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Angiogeneze vs. vaskulogeneze

Vaskulogeneze (neovaskularizace) = tvorba novych cév béhem vyvoje zarodku

* de novo vznik primarniho cévniho plexu
 zacatek 3. tyden vyvoje zarodku

* endotelidlni prekurzory — hemangioblasty Ei E

Angiogenesis

Angiogeneze = tvorba novych cév vétvenim z existujicich cév
* angiogenni x angiostatické faktory

rovhovaha — angiogeneze neprobiha
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Etapy angiogeneze

1. Vazodilatace cév, zvyseni permeability (VEGFs, NO)

2. Destabilizace cév, degradace bazalni membrany a ECM, uvolfiovani bunék, apoptdza EC
(proteazy — aktivatory plasminogenu, chymazy, MMPs, Ang2, TGF-B)

3. Migrace a proliferace EC (VEGFs, PDGF, EGF, integriny)

4. Tvorba novych cév, zména tvaru bunék (VEGFs, PDGF, integriny)

5. Proliferace mezenchymalnich bunék, vznik SMC a PC obklopujicich EC (FGFs, PDGF, TNF-a)

6. Zastaveni proliferace, vznik fukéni cévy (TGF-B, PDGF, Angl)

ll. .
Cell
: Cell
leferemi_ah;on Migration

Angiogenic
Stimulus

* Vasodilatation, “7?’\\ ’
ermeability * Vessel
per ll_/ TGF_'} \\
NO \\

& | PDGF
VEGF Ang1/Tie2

2. @ t%y % 5.

Proliferation and

= e
Division

. -

Detachment Ang2/Tie2 FGFs et o
of SMC,ECM | TGEp PDGF b
degradation MNMPs TNF-o :m d SMC
v <o S '
Integrins o tr.
i; %ﬁ VEGFs Qﬂglﬁ
VEGFs PGFs -
PGFs & 4

tube formation

EGF & M &
5 EC prom‘*> @. & &;& . EC migration, 4.

DISTLER et al. (2003) QJ NUCL MED 47:149-61



Angiogenni faktory

Vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF; ,Vascular Endothelial Growth Factor”)
Fibroblastovy rastovy faktor (FGF; ,Fibroblast Growth Factor®)

Angiopoetin (Apo)

Rlstovy faktor pochdzejici z desticek (PDGF; ,,Platelet-derived Growth Factor®)
Transformuijici rtstovy faktor beta (TGF-B; , Transforming Growth Factor beta“)

Faktor nekrotizujici nddor alfa (TNF- a; ,,Tumor Necrosis Factor alpha“)
CXC-chemokiny



Vaskularni endotelialni rustovy faktor (VEGF)

VEGF je soucasti rodiny angiogennich faktord. Dalsi ¢leny rodiny jsou VEGF-B, C, D a E s 20-
50% homologii s VEGF.

VEGF m3é 6 rtznych izoforem vazicich se k rlznym receptordm. Rlzné izoformy mohou mit
i protichGdné plsobeni.

Deregulace:
* snizeni/zvyseni exprese VEGF béhem embryogenze => letdIni poruchy vyvoje organd
e VEGF dUlezity v rlstu a fertilité — inhibice VEGF vede k redukci vysky a neplodnosti

Receptory:
* tyrozinkindzové VEGF-R1, 2, 3 + dalsi receptory, napf. neurolipin
e vysoce exprimované béhem embryogeneze, u dospélého omezené: VEGF-R1 a 2 na EC
krevnich cév, VEGF-R3 na EC lymfatickych cév
* mutace v jediné alele VEGF nebo VEGF-R2/3 je letalni jiz ve stadiu embryogeneze

VEGF béhem angiogeneze:

pocatecni vazodilatace — zvyseni tvorby NO

zvyseni permeability EC — tvorba specidlnich transportnich vakuol

stimulace exprese plasminogenovych aktivatori a MMPs (hlavné MMP-1) v EC
stimulace proliferace a migrace EC in vitro

stimulace vétveni cév béhem in vivo testl



Fibroblastovy rtistovy faktor (FGF)

Popsano 20 rGznych FGF a 4 rlizné tyrozinkinazové FGF receptory.

