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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva podminkami kultivace mezenchymdalnich bunék in vitro,
poskozeni kloubni chrupavky a jeji ndhrady pomoci chondrogennich bun¢k. Dalsi ¢ast se
vénuje jednotlivym druhim regulace teploty pro vyhiivani a udrZeni teploty uvnitf
uzavieného systému, typtim detektort teploty a vyhiivani pomoci peltierova ¢lanku. Sestaveni
vyhiivaciho boxu, méfenim teplotniho profilu uvniti boxu pomoci programu Labview, fizeni
pomoci platformy Arduino, ptezivanim a diferenciaci bunék.

KLIiCOVA SLOVA
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ABSTRACT

Bachelor thesis concentrates on the cultivation of mesenchymal cells in vitro, damage to the
articular cartilage and its replacement with the chondrogenic cells. The next section is devoted
to each type of temperature control for heating and maintaining the temperature inside a
closed system, the type of detector temperature and heating using the Peltier element.
Assembly heater box, measuring the temperature profile inside the box with Labview
program, control with Arduino platform, survival and differentiation of cells.
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1 Uvod

Pro vyzkum a lécbu nemoci jsou v dneSni dobé nepostradatelnou soucasti bunécné kultury
kultivované in vitro (mimo organismus, ve sklenénych nebo plastikovych nadobkach). Tato
metoda piinasi vyhody jako napi. homogenitu prostfedi a nasledné homogenitu velikosti
a parametrtt vyslednych bunék, moznost jednoduse ménit podminky kultivace. Pfi tomto
procesu kultivace je také respektovan eticky kodex.

Zakladni podminkou kultivace bunék je stabilni prostiedi. Pokud je zkoumana
diferenciace bungk, je nutné udrzovat prostfedi podobné lidskému organismu. Pokud nejsou
dodrzeny podminky kultivace, mize dojit k nepfirozenému vyvoji bunék nebo zmeéné jejich
struktury. Diilezitym parametrem pfi kultivaci je teplota a pfi riistu bun¢k ma nezastupitelnou
ulohu vybér vhodného kultivaéniho média.

Plastikové nebo sklenéné naddobky nebo sestavy jamek s buiikami se udrzuji pfi
vhodné teploté v tzv. inkubatorech. Tyto inkubdatory také zajiStuji obvykle ochranu pied
necistotami a mikroby v ovzdusi, celkovy definovany atmosféricky tlak, ptipadné parciilni
tlak urc¢itého atmosférického plynu.

V této praci se zabyvam regulaci a udrZzovanim teploty uvniti experimentalniho
vyhtivaného boxu, ktery byl ve spolupraci s pracovniky Lékatské fakulty MU specidlné
navrzen pro inkubaci malych in vitro kultivacnich jamek s bunikami. Jsou zde popsany
zakladni druhy regulovanych soustav a jednotlivé typy regulatord, méfeni teplotniho profilu
vyhtivaného boxu i zhodnoceni pfezivani bunck v této sestave.

Pro prvni zkousky byl pouzit program Labview, pomoci které¢ho byla méfena
homogenita boxu. Déle byla pouzita platforma Arduino, ktera slouzi k ovladani vysledné¢ho
systému, méfeni teploty, jeji regulaci a regulaci kysliku uvniti boxu.



2 Kultivace bunék in vitro

Buiiky mnohobunéénych organismi jsou uzptisobeny prezit zaclenény do mnohobunécéné
struktury, kde vétSinou kazdéd buiika ma specificky tkol. Souhru fungovéani bun¢k a jejich
preziti pak fidi napiiklad nervova soustava nebo jiny mechanismus (napf. parakrynni
komunikace). Jen c¢ast bunék mnohobunééného organismu je mozno bez ztraty
zivotaschopnosti vyjmout z mnohobunééného organismu a kultivovat samostatné. U bunék
savcl lze kultivovat napiiklad krevni bunky, buiky kostni dfené a po omezenou dobu
i svalové nebo kostni buriky. Pomérné ochotné lze in vitro drzet i kmenové buiiky. Pro tuto
kultivaci bun€k savct in-vitro je nutné zajistit urcité podminky, pii kterych dany typ bunék
bude schopny piezit. Témito podminkami jsou:

- teplota,

- koncentrace O, a CO,,

- médium - vlastni slozent,

- adheze,

- fetalni bovinni sérum.

