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Abstrakt

Mikrofluidika je véda zabyvajici se tokem kapalin malych objemu. Mikrofluidni
systémy jsou zafizeni skladajici se z mikrokanalku, v nichZ je tok kapalin studovan.
V téchto systémech mohou byt kontrolovany jednotlivé parametry jako je tok média,
tlak uvnitf mikrokanalkd ¢€i nejruznéjsi gradienty. Z téchto dlvodu se mikrofluidni
systémy zacaly pouzivat i pro kultivace bunék. Optimalizaci jednotlivych podminek
muuzeme studovat mezibunéCnou komunikaci, proliferaci ¢i diferenciaci.
V mikrofluidnich systémech mohou byt simulovany také celé organy a tyto systémy
mohou také slouzit ke studiu nejrizné&jSich onemocnéni nebo U&inkda I&éCiv. V této
praci bude pozornost zaméfena na 3D kultivaci a diferenciaci kmenovych bunék

v téchto systémech.

Abstract

Microfluidics is a science that deals with small volumes of liquids. Microfluidic
systems are devices composed of microchannels in which flow of liquids is studied.
In these systems, individual parameters such as medium flow, pressure inside
microchannels or various gradients can be controlled. For these reasons, microfluidic
systems have found applications in cell cultivation. Optimization of individual
parameters enables us to study intercellular communication, proliferation and
differentiation. In microfluidic systems, whole organs can be simulated and the
systems can as well be utilized for studying various diseases or drug effects. This
Bachelor Thesis is focused on 3D cultivation and differentiation of stem cells in these

systems.
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Seznam pouzitych zkratek

2D Dvourozmeérné
3D Trojrozmérné

Ac-LDL Acetylovany nizkodenzitni lipoprotein

ALP Alkalické fosfataza

ALS Amyotroficka lateralni skler6za

ASC Adultni kmenové bunky

DP Diferenciac¢ni potencial

EC Endotelialni buniky

ECIS Metoda méfeni elektrického odporu na rozhrani bunka-substrat
ECM Extracelularni matrix

EGF Epidermalni ristovy faktor

EpC Epitelialni buiiky

ESC Embryonélni kmenové bunky

ETRIC Zaftizeni s rovnostrannym trojuhelnikovym kanalkem
FGF Fibroblastovy rastovy faktor

GF Ristové faktory

hASC Lidské kmenové butiky derivované z tukové tkané
HCI Kyselina chlorovodikova

hESC Lidské embryonalni kmenové bunky

HF Kyselina fluorovodikova

hPSC Lidské pluripotentni kmenové bunky

pCCA Mikroanalog bunééné kultury

mEF Mysi embryonalni fibroblasty

mESC Mysi embryonalni kmenové bunky



MSC Mezenchymalni kmenové bunky

MTF Muscular thin film (= kultivace svalovych bun¢k na membrané v jediné vrstve)
NSC Neuralni kmenové buiiky

NPC Neuralni progenitorové bunky

OoC Oligodendrocyty

Oct4 Oktamer vazajici transkrip¢ni faktor 4

PEG Polyethylenglykol

PDMS Polydimethylsiloxan

PK-PD Farmakokinetické-farmakodynamické
PCR Polymerazova fetézova reakce
SC Kmenové bunky

uv Ultrafialové



1. Uvod

Mikrofluidika je véda zabyvajici se tokem kapalin malych objemii. Jedna se o relativné
novy védni obor, jehoz popularita je v poslednich letech na vzestupu. Mikrofluidni systémy
jsou zafizeni skladajici se z mikrokanalkli a mikrokomtirek, v nichZ je tok kapalin studovan.
Jednou z hlavnich vyhod téchto systému je moznost presné kontroly nejriznéjSich parametri
v Cele s kontrolou toku média, tlaku uvnitt mikrokanalkt a nejriznéjSich gradienttu. Vhodnou
optimalizaci jednotlivych podminek muZeme studovat mezibunéénou komunikaci, proliferaci
¢1 diferenciaci. Rostouci obliba téchto systémti je uzce spjata s jejich Sirokym
uplatnénim. Mikrofluidni systémy jsou vyuzivany jednak pro zdkladni vyzkum, ale také
postupné nachazeji Siroké uplatnéni v oblastech aplikovaného vyzkumu, coz jesté zvysuje
jejich popularitu.

