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Seznam pouzitych zkratek

ul — mikrolitr

um — mikrometr

3D — trojdimenzionalni

ABS — Akrylonitrilbutadienstyren

ASTM — American Society for Testing and Materials
atd. — a tak dale

°C — stupeii Celsia

cca — cirka

CCK-8 — Cell Counting Kit-8

CD — compact disc

CXI — Ustav pro nanomaterialy, pokrogilé technologie a inovace
DMEM - Doubellco’s Modified Eagle’s Medium
ECM — extra cellular matrix

FS — fakulta strojni

FZS — Fakulta zdravotnich studii

g-—gram

In vitro — v umélych podminkach

KNT — Katedra netkanych textilii a nanovlakennych materialt
m?— metr &étveredni

MA — miliampér

mg — miligram

ml — mililitr
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mm — milimetr

mol — latkové mnozstvi

mT — militesla

mS - milisiemens

NC — negative control

nm — nanometr

Obr. — obrazek

PBS — fosfatovy pufr

PC — positive control

PCL — polycaprolactone

rpm — otacky za minutu

SEM - skenovaci elektronovy mikroskop
STL — stereolitografie

T1 — tkanové inZenyrstvi

TIT —titan

TIT-OO - titan — obrouseny, o€istény
tj. — to jest

TUL — Technicka univerzita v Liberci
tzv. — takzvany

V —volt
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1 Uvod

Ke studiu manipulace s nanovlakennymi substraty a jejich interakce s vodivymi materialy
1ze ptistupovat riznymi zplisoby. Problematika je zna¢né rozsahla, a pro tcely bakalaiské
prace bylo proto nutné po konzultaci s vedoucim prace a konzultantkou vybrat urc¢itou
oblast k feSeni, a to 1 s ohledem na feSené¢ Ukoly na Katedie netkanych textilii
a nanovladkennych materialti Technické univerzity v Liberci. Katedra ma pomérné silnou
skupinu zabyvajici se tkanovym inzenyrstvim na nanovlakennych substratech. Pii feSeni
téchto témat je problémem obtizna mechanickd manipulace s nanovlakennymi materialy,
protoze pouzivané vrstvy jsou z velmi jemnych vldken. Dal§im problémem je fakt, ze
VvV bioreaktoru nanovlakenna vrstva snadno vyplave na hladinu kultivaéniho média a neni
snadné nanovlakenny scaffold udrzet u dna kultivac¢ni jamky. S ohledem na feSenou
problematiku nékterych dizertacnich praci na KNT byla bakalafska prace zaméfena na
konstrukei a realizaci bunééného reaktoru, ktery by svym feSenim usnadnil manipulaci
S nanovldkennymi vrstvami a zarovenn umoznil fizenou elektrickou stimulaci béhem

kultivovani bunék.

Obecné vzato se bunécné reaktory staly hlavnim nastrojem pro kultivaci bunék in vitro
ve tkafiovém inzenyrstvi. UGelem téchto reaktort je vytvofit pro buiiky dostatedné
pfiznivé prostiedi, které umoziuje jejich nasledné déleni. V soucasné dob¢ jsou bunécné
reaktory Casto tvofeny kultivacnimi desti¢kami, do nichZ se vkladaji stimula¢ni elektrody,
které se jevi jako velice efektivni pro ziskani podstatné vétsiho mnozZstvi bunck nez
Vv piivodni metodé€ bez elektrické stimulace. Tyto stimulace jsou zprostiedkovany bud’to
stejnosmérnym, nebo stfidavym proudem, ale zaroven byly prokdzany ucinky
magnetického pole. Dalsi slibnou roli hraji pravé nanovlakenné scaffoldy, které dokazou

imitovat nativni prostfedi buiiky a tim jesté vice posilit proliferaci a adhezi bunék.

Vytvateni reaktorti obsahujicich kombinaci stimulacnich elektrod a nanovlakennych
scaffoldli s sebou nese fadu funk¢nich problému, které je potieba vhodnou metodikou
eliminovat. V teoretické casti jsou nastinény principy tkanového inZenyrstvi vcetné
popisu nekterych jiz zkonstruovanych feSeni, kterd vSak v jistych ohledech nespliuji
vychozi pozadavky. Cilem vyzkumné ¢asti bylo tedy vytvofit takové kombinované
zafizeni, které svym konstrukénim feSenim splni ndroky na jednoduchou manipulaci

S moznosti opakované sterilizace pti zachovani rozumnych cenovych nékladu.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Tkanové inzenyrstvi

Jednou z hlavnich motivaci pro vznik tkanového inzenyrstvi (T1) byly velice nizké pocty
darovanych tkani a organti, které ani zdaleka nemély Sanci pokryt velkou poptavku po
potiebnych transplantacich. Navic je zde spousta kontraindikaci pii hledani shody mezi
pifijemcem a darcem tkani, organt, kterd jesté vice omezuje moznost UspESné

transplantace (Lanza, 2020).

Tkéanové inZzenyrstvi zahrnuje né€kolik vyvijejicich se odvétvi védy, kterd svymi poznatky
zlepSuji pouzivané technologie, a to materialové inzenyrstvi, nanotechnologie,
farmakologie, medicinu, molekularni biologii nebo také chemii (Lanza, 2020; Sharma et
al., 2019).

Hlavnim principem tkanového inzenyrstvi je ziskat z tkan¢ zivé bunky, které jsou
schopné regenerace a za pomoci rustovych faktorii dokazou vytvaret nové tkang, které
nasledné mizeme implantovat na potiebnd mista. Samotna kultivace bun¢k in vitro je

zprostfedkovana na tkanovém nosici, tzv. scaffoldu (Sharma et al., 2019).

2.1.1 Scaffold

Scaffold v tkanovém inzenyrstvi plni roli extracelularni matrix (ECM), tj. podptrné
struktury, ktera by méla svoji funkénosti a vlastnostmi co nejvice simulovat pivodni
nativni strukturu (Eltom et al. 2019). Vlastnosti scaffoldd, podporujici efektivni adhezi
a proliferaci bungk, jsou zejména jejich vlakenna struktura, porovitost a také meziporové
drahy, které umoznuji tok zivin a migraci bunék (Tamer Uyar, 2017). Dalsimi vlastnostmi
jsou smacivost (Sun et al. 2021) a pramér vlaken (Jenkins a Little, 2019) pii zachovani

biokompatibility a biodegradability (Tamer Uyar, 2017).

2.1.1.1 Vlastnosti scaffoldu

Biokompatibilita posuzuje interakci mezi té€lem a cizim materidlem. Za biokompatibilni
materialy povazujeme ty, které nemaji zadné toxické U¢inky a vyvolavaji minimalni

zanétlivou imunitni reakci v téle pacienta (Naahidi et al., 2017). Na druhou stranu
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biodegradabilita materialu je proces, pii kterém Se material odbourava vlivem
biologickych jevl, jako jsou bunééné a enzymatické procesy. Nutno dodat, Ze
biodegradabilita neni spjata pouze s degradaci materialu v lidském téle, ale projevuje se

obecné v prirozeném vnéjs$im prostiedi (Venezuela a Dargusch, 2019).

Primér vldken ovliviluje mnoho parametri a je mozné, ze ma vliv na sekreci

rrrrr

sekreci, nez na prumérech vlaken o velikostech ( 1-50 um) (Jenkins a Little, 2019).

Nedilnou roli v proliferaci a adhezi bun¢k hraje také smacivost materialu, kdy hydrofobni
materialy vykazuji neschopnost adheze bun¢k k danému materidlu. Naopak hydrofilni
materialy maji o dost vétsi pfilnavost a tim je zde i lepsi adheze a proliferace (Sun et al.,
2021).

Diky nanovlakennym materialim jsme schopni vytvafret scaffoldy, které jsou

strukturové velice podobné ECM buiiky (Smith a Ma, 2004).

2.1.2 Nanovlikenné materialy

Obecné definovano se jedna o vlakna, ktera dosahuji priméru mensiho nez 1 pm, avSak
tato definice se méni V zavislosti na védnim oboru, ve kterém mohou byt nanovldkna
definovana az teprve s primérem pod 100 nm (Williams et al. 2018). Vyroba scaffoldi
se provadi za pomoci n¢kolika metod, mezi néz patii elektrické zvlaknovani
(electrospinning), fdzova separace (phase-separtion) nebo samosestavovani molekul
(self-assembly), nicméné nejpouzivangjsi metodou pro vyrobu nanovlakennych materiala

je pravé elektrické zvlaknovani (Smith a Ma, 2004).