2.1 Teplota, koncentrace a pH

Pro spravny rist buné€k in-vitro je potieba stabilni prostiedi. Kultivace probiha v uzavieném
systému. Zakladni podminkou pro kultivaci lidskych bunék je stala teplota blizka télesné
teploté. Tato teplota by méla byt v rozmezi 36 - 37 °C. SniZena teplota miize zpomalovat,
piip. zastavit rast bun€k, zatimco zvySena teplota mize mit za nasledek odumirani bunék.
To je zplisobeno denaturaci enzymt a proteinii. Bunky jsou schopny prezit pti teploté 42 °C
asi 24 hodin a pii teploté¢ 45 °C je to pouze 30 minut. Snizena teplota se da také vyuzit
ke kratkodobému nebo dlouhodobému uchovani bun¢k. Dale je nutna stabilni atmosféra
s koncentraci CO;, 5% a dostate¢né koncentraci O; (optimalni koncentrace O, neni stale jasné
definovana, protoze uvnitf tkdni neni klasickd koncentrace 20% jako v atmosférickém
prostiedi). ZvySena koncentrace CO, se podili na udrzovani stalého pH. VétSinou je pH
udavano kolem 7,2 - 7,4, to ovSem nemusi platit pro vSechny druhy bun¢k. Nékteré bunky
vyZzaduji bud’ zvySené nebo snizené pH, [2].

2.2 Médium

Kazdé médium pro kultivaci bunék musi obsahovat osm esencidlnich aminokyselin
(tryptofan, lysin, methionin, fenylalanin, threonin, valin, leucin a isoleucin). Dale vitaminy
(pfitomnost a koncentrace je zavisla na druhu bunék), ionty (Na*, K, Ca®", Mg2+, cl, PO,%,
S04 a HCO3), sacharidy - hlavni zdroj energie, antibiotika (streptomycin a penicilin)
a sérum (teleci a bovinni sérum).

Mezenchymalni stromalni buiiky (MSC - Mesenchymal stem cells), které jsou pouZzity
pro diferenciaci in-vitro se mohou izolovat z n¢kolika typtd lidské tkané. Hlavnim zdrojem je
kostni dfen, tukova tkan, pupecnikova krev a rizné zarodecné tkang. Tyto buniky se mohou
diferencovat do riiznych druhti tkani - kosti, §lach, chrupavek, tukové tkang, svala, [2][1].



2.3 Priprava bunék In-vitro

MSC bunky se nejcastéji kultivuji v DMEM nebo RPMI mediu s pfidavkem fetalniho nebo
jiného séra (obvykle 2 - 20%). Nasazuji se obvykle v hustoté 1 - 10 tis/cm2 na plastikové
nebo sklenéné Petriho misky nebo kultivacni lahve. Dé€leni probiha pomérné rychle, po
jednom az dvou tydnech je kultivacni povrch zcela zaplnén a je potieba je pasdzovat (tzv.
ztrypsinizovat a rozsadit)