Nejdllezitéjsi je FGF-1 (tzv. kysely FGF) a FGF-2 (tzv. zasadity FGF). Sekretovany jsou celou
radou rtznych typl bunék.
Deregulace:

* mutace FGF neni letalni

e poruchy hojeni v dospélosti

FGF béhem angiogeneze:
 stimulace proliferaci a migraci EC
e zvySeni exprese VEGF a proteaz (urokinazy)
 indukce exprese integrinl na EC

e stimulace tvorby cév v 3-D kolagenové matrici in vitro



Angiopoetiny (Apo)

Popsany Angiopoetiny 1, 2, 3, a 4. Receptorem pro Angiopoetiny je Tie-2 (tyrosinkinazovy).
Angiopoetin 1:
* sekretovan periendotelidlnimi bunikami (napf. burikami hladké svaloviny)
e stimuluje vétveni cév
e mutace vede k letalnim endokardialnim a myokardidlnim defektim béhem
embryogeneze
* nadmérna exprese zplsobuje hypervaskularizaci

Angiopoetin 2:
e plsobi komplexné podle pfitomnosti dalSich stimulatort angiogeneze
- v nepfitomnosti VEGF stimuluje apoptdzu EC a regresi krevnich cév
- v pritomnosti VEGF stimuluje proliferaci a migraci EC, vétveni a zvétSeni
priméru cév in vivo a stimuluje tvorbu cév v 3-D kolagenové matrici in vitro



Rustovy faktor pochazejici z desticek (PDGF)

Exprimovan a sekretovan nejen destickami, ale i napt. fibroblasty a keratinocyty.

PDGF receptory jsou homo Ci heterodimery exprimované na EC a jinych bunkach.

PDGF stimuluje tvorbu a vétveni cév in vitro. Stimuluje proliferaci SMC. Stimuluje
expresi VEGF a VEGF-R2 na EC.

Mutace PDGF nebo jeho receptoru je letalni béhem embryogeneze.

Transformuijici rastovy faktor beta (TGF-B)

Exprimovan rdznymi bunkami véetné EC. Sekretovan neaktivni, nutnd aktivace protedzami.
TGF-B receptory jsou i na stejnych bunikdch => para- i autokrinni plsobeni.

TGF-B pusobi jak angiogenné, tak angiostaticky, napr. nizké koncentrace TGF-B1 podporuiji
proliferaci EC a tvorbu cév in vitro, vysoké koncentrace opak. Vyznamné ovlivhuje
diferenciaci EC a SMC.

Stimuluje angiogenezi i nepfimo — stimuluje leukocyty, a ty pak produkuji pro-angiogenni
cytokiny.



Faktor nekrotizujici nador alfa (TNF-a)

Pro-zanétlivy cytokin sekretovany zejména monocyty a makrofagy, ale i fibroblasty i
epitelialnimi bunkami.

TNF-a pusobi jak angiogenné, tak angiostaticky: nizké koncentrace podporuji proliferaci EC
a tvorbu céy, vysoké koncentrace inhibuji angiogenezi.

Jeho pUsobeni je vyznamné inhibovdno interferonem-y.

CXC-chemokiny

Protikladné plisobeni zalezi na chemické strukture.

IL-8 nebo ,, Granulocyte Chemoatractant Protein-2“ (GCP-2) maji chemotakticky efekt na
EC a stimuluji angiogenezi. ,IFN-inducible Protein-10“ a ,,Platelet Factor 4“ jsou naopak
inhibitory angiogeneze.