2.1.3 Elektrické zvlakinovani

Zakladnim mechanismem elektrického zvlaknovani je vytvoreni vysokonapétového pole
mezi kladn¢ nabitym roztokem polymeru davkovanym pomoci davkovaci pumpy
s injekéni stiikackou a zaporné nabitym kolektorem pfi vyuziti elektrickych sil, kde
vysoké napéti musi v polymernim roztoku piekonat povrchové napéti (Rahmati et al.,
2021). To zptsobi hydrodynamickou nestabilitu majici podobu polymernich trysek, ze
kterych se odpafenim rozpoustédla vytvari nanovlakna (Jencova et al., 2021). Polymer se

formuje do Taylorova kuzele a dopada na zaporné nabity Kolektor (viz Piiloha A).
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Vyslednou podobu ziskaného materialu urcuje mnoho faktord, jako jsou viskozita

roztoku, polarita, elektricka vodivost nebo povrchové napéti rozpoustédla (Rahmati et al.,
2021).

2.1.3.1 Zvlakiovani syntetickych a prirodnich polymeri

Elektrickym zvldknovanim bylo mozné zvlaknit pfirodni a syntetické polymery, které
jsou nasledné pouzivané ve TI. Ptirodni polymery v zastoupeni jako je kolagen, zelatina,
chitosan nebo algindt maji vSak nevyhodu v omezené dostupnosti a velice rychlé
degradaci, proto jsou pro medicinské aplikace spiSe pouzivané syntetické polymery, kde
vyhoda téchto polymert tkvi v tom, ze kazda Sarze je stejnd, tudiz vime jaky bude mit
vysledny material vlastnosti. V zavislosti na aplikaci a pozadovanych vlastnostech, 1ze
vyuzit bidegradabilni polymery, jako je naptiklad: polyuretan (PU), kopolymer kyseliny
mlécné a kyseliny glykolové (PLGA) nebo polykaprolakton (PCL) (Jencova et al., 2021).

2.2 Bunécné reaktory v tkanovém inZenyrstvi

Jednou z potieb pro praktické fungovani T1 bylo vyvinout metodu, ktera bude schopna
generovat tkang in vitro. To dalo vzniknout bunéénym reaktorim, jejichz hlavnim cilem
bylo zlepsit fungovani a nahradit kultivaci tkani in vivo za pouziti materiali schopnych
imitovat pivodni ECM a moznosti dynamické kultivace pfi pouziti stimulaénich metod

(Zhao et al. 2016).

Design bunéénych reaktortl zavisi na n€kolika faktorech jako typ tkané nebo bungk, kdy
kazdé z nich vyhovuji trochu jiné podminky, piesto by mél kazdy bunéény reaktor co
nejvice pfipominat nativni prostiedi bunky a mél by se skladat z tkanové struktury,
bunééné kultury a bunky by zde mély byt schopné piezit (Selden a Fuller, 2018) a zaroven

by bunééné reaktory mely byt snadno sestavitelné a sterilni (Zhao et al., 2016).

2.2.1 Stimulace elektrickym polem v tkanovém inZenyrstvi

Experimentalni pokusy s elektrickou stimulaci vykazuji velky potencidl v aplikacich Tl,
zejména diky jejich schopnosti aktivovat vnitrobunécné signalni drahy, mikroprostiedi
a zaroven stimulovat nativni prostfedi nékterych tkani, napt. nervové tkan¢ (Chen et al.,

2019). Ruzné designy stimulace elektrickym polem prokazaly efekt na morfologii,
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orientaci a migraci bun¢k Vv zavislosti na urcitém typu stimulovanych bunék. Bunky je
mozné stimulovat bud'to stfidavé elektrickou stimulaci, nebo elektrickou stimulaci
stejnosmérnou. A pravé stejnosmérna elektricka stimulace se objevuje v drtivé vétSing
aplikaci (Ryan et al.,, 2021). Mizeme vymezit tfi nejCastéj$i sestavy vyuzivajici
stejnosmérnou stimulaci a témi jsou piimé spojeni, kdy elektrody jsou v kontaktu
s médiem, kapacitni spojeni a sestava vyuzivajici pro stimulaci elektromagnetické pole,
kdy elektrody pfipadné magnety nejsou v kontaktu s médiem (viz Ptiloha B). Velikost
proudt zavisi na konstrukci stimula¢niho zafizeni a na typu bunék kultivovanych v téchto
bunéénych reaktorech. Obecné se jedna o pA az mA za vzniku elektrického pole v nizsich
jednotkach V/m (Ryan et al., 2021). OvSsem pfi nespravné manipulaci s elektrickou
stimulaci nemusi mit ve vysledku stimulace bud'to zadny efekt, nebo v hor§im piipadé

mize kultivované burniky usmrtit (Chen et al., 2019).

2.2.2 Riuzné typy sestav pro stimulaci elektrickym polem

Existuje hned nékolik sestav, které umoznuji stimulaci bunék in vitro pomoci
elektrického pole. Kazda ztéchto sestav ma sva pro a proti. Sestavy jsou vzdy
uzpusobeny tak, aby svymi parametry vyhovovaly potiebam dané laboratoie (Chen et al.,
2019). Nejdulezitéjsimi parametry jsou pouzité materialy, at’ uz pro elektrody vedouci
elektricky proud vodi¢em, ktery mtize byt v pfimém kontaktu s buiikami, nebo samotné
materialy bioreaktori. Pro elektrody jsou vyuzivany zejména kovové vodice, jako jsou
nerezové oceli, oxidy iridia, nitridy titanu nebo platina. Pravé zminéna platina je i pies
pomérn€ velkou pofizovaci cenu velmi oblibenou volbou, a to z divodu mensi
nachylnosti ke korozi (Leppik et al., 2020) a zaroven vybornou mérnou vodivosti (Chen
et al., 2019). Materialy pro vyrobu bioreaktorti jsou nejcastéji z polymethylakrylatu
(PMMA), polydimethylsiloxanu (PDMS), skla nebo plastu. Casto se jedna o prithledné
materialy, aby bylo u bun€k mozné pozorovat pomoci mikroskopu viditelné zmény pted

stimulaci a po ni (Ryan et al., 2021).

Sestava na zakladé¢ pfimého spojeni je pouzivana zejména diky své jednoduchosti. Jednou
ze zakladnich a nejjednodussich metod ptimého spojeni je vloZeni dvou elektrod na dno
kultivaéni misky, kdy kultivované bunky jsou pravé mezi témito elektrodami.
Konkrétnim ptikladem (viz Ptiloha C) mtize byt sestava z publikace (Mobini et al., 2018)

skladajici se z platinovych elektrod, které jsou soucasti vicka 6jamkové titracni desticky
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0 velikosti (128 x 85 x 22 mm s vnitinim pramérem 33,78 mm a kultivacni plochou
8,960 mm). Tyto rozméry by mély zabranit pfipadnému odparu média. Elektrody jsou
2 99,99 % z cisté platiny, kde kazda elektroda ma délku od 21 az do 29 mm a konce jsou
ohnuty do tvaru pismene L. Tyto elektrody jsou od sebe vzdaleny piesné 25 mm. Napajeni
bylo vedeno postiibfeno-médénymi vodici, které byly pfipajeny na Couhajici konce
elektrod z vicka titra¢ni desticky a byly zapojeny do paralelniho obvodu. Stejnosmérny
proud byl dodavan t¥ivystupovym zdrojem. Zatizeni bylo sterilizovano v 70% ethanolu
po dobu 10 minut a omyto v Dulbecco’s phosphate buffered saline (Mobini et al. 2018).
Ovsem nevyhodami v téchto sestavach muze byt pfipadné zahfivani elektrod a také
uvoliovani latek do média s buikami a to mize neptiznivé ménit pH, které mtize byt pro

bunky smrtelné (Leppik et al., 2020).