In vitro MSC buriky se pfi kultivaci pevné adheruji na dné plastové misky. Pro jejich
oddéleni je potieba nanést na buiky roztok trypsinu. Ten zptsobi, Ze se MSC bunky oddéli
ode dna misky. Tento proces trva asi 10 minut, kdy je miska v inkubatoru o teploté 37°C
a koncentraci CO, 5%. Dale se bunky =zaliji roztokem obsahujici DMEM (Dulbecco's
modified Eagle's medium) + FBS ( Fetalni bovinni sérum) + 2% roztok penicilinu
a streptomycinu. Poté je miska znovu vlozena do inkubatoru. Po uplynuti 7 - 10 minut slity
roztok s bunikami ve zkumavce vlozime do centrifugy. Centrifuga se obvykle nastavuje na
1200 otacek/min po dobu 5-10minut podle velikosti stai¢eného objemu zkumavky, dokud se
na dn¢€ zkumavky neusadi bunky. Poté se pomoci pipety odsaje roztok nad peletou bun¢k. Pro
dalsi kultivaci je potfeba znat koncentraci bunék v 1ml. MnozZstvi je zjistovano pomoci
Biirkerovy komiirky.

MSC bunky jsou jednim typem kmenovych buné€k, které jsou schopny se pfeménit na
chondrocyty (chrupav¢ité buiky). Chceme-li nastartovat chondrocytarni diferenciaci MSC
bunék, musime buiiky nasadit ve vys$i hustot¢ a do media ptidat nékteré chondrocytarni
rustové faktory. Dobie odzkousenou metodou v praxi je napiiklad komeréni kit STEMPRO
Chondrogenesis Differentiation Kit (vyrobce Gibco): 80 tisic bun¢k pifeneseme pomoci pipety
na Petriho misku. Buniky musi byt na misce koncentrovany do jednoho mista, aby byl
zachovan kontakt mezi jednotlivymi bunikami. Poté se Petriho misky vlozi do inkubatoru na
2 hodiny, aby se bunky dobte adherovali ke dnu a vytvofili kompaktni shluk. Poté ptfidame
diferenciatni médium (STEMPRO Chondrogenesis Supplement) a vratime do inkubatoru.
Diferencia¢ni médium vyménujeme za Cerstvé kazdé 2-3 dny. [2] Po cca 14 dnech jsou
z velkého procenta MSC bunék chondrocyty protahlého tvaru, o kterych I€kati uvazuji jako
lé¢ebném agens, které je mozno transplantovat do mista defektu chrupavky kolenniho nebo
jiného Kloubu. Tato metoda je teprve ve stadiu testovani - Vv soucasnosti existuje nékolik
dalSich alternativ opravy defektu nebo nahrady celého télesa kloubu, pro ilustraci uved'me
struény piehled: navrty subchondrélni kosti, metody transplantace kloubni chrupavky, pienos
osteoartikularnich $tépu.[2]

2.4 Navrty subchondralni kosti

Je nejstarS$i a nejjednodussi metodou pro opravu kloubniho povrchu chrupavcitou tkani.
V misté bez chrupavky ¢i s jeji pokrocilou degeneraci se po vyc€isténi provedou navrty nebo
zaseky do subchondralni kosti. To vede ke sniZeni nitrokostniho tlaku. Tim dojde
k vycestovani nediferenciovanych bunék z kostni dfené a soucasné dojde ke krvaceni, z néhoz



vznika fibrinova sit’ pro piipadnou diferenciaci kmenovych bunck. Ty se podili na tvorbé
nového kloubniho povrchu.

2.5 Metody transplantace kloubni chrupavky

2.5.1 Ptenos $tépt z mekkych tkani

Tato metoda pouziva Gplné novy piistup. Je zalozena na principu vysazeni chondrocytd do
dfive piipraveného kostniho Iizka. Tyto chondrocyty jsou pfedem odebrany pacientovi
Z neposkozené a nezatézované tenké kloubni lamely vitalni chrupavky (1.faze) a namnozeny
in vitro kultivaci (mimo organismus pacienta). Po dosaZeni potfebné koncentrace chondrocytt
in vitro, je proveden zakrok na opraveni poskozené chrupavky pomoci kultivovanych bunék
(2.faze). Tato metoda je indikovana pro symptomatické lokalni defekty kloubni chrupavky.
Vétsinou se jednd o mladsi pacienty, ktefi jsou schopni akceptovat pooperaéni rezim. Uspéch
1é¢by je zavisly na téchto faktorech: typu poskozeni kloubni chrupavky, kvalité vlastniho
Sté€pu a také na kvalité kostniho Iizka. Ma-li pacient hluboky kostni defekt, je potieba provést
plastiku kosti, ktera se provadi v prvni fazi. Poté je moznost standardné¢ ulozit kostni material.
Metoda ptenosu autolognich chondrocytt (buiiky pochazejici od samotného pacienta) funguje
jako regenerace kloubniho povrchu i s nékterymi poopera¢nimi komplikacemi. OvSem jeji
vysledky nejsou tak odlisné od ostatnich lécebnych metod. Jeji velkou nevyhodou je vysoka
cena a také nedostatecné dlouhodobé zkusenosti.