Ostatni angiogenni faktory

Epidermalni riistovy faktor (EGF) a Transformuijici rlistovy faktor alfa (TGF-a):

e oba se vazi na EGF receptor
 stimuluji proliferaci EC a tvorbu cév in vivo a in vitro X dulezité faktory vyvolavajici
pathologickou tvorbu cév v rdmci tvorbé nadoru

Faktory stimulujici rtist kolonii granulocytt/granulocytli a makrofagl (G-CSF, GM-CSF):
 stimuluji proliferaci a diferenciaci prekurzort (hemangioblastl, angioblastd) do EC
Angiogenin a Angiotropin:
 stimuluji tvorbu cév a adhezi EC (ne migraci Ci proliferaci)

Inzulinu podobny rastovy faktor (IGF):
e stimuluje syntézu VEGF

Hepatocytarni rlistovy faktor (HGF):
* indukuje migraci, proliferaci a prevenci apoptdzy u EC a SMC

Placentalni rustovy faktor (PIGF):
e stimuluje tvorbu cév a adhezi EC

Tkanovy faktor a Faktor V:
e stimuluji tvorby cév

Erytropoetin:
e stimuluje proliferaci EC a formaci cév



Angiostatické faktory

Angiostatin

Endostatin

Tumstatin

Trombospondin (TSP)

,Pigment epithelium-derived factor” (PEDF)



Angiostatin

Vznikd z plasminogenu stépenim rlznymi protedzami (MMP) a nasledné cirkuluje v krvi.

Blokuje proliferaci, migraci, diferenciaci EC a SMC. Blokuje tvorbu cév, neovaskularizaci
a metastaze. Inhibuje efekt HGF a tvorbu ATP v burikach
Endostatin

Vznika z kolagenu XVIII stépenim rlznymi proteazami (elestaza).

Blokuje proliferaci a migraci EC. Vyvolava apoptdzu EC. Inhibuje efekt FGF-2 a VEGF
zejména u nadorovych bunék.

Tumstatin

Vznika z kolagenu podobné jako endostatin Stépenim z ECM.



Trombospondin (TSP)

Rodina proteinl extracelularni matrix TSP-1 az 5.

TSP-1 a TSP-2 maji silné angiostatické plsobeni in vivo. TSP-1 in vitro inhibuje migraci
a proliferaci EC, stimuluje apoptdzu u EC a inhibuje tvorby cév. Dochazi tak ke snizeni
cetnosti a priméru cév nadord.

»,Pigment epithelium-derived factor” (PEDF)

Produkovan epitelidalnimi bunkami rohovky

Blokuje proliferaci a migraci EC. Inhibuje angiogenezi vyvolanou FGF-2, VEGF a pro-
zanétlivymi cytokiny.

Neutralizacni protilatky proti PEDF zpUsobuji invazi cév v rohovce



Bunécné receptory klicové v angiogenezi

Integriny:
* rodina adhezivnich receptord vazicich proteiny ECM (napf. kolagen)
* exprese se zvysuje u proliferujicich EC (napr. po VEGF)
* inhibi¢ni protilatky inhibuiji proliferaci EC a vyvolavaji apoptdzu EC

VE-cadherin:

» EC-specificky cadherin lokalizovany v intercelularnich spojich

 stimulace EC VEGF zpUsobuje modifikaci VE-cadherinu, uvolnéni bunécénych
spoju a umoznéni proliferace EC

* po dosazeni konfluence EC, zpétna modifikace VE-cadherinl a zpevnéni vazby
mezi EC

»Platelet endothelial cell adhesion molecule 1“ (PECAM-1, CD31):

» adheziny patfici do velké rodiny imunoglobulin(
 stejné jako VE-cadherin ovliviiuje mezibunécné spoje EC



Apoptdza EC

* I|niciace angiogeneze
e Remodelace cév
e Regrese cévnich struktur

Apoptosis N J
e ———————— Nor at el.
Initiation of Microvascular Microvascular Angiogenesis 1999
Angiogenesis Remaodeling Regression
Pro-apoptické stimuly: Anti-apoptické stimuly:
e TSP-1 e VEGF
* Angiostatin e FGF
* TNF-a * NO

e TGF-B e integriny => ztrata kontaktu s ECM = ,,anoikis”



Patogenni angiogeneze
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Retinopatie u predcasné narozenych novorozenct

Expozice vysokym hladinam kysliku
=> masivni apoptdza EC v cévach sitnice.

|

Po prechodu do prostredi s normalni tenzi kysliku
=> intenzivni neovaskularizace.

|

Abnormalni neovaskularizace
=>vazné poruchy zraku.