V dalsi sestavé v publikaci (Li et al., 2018) jsou znovu vyuZzivany platinové elektrody, ale
tentokrat jsou tvarovany do podoby obdélniki s rozméry (18 x 4 x 1 mm), které jsou
zafixovany do vicka 24jamkové kultivacni desti¢ky, kdy elektrody byly od sebe vzdaleny
8 mm. Na rozdil od pfedchoziho piipadu se tentokrat na dno kultiva¢ni misky vkladaji
ptedptipravené Fe304/PGLA a PEDOT/Fe304/PGLA vlakenné scaffoldy vyrobené
elektrickym zvlaknovanim. V této konkrétni sestavé neni pouzit stejnosmérny zdroj jako
v ptedchozich ptipadech, nybrz zdrojem je zde dvoukandlovy generator, ktery generuje
pres m&déné vodice obdélnikovy pulzni signal o velikosti frekvence 20 Hz a amplitudou
500 mV. Pro ziskani kombinované stimulace elektrického a magnetického pole byla
desticka vloZena mezi dva stejné magnety, které generovaly pole o velikosti 0,072 T pfi

velikostech magnetu (15 x 88 x 44 mm) (Li et al., 2018).

V jedné ze starSich publikaci (Bodhak et al., 2012) bylo ptedstaveno zafizeni
pro stimulaci bunék osteoblastti ve 12jamkové desticce, kdy kryt desticky byl vyroben
z polytermického plechu Ultem 1000 o tloust'ce plechu 0,6 cm a pro soustavu prenasejici
elektricky proud bylo pouzito hned né€kolik materialt. Elektrody byly vyrobeny
z nerezové oceli 316 s vnitinim primérem 0,043 cm a vzdaleny od sebe 1,5 cm, na konci
téchto elektrod byl vytvoien elektrodovy kontakt spojujici nerezové elektrody
s titanovymi disky na dné kultiva¢ni desti¢ky. Tyto spojovaci kontakty byly vyrobeny
ze zlata, ve svém vnitiku obsahovaly pruziny vyrobené ze slitiny beryliové médi a pisty
vyrobené z m&deéné slitiny potaZzené niklem. Elektrody pfed vsazenim do jamek byly

zalisovany do polytermické folie. Stimualce této sestavy byla fizena viceotackovym
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potenciometrem s pouzitymi rozsahy proudu 0 az 30 pA a napétim od 0 az 6 V. Zdrojem
napéti byla 9V baterie (Bodhak et al., 2012).

Podobné jako v predchozich ptipadech se stejnym principem paralelnich elektrod
a tentokrat se vzajemnou vzdalenosti elektrod 8 mm od sebe byla zrealizovana sestava
pro elektrickou stimulaci mezenchymalnich kmenovych bun¢k na PCL scaffoldu, kde
byly pouzity uhlikové elektrody umisténé na dno Petrino misky, kde byly pfipevnény
silikonem. Proud do elektrod byl dodavan stejnosmérnym zdrojem a veden pomoci

vodi¢u vyrobenych ze stfibra (Zhang et al., 2016).

Dalsi provedeni je pouzivano zejména pro jeho konstrukci elektrod, ve které nejsou
pouzity kovové materidly jako v pfedchozim ptipad€, nybrz vedeni stimulace je
zprostiedkovano pies tzv. agarové mosty (viz Priloha D). Tyto mosty tvoifené
Z polyetylenovych nebo sklenénych trubi¢ek obsahujici nasyceny roztok inertnich soli,
jako jsou chloristan sodny (NaClO4), dusi¢nan draselny (KNO3) nebo chlorid draselny
(KCI), funguji jako baterie, které pievadéji elektricky proud na iontovy proud
prostiednictvim redoxnich reakci (Leppik et al., 2020). Dalsi moznosti sestaveni
agarovych mostl je naplnéni sklenénych zkumavek 1% roztokem agar6zy rozpusténé
v roztoku fosfatového pufru (PBS) (Snyder et al., 2017). Ovsem i pfes zna¢nou vyhodu
V necytoxicité elektrod a tim minimalizovani dusledku zmén pH je zde hned nékolik
omezeni, Ktera snizuji efektivitu této sestavy. Jednim z omezeni je limitovana expozice
elektrickou stimulaci z dGvodu rozdilnych koncentraci a teplotnich rozdili mezi
agarovymi mosty a médiem. Dal$i problém je s celkovou naroc¢nosti sestaveni vysledné
sestavy, neschopnost zachovani jeji sterility a opakovatelnosti. Posledni uskali se nachazi
v dodani relativné velkého napéti okolo 70 V ze stejnosmérného zdroje z divodu

pomérné velkého odporu téchto mostt (Leppik et al., 2020).

Pro dosazeni vétsi kompaktnosti pfi vyuziti pfimého spojeni bylo vytvoieno hned nékolik
mikrofluidnich sestav s uzavienym systémem, které¢ nadm diky svym malym rozmérim
poskytuji vétsi kontrolu nad jednotnosti elektrického pole stimulujiciho buiiky a zaroven
zmirnuji vznikajici Joulovo teplo. Ovsem pivodni vyhoda kompaktnosti zatfizeni se mize
povazovat i za nevyhodu, protoze v této sestavé lze pracovat pouze s malym vzorkem
bunék (Ryan et al., 2021; Sun, 2017). Sestavy se skladaji ze zakladni desti¢ky vyrobené
z materialt, jako jsou polydimethylsiloxanu (PDMS) nebo polymethylmethakrylatu
(PMMA) (Sun, 2017). Ve vétsing sestav zajist'uji elektrické pole platinové elektrody,
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které jsou prostfednictvim agarovych mosti vsazeny do tcéla desticky a ptichdzeji
do pfimého styku s médiem. OvSem zpusob vedeni se mize lisit, piikladem muze byt
sestava vyuzivajici vedeni pomoci médéné vrstvy plosného spoje. Sestava zachycena
Vv Ptiloze E je rovnéz specialni v tom, ze vedeni pro stimulaci bylo vyrobeno lisovanim
PDMS kanalu se tfemi $itkami (100, 150 a 350 um) vytvaiejicimi tii elektricka pole
(1,5 V/em, 3 V/cm, 4,5 V/cm) (Li et al. 2017b). Zajimavé provedeni lze vytvorit taktéz
s destickou z PMMA a dvéma kanaly pro vodu a médium, kdy médiem je pies agarové
mosty vedena stimulace a kanal pro vodu efektivné odvadi Joulovo teplo (Li et al.,
2017a).

Sestavy vyuzivajici kapacitniho spojeni maji vyhodu zejména v tom, ze zde neni problém
s biokompatibilitou elektrod, protoze elektrody jsou uUmistény mimo médium
S kultivovanymi buiikami, a proto miizeme pouzit $ir§i Skalu materiélii, ze kterych jsou
elektrody vyrobeny. Sestavy jsou tedy uzpusobeny tak, Ze elektrody pfipojené
na stejnosmérny zdroj napéti vytvaii elektrické pole, ve kterém jsou ulozeny desticky
S buitkami. Nevyhodami téchto sestav jsou zejména potieby vétsiho napéti mezi

elektrodami a delsi expozici elektrickou stimulaci (Chen et al., 2019; Khaw et al., 2022).

Jedno znejnovéji realizovanych feSeni je zobrazeno v Pfiloze F. Tato sestava je
zrealizovana tak, ze v kazdé komote je stejné velké elektrické pole, tim se zajisti stejna
stimulace pro kazdou komoru. Rozméry bunééného reaktoru byly zvoleny na zakladé
vysledki metody koneénych prvkd. Sestava je tvofena 8komorovou pruhlednou
destickou z polytetrafluorethylenu (PTFE, Alfa Aesar, Spojené kralovstvi), kde do kazdé
komory byly spole¢né s médiem vlozeny kultiva¢ni disky z ¢istého 99,5% titanu grade 4
s primérem 14 mm a tloustkou 0,25 mm (Alfa Aesar, Spojené kralovstvi). Titan byl

pred nasazenim do komor sterilizovan ultrafialovym zafenim po dobu 45 min.

Vytvoreni elektrického pole zajistily tfi elektrody zhotovené z chirurgické oceli
(Alfa Aesar, Spojené kralovstvi), pficemz dvé kladné byly umistény paralelné v krajich
bunécného reaktoru a posledni, zaporna elektroda byla vedena sttedem sestavy. Vysledné
napéti mezi elektrodami bylo nastaveno na 30 V dodavanych zdrojem (Khaw et al.,
2022).

