Priprava tisknutelného kolagenového hydrogelu

Pfiprava michaciho systému
1. Dle schématu vloZte do michaciho systému jednotlivé komponenty — kolagen, pH
zdkladni a pH zvySené médium, pripojte oplachové PBS a vakuum
2. V SW pouzijte tlacitko Dose 25 ul a dotlacte jezdce na Uroven stiikacek

3. Prebytecné slozky vniklé do michacich kandld vyplachnéte pomoci PBS a odsajte
vakuvovym ventilem
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Obrdzek 1 - schema michaciho systému.
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Obrdzek 2 - oviadaci SW michaciho systému.

Kalibrace pH kolorimetru a spektrometru
1. Do odpovidajici chladici komory — volba podle objemu gelu — vlozZte injekéni stfikacku
s bilou kalibraéni tekutinou
2. Nastavte LED na 100% vykonu
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3. Stisknéte Calibrate a ovérte zda odpovida iluminantu D65
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Obrdzek 3 - ovladaci okno kolorimetru

Titrace pH hydrogelu
Provedte titraci kolagenového hydrogelu a jeho zménu pH.
1. Do michaci stfikacky nadavkujte 1400 ul kolagenu
2. Proplachnéte kanaly smésovacich ventilt
3. Pfipravte médium o dané koncentraci NaOH
4. Po 200 ul pfidavcich pridavejte neutraliza¢ni médium do kolagenu a postupné
michejte
5. Vyneste zménu pH v grafu, provedte pro okrajové hodnoty 0 a 25 ul/ml a dale
naleznéte optimalni koncentraci
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Collagen hydrogel volumetric titration

Collagen 30 mg/ml, 0.05% acetic acid

pH at 2:1 volume (1st neutr.)
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Obrdzek 4 - titracni kfivka kolagenového hydrogelu.

Priprava kolagenéhové bioinku
Na zakladé titracni kfivky zvolte optimalni pH — pfi pfidavku poloviny objemu by méla
dosahnout pH kolem 7

Nadavkujte dany objem kolagenu do smésovaci strikacky
Vyplachnéte kanaly michaciho systému

Naplnte spodni kanal pomoci pH zvySeného média — drop 150 ul.
Nyni nastavte dany pomér média

Pomoci Drop 450 ul doplrite cely michaci kanal

Doplnte % objemu kolagenu neutralizacnim médiem
Pridejte bunéc¢nou suspenzi — objem % objemu kolagenu
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Smichejte

Neutralization medium NaOH concentration (ul/ml)
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ul/m| NaOH
ul/ml NaOH

0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00
25,00 12,50 8,33 6,25 5,00 4,17 3,57 3,13 2,78 2,50 2,27
25,00 16,67 12,50 10,00 8,33 7,14 6,25 5,56 5,00 4,55 4,17
25,00 18,75 15,00 12,50 10,71 9,38 8,33 7,50 6,82 6,25 5,77
25,00 20,00 16,67 14,29 12,50 11,11 10,00 9,09 8,33 7,69 7,14
25,00 20,83 17,86 15,63 13,89 12,50 11,36 10,42 9,62 8,93 8,33
25,00 21,43 18,75 16,67 15,00 13,64 12,50 11,54 10,71 10,00 9,38
25,00 21,88 19,44 17,50 15,91 14,58 13,46 12,50 11,67 10,94 10,29
25,00 22,22 20,00 18,18 16,67 15,38 14,29 13,33 12,50 11,76 11,11
25,00 22,50 20,45 18,75 17,31 16,07 15,00 14,06 13,24 12,50 11,84
25,00 22,73 20,83 19,23 17,86 16,67 15,63 14,71 13,89 13,16 12,50

Obrazek 5 -pomeérova titrace a vyslednd koncentrace NaOH.

Priprava tisku
1. Pfipraveny bioinkoust presunte v chlazeném drzaku do biotiskdrny — pozor je nutné
zachovat nizkou teplotu
2. Provedte kalibraci tiskarny
a. Homing osy Z
b. Homing os XY
c. Vlozte sklicko na vakuovou podlozku
d. Stisknéte Probe
e. Poté nastavte platformu na 24x24
3. Vytisknéte kalibracni paternu — Snake
Vytisknéte vzorky pro dalsi kultivaci
5. Ovérte pomoci LD barveni

B

Obrdzek 6 - LD barveni kolagenového gelu s buniécnou kulturou.
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