Angiogeneze v patologii aterosklerdzy

- i - e S -

Smooth muscle cell
[synthesizing phenotype)

L e

Ribatti 2008 ,Inflammatory angiogenesis in atherogenesis
- a double-edged sword“Annals of Medicine



Angiogeneze v patologii aterosklerdzy

Intraplaque
hemorrhage

Ribatti 2008 , Inflammatory angiogenesis in atherogenesis
- a double-edged sword“Annals of Medicine



Regulace angiogeneze v aterosklerotickém
plaku pritomnymi imunitnimi bunkami

1
™ w=with induction of
® anglogenesis
M IEL
EEL

A
f Macrophage via - ) T-lymphocytes - fangiogenesis via
MCP=1, M-CSF within Toll-like receptors (TLR) 2 and 4,
plague - f VEGF =} CD4/CD40L

Virmani et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2005;25:2054-2061.



Angiogeneze solidnich nadoru

Nadorové bunky produkuji velké mnozstvi celé rady
angiogennich faktoru, které stimuluji angiogenezi.

=> Solidni tumory si tak vybuduji sv{j vlastni systém
krevnich cév pro nezbytné zasobeni kyslikem a zZivinami.

Stadia vyvoje nadoru

Neovascular endothelial

Malignant cell Proliferation Angiogenesis maintenance
/ Vascular
Anti-angiogenics targeting agens 1
Invasion of

other organs

Dissemination of
other organs

Metastatic
cancer




Angiogenni terapie

Inhibitory modifikace ECM:

* inhibuji rozklad ECM, syntézu a depozici kolagenu
e pr. Inhibitory MMP, uPA, kolagenaz

Inhibitory adhesivnich molekul:
e blokuji adhezi EC a indukuiji jejich apoptozu

Inhibitory aktivovanych EC:
* inhibuji migraci a proliferaci EC
e pr. endostatin, angiostatin, INF-a a IFN-y

Inhibitory intracelularniho signalovani EC:
* inhibitory tyrozinkinaz
e pr. genistein a lavendustin A

Inhibitory angiogennich mediatori a jejich receptori
* inhibitory FGF-2, VEGF, PDGF, COX



Angiogenni terapie

Inhibitors of Angiogenic Phenotypes Key

angiogenic
phenotype

Angiogenic factors

1o EC receptors

quiescent
phenotype

<@

(FGF, PIGF, VEGF-A) binds

Mesenchymal cells release Ang-1, Bassment Memburane

which binds to Tie-2 (vessel i —
stabilization) Pericytes

@3 Endothelial Cells

Integrin o f; facilitates ) o oy
EC Gellisslon, srigration rnhibitor: Vitaxin

Discontinuous,
intercellular clefts,
focally absent BM

1) Drugs that block VEGF, PIGF,
VEGFR1 and 2, PDGFR, FGF,
c-kit - Bevacizumab*, VEGF trap,
Pegaptanib®, Soluble Fit (VEGFR1),
PTK787, Erlotinib, Sunitinib

2) VEGF, MMP inhibitor -Neovastat,
MMP inhibitor - BMS 275291

Intercellular cleft Fenestrated 3) Integrins inhibition, EC migration
(continuous basement proliferation, survival - LMB0S-IgM
endothelial cell body) | | Membrane cyclic RGD peptide
(80-100 nm 4) Disrupts vascular endothelial (VE)
fenestrae) cadherin -Combretastatin

Kolodgie et al. Eliminating Plaque Angiogenesis. JACC Vol. 49, No. 21, 2007:2093-101



Endotelilalni bunky

Studium funkce cév pomoci
mikrofluidnich systému



Endotelidlni bunky
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Funkce endotelialnich bunék