Dalsi moznou sestavu z publikace (Vaca-Gonzalez et al., 2016) vyuzivajici kapacitni
spojeni lze vidét v Ptiloze G. Jako v pfedchozim ptipadé jsou elektrody z nerezové oceli,

avSak tentokrat ve formé desek, které jsou obalené v akrylovych podporach, aby nedoslo
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k pfimému kontaktu s inkubatorem. Pro pfipojeni elektrického obvodu byla k deskam
ptrivafena kladna a zaporna svorka. Elektricky obvod je pro stimulaci napdjen pomoci
duélniho zdroje (Dual-Source, HM-20, Ceif, Narodni univerzita), ktery napdji oscilator
generujici 50 a 100 V pii frekvenci 60 kHz sinusového tvaru. Pro sledovani prubéhu

elektrické stimulace byl pouzit osciloskop (Vaca-Gonzalez et al., 2016).

Posledni moznosti ke stimulovani bun¢k v kultivacnich sestavach je pomoci indukéni
vazby. Hlavnim principem této metody je vytvoieni pulsniho elektromagnetického pole
(PEMF) vodivou civkou, ktera je umisténa okolo kultivac¢ni desticky. Stimulace je
provadéna tak, aby napodobila pfirozeny pienos potencialu lidskou tkani. PEMF
poskytuje potencial blizko bunky, nikoliv na ptimo, jako je tomu u pfimého spojeni. Tato
metoda stejné jako kapacitni spojeni ma vyhodu v nepiimém kontaktu s bunkami
a zaroven zajiStuje pfirozeny prenos potencidlu v lidském téle. OvSem nevyhody se
nachdzi zejména v potiebé velice dlouhé expozice, ktera miize dosahovat az 10 hodin,
a dalsi uskali spoc¢iva ve znacné slozitosti ptipravy s prilisnou spotiebou zdroji (Chen et

al., 2019; Sun, 2017).

Hlavni zména oproti ostatnim sestavam je v generovaném napajecim obvodu, ktery
obstaravaji civky umisténé okolo kultivacni desticky s médiem v nékolika rtznych
provedenich. Prvnim provedenim miZze byt sestava z Helmholtzovych civek z (Varani et
al., 2017). Jedna se o dv¢ civky s primérem 20 cm, vzdalenych od sebe 10 cm, kde vinuti
civky je zhotoveno ze smaltovaného médéného dratu s primérem 1 mm a vyslednym
poctem 80 zavit. Kultivacni desticka s nasazenymi osteoblasty byla vsazena piesné do
sttedu, aby se zarucila jednotnost magnetického pole. Generator vtomto piipadé
generoval pulzy pii frekvenci 15,38 Hz se Sitkami pulsu zobrazenymi v grafu na obrazku
v Piiloze H a magnetickym polem o velikosti az 2 mT (Zhai et al., 2016). Druha sestava
je velice podobna, lisi se ale vuspofadani civek, které jsou tentokrat umistény
horizontaln¢, kazda z nich byla vyrobena z 1400 zaviti médéného dratu. Civky byly
napajeny generatorem s pulzy o frekvenci 75 Hz s dobou trvani pulsu 1,3 ms pfi dosazeni

magnetického pole az 1,5 mT (Varani et al., 2017).
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2.3 Materialy ve zdravotnictvi

Materialy vhodné pro pouziti ve zdravotnictvi povazujeme za biomaterialy, jez se od
klasickych materialti odliSuji tim, Ze jsou biokompatibilni. Nachéazi uplatnéni ve fadé
odvétvi mediciny, a to zejména ve formé protetik, a to diky jejich mechanickym
vlastnostem. Odvétvimi vyuzivajicimi tento material jsou ortopedie, stomatologie,
chirurgie nebo také oftalmologie. Dulezité je také dodat, Zze tyto materialy nemuseji
slouzit pouze jako protetika, ale nachazi Siroké uplatnéni v biotechnologickych
aplikacich, jako je rist bun¢k nebo v ramci laboratornich testt krevnich proteina (Wagner
et al. 2020). V soucasné dobé¢ jsou diky technologickému vyvoji keramika a polymery
zajimavou volbou pii vybéru biokompatibilniho materidlu, pfesto podstatnou ¢ast, a to
konkrétné¢ 70 % pouzivanych materidli ve zdravotnictvi, zastupuji kovy. Hlavnimi
naroky na kovové materialy jsou biokompatibilita, odolnost vici korozi, zpracovatelnost

a dostupnost (Hanawa, 2019).

Prehled nejbéznéjsich kovovych materidli pouzivanych ve zdravotnictvi a porovnani
jejich vlastnosti (Hanawa, 2019; Chen et al., 2019; Engineering ToolBox, 2005; EImenstine,
2019):

e Nerezova ocel
Nerezova ocel typu 316L ma dobrou pevnost v tahu, je vyborn€ tvarna a také ma
vybornou odolnost proti opotfebeni a korozi. Mezi negativa fadime nizkou

biokompatibilitu a elektrickou vodivost 2,04*10° S/m.

e Titan
Titan oproti ostatnim koviim mé nejlepsi mechanické a dobré korozni vlastnosti, jedna se
o material s naro¢nou obrobitelnosti a pomé&mé nizkou vodivosti 2,63*10°% S/m, presto je

jeho vyhodou vysoka biokompatibilita.

e Platina
Platina ma velice dobrou pevnost, biokompatibilitu a korozni odolnost. Oproti ostatnim
koviim m4 vynikajici elektrickou vodivost 9,43*10° S/m, negativem zde mize byt vysoka

pofizovaci cena.
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e Hoicik
Hoi¢ik patii mezi kovy s velice dobrou elektrickou vodivosti 2*10” S/m, vysokou
mechanickou odolnosti a zaroven $patnou biokompatibilitou, U niz dochazi k uvoliovani

iontu.

Mezi nekovové alternativy mizeme zatradit uhlikové trubicky nebo také grafen. Uhlikové
trubicky se vyznacuji dobrou mechanickou odolnosti a snadnou biofunkcionalizaci
pii vyssi vodivosti 1,8%107 S/m. Na druhou stranu grafen je elasticky, ma vysokou
mechanickou odolnost a chemickou stabilitu a pomérn& dobrou vodivost mezi 10° az 108
S/m. Bohuzel tyto materialy mohou byt za urcitych podminek pro buiiky mirné toxické

(Chen et al., 2019).
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3 Vyzkumna c¢ast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Cilem této prace je vytvorit navrh funkéniho zatizeni pro elektrickou stimulaci bunék
na tkanovém nosi¢i v kultiva¢nich miskach pii dodrzeni sterilnich a manipulaénich
pozadavki a tim zajistit vySsi adhezi a proliferaci novych bunék. Vysledné zatizeni se
sklada ze samotnych elektrod zhotovenych z titanového plechu, dale z odlité silikonové
formy, ktera slouzi pro nasledné vyliti epoxidovou pryskyfici, a tim vytvoteni pevného

usazeni pro titanové elektrody.

Nedilnou soucasti je i zavedeni metodiky pro praci s nanovlakennymi scaffoldy
ve vyrobeném zafizeni. Pfedpokladd se, Ze navrzena metodika zpracovani

nanovlakennych substratti umozni mnohem snazsi a opakovatelnou praci s nimi.

Dale v ramci splnéni naroki na biokompatibilitu byl proveden test na cytotoxicitu
materialu ze zbylych odfezkd kousku titanu, které vznikly pii vyfezavani laserem

ze zakoupeného titanového plechu.