2.5.2 Prenos osteoartikularnich Stépi

Tato metoda se pouziva k lokalizovanému oSetfeni poskozeného kloubniho povrchu
(nejCastéji na rozsifenych kloubnich koncich kosti stehenni). Metoda se provadi odebranim
osteochondralni "sazenice" z nezatéZzové oblasti kloubu. Tyto "sazenice" se nasledné ulozi
do pfedem piipraveného kostniho lizka v misté defektu chrupavky. To znamena, ze se
poskozena chrupavka nahrazuje jiz pIné zralou chrupavkou a neni nutné ¢ekat na pomalou
regeneraci. Tato metoda se povazuje za miniinvazivni, protoze se provadi za artroskopické
asistence a tedy malo zatézuje pacienta. Problémem muze byt misto odbéru "sazenice".
Vysledky této metody jsou podobné jako oSetieni za pomoci autolognich chondrocytu, [2],

[8].



3 Rizeni teploty pro kultivaci in-vitro

3.1 Regulace teploty

Pro pochopeni problematiky si definujeme regulovanou soustavu (viz. Obr. 1). Tato soustava
se sklada ze snimace méfené veli¢iny, v nasem piipad¢é termistord NTC 640 3K3, nebo
snimace jiné veliiny (tlaku, vlhkosti). Dale soustava obsahuje ak¢ni ¢len, ktery upravuje
velikost méfené veliCiny. V naSem ptipad¢ se jednd o Peltieriv ¢lanek, ktery slouzi jako
vyhiivani. Clanek je fizen regulatorem, pro na§ ucel slouzi ATMega8-16PU zapojeny do
regulacniho obvodu. Vstupem regulované soustavy je snimana veliCina (teplota), ta je
v regulatoru odectena od pozadované teploty. Dostaneme rozdil teplot a podle velikosti
regula¢ni odchylky se reguluje vykon Peltierova ¢lanku. Regula¢ni odchylka e se vypocita
podle vzorce (1.), [12], [5].

e=x-—y (1)
kde x predstavuje fidici veli¢inu, ktera slouzi jako srovnavaci hodnota k regulované veli¢ing y
\iﬁ

Snimac —

g — Akcni clen
Regulator

Prostredi o

Obr. 1: Blokové schéma regulované soustavy (pfevzato z [5])

3.1.1 Spojita regulace

Pti spojité regulaci je akcéni Clen fizen plynule se ménicim napétim. Pii velkém rozdilu
skutecné a pozadované teploty akcéni ¢len pracuje na plny vykon. Jak se teplota blizi
pozadované teploté, snizuje se vykon akéniho Clenu a pifi dosazeni pozadované teploty se
udrzuje vykon, ktery se rovna Uniku tepla do okoli. Nevyhodou spojité regulace jsou velké
vykonové ztraty.

3.1.2 Nespojita regulace

Pti nespojité regulaci se nepracuje s konstantnim napétim, ale se skokovym. Napéti na akénim
¢lenu se méni skokove, fidici ¢len se chova jako spina€. Nespojita regulace se pouziva tam,
kde neni potfeba stalé¢ piisobeni akéniho ¢lenu. Vyhodou této regulace jsou minimalni ztraty
fidiciho ¢lenu (jednotky %).



