Bunka, tkan, organ, tkanové
inzenyrstvi a kultivacni reaktory,
biokompatibilita

BSC — Biosystém clovéeka
Doc. Ing. Roman Matéjka, Ph.D.

Inovovano za podpory projektu IP —,,Inovace a propojeni vyuky zamérené na metody testovani
biofyzikalnich vlastnosti Zivych tkani a bunék"




Tkan

* Soubor morfologicky podobnych bunék

Angiogram anterior IM | Angiogram lateral 1M

e Bunécna a mezibunécna slozka

* Rozdéleni tkani
* Epitelova
* Pojivova gé
e Svalova
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Bunka

e Zakladni funkcéni jednotka
* Prokaryoticka / Eukariotickd bunka

* Fyziologie
e Osmotické jevy
e Bunécny cyklus
* Metabolismus

e Tvorba proteinu
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Morfologie bunecnych kultur

* Buniky suspenzni

e Bunky ,kulovitého” tvaru — homogenné v kultivacnim médiu -
suspenze

* Rotacni bioreaktory, trepacky apod.
* Hematopoetické bunky
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Morfologie bunécnych kultur

e Bunnky adherentni (prisedlé)
* RuUst na povrchu — adheze na povrch

* Vlyzaduji kontakt s mezibunéénou hmotou — dno kultivacni
nadoby

 V pripadé ze nemuzou adherovat dochazi k apoptdze (anoikis
— bezdomova)

e Rozdilny tvar pro rizné bunécné typy




Rust bunek - proliferace

* Rustova krivka bunék 3 (resp. 4 faze)

Stationary phase

\)eath phase
Log phase

Lag phase

Number of cells (log)

Time (days)




Rust bunék - proliferace

 LAG-FAZE: ahdeze bunék na povrch, rozprostieni
* U linii ca do 30 minut
e U primokultur mlze doba vyrazné delSi — hodiny az dny

 LOG-FAZE: buriky se mnozi geometrickou fadou. Rast
probiha tou nejvyssi rychlosti, Casem dochazi k
vyCerpani zivin z prostredi, rychlost rlstu se zpomaluje.

» STACIONARNI FAZE: Ziviny jsou vyéerpany, dochazi k
hromadéni metabolity; je pozastaven rist —bakterie se

nemnozi, ale ani nehynou, udrzuji bazalni
metabolismus.




Podminky pro rust bunék in-vitro

-
* Snaha je vytvorit fyziologické podminky

e Teplota 37 °C

* Atmosféra obohacena o 5 % CO, — odpovida pomérum
extracelularni tekutiny, udrzeni pH, uhliCitanovy pufr

e Relativni vlhkost >90 % - omezeni odparu kultivacniho
média a zmény osmotickych pomér

* Bunécné inkubatory Jpp— _—
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Kultivacnhi meédium
-
* [zotonicky roztok, pH 7,4 optimalné, 280-320 mOsm

* Anorganické ionty (Na+, K+, Ca2+, Mg2+, Cl-, PO43-,
SO42-, HCO3-),

* Glukdzu nebo vyssi cukry jako zdroj energie

 Aminokyseliny a vitaminy, antibiotika, antimikotika

* Fetalni hovézi sérum — zdroj rustovych faktord,
hormond, proteiny umoznujici adhezy
* Rozdilné Sarze
* Bezssérova média

* Indikace pH — fenolova cerven
e alfa-MEM, DMEM, EBM2 (EGM2).....




Vyznam tkanovych/bunécénych kultur

]
* Snaha je minimalizace pokusech na zviratech

e Bunécna kultura vytvari modelovy — izolovany — systém
* Planarni podminky rustu
* Dediferenciace kultury —zmeéna chovani bunék
* Neni mozné zajistit komplexni podminky in-vivo systému

* Regenerativni medicina a tkanové inzenyrstvi
* Funkcionalizované nahrady tkdni a organu
* Funkcionalizované |éciva




e 1885 Wilhelm Roux — tkan kureciho embrya
e Teply solny roztok
e Udrzel tkan pri zivoté nékolik dni
* Ross Granvillle Harrison — nervové bunky z zabiho
rarodku

* Problém s kontaminaci = asepticka prace, autoklavovani
e Udrzel bunky pfri Zivoté vice nez 5 tydnu

* 1910 Montrose Burrows a Alexis Carrel — zavedeni
kultivace in-vitro
e Kultivacni médium
e Kultivacni substraty




Ziskani bunécné kultury

]
* [zolace bunécného typu z rostliny nebo zivocicha

* Mechanické rozvolnéni tkané

* Enzymatické natraveni tkané - kolagenaza, elastaza nebo
trypsin
e Gradientni centrifugace — separace slozek

* Primokultura — fenotypizované bunky

 Kmenové bunky — ,,univerzalni“ bunky
e Bunécna proliferace
e = konfluentni stav

* = pasazovani
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Bunécné

inie

* Postupnym délenim dochazi ke zkracovani telomer

e Hayflicklv limit — ca. 50 déleni — senescentni bunky,
bunécna smrt

* Nadorové, imortalizované bunky
e Kontinudlni bunécna linie
e Neomezeny pocet déleni

e 1951 — Henrieta Lacks — Hela
karcinom délozniho Cipku




Kultivacni systémy, bioreaktory a
3D biotisk

e KultivaCni systémy
e Simulace fyziologickych
podminek

. Komb_inace mechanické a
chemické stimulace bunék

* Podpora proliferace
diferenciace bunék

* Automatizovana funkce
systému
* Funkce v rezimu 24/7
e Vzdalena sprava

* Deceluarizace tkani pro
pripravu substratu

* 3D biotisk umoznuijici
pripravu strukturovanych

substratl vCetne 5
inkorporovanych bunék

Fibrin

Glass (plasma treated)




Automatizovana decelularizace

Combined brightfield with DAPI DAPI only

* Reprodukovatelna metoda
decelularizace tkanée
* Cévy, perikardy, periferni
nervy

e Cisténi amniovych membran

Native tissue

e Automatizovany postup bez
nutnosti zasahu

SDS decellularization, prior
DNAse treatment

Decellularized tissue




Static cultivation

Dynamic cultivation

Priprava cévnich zaplat na bazi
decelularizovanych tkani

* Recelularizace pomoci
stromalnich a kmenovych i3
bunék z pupecniku (auto-,
allo)

* 3D tisk pro homogenitu

* Prekultivace v reaktoru iy
pro podporu rekolonizace s 5L
a diferenciace do SMC
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Priprava cévnich nahrad na bazi
decelularizovanych tkani

* Systémy uzpusobené pru tubularni  §
tkané

* Rotacni osazeni nebo vyuziti
impregnace hydrogelem

* Kombinovana stimulace
laminarnim proudénim a
pulzatilnim tlakem

* Podpora ristu bunék a penetrace
do tkané

* Diferenciace smérem k hladkému
svalu

* “Pre-endotelizace”
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Verifikace ve zvirecim modelu decelularizované
tkane s bunecnou rekolonizaci

* Implantace do
karotického povodi
prasete domaciho

* \/yuziti allo a xeno
tkané pro decel.

* Observace 1 a 6 meésicu

‘ Recolonized with
Native vessel i autologous cells



Priprava cevnich nahrad na bazi kolagenovych nano
a mikrovlaken a hydrogeld
T

 Kompozitni materialy pro tvorbu
substratu

* PCL, kolagen, lyofilizované decel. tkané

* Impregnace hydrogelem s bunécnym
substratem

e 3D tisk substratu

* Kultivace v reaktorech pro integraci
bunék do substratl a zvyseni
mechanické odolnosti