3.2 Metodika vyzkumu

Laboratorni ukony spjaté s praci byly zrealizovany na pidé Technické univerzity
v Liberci, a to konkrétné v biologické laboratoti Fakulty textilni, Katedry netkanych
textilii a nanovldkennych materialéi v budové E a v Ustavu pro nanomaterialy, pokrogilé
technologie a inovace budovy CXI v ¢asovém obdobi od 15. 11. 2021 do 3. 5. 2022. Jedna

se 0 metodu kvalitativni.
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3.3 Vlastni navrh stimula¢niho zafizeni pomoci titanovych elektrod

Design elektrody byl navrhovéan podle 24jamkové titrani destiky, tak aby elektrody
zatézovaly materialy na dné kultivacni desticky a zaroven aby $lo s jamkami pracovat
(tedy nebyly zakryt¢ a mohlo se pipetovat/odsavat). Elektrody, které budou pifimo

v jamkach, musi byt rovné pro vytvofeni homogenniho elektrického pole.
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Obr. 1 24jamkova titra¢ni desti¢ka (Zdroj: Anon, 2022)

Pro vytvoteni ndvrhu vytezku z titanového plechu byl pouZit pro studenty volné dostupny
2D program. Na obrazku vidite navrh elektrody pfipominajici hieben a rozméroveé
uzpusobeny tak, aby se vesel do zminované kultiva¢ni misky. Velikosti jsou v jednotkach

milimetra.
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Obr. 2 Navrh titanové elektrody (Zdroj: autor)
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3.4 Vybér materiali na elektrody

Pro vyrobu hiebenovych elektrod bylo nutné¢ vybrat vhodny vodivy material, ktery je
zaroven necytotoxicky. Byl zvolen titan, ktery je biokompatibilni a jiz Siroce vyuZzivany
ve zdravotnictvi, diky svym mechanickym vlastnostem nachazi uplatnéni v chirurgii
pii nahrazovani kloubu nebo i v jinych oblastech, jako je stomatologie. Titan ma sice
nizkou elektrickou vodivost (resp. vysoky odpor) v porovnani s ostatnimi kovy, ale je
cenove dostupnéjsi a ma dobré chemické vlastnosti. Lze ho sterilizovat ethylen oxidem
i ethanolem. Cisty titanovy plech grade 2 (dle standardu ASTM) byl zakoupen od firmy
zabyvajici se zpracovanim a vyrobou titanovych plechti. Rozméry potizeného titanového
plechu jsou tedy 200 x 100 x 0,4mm. Hiebeny byly fezany do titanového plechu pomoci
vlaknového laseru JK Fiber Lasers JK400FL pti vykonu 200 W, které vyfezal pan
Ing. Martin Lachman, Ph.D. (FS Katedra vyrobnich systému, na CXI).

Obr. 3 Proces fezani vlaknovym laserem (Zdroj: autor)
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Z titanového plechu bylo vyfezano 8 elektrod, které byly zacistény pilnikem a odmastény
za pomoci acetonu. Zbylé odiezky byly pouzity pro test cytotoxicity v dalsi Casti této

prace. Na obr. 4 vidite vysledek fezani.

Obr. 4 Vyiezané elektrody (Zdroj: autor)

3.5 Vytvoreni dievéné formy pro vyliti silikonem

Pro vytvofteni silikonové formy je zapotiebi vyrobit samotnou formu na silikon. Z divodu
lehké opracovatelnosti a dostupnosti materialu bylo zvoleno dievo. Forma je vyrobena ze

Ctyt kusu zkracenych lati a spodek formy tvoii zbytek z podlahové krytiny (Obr. 5).
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Zkracené laté byly predvrtany a spojeny vruty do obdélnikového pidorysu. Vysledny
pudorys ma rozméry 152 x 145 x 35 mm. Velice dilezitym tikonem je také vyplnéni

veskerych mezer silikonem, a to z divodu mozného protékani tekuté smési z formy ven.

——

Obr. 6 Sesroubovana dievéna forma (Zdroj: autor)

Pro ziskani kone¢ného tvaru formy je zapotiebi vlozit dovnitt takové pripravky, které
budou v kone¢ném duasledku slouzit jako dutina pro usazeni titanovych elektrod,
anasledné ho zalit epoxidovou pryskyfici. Pro navrh piipravkia byl stejné jako
Vv piedchozim piipadu vyuzit 2D program, avsak ten pfimo nepodporuje format pro 3D

tisk, proto Obr. 7 slouzi ¢isté pro prezentaci rozmérovych potieb piipravku.

Obr. 7 Navrh zatizeni pro finalni tvar formy (Zdroj: autor)

Ke zhotoveni tohoto navrhu byl tentokrat vyuzit bezplatny 3D software, ktery poskytne
potiebny format STL pro 3D tisk (viz Obr. 8).
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Obr. 8 Navrh zatizeni v 3D programu (Zdroj: autor)

Tisk byl proveden na 3D tiskarné Creality ENDER 3 V2 (viz Obr. 9), kde byla nastavena
doporucena teplota podlozky na 100 °C pfi teploté tisku 255 °C. Tyto teploty jsou
doporuc¢ené u pouzitého filamentu niceABS bronze s primérem 1,75 mm, kde ABS

V ndzvu znaci typ filamentu.

Obr. 9 Vyroba na 3D tiskarné (Zdroj: autor)
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Po dokonceni tisku je nutné nechat vyhiatou podlozku vychladnout, aby se zatizeni
a podlozka pii sloupavani zbytecné neposkodily. Po vyjmuti byly spodni hrany lehce

zbrouseny smirkovym papirem (viz Obr. 10).

Obr. 10 Vyjmuta a zacisténa zatizeni z 3D tiskarny (Zdroj: autor)

Zatizeni bylo potieno lepidlem a vsazeno do vnittku formy. Poté bylo zatézkano zadvazimi
a prebyte¢né lepidlo bylo odstranéno vatovou ty¢inkou. Lepidlo bylo ponechano
zaschnuti po dobu 24 hodin (Obr. 11).

L O T S

Obr. 11 Piilepena a zatézkana zafizeni v dievéné form¢ (Zdroj: autor)
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3.6 Vyliti silikonem

K vyliti formy byl pouzit kondenzaéni silikon s tvrdosti 25, ktery je dvojslozkovy se
slozkou A a slozkou B — tvrdidlo. Bylo postupovano dle navodu na obalu silikonu,
tzn. slozka A byla nalita do pfedem pfipravené Cisté nadobky a trochu promichana,
zvazena na piipravené vaze k ziskani spravného pomeéru. Navod udava pomér 100 : 2,
proto pii 555 g slozky A (silikon) bylo pfidano cca 11,3 g slozky B (tvrdidlo) a smés byla
dikladné promichana (viz Obr. 12).

Obr. 12 Navazeni slozek A a B (Zdroj: autor)

Takto rozmichanym silikonem byly opatrné vylévany prostory formy (viz Obr. 13) a pro

docileni jeho rozliti do vS§ech mezer bylo s formou poklepano.

Obr. 13 Vyliti formy silikonem (Zdroj: autor)
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Z divodu michani a vylévani se do smési vmisila spousta vzduchovych bublin, proto je
vhodné je Spendlikem nebo jehlou propichnout, aby smés byla co nejvice celistva. Forma
byla ponechdna cca 24 hodin k vytvrdnuti (Obr. 14).

Obr. 14 Tuhnuti silikonu v dfevéné formé (Zdroj: autor)

Po zatuhnuti byla dfevéna forma rozsroubovana a nozem byl odstranén jistici silikon,
poté bylo formu mozné jednoduse vyndat. Po vyndani byly nozem zacistény piesahujici
odlitky. O¢istény vysledek 1ze vidét na (Obr. 15).

Obr. 15 Silikon vyjmuty z dievéné formy (Zdroj: autor)
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3.7 Vyliti epoxidovou pryskyfrici a usazeni titanovych elektrod

Vyliti epoxidovou pryskyfici bylo procesové velice podobné jako v ptipadé vylévani
formy silikonové. Znovu se jednalo o dvouslozkovou smés, avSak potfebné mnozstvi pro
vyliti v tomto piipad¢ je pouhych 180 g, proto pii poméru 100 : 23, ktery byl udan
vyrobcem na obalu lahve, bylo v ¢isté nadobce navazeno a smichano 150 g slozky

A (pryskyfice) a 3 g slozky B (tvrdidla).

Tentokrat bylo potieba dostat nechténé bubliny vzniklé pfi michani jinym zptisobem, nez
tomu bylo v ptedchozim ptipadé. Byla zvolena vakuova pumpa, jejiz vyuziti nam bylo
poskytnuto v laboratofich CXI. V nadobce rozmichand epoxidova pryskytice byla
vlozena do vakuové komory, kde byl odsat vzduch, coz zpusobilo vypraskani
vzduchovych bublin. Proces byl zopakovan po vyliti z nadobky do silikonové formy (viz

Obr. 16). V mezicase byly piipraveny titanové elektrody.