3.1.3 P regulace

Proporciondlni "P" regulator je nejjednodussim spojitym regulatorem. Ten vyuziva principu
pfimé umérnosti. To znamend ze ¢im je vEtsi regulacni odchylka, tim vEtsi je akéni zasah.
P regulator se da popsat jako obycejny zesilovac, se zesilenim K, ktery je dan vztahem (2)

_ U R

K = = 2.
U, R (2)

kde pomér R, ku R; je pomér velikosti odport v zékladnim zapojeni zesilovace (viz. Obr. 2).
Vystup U je tedy dan vztahem (3.), kde K je zesileni a e regula¢ni odchylka (viz. 3).

u=KXe (3.)

R2

R1

U1 \LUZ

Obr. 2: Zapojeni zesilovace pro P regulaci (pfevzato z [5])

Vyhodou P regulatoru je piedev$im jeho jednoduchost, rychly pribéh regulace a stabilita.
Nevyhodou je trvald regulacni odchylka. To znamena, ze nejsou schopny zcela odstranit
rozdil mezi skutecnou a Zadanou hodnotou regulované veliCiny. Tento druh regulatoru neni
vhodny pro regulované soustavy vyssiho radu.

3.1.4 1 regulace

Pfi pouziti integralniho | regulatoru je zména akéni veli¢iny imérna Casové hodnot¢ integralu
z regulacni odchylky. To znamend, Ze aktualni rychlost zmény akéni veliCiny pfimo zavisi
na velikosti regula¢ni odchylky (4.)

u~f edt » u'~e 4.

[ regulator je schopen zcela odstranit regulacni odchylku. Existuje-li regulacni
odchylka, hodnota integralu neni nulova a regulator je aktivni. Tuto vlastnost nema
P regulator ani D regulator (viz. 3.1.5). Avsak tato vyhoda je vykoupena zhor$enim stability
regula¢niho obvodu. To znamend, Ze obvod fizeny I regulatorem byva zpravidla kmitavy.
Toma za nasledek prodlouzeni ptechodového déje - dobu ustaleni soustavy. Proto se
| regulator samostatné témef nepouziva. Vyuziva se ve spojeni s P regulaci. PI regulace



spojuje vyhody obou regulac¢nich systémii. I regulator tedy odstranuje regulacni odchylku
a P regulator zkracuje dobu regula¢niho pochodu.

C1

R1

U1 +

uz2

Obr. 3: Schéma zapojeni I regulace (ptevzato z [5])

3.1.5 D regulace

Derivacni D regulator je velmi podobny I regulatoru. Zména akcéni veliCiny je umérna
hodnoté derivace regula¢ni odchylky. To znamena, ze hodnota akcni veli¢iny odpovida
okamzité hodnot¢ rychlosti zmény rozdilu mezi zddanou a skute¢nou hodnotou regulované
veli¢iny (5.).

u~e' - w—-y) (5)

V praxi neni mozné pouzit D regulator samostatné. To je dano jeho vlastnosti zesilovat
derivaci Sumové napéti, neschopnosti reagovat na ustalenou hodnotu regulacni odchylky
a nestabilitu regula¢niho obvodu. Nestabilita je zptisobena velkymi odezvami D regulatoru na
prudké¢ zmény regulatni odchylky. To mize vést k nekontrolovatelnému rozkmitani
regula¢nich organi. Proto se pouziva v kombinaci s pfedeslymi regulatory. Kombinaci PID
regulatoru zlepSuje stabilitu regulace, zkracuje dobu kmitti akéni veli¢iny a snizuje rychlost
reakce regula¢niho obvodu na poruchu. OvSem jen do urcité miry. V ptipade velké derivacni
konstanty muze vlastnosti regula¢niho obvodu zhorsit. To je patrné u systému s vysokou
hladinou Sumu, na ktery regulator reaguje rozkmitanim ak¢niho ¢lenu.