Nésledujici prace si klade za cil v teoretické roviné komplexné zmapovat tuto
problematiku. V prvni ¢asti budou nejprve charakterizovany nejdulezitéjsi parametry téchto
systémi a vysvétleny jejich vyhody oproti standardnim kultivacim. V dalsi ¢asti budou
pfedstaveny jednotlivé systémy se zaméfenim na 3D kultivaci a diferenciaci kmenovych
bungk, jejich vyhody i limitace. V posledni ¢asti budou pfedstaveny zdkladni modely organs-
on-a-chip slouzici k simulaci lidskych orgédni, které nachézeji uplatnéni zejména v oblasti

studia chovani 1é¢iv a pro simulace nejriznéjsich onemocnéni.
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2. Mikrofluidni systémy a jejich klicové parametry

Mikrofluidni systémy jsou oblibenym a stile se rozvijejicim ndstrojem majicim Siroké
multidisciplinarni uplatnéni, a to nejen v oblasti biologie, ale také chemie nebo fyziky. Jejich
oblibenost spociva zejména v moznosti piesné kontroly a fizeni jednotlivych parametrii, diky
nimz nachazi tyto systémy tak Siroké uplatnéni. Po pfedstaveni odliSnosti prostorovych
kultivaci v mikrofluidnich systémech od standardnich planarnich kultivaci si ve strucnosti

predstavime také jejich klicové parametry.

2.1. Srovnani mikrofluidnich systémii se standardni planarni

kultivaci

Bunééné kultury mohou byt in vitro realizovany dvéma hlavnimi zpisoby, a sice planarni
2D kultivaci nebo prostorovou 3D kultivaci. Standardni plandrni kultivace jsou jiz po dlouhou
dobu vyuzivany ke studiu jak jednotlivych typt bunéck, tak i pro komplexnéjsi metody
zahrnujici testovani léCiv. Princip spociva v kultivaci bunék na plochém povrchu (ktery
piedstavuje naptiklad Petriho miska) s vhodnym vyzivujicim médiem pro bunky (Haycock,
2011). Prestoze se jedna o velice jednoduchy zpiisob, bylo s jeho pomoci objeveno mnoho
dulezitych poznatkd (Haskill and Moore, 1970).

Nicméné vzhledem tomu, ze buiky se in Vvivo nachézeji v prostorovém uspotadani,
pak planarni kultivace logicky nejsou uplné nejvhodnéjSim nastrojem pro jejich studium,
jelikoz nejsou schopny dostateéné vérné reflektovat komplexitu bunécnych interakei, ani
prostiedi, v némz se buriky in vivo nachazeji (Ravi et al., 2015). Bylo ukéazano, ze vysledky
z planarnich experimenti by mohly poskytovat nerealistickd a nekompletni data, kterd by

mohla vést k dezinterpretaci a nasledné chybné aplikaci in vivo (Kim et al., 2014).

Z tohoto pohledu by se mohlo jevit jako idealni provadét vyzkum piimo in vivo, kde je
komplexita vSech komponent zajiSténa. Nicméné takové studie Casto nardZzi na problémy
bioetické. Krome toho by takovy vyzkum byl nesmirné obtizny, nebot’ v organismu in vivo
na sebe pisobi mnohem vice faktorii, nez kolik jsme schopni soucasné sledovat. Z diivodu tak
velké komplexity by naméfend data mohla, ale soucasné nemusela byt relevantni, a tedy vést

K nespravnym zavérum, ¢i pfimo znemoznovat jejich dosazeni (Kim et al., 2014).
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Z téchto divodi se védci v poslednich dekadach vénuji 3D kultivaci in vitro, nebot’ ta (na
rozdil od 2D kultivaci) 1épe reflektuje morfologii i fyziologii podminek in vivo a umoznuje
zamé&fit se na konkrétni faktory naseho zajmu (Kim et al.,, 2014). Ve 3D kultivacnich
systémech mohou byt téz zaclenény nejrizn€jsi mikrokomponenty jako jsou pumpy, chlopné,
elektrody, membrany a mnoho dalSich, coz opét pomdhd lepSimu napodobeni podminek
in vivo (Huh et al., 2011). Dalsimi podstatnymi vyhodami je moznost ko-kultivace riznych
bunéénych typa v jediném zafizeni (Chen et al., 2013; Osaki et al., 2018), snazsi kontrola
parametra jako jsou teplota, gradienty, pH, atd. (Chen et al., 2016; Fok and Zandstra, 2005)
a zejména moznost kultivace za pfitomnosti toku média, kterd se ukazala jako klicova a to
nejen pro vyzivu jednotlivych bunécnych kultur, ale také pro simulace celych organt (vice
v kapitole 5.4.) (Huh et al., 2010; Park et al., 2018). VySe zminéné lze zajistit pomoci

mikrofluidnich systému.