Endotelialni bunky se aktivné podileji na regulaci funkce cév:

bariérova funkce

protisrazlivé povrchové vlastnosti

regulace cévniho tonu (vazokonstrikce, vazodilatace)

* angiogeneze

imunitni reakce (adheze imunitnich bunék béhem zanétlivého procesu)

Lumen

Regulation of immune response
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Cévni systém
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Endotelialni bunky in vivo

In vivo v cévé:
e kruhovy prirez a pruzny/poddajny podklad, specificka

extracelularni matrix
e vystaveny plisobeni proudici tekutiny => vytvari smykové

napéti, tzv. shear stress

Proudéni — laminarni x turbulentni x pulsatilni

Tensile Blood Flow .

Stress

Flow >

Stress

......... L R St S
\ . coplanar force
. S

vessel wall
I - <2 of the wall [l

rychlost x viskozita krve

Smykové napéti = (dyne/cm?)
prameér




Vliv smykového napéti na endotelialni bunky

Smykové napéti ovliviuje:
* morfologii
* genovou expresi
 aktivaci eNOS a produkci NO
 aktivaci membranovych receptord,

integrin(, G-proteind, iontovych kanald...

NO-dependent

Blood Flow Vasodilators
Shearing Forces
Inflammation ===m——— - !
o e Q
+\\ Ai — ___/f‘_ﬂ
'. iNOS | eNOS . |

""1 Endothelial i)
! Cell NO MEREas

'g;?ooth + 2 ,
\ Muscle NO—> GC?/'_'F cGMP )

Cell ot

,Zakon o zachovani normalniho WSS*

/NO\

Endotel Vazodilatace

/ \

T wss
|

T pratoku

I WSS

=> Vrstva endotelidlnich bunék je
nezbytnou soucasti kazdé cévy.



Soucasné in vitro modely pro studium endotelu

Modely in vitro x fyziologicky stav
| * intersticialni tok a gradient rlstovych faktor(
e vysoké koncentrace rlstovych faktor( v séru
e vysSi hladina kysliku

Soucasné modely:

A) staticky: 2D na miskdch 3D v gelech

nefyziologicka
porozita a slozeni

plastovy podklad,
tuzsi nez nativni tkan

B) v proudovych podminkach

,Parallel-plate flow chambers”




Mikrofluidika

Vznik 1980; multidisciplinarni obor (inZenyrstvi, biotechnologie, chemie,
biochemie...).
Vyhody:

 fyziologicky relevatni model pro kultivaci bunék

* maly rozmér a pouzité objemy (ul, nl, pl, fl)

* nizka spotreba reagencii

e proudéni

Cela rada aplikaci:
 DNA &ip

* |ab-on-chip nebo organ-on-chip technologie
* toxikologie »
e chemotaxe

* enzymologie
* cévni biologie a endoteliani bunky




Mikrofluidika a cévni biologie

Zajem:
vyzkum hemodynamiky na drovni

e cirkulace krve na Urovni mikrokapildr —=————— kapil4 dul toku k
apilar, modulace toku krve

e chovani endotelidlnich a krevnich bunék pod vlivem smykového napéti

e angiogeneze pod vlivem definovaného gradientu ristovych faktord

vznik a udrzitelnost mikrovaskulatury

» vaskularizace mikrofluidnich scafoldll — ————m——— , »
v biomaterialech



Proudéni a smykové napéti
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Jaké mame k dispozici mikrofluidni zarizeni?

Cellix
* Cipy —
* Kima Pump
e VenaFlux Platform

IBIDI

Vlastni vyroba > Y



Cellix




Cipy Vena8 Endo+/Fluoro+

Material — akrylovy/topas
Podklad — plastova folie U U U U U U U U

Napojeni — osmicestny konektor/“jehlicky“

Rozméry kanalku:
délka 28 mm
Sirka 0,8/0,4 mm
vySka 0,12/0,1 mm

Rozméry celého Cipu:
50 x40 mm

Ucel:
Endo+: dlouhodoba kultivace EC, sledovani
interakci imunitnich bunék na EC

Fluoro+: sledovani vzniku thrombi a adheze
lymfocytd uvniti koutovaného kandlku




Cipy Vena4yY

Material — akrylovy/topas
Podklad — plastova fdlie QOQ@QOQU

Napojeni — osmicestny konektor/“jehlicky“

Rozméry kanalku:
délka 28 mm
Sirka 0,4 mm
vyska 0,1 mm
délka vétve 12 mm

Rozméry celého Cipu:
50 x40 mm

Ucel:
sledovani vzniku thrombt na povrchu
koutovaného kanalku v misté jeho vétveni