Obr. 16 Silikonova forma s epoxidem ve vakuové komote (Zdroj: autor)
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Na (Obr. 17) mizeme vidét titanové elektrody, které¢ byly pomoci distan¢nich $paliki
a montaznich podlozek vzdaleny od sebe mezerou 12 mm a byly zajistény plastovymi

svérkami.

- A ST "o V2 >
Obr. 17 Piipravené elektrody (Zdroj: autor)
Takto ptipravené elektrody byly velice opatrné vlozeny do vnittku formy
s tekutou epoxidovou pryskyftici, jak 1ze vidét na (obr. 18), a znovu byly vlozeny do

vakuové komory.

Obr. 18 Titanové elektrody vsazené do tekuté pryskyfice v silikonové formé (Zdroj:
autor)
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Na (Obr. 19) 1ze na prvni pohled vidét vychazejici vzduchové bubliny z formy ven. Tento
proces trval cca 10 min, poté byla cela forma vyndana a ponechana k vytuhnuti

v pokojové teploté po dobu 24 hodin.

Obr. 19 Forma se zafizenim vlozena ve vakuové pumpé (Zdroj: autor)

Po uplynuti doby pro vytuhnuti pryskyftice byla zafizeni velice jednoduse vyjmuta
z formy ven. Jak lze vidét na (Obr. 20), bylo potieba zacistit nedokonalosti a hlavné

uvolnit zalité¢ konce napajecich ploch elektrod.

35



Pro uvolnéni napajecich ploch elektrod byla pouzita frézka, kdy bylo postupné frézovano
az k tenké vrstve, ktera se dala odloupnout za pomoci noze. Na (Obr. 21) je zachycen

prub¢h frézovani a na (Obr. 22) vidite vysledek po zaéisténi.

PYPPVYVYYFYVYVYTVY ¥V ¥V -
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Obr. 21 Proces frézovani (Zdroj: autor) Obr. 22 Vysledek frézovani (Zdroj: autor)

Ofrézovana zatizeni byla ulozena do titracni desticky, kde byla naposledy zkontrolovana,

zda dostate¢né pasuji, a piipadnym brousenim byla doupravena (viz Obr. 23)
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Obr. 23 Usazeni zatizeni do titra¢ni desticky (Zdroj: autor)
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Posledni upravou zbyva ptizplsobit pivodni zakryvaci vicko, které na zatizeni nesedi
z dtivodu piesahu napajecich ploch titanovych elektrod z titraéni desti¢ky, proto bylo
vic¢ko doupraveno za pomoci ru¢ni frézky, kterou byly vyfezany dostate¢né velké otvory,

ty byly o¢istény a zapilovany jehlovym pilnikem (viz Obr. 24).

Obr. 24 Upravené zakryvaci vicko titrani desticky (Zdroj: autor)

3.8 Priprava nanovlakenného scaffoldu do titracni desticky

Pro vyrobu nanovlakenného materialu byl pouzit roztok polykaprolaktonu (PCL)
s molekulovou hmotnosti 45000 g/mol o koncentraci 16 hmotnostnich %, ktery byl
rozpustén v chloroformu, ethanolu a kyseliné octové o poméru 8 : 1 : 1 a poté byl
zvlaknén na zafizeni Nanospider TM NS 1WS500U (Elmarco, Ceska republika)
inzenyrkou Markétou Kli¢ovou =z Fakulty textilni, Katedry netkanych textilii
a nanovlakennych materialti. Vyrobni parametry byly nastaveny tak, aby vysledna vrstva

méla plosnou hmotnost 20 g/m?.

3.8.1 Hodnoceni morfologie nanovlakenného materialu

Vyrobeny scaffold je potieba zkontrolovat pod elektronovym mikroskopem TESCAN
VEGA 3 SB Easy Probe (Tescan, Ceska republika) z toho diivodu, aby bylo zjisténo, zda
pii vyrobé scaffoldu nedoslo k deformacim, které by mohly negativné ovlivnit proliferaci

a adhezi bun¢k. Scaffold byl pied vsazenim do mikroskopu pozlacen 10nm vrstvou zlata
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na zafizeni Quorum Q150R ES (Quorum Technologiest). Snimky na (Obr. 25) byly

potizeny se zvétSenim 5000% a neobjevuji se na nich vyrazné deformace.

\
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A

Obr. 25 Snimky vlaken ze SEM s métitky 100 pm, 50 pm, 20 pm a 10
pum (Zdroj: autor)

3.8.1.1 Pramér vlaken

Primér nanovlaken byl vypocitan za pomoci softwaru ImagelJ, kde bylo naméieno 250
hodnot, ze kterych byl vypocitan primér a smeérodatnd odchylka. Vysledny primér
vlakna je tedy (819 + 657) nm. Na (Graf 1) byla vynesena Cetnost naméfenych praméri

vlaken.
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Graf 1 Histogram praméru vlaken (Zdroj: autor)

3.8.2 Smacivost vrstev

Smacivost je hodnocena pomoci kontaktnich uhli kapek dopravenych na material. Pokud
ma kapka mezni uhel pod 90°, je materidl povazovan za smacivy, avsak pokud ma kapka
mezni thel nad 90°, je material povazovan za nesmacivy. Test smacivosti byl proveden
na vystfizeném kousku PCL, ktery byl pfilepen oboustrannou paskou na podlozni sklicko
(viz obr. 26). Skli¢ko s materialem bylo umisténo pied snimaci kameru a pipetou byly
nanaseny kapiCky destilované vody. Z uskuteénénych meétfeni byl vypocitan prumér
a smérodatna odchylka (39,06 + 4,39)°. Podle vysledku se testovany material jevi jako

smacivy.

Obr. 26 Pfipraveny material po provedeni testu smaclivosti (Zdroj: autor)
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3.9 Metodika pripravy nanovlakenného materialu do titra¢ni desticky

Pro testovani zafizeni je tfeba pfipravit nanovlakenny scaffold. Do jamek o priméru
16 mm je nutné scaffold nastiihat za pomoci vykrajovatka, které ma pravé zminény
pramér. Protoze je scaffold velice jemny, byl vloZzen mezi dva listy papiru, kde byla
tuzkou vyznacena jeho horni strana a vystifizena. Vysttizené scaffoldy byly vyndany
Z pomocnych papirti a za pomoci pinzety opatrn¢ vlozeny na dno titra¢ni desticky (viz
Obr. 27).
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@

Obr. 27 Vykrajeny material usazeny do titra¢ni desticky (Zdroj: autor)

Desticka s nanovlakennymi materialy byla sterilizovana ethylenoxidem po dobu 12 hodin
pfi teploté 37 °C (Aprolene, UK). Sterilizace byla provedena podle normy CSN EN ISO
11135-1 Sterilizace vyrobki pro zdravotni péci — Sterilizace ethylenoxidem — Cast 1:
Pozadavky na vyvoj, validaci a pribéznou kontrolu sterilizatniho postupu pro
zdravotnické prostiedky. Vyrobené zatizeni bylo sterilizovano 70% ethanolem po dobu
30 minut a uloZzeno do boxu s UV zafenim na 20 minut. Po sterilizaci je mozné usadit

zatizeni do destic¢ky (viz Obr. 28).
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Obr. 28 Usazeni zafizeni a zakryti vickem (Zdroj: autor)

3.10 Nastaveni elektrické stimulace

Pro laboratorni testy je potfeba nastaveni vhodné elektrické stimulace pifi odporu
titanovych elektrod a média. Zatizeni bylo zapojeno do jednoduchého obvodu za pouziti
krokosvorek, pticemz Cervené vodie byly kladné polarity a zluté vodice polarity
zaporné. Jak Ize vidét na Obr. 29, tfi fady byly stimulovany a zaplnény bézné pouzivanym
médiem vyuzivanym prave pro kultivaci bunék s vodivosti 15 mS/cm a jedna tada byla

ponechéna Cisté bez stimulace a média.

Obr. 29 Testovani vyrobeného zatizeni elektrickou stimulaci (Zdroj: autor)
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Cilem testu bylo nastavit stimulaci tak, aby platilo, ze vysledna amplituda peak to peak
bude 100 mV. Na pfipojeném osciloskopu (viz Obr. 30) Ize vidét prubéh 100 mV bez

zatéze.

