrani je urcen pro uzivatele pracujiciho s bioreaktorem. Uspo-
radani ¢elniho panelu tohoto programu je zfejmé z obrazku 6.20. V horni ¢éasti ¢elniho
panelu musi uzivatel vybrat, ke kterym portim je pripojen senzor ExplorIR®-M a karta
SOS-AT. V levé spodni Casti se nachdazeji tlacitka pro prepinani pracovnich médua biore-
aktoru.

error out

Combo Box
status code

Get CO2 Concentration | HU—

Senzor Servo STOF PROGRAM STiEED

Kcoms - Klcomse | I R

CIRCULATE AIR Automatic regulation Automatic regulation error out 2

LorF | ) pre—

CHANGE AIR
2| L
Characteristic
CHAMGE MEDIUI
Z SOUrce
STOP ALL WValue Wrong CO2 -
510,00 - =

[ ReLEAsE coz servol

Obrazek 6.20: Celni panel programu uzivatelského rozhran.

Prostredni spodni ¢ast celniho panelu je urcena k ovladani senzoru ExplorIR®-M.
Nachézi se zde vybérové menu pro volbu meérené veliciny, tj. koncentrace COs, teplota,
barometricky tlak a nebo relativni vlhkost. Pod vybérovym menu se v prvnim okné zobra-
zuje zkratka métrené veli¢iny a ve druhém okné hodnota této veli¢iny. Dale se zde nachazi
tlacitko, které zapind automatické rizeni koncentrace CO,. Po stisknuti tohoto tlacitka
program na zakladé méfenych hodnot koncentrace CO5 sam prepind mezi pracovnimi
mody cirkulace a vymény atmosféry.

Blokovy diagram programu uzivatelského rozhrani je na obrazku ?7. Program je za-
lozen na principu konec¢ného stavového automatu, ktery disponuje tremi stavy. Prvnim
stavem je inicializace, pri které dochéazi k zahajeni komunikace se senzorem ExplorIR®-M
a kartou SOS-AS. Dalsim krokem inicializace programu je spusténi pracovniho médu
cirkulace atmosféry v bioreaktoru. Mdéd cirkulace atmosféry je totiz zdkladni moéd pro
mikroskopovani. Druhy stav programu uzivatelského prostiedi je tvoren smyckou, ktera
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obsahuje dvé sekvence. Horni z nich slouzi k ovladani ExplorIR®-M senzoru a k automa-
tické regulaci koncentrace oxidu uhli¢itého na zakladé zmérenych dat. Spodni sekvence
slouzi k tizeni bioreaktoru pomoci tlacitek. Treti stav programu slouzi k ukonceni béhu
softwaru a k deaktivaci komunikace s hardwarem.
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A Automatic regulation® ] ub
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Obrézek 6.21: Blokovy diagram programu uzivatelského rozhrani.

6.4.2. Rizeni bioreaktoru pomoci tladitek

Ve spodni sekvenci programu uzivatelského rozhrani je naprogramovano prepinani vsech
¢tyT pracovnich modi bioreaktoru pomoci tlacitek. Kazdé tlacitko je napojeno na vlastni
program, ktery zapind a vypind odpovidajici méd. Pti béhu této sekvence je postupné
kontrolovana logickd hodnota kazdého tlac¢itka. Tyto hodnoty vstupuji do ptipojenych
programu modu a Tidi je.

Vsechny programy modt maji obdobnou strukturu blokového diagramu. Obsahuji
podminkovou strukturu (True, False) fizenou logickym signilem z tlacitka. Pripad False
neobsahuje zadné prikazy a nijak tedy neméni aktudlni stav bioreaktoru. Pripad True je
v jednotlivych programech trochu odlisny. V programech pro vyménu atmosféry a vyménu
média obsahuje pripad True sekvenci, ktera je na obrazku obr. 6.22. V prvnim okné této
sekvence jsou takové pokyny pro servomotory a relé, aby dohromady svou ¢innosti spus-
tily pozadovany pracovni méd. Tyto pokyny jsou uzavieny v podminkové smycce While
a jsou tedy vykonavany po celou dobu, co je tlacitko zmacknuté. Po vypnuti tlacitka,

93



ukonéi program béh podminkové smycky a vykona ptikazy v druhém okné sekvence. Tyto
prikazy ukondéi prislusny mod a prepnou bioreaktor zpét do zdkladniho médu cirkulace
vzduchu.