Kima Pump

Video

http://cellixltd.com/index.php/2013-09-13-12-10-06/2013-09-13-12-10-57/2013-09-13-12-12-29/pumps/kima



VenaFlux Platform

Poloautomaticka mikrofluidni platforma umoznuijici:
e rolovani bunék

e adhezi bunék pod vlivem smykového napéti
* migraci bunék

Inverted -

microscope
PC with VenaFluxAssay software and

e g
' Image Analysis Software pre-installed | ;-..

— ( Biochip fitted on
.--_-‘ motorized stage

e

| = F
= )
/ f Digital camera for ) | Mirus Evo Nanopump
[ Kima Pump Wll.h |F’(Jd L STRgE- G 4 , with MultiFlow8
Touch control
Rozmezi smykového napéti pro bunécnou suspenzi: Rozmezi smykového napéti pro plnou krev:
0.05 - 10 dyne/cm? 2.25 - 450 dyne/cm? (1 mL syringe)

steps of 0.05 dyne/cm? (100 puL syringe)



Mirus Evo Nanopump and MultiFlow8

Princip:
Adheze desti¢ek a formace tromb( je vyvhodnocovdna na zakladé sledovani migrace
destiCek v redlném case.

,Steady flow”
precision, ability to aspirate and dispense microlitre sample volumes

,Pulsatile flow"”

investigation of effects of pulsatile flow on morphology and orientation of cells and
subsequent integrin expression



IBIDI




IBIDI Pump System

fluidni jednotka + perfuzni set

pumpa + software
Video

http://ibidi.com/xtproducts/en/Instruments-Accessories/Pump-Systems/ibidi-Pump-System



p-slide | Luer

Material — mikroskopicky plast
Podklad — tenka félie

Napojeni — Luer Connector

Rozméry kanalku: Q O
délka 50 mm
vyska 0,4 mm :

Rozméry celého Cipu:
75,8 x 25,9 mm

Ucel:
kultivace endotelialnich (a jinych) bunék
v proudovych podminkach, vytézek bunék




Vlastni vyroba




Metodiky pro vyrobu mikrofluidnich Cipa

Material

* kolagen
e PDMS

Princip vyroby:

. Chib castin (Bischel et al. JALA 17 (2012) 96, Fides et al Biomaterials 31
. UVlight ~.  Developed master P g (2010) 3459, Abate et al. Lab Chip 8 (2008) 516)

Photoresist
Silicon wafer —J—-J-—. %
Flow mediated shaping

with a polymer deposition

Photoresist reflow

Chip casting Chip Completing

(Huang et al. Biomed
Microdevices 14 (2012) 873)

(Miller et al. Nature
Materials 11 (2012) 768)



Vyvoj novych, fyziologicky relevantnich
mikrofluidnich Cipt

silikon
kolagen




Nas vyzkum

e Endotelialni bunky v zanétlivém procesu




Vznik prozaneétlivého fenotypu

endotelidlni bunky

naru Glc

g prozanétlivé
proudgni

cytokiny
fox-lbL « . ©

ROS

vznik prozanétlivého fenotypu

endotelialni buriky e©® ©

vznik otoku

permeabilita

pr prozanétlivé
cytokin
N

ICAM VCAM E-selektin P-selektin




Vliv smykového napéti na morfologii endotelialnich bunéek

Mikrofluidni systém IBIDI: HUVEC
kanalky s obdélnikovym prarezem staticka kultivace, 48 h




Vliv smykového napéti na endotelialni glykokalyx

sdcl sdc2 sdcd4 gpcl plc

Distribuce glykokalyx na povrchu HUVEC Zmeéna exprese vybranych gen( vyznamnych sloZzek
po 7-denni kultivaci HUVEC pod vlivem glykokalyxu na povrchu HUVEC po 7-denni kultivaci EB
smykového napéti (15 dyne/cm?). pod vlivem smykového napéti (15 dyne/cm?).