3D kultivace vSak maji i sva negativa. Zejména se potykaji s technickymi nedostatky jako
je nedostatek analytickych metod, které se na né daji aplikovat. V porovnani s 2D kulturami je
také mnohem obtizné&jsi interpretace ziskanych dat (Eglen and Randle, 2015). Piestoze byly
dlouhd [éta pouzivany zejména jednovrstvé kultury pro svou jednoduchost a finanéni
dostupnost, v posledni dob¢ stoupa poptavka po 3D kultivacnich systémech, které jsou krom
vySe zminénych pozitiv vhodné také pro vysoce vykonné screeningy nezbytné K testovani
léc¢iv. Vyhody 3D kultivaci oproti 2D kultivacim jsou zaznamenavany i v soucasné dobé,
jejich oblibenost tedy stale roste (Mei et al., 2019). V této praci bude proto vénovana

pozornost 3D kultivaénim mikrofluidnim systémtm.

2.2. Koncentra¢ni gradient

Jednim 7z nejdilezitéjSich parametrt kontrolované bunécné proliferace, migrace
1 diferenciace je koncentrace rozpustnych faktord, respektive jejich gradient. Bunécna
diferenciace je piimo zavisld na gradientu téchto faktord, zejména riistovych - epidermalni
rustovy faktor (EGF) a fibroblastovy ristovy faktor (FGF). Na Obrazku 1 je ptriklad zafizeni,
které umoznilo sledovat vliv rastovych faktort (GF) na diferenciaci neuralnich kmenovych
bungk (NSC). Cervena mikropipeta obsahovala médium s EGF a FGF, modrd mikropipeta
obsahovala médium bez GF (B). Z obou mikropipet bylo za pomoci externi osmotické pumpy
(C) médium vytlacovano a kontinudlné prochazelo chipem (A), v némz byly pfipraveny NSC.

Difuzi dochazelo k miseni obou médii a k vytvoreni gradientu GF. Nasledné byly NSC
13



analyzovany v deviti pozicich, v nichz se lisil gradient GF (D). Zajimavym zjisténim bylo,
ze NSC vykazovaly nejvyssi procento diferenciace v prostiedni ¢asti chipu, tedy v oblasti,
kde koncentrace GF byla relativné nizka, avSak stale pfitomna (J. H. Kim et al., 2018).

Obdobné zatizeni je moZné pouZit 1 pro studium jinych bunécnych typa.

(1)

Osmoticka pumpa\ Vystupni rezervodr

Osmoticky tok pfes
membranu e

Obrazek 1. Priklady mikrofluidnich systémi pro tvorbu gradientt (1) Mikrofluidni chip
s gradientem GF. Oznaceni pozic: L (leva), S (stied), P (prava), Vs (vstup), Vy (vystup).
(Upraveno dle J. H. Kim et al., 2018) (2) Citliv&jsi vétveny model ke studiu gradientu bunék.
(Upraveno dle Mahadik et al., 2014)

Koncentra¢ni gradient lze v mikrofluidnich systémech pfipravit i jinymi zpasoby.

Dilezitou roli hraje tvar kanalkt, které k témto ucelim mohou nabyvat jednoduchého tvaru
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pismene Y ¢i byt slozitéji vétvené. Dalsi moznosti je vytvofeni gradientu fizeného tlakem.
Piehled moznosti k vytvofeni koncentra¢niho gradientu je ndzorn¢ zpracovan v nasledujicim
review (Xiang Wang et al., 2017). Nezbytnou soucasti gradient generujicich zafizeni nemusi
byt ani piitomnost toku média (Abhyankar et al., 2006). Krom gradientu koncentra¢niho
mohou hrat dulezitou roli i jiné gradienty, napiiklad teplotni (Xinran Wang et al., 2017) nebo
gradient rychlosti toku média (Kim et al., 2016).