[ True 't

D000 000000O000000000000000000000000000000000000 D000 0D0DDoo0o0oDo0ooooDoo0oo0ooooon

Change medium|
START Air Pump [+
Block Medium [7]

START Medium Pump ||
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Obrézek 6.22: Blokovy diagram programu pro spinani médu vymény média.

Programy pro zapnuti cirkulace atmosféry, pro klid (tlacitko STOP ALL) a pro uvol-
néni skrtidla neobsahuji pripady True sekvenci ani podminkovou smycku. Pokyny pro
servomotory a relé jsou umistény primo v pripadé True. Pracovni méd pro cirkulaci at-
mosféry trva dokud servomotory a relé nedostanou jiné pokyny. Pracovni mod klidu trva
tak dlouho dokud je stisknuté tlac¢itko STOP ALL.

Jak jiz bylo zminéno na zacatku c¢asti 6.4 a jak je zfejmé z obrazku 6.22, programy
modi obsahuji programy, které komunikuji s hardwarem. Blokové schéma jednoho z téchto
programu je na obrazku 6.23. V programech pro fizeni servomotort lze nastavit rychlosti
otacek a tim prenastavit rychlosti cerpani média a vzduchu. Zmény je vSak nutné provést
primo v blokovych diagramech programii.

Command for 505%-AT

Combo box 21 QP or START

VISA resource name out

i he

I/ 0
VISA resource name

error out
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= o

=

|

error in (no error)
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Obrazek 6.23: Celni panel programu uzivatelského rozhran.
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6.4.3. Automaticka regulace oxidu uhli¢itého

Horni plocha sekvence v blokovém diagramu programu uzivatelského rozhrani zajistuje
fizeni a vycitani senzoru ExplorIR®-M a také automatickou regulaci koncentrace CO,
na zakladé zmérenych dat. Automaticka regulace oxidu uhli¢itého probiha pouze tehdy,
kdyz jsou splnény vSechny nasledujici podminky. Za prvé ve vybérovém menu je zvolena
jako veli¢ina k méreni koncentrace CO,. Za druhé je zapnuté tlac¢itko pro automatickou
regulaci. A za tfeti neni tlac¢itkem spusténa ani vyména atmosféry, ani vymeéna vzduchu
a ani neni vyzadovany klid. Diky témto podminkam software vzdy uprednostni rizeni
tlac¢itky pred automatickym Tizenim na zakladé dat ze senzoru. Vyjimkou je méd cirkulace
atmosféry. Ten je povazovan za zakladni méd a neni upfednostiiovan pred automatickym
fizenim.

Samotna regulace CO, probiha tak, ze program porovnava namérenou hodnotu COq
se zadanym spodnim a hornim limitem. A pokud je aktudlni koncentrace mimo limity,
prepne bioreaktor do médu vymény atmosféry. Tento mod probiha tak dlouho, dokud se
koncentrace COy nevrati do povolenych mezi. Poté co je méd vymény atmosféry ukoncen,
prepne se bioreaktor zpét do modu cirkulace atmosféry.
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7. Testovani bioreaktoru

Po zrealizovani celého bioreaktoru se systém bioreaktoru ladil, testovala se jeho funkc-
nost a oveérovala se netoxi¢nost pouzitych materiali. Nejdrive bylo nutné zjistit spravné
hodnoty natoceni htideli servomotori v prepinac¢i hadicek PH, v prepinacim ventilu PV
a v skrtidle S. U peristaltickjch pump PP; a PP, bylo nutné nastavit spravné rychlosti
otaceni a zjistit, pri jakych vstupnich prikazech se pumpy PP zastavi. Vsechny zjisténé
hodnoty byly zadany do obsluzného softwaru.