Kolarova H, Ambruzova B et al.
Modulation of endothelial glycocalyx structure under inflammatory conditions.
Mediators of Inflammation 2014, ID 694312.

Ambruzova et al. (2013) Use of microfluidics to achieve native phenotype of endothelial cells.
GRC Research conference, Barga, Italy.



Adheze neutrofili k endotelidlnim bunkam
v proudovych podminkach

Endotelidlni buriky (HUVEC) Akumulace neutrofil
aktivované TNF-a 3 60 - pfi krajich kanalku

(s Ctrl attached

8 50 -

; —#—TNFa attached

Q2

g 40 - =o—MPO attached

c

E 30 -

Q.

o

5 20 -

[}

2

10 -+
oK
e P =0
0 .
’ v , ’ v , 2

Smykové napéti 15 dyne/cm? 0 50 100 Smykoveé napéti 15 dyne/cm

Time (s)

Mikrofluidni systém Cellix
kanalky s obdélnikovym priifezem




Nas vyzkum

* Vyzkum formace a degradace trombli
v proudovych podminkach




Trombolyza

Dilezita pro lécbu celé fady nemoci:

mrtvice, infarkt myokardu, plicni embolie, Zilni trombdza

Thrombus lodges ™=
in the cerebral artery
causing a stroke

Thrombus in

the carotid artery” {1

breaks off and travels | }7 '
to the cerebral artery | #%%

in the brain & =y

Pfiprava
trombu

Fluidni in vitro model:

e jednokanalkovy model
o systém vétvenych kanalk

degradace obnoveni

trombu pratoku



Vena8 Fluoro+ BioCip — formace trombu in vitro

Trombdza: Adheze desticek na biocip
koutovany VWF pfi napéti 60 dyne/cm
http://1url.cz/8wEs

2

8 kanala:

* hloubka 0,1 mm
Sirka 0,4 mm
délka 28 mm
e objem 1,12 ul
* tloustka substratu na dné 0,17 mm

* VWF, kolagen, fibrinogen Trombodza: Adheze desti¢ek z plné krve
na biocCip koutovany kolagenem pfi
napéti 30 dyne/cm?
http://1url.cz/MwET



http://1url.cz/8wEs
http://1url.cz/MwET

Vena4yY BiocCip — formace trombu in vitro

::\ -~
: \ ~
: \ ~
,\\ e
Vena4dY Flow Assay
http://1url.cz/HwW2R
4 kanaly: Prvni pokus:
* hloubka 0,1 mm * koutovani:
¢itka 0,4 mm lidsky kolagen
délka 28 mm bovinni kolagen

100/250 pg/ml
e promyti PBS
* plna krev, desticky
— kalcein
e 120/60 dyne/cm?

e objem 1,6 pl

objem vétve 0,48 pl
* tloustka substratu na dné 0,5 mm
* VWEF, kolagen, fibrinogen



http://1url.cz/Hw2R

Formace trombu in vitro — statické podminky

PRESSURE /7
CUFF

HEPARINIZED

SALINE \\_\ _
TARGET SITE FOR
VIBRATION

——a ~ DRIP
’/ \J / CHAMBER
T | wTusinG
NEW YORK STEAK (4.0mm LUMEN)
(SARAN WRAPPED)

, 4

) ROLLER
DISTAL END 3 CLAMP
CATHETER~.__ g
PROXIMAL END
CATHETER

TEDDY BEAR MANIFOLD
CLAMP

Yohannes FG et al.; 2008

-

R NN e R RN A RN R RN
i / | SAITRREIL A
o 1 2 3 B 7 )
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