Gradientem Ize ovliviiovat velkou fadu klicovych parametrti, jakymi jsou napiiklad
bunééna proliferace a diferenciace (J. H. Kim et al., 2018), adsorpce proteint (Zhou et al.,
2019), chemotaxe (K. and Jadhav, 2018), buné¢na adheze (van Weerd et al., 2016), G¢innost
farmak (Chi et al., 2016) a mnoho dalsich. V jediném mikrofluidnim zafizeni je mozné
paraleln¢ pracovat 1 s velkym mnozstvim riznych gradientl a sledovat jejich vliv na pfitomné
bunky (Frank and Tay, 2013). Toho se vyuziva mimo jiné ke studiu ucinku 1é¢iv, respektive
zavislosti jejich gradientu na vysledny efekt vyvolany u bunék (Chi et al., 2016). V soucasné
dobé¢ se studium rozsitilo i do oblasti in silico, kde jsou simulace ¢asové i finanéné méné

narocné (Condor et al., 2018).

2.3. VIiv proudéni média

Dalsim kli¢ovym parametrem mikrofluidnich systémt je tok média, obecné jeho proudéni.
Laminérni proudéni, které vzhledem k malym rozmérim mikrofluidnich systémil v kandlcich
pfevazuje, umoziuje kontrolu nad smykovym tienim (shear stress) (Lu et al., 2004). Toho se
vyuziva zejména u tkani, které jsou in vivo v prostiedi vysoce ovlivnéném proudénim jako
napiiklad ledviny nebo jatra (Griffith and Swartz, 2006; Powers et al., 2002). Obecné¢ 1ze fici,
ze vysoka urovein stresu zplusobeného tfenim je pro buiiky zpravidla Skodliva. Omezit jeho
velikost 1ze nékolika zpisoby jako je snizeni rychlosti proudici tekutiny (Kim et al., 2006)
nebo vytvofenim protektivni vrstvy pomoci tzv. mikrostén (Khademhosseini et al., 2005).
Ptijatelna Giroven tfeni je pro rizné typy bunek individualni (Fok and Zandstra, 2005; Li et al.,
2005). Proudéni hraje klicovou roli v mnoha ohledech. Nejvyznamnéjsi z nich jsou uvedeny

v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Vliv proudéni na parametry v mikrofluidnim systému

Vlivy proudéni: Literatura:

proliferace a diferenciace bun¢k (Fok and Zandstra, 2005; Kapur et al., 2003)
adheze bunék (Christophis et al., 2010)

pohyblivost bunék (Decave, 2003; Fache, 2005)

separace urcitych typu bun¢k (Sun et al., 2019)

vychytavani jednotlivych bun¢k (Zhou et al., 2016)

stimulace mezibunééné komunikace (Middleton et al., 2017)

Problematika je déale podrobnéji probrana v pracich Deborah Huber, Lily Kim a Davida
Wibowo (Huber et al., 2018; Kim et al., 2007; Wibowo et al., 2019).

2.4. Tlak uvnitf mikrokanalka

Dulezitym parametrem mikrofluidnich systéma je také tlak vyvolany uvnitt mikrokanalkt
Casto uzce souvisejici s proudénim uvnitf mikrokanalki (Raj et al., 2018), ptipadné
I s gradientem molekul (Wu et al., 2018). Tlak uvniti mikrokanalk je vyuzivan k fizenému
generovani bunéénych dropleti (Ke et al., 2015), analyze genové exprese piitomnych bunék
(King et al., 2007) nebo pomaha s testovanim cytotoxicity 1é¢iv (Sugiura et al., 2008). Dale
muze ovlivitovat velikost proudéni a s nim spojeného smykového tieni (Rotenberg et al.,
2012) ¢i ptimo indukovat bunécnou diferenciaci, napiiklad osteogenezi (Sim et al., 2007).
Dilezita je i jeho konkrétni velikost, nebot’ ta mize byt zavisla na jeho Géinku (Kowsari-
Esfahan et al., 2018). Tlak mutize byt vyuzit také pro simulaci nékterych modelti organs-on-a-
chip, naptiklad lung-on-a-chip, kde bylo k simulaci plicniho dychani vyuzito postrannich
mikrokanalkt,, do nichz bylo vpousténo vakuum (podrobnéji v kapitole 5.4.1.) (Huh et al.,
2010).
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