Na mixéru atmosféry MX se manualné nastavuje prutok vzduchu z pumpy VP a priitok
oxidu uhli¢itého z tlakové nddoby TN. Prutok vzduchu byl nastaven na 1 nl/ min a pru-
tok CO5 na 0,03 nl/ min. Tyto prutoky zajisti vyslednou atmosféru s koncentraci zhruba
3% CO,. Coz bylo také otestovano a potvrzeno. Béhem testovani spravné koncentrace at-
mosféry z mixéru MX bylo soucasné také kontrolovano, ze naprogramovana automaticka
regulace atmosféry funguje spravné. Tzn. pokud koncentrace COs byla mimo povolené
meze, automaticky se spustila vyména atmosféry, a kdyz byla spravna koncentrace ob-
novena, vymeéna atmosféry se vypnula. Povolené meze byly nastaveny na 2,8% a 3,2%.
Béhem testovani se viak ukéazalo, Ze skrtidlo S nedokaze hadicku s oxidem uhli¢itym zcela
uzavrit a navic se servomotor pri praci znacné zahtival. Podobné problémy s nedostatec-
nym zmacknutim hadicek a prehfivanim servomotoru se pozdéji objevily i u prepinace
hadicek PH. I pres tyto problémy testovani probéhlo a michani atmosféry se ozkouselo.
Avsak do budoucna skrtidlo S i prepina¢ PH vyzaduji pouzit{ silnéjsich servomotori a pii-
padné i zménu svého designu.

Pri testovani cirkulace atmosféry se ukazalo, ze nova atmosféra se nenasava z portu
Py, ale namisto toho se nasava médium z portu P,. To bylo jednak zptisobeno tim, ze
prepina¢ hadicek PH nedokazal hadicku s médiem zcela zaskrtit, jak bylo zminéno vyse.
A dale kvuli tomu, ze infuzni set IS obsahuje membranu, ktera kladla prilis velky odpor
pritoku vzduchu. Problém s nasavanim ze Spatného portu byl napraven tim, ze v prepinaci
PH byly ptvodni hadicky s vnitinim primérem 4 mm nahrazeny hadickami s vnitfnim
prumérem 1,6 mm. Tyto nové hadicky prepina¢ PH dokéaze zcela zaskrtit, nicméné kvili
jejich silnéjsim sténam se servomotor prepinace PH pii praci znacné zahriva. Diky pouziti
hadi¢ek s mensim vnitinim primérem se znacné zmensil , mrtvy objem“ hadicky, tzn.
mnozstvi média nasaté v hadi¢ce mezi komorou PK a zdsobnikem Nj. Infuzni set IS,
ktery slouzil k pridavani ¢inidel, byl nahrazen rozdvojkou R tvaru ,T“ (viz obr. 7.1).
Jeden port rozdvojky R bude béhem provozu uzavien zatkou Za a otevie se pouze pri
pridavani ¢inidla, které se vstiikne primo do systému hadicek.

Testovani vymény média v pozorovaci komote PK bylo provedeno s ¢istou vodou a vo-
dou syté obarvenou fenolovou c¢erveni. Nejdrive byla Petriho miska PM manualné napl-
néna 2 ml ¢isté vody. Miska PM byla poté vlozena do pozorovaci komory PK bioreaktoru.
Konec hadicky z portu Py byl ponofen do zasobniku N; s fenolovou cerveni. Po spusténi
vymény média se voda z komory PK zacala odsavat cerpadlem PP do odpadni nddoby Ny
a fenolova cerven se zacCala nasavat ze zasobniku N;. Na obrazku 7.2 je série po sobé jdou-
cich fotografii zachycujicich tuto vyménu kapalin. Celd vyména kapalin trvala asi 20 s,
véetné ¢asu potfebného na dopravu kapaliny ze zasobniku N; do komory PK skrz hadicku.
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Obréazek 7.1: Rozdvojka R slouzici k pridavani ¢inidel do systému bioreaktoru. Port pro
pridavani ¢inidel je uzavien zatkou Za.