RIGOL TD
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MENEN 20 . 0w

Obr. 30 Pribéh stimualce na osciloskopu bez zatéze (Zdroj: autor)

V ptipad€ napipetovani média do jamek poklesne napéti z ptivodnich 100 mV na 56 mV
(viz Obr. 31), to je tieba jednoduchym pienastavenim zdroje bez nutnosti zesilovace

navysit opét na chténych 100 mV.

RIGOL RUN

Obr. 31 Pribéh stimulace na osciloskopu se zatézi (Zdroj: autor)
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3.11 Test cytotoxicity

Test cytotoxicity poskytuje informaci, zda pii fezani za pomoci vlaknového laseru
nedoslo ke vzniku toxickych rezidui, ktera by mohla negativné ovlivnit proliferaci bun¢k
Vv titra¢ni desticce. Jedna se o tfidenni test, ktery se hodnoti pomoci metabolického testu
CCK-8. Tento test je pouzit Kk ureni viability, ¢imz je mySlena zivotaschopnost bunék.
Test cytotoxicity probihd dle normy CSN EN ISO 1993 — 5 Biologické hodnoceni
zdravotnickych prostiedktt — Cast 5: Zkouska na cytotoxicitu in vitro. Byla pouZita
bunécénd linie 3T3 mysi fibroblasty a médiem Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM, Biosera, Francie) s 10% fetaln¢ bovinnim sérem (Biosera, Francie) a s 1%
smé&si antibiotik obsahujicich penicilin, streptomycin, amfotericin B a glutamin (Biosera,
Francie), pro odlouc¢eni bun€k ze dna kultivacni misky jsme pouzili trypsin-EDTA
(Lonza, Svycarsko) a pro pozitivni kontrolu byl pouzZit cytotoxicky Triton X-100 (Sigma
Aldrich, USA). Vyhodnoceni bylo provedeno za pomoci spektrofotometru.

3.11.1 Prvni den testu

V prvnim dnu testu bylo tedy cilem si pfipravit bunéénou suspenzi s kultiva¢nim médiem,
které bylo poté nasazeno do 96ti jamkové titracni desticky, avSak pfed nasazenim bun¢k
do jamek je nutné bunky zpasdZovat. PasdZzovani bun€k je proces, pii kterém bunky
fedime a ménime jejich vyCerpané médium. Veskeré procesy s buiikami se odehravaji
V lamindrnim boxu, kde manipulujeme s prostfedky, které byly dikladné
vydezinfikované ethanolem a veskeré nastroje se opaluji plamenem z kahanu k docileni

co nejvetsi sterility.

Bunky ulozené na dné kultivacni lahvicky s médiem vyndame z vyhtatého inkubatoru
s teplotou 37 °C a zkontrolujeme pod mikroskopem. Z kultiva¢ni lahvicky odsajeme
odsavackou staré médium a pfiddme 2 ml PBS (fosfatovy pufr) pro proplachnuti bunék
a znovu odsajeme. Pro uvolnéni bunék ze dna lahvi¢ky pouzijeme 2 ml trypsinu a poté
kultivacni lahvi¢ku vlozime na 5 minut zpét do inkubatoru. Plisobenim trypsinu dojde
nejenom K odlepeni ze dna, ale taktéz ke zmén¢ morfologie buiky, a to ve formé
zakulaceni. Po uplynuti 5 minut znovu vyndame z inkubatoru a zkontrolujeme pod
mikroskopem. V dalsi ¢asti pifidame pipetou 4 ml média obsahujiciho mimo jiné
I blokator trypsinu. Pro docileni rozbiti shluki bunék musime médium pipetou nékolikrat

nasat a vypustit, idealné¢ po dné kultivacni lahvicky. Nasledn¢ se odebere bunéc¢na
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suspenze z kultivaéni lahvicky, kde nechame 3 az 6 kapek a k tomuto zbytku pridame

12 ml média.

Dalsim ukonem je spocitani bunék, aby byl zjistén pocet bunék nutny pro vlozeni do
jedné jamky a aby bylo mozné spocitat celkové mnozstvi média. Bylo odebrano 10 pl
bunééné suspenze a k tomu bylo pfidano 10 ul trypanové modii. Byla provedena dvé
meéfeni. Obsah zkumavky pipetou opakované nasajeme a vypustime, abychom docilili
promichéani. Do pfipravené specidlni desticky napipetujeme 10 pl obarvené suspenze
a desticku vlozime do automatického pocitadla (Lunam™ cell counter), které spocita buiky
a vyhodnoti jejich viabilitu. Do jedné jamky bylo pfidano takové mnozstvi bunétné
suspenze, aby bylo v jamce 10* bunék. Po rozpo¢itani je celkové mnozstvi média DMEM

6536 ul, které napipetujeme do jamek titratni misky.

V posledni ¢asti prvniho dne testovani byly piipraveny materialy, které prosly fezanim
za pomoci vlaknového laseru, piicemz jeden kousek byl opilovan a odmastén acetonem
(TIT-OO0) a druhy byl ponechan bez odmasténi a opilovani (TIT). Oba materialy prosly
30ti minutovou sterilizaci v 70% ethanolu a vysvicenim pod UV svétlem. Nasledné byly

ulozeny do sterilniho boxu.

Na 10 mg materialu je potfeba 1 ml média, proto pfi vaze pouzitych materialti, kde kazdy
zZ nich ma 100 mg, ptiddme 10 ml média DMEM. Ulozené materialy byly vyndany ze
sterilniho boxu a vlozeny do pfipraveného média, kde byly louhovany po dobu 24 hodin

na tfepacce o otackach 60 rpm pfi teploté 37 °C.

3.11.2 Druhy den testu

V druhy den testu byla desticka s buiikami nejprve zkontrolovana pod mikroskopem.
Bylo odsato staré médium a k bunkam bylo pfipipetovano 100 pl vyluhu z materialu
pfipraveného z ptedchoziho dne. Dale byla ptipravena pozitivni (PC) a negativni kontrola
(NC). Pozitivni kontrola byla aplikovana z toho diivodu, aby byla vyvolana a potvrzena
cytotoxicka odezva, to je provedeno pomoci 13 pl cytotoxického Tritonu-X 100
o0 koncentraci 0,1 % spoleéné¢ s médiem DMEM o objemu 1287 pl do prvniho fadku
misky. Negativni kontrola je Cist¢é médium pfidané k buitkdm a slouzi jako reference

bunééné viability (viz Obr. 29).
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Obr. 32 Fotografie extraktti materialt v 96jamkové desti¢ce (Zdroj: autor)

3.11.3 Treti den testu

V posledni den testu bylo ptipraveno 10% CCK-8 v médiu s celkovym objemem 760 pl
spole¢n¢ s 6840 pl média DMEM. Desticka byla vyndéana z inkubatoru a zkontrolovana
pod mikroskopem. Extrakty byly odsaty a bylo napipetovano do jamek 100 ul 10% CCK-
8 smédiem DMEM. Nasledné¢ byly buiky inkubovany 3 hodiny v inkubatoru.
Po uplynuti 3 hodin byly vytazeny z inkubatoru a zméteny za pomoci spektrofotometru.
Na (obr. 30) stoji za povSimnuti vyrazny rozdil v barvach fadku s pozitivni kontrolou
a ostatnimi fadky. To je zplisobeno tim, Ze v pozitivni kontrole byly buiiky usmrceny
cytotoxickym tritonem-X a V ostatnich fadcich vznika zlut€¢ zbarveny formazan

vyprodukovany aktivitou bunék.
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Obr. 33 Desticka po 3hodinové inkubaci CCK-8 (Zdroj: autor)

3.11.4 Vyhodnoceni vysledkii

Data naméfena ze spektrofotometru pii vinové délce 450 nm jsou zaznamenana v tabulce
v Piiloze I. Cervena barva v tabulce znamena odchylenou hodnotu, kterd s nejvétsi

pravdépodobnosti vznikla Spatnou manipulaci pfi pipetovani, proto byla vytazena.

Viabilita bun¢k byla posuzovana podle negativni kontroly, jejiz primér z naméfenych
hodnot byl stanoven na 100 %. V Tab. 1 jsou spocitané pruméry absorbanci a jejich
smérodatné odchylky, taktéz byla spocitana viabilita se smérodatnymi odchylkami.