Pouzita hadicka méla vnitini primér 1,6 mm a délku asi 30 cm. Tato tenka hadicka byla
k jehle komory PK pripojena tlustsi hadickou o vnitinim priméru 4 mm a délce asi 4 cm.
Objem média v obou hadickach byl asi 1 ml. Pokud by byl bioreaktor nainstalovan na
mikroskop CCHM, vzdalenost mezi zasobnikem N; a komorou PK by byla vétsi a doba
vymény by se tedy prodlouzila. Vyména obou kapalin byla nékolikrat zopakovana. Za-
sobniky N; s dodavanou kapalinou byly vyménovany manualné. Pfi vyméné bylo nutné
davat pozor, aby se hadicka nezavzdusnila, jinak se do pozorovaci komory PK dostaly
vzduchové bubliny.

a)

Obrézek 7.2: Testovani vymény kapalin v pozorovaci komore PK bioreaktoru. Cista voda
je vyménovana za vodu obarvenou fenolovou ¢erveni. Interval mezi jednotlivymi snimky
je zhruba 1 s.

Netoxi¢nost pouzitych materiali bioreaktoru byla ovérovana na bunkéach fibrosarkomu
inbredniho potkana Lewis. Buniky byly nasazeny do Petriho misky PM, ptfikryty hornim
dilem HD pozorovaci komory a byly umistény na noc do inkubatoru. Dalsi den byly bunky
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zkontrolovany na klasickém optickém mikroskopu. Bunky byly zivé a zfejmé v dobrém
stavu (viz obr.7.3). Z toho lze usuzovat, ze plast, ze kterého je komora PK vyrobena,
a lepidlo pouzité pro prilepeni sklicka nejsou pro bunky toxické. Na obrazku 7.3 je také
mozno vidét, ze pozorovaci komora je dostatecné opticky kvalitni.

20 pm

Obréazek 7.3: Bunky fibrosarkomu inbredniho potkana Lewis.

Opticka kvalita pozorovaci komory byla také ovérovana na mikroskopu CCHM. V
komore byly pozorovany bunky lidského karcinomu plic z linie A549. Na obr. 7.4 je fazovy
snimek jedné bunky. Jelikoz bunky byly v suspenzi, byla zaostiena pouze tato jedna bunka
a ostatni bunky byly mimo rovinu ostrosti. Do budoucna bude na mikroskopu CCHM
probihat hlubsi testovani funkci systému bioreaktoru a dlouhodobé ovérovani jeho stability
a spolehlivosti.

—— 0,375 rad

0 rad

-1 rad

-2 rad
-2,165 rad

Obrazek 7.4: Fazovy snimek bunky lidského karcinomu plic z linie A549 potizeny
na CCHM.

99



60



I v
Zaver

V této praci byly popsany kultivacni podminky zivych bunék (médium, teplota, atmo-
sféra) a byly shrnuty moznosti jejich fizeni béhem pozorovani na optickych mikroskopech.
Moznosti fizeni kultiva¢nich podminek byly ukazany na konkrétnich komeréné dostupnych
zafizenich. A u téchto zafizeni bylo poté posouzeno, zda splnuji ndroky metody QPI a jestli
nékteré z nich vyhovuje aktualnim potifebam Laboratore experimentalni biofotoniky. Mi-
kroskop CCHM pouzivany v této laboratori disponuje inkubacni komorou, ktera udrzuje
stabilni fyziologickou teplotu vzorku a soucasné temperuje cely mikroskop. V soucasné
dobé vsak CCHM neni vybaven obsluznym prislusenstvim, které by zajistovalo vyménu
média a atmosféry. Proto bylo navrzeno a zrealizovano automatizované kultivacni zarizeni
(bioreaktor). Ten zajistuje tyto funkce:

o vymeénu krmného média v pozorovaci komore,

» cirkulaci a viyménu atmosféry,

o pridavani ¢inidel do pozorovaci komory;,

o méreni koncentrace oxidu uhli¢itého v atmosfére,

o automatickou vyménu atmosféry v pripadé, ze se koncentrace oxidu uhli¢itého do-

stane mimo povolené meze.

Pro realizaci bioreaktoru bylo nutné navrhnout a vyrobit nékolik vlastnich mechanic-
kych ¢asti a také pripojit komeréni mechanické i elektronické komponenty. Pro fizeni ce-
1ého bioreaktoru byl vytvoren obsluzny software v prosttedi LabView. Do budoucna bude
upraven design nékterych komponent, naptiklad prepinace hadicek a skrtidla. A poté bu-
dou funkce bioreaktoru podrobnéji testovany a na CCHM bude probihat jeho dlouhodobé
testovani.
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