Tab. 1 Vypocditané priméry se smérodatnymi odchylkami a vypoctena viabilita se
smérodatnymi odchylkami (Zdroj: autor)

primér SD viabilita [%] SD viabilita
NC 4,465 0,239 100,000 5,345
PC 0,654 0,016 14,658 0,360
TIT-00 4,798 0,214 107,467 4,785
TIT 4,664 0,479 104,470 10,730

Viabilita byla vynesena do (Graf 2). Vyznacena ¢erna ¢ara na 70 % urcuje hranici, pod
kterou byly materialy povazovany jako cytotoxické. Z grafu lze vidét, ze testované
materialy nejsou pro buiiky nijak cytotoxické. Dale byla pozorovana mirné vyssi viabilita

materialu, ktery byl opilovan a odmastén acetonem.
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Graf 2 Vypoctena viabilita bun€k po kontaktu s extrakty materialti
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4 Diskuze

Bakalafska prace byla zamétena na uzkou ¢ast metod manipulaci s bunéénymi materialy,
ptihlizeno bylo téz k aktualnim potfebam tkanové laboratoie KNT. V teoretické ¢asti
prace byly predstaveny rizné realizace bunécnych reaktori, v rdmci cehoz byly
dopodrobna analyzovany veSkeré metodiky a pouzité materialy vhodné pravé pro
konstrukei téchto sestav. Sestavy slouzily jako odrazovy mustek pro vytvoreni vlastni

konstrukce zatizeni vyhovujici uceliim konkrétni biologické laboratofte.

Jednim z prvnich tkolt bylo vybrat vhodny material pro stimulacni elektrody. Zamérem
bylo vybrat takovy material, ktery svymi vlastnostmi bude dostatecné mechanicky
a chemicky odolny, zaroven bude co nejvice biokompatibilni. UvaZovano bylo o nékolika
materialech, jez byly popsany V kapitole 2.3. Jednim z kli¢ovych kandidatt byla platina,
ktera se objevuje ve vétSing sestav, ale i pfesto byl vybran titan, ktery se sice nemutze
rovnat s vodivosti platiny, avSak jeho vynikajici biokompatibilni a mechanické vlastnosti
jsou provéteny mnoha léty uplatnéni v medicin€. V neposledni fad¢ nelze opomenout to,

ze je cenove dostupnéjsi.

Vysledny tvar elektrody nebyl ovlivnén pouze pudorysem a rozméry dané titracni
desticky, ale zaroven okolnostmi, které elektrodé umoznily zatizeni a udrzeni
nanovldkenného scaffoldu na dné jamek. Za povSimnuti stoji, Ze veSkeré dohledané
sestavy z teoretické Casti pracuji z vétsi Casti bez nanovlakennych scaffoldi — vyjma
feseni z publikaci (Li et al. 2018; Zhang et al. 2016), proto bylo nutné pfijit s vlastnim

feSenim.

V navaznosti na ptedchozi problém bylo taktéz nutno vymyslet, jakym zptisobem bude
do elektrod ptivadeén proud a jak budou samotné elektrody drZet v desticce. NejlepSim
reSenim se zdalo byt zafixovani elektrod do vicka titracni desticky — jak tomu je
Vv publikacich (Mobini et al. 2018; Li et al. 2018). Ovsem to se nakonec prokazalo jako
feSeni nepraktické, jelikoz pti odkryti vicka s elektrodami vyplave nanovlakenny scaffold
na hladinu nebo pfilne k elektrodam, coz zneptijemiiuje vyménu média a obecnou
manipulaci ve sterilnim prosttedi. Proto bylo v této praci ptistoupeno k uchyceni elektrod
pomoci epoxidové pryskyfice, kterd je pevnd, chemicky odolna a snadno tvarovatelna.
Vytvofenim takovéhoto mezikusu se eliminoval problém vyplavani nanovlakenného

scaffoldu — vysledkem byla snaz$i manipulace pfi vyméné média. V neposledni fadé
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muzeme benefit shledat ve vyrob¢ silikonové formy pro zaliti elektrod epoxidovou

pryskyfici (viz kapitola 3.6), kterd zarucuje opakovatelnost vyroby téchto zatizeni.

Metodika vytvareni nanovldkennych materidlli neni ni¢im novym, piesto je dilezité
konkrétni nanovldkenny materidl vzdy zkontrolovat a urcit, zda je vhodny pro pouziti
Vv titra¢nich jamkach. Posuzovan byl zejména primér vlaken kontrolovany v kapitole

3.8.1.1 a smacivost v kapitole 3.8.2 — dle (Sun et al. 2021; Jenkins a Little 2019).

Zéavérem bylo provedeno testovani pouzitého titanového materidlu, pficemz
biokompatibilita titanu je sice nepopiratelna, avsak vyvstaly odiivodnéné obavy, Ze fezani
vlaknovym laserem by tuto schopnost materialu mohlo negativné ovlivnit. Proto byl
prvné proveden tfidenni test (vyhodnoceni viz Graf 2), ktery prokazal, Ze i pfes provedené
fezani nedoslo k poklesu viability pod 70% hranici, ¢imz byla vyloucena cytotoxicita

pouzitého materialu.
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5 Navrh doporuceni pro praxi

Vytvofené zafizeni umoziuje pomérné snadnou manipulaci a je vhodné k provadéni
opakovatelnych testd v ramci kultivace bunck, ale pfesto se stile jednd o zakladni
zafizeni, které 1ze mnoha dalSimi upravami vylepsit. Jednou z navrhovanych uprav mize
byt vytvoreni pratokové vodni 1azné k odvadéni Joulova tepla, a tim zabranéni narustu
teploty v médiu. Dalsi zajimavou upravou by mohla byt kombinace stimulaci elektrickym
a magnetickym polem. OvSem existuje i mnoho dalSich uprav, které by mohly vytvofit

vhodné podminky pro hlubsi vyzkum této problematiky.
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6 Zavér

Hlavnim cilem bakalafské prace bylo vytvofeni funkéniho zafizeni a metodiky jeho
pouziti. V teoretické ¢asti prace byly shrnuty hlavni principy tkanového
inZenyrstvi — v€etné vymezeni konkrétni problematiky ve vytvareni bunénych reaktorti
s cilem zisku vyssi efektivity v oblasti kultivovani bunék. Soucasné byla provedena
reSerSe zpracovani vyuzitelnosti nanovldkennych scaffold jako podptrnych struktur,
které by mély zajistit vétsi proliferaci a adhezi bun¢k. Zavérem této casti byly velice
strucné nastinény zejména kovové materidly vyuzivané ve zdravotnictvi a byly popsany

bodovité jejich zdsadni rozdily ve vlastnostech.

Vyzkumna ¢ést se zabyva primarné vytvofenim metodiky vyroby funkéniho zafizeni,
pti¢emz bylo pouzito hned nékolik odlisnych technik k dopracovani se ke kyzenému
vysledku. Jednim z dil¢ich vystupti bylo vytvofeni silikonové formy, kterda miize
vV budoucnu slouzit k opétovnému pouziti, ¢imz se zajisti dostatecné mnozstvi zatizeni
pro testovani. V dalSim vystupu byla vypracovéna metodika nanovlakennych scaffoldi,
ve které bylo v kombinaci se stimulaénimi elektrodami dosazeno snazs$i manipulace
S nanovldkennym materidlem. V ramci tfetiho vystupu doslo k ovéfeni cytotoxicity
titanového plechu po fezani na vldknovém laseru, u kterého bylo prokazano, ze titanové
elektrody nejsou cytotoxické, tim padem jsou vhodné pro pouZziti k pfimému kontaktu
s médiem v titracnich jamkach. Pfredposledni vystup s nastavenim stimulace prokazal
schopnost vytvorit elektrické pole mezi dvéma opacné nabitymi elektrodami. Ovéfeni
funkcénosti a kutivace bun€k pfi elektrické stimulaci s vyrobenym zafizenim nebyla
moznd kvuli dlouhodobé odstdvce inkubatoru, proto tento test mize byt proveden
az v dal8i zavérené praci. To nabizi téZ prostor pro vylepSeni zafizeni ¢i provedeni

rozsahlejsiho bunééného testovani.
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