R2

U1 +

u2

Obr. 4: Schéma zapojeni D-regulace (ptevzato z [5])



3.1.6 PID regulace

Kombinovanim zakladnich typt regulator miizeme dosdhnout vyssi kvality regulace.
Kombinace se realizuji ttemi zptsoby.
- Paralelni fazeni regulatord - dosahuje se nejkvalitnéjSiho vysledku za cenu
vyssiho poctu zesilovaci.
- Sériovym fazenim regulatorti - nezddoucim jevem je vzdjemné ovliviiovani
parametru pfi jejich nastavovani.
- Slozenymi impedancemi - kapacita a ohmicky odpor je zafazena slozena
impedance téchto dvou prvkl, staéi pouze jeden zesilovaé, ale kvalita

svvr

regulatoru je niZsi.

Nejcast¢jsim pouzitim je realizace paralelnim fazenim jednotlivych bloki. Toto fazeni
je zobrazeno na Obr. 5. Zpracovani regula¢ni odchylky viz. rovnice (1.) je rozlozeno u PID
regulatoru do tfi paralelné pracujicich sloZek, ktera kazda svym zplsobem ovlivituje velikost
tzv. ak¢niho zasahu, tj. zménu akéni veli¢iny u tak, jak je to podle jejich nazoru pro

odstranéni existujici regula¢ni odchylky nezbytné, [5].

P

e(t) u(t)

) . | 5 | ML)

D

Obr. 5: Blokové schéma PID regulatoru (pievzato z [5])

3.1.7 Analogové FeSeni

V tomto piipad¢ je zdkladem porovnavani dvou teplot. Prvni teplota je nastavena (srovnavaci)
a druha teplota je méfena. Rozdil teplot je piivadén na zesilova¢ a nasledné na komparatort
nasledné na tranzistor, ktery slouzi ke spindni Peltierova ¢lanku. Vykon ¢lanku je tfizen podle
velikosti rozdilu teplot na vstupu (viz. Obr. 6).



Diferencni zesilovac Zesilova¢
Peltierdv ¢lanek

" Komparator

Tranzistor

G

a4

Obr. 6: Schéma zapojeni analogového Feseni pro spinani peltierova ¢lanku

3.1.8 Digitalni reSeni
Je zaloZeno na snimani teploty pomoci Pt100, signal je ptiveden na procesor, kde je teplota
automaticky porovnavana s piedem nastavenou teplotou. Pokud je teplota ptivedena

na procesor rozdilnd od pfedem nastavené teploty, pak je signal pfiveden na tranzistor a ten
nasledné spina Peltiertuv ¢lanek (viz. Obr. 7).

Peltieruv ¢lanek

Tranzistor

Procesor

Obr. 7: Schéma zapojeni digitalniho FeSeni pro spinani peltierova ¢lanku

Peltiertiv ¢lanek mize byt spinan ¢asové (frekvenén€) nebo amplitudove. Pti asovém
tizeni jde o Cas, jak dlouho bude peltier topit. Cim je rozdil teplot vétsi, tim je i sepnuti &lanku
delsi. Napt. pfi rozdilu 10 °C od poZadované teploty, bude peltier sepnut 500 ms kazdou
sekundu. Pfi rozdilu 2 °C bude sepnut pouze 100 ms kazdou sekundu. Pfi amplitudovém
fizeni se bude zvétSovat amplituda (proud - vykon peltieru ) pfi zvétSovani rozdilu teplot, aby
se doséhlo stejné¢ho ucinku.



3.2 Teplotni senzory a vyhrivaci elektronické prvky

Termistor

Termistor (NTC) je polovodi¢ova soucastka bez NP prechodu. Jeji hlavni vlastnosti je velky
zaporny teplotni soucinitel a. To znamena, Ze odpor termistoru klesa se zvySujici teplotou.
Protoze teplotni soucinitel nema pii vSech teplotach stejnou hodnotu, zmenSuje se odpor
termistoru nelinearné pii zvySovani teploty,[1].

Peltieriiv ¢lanek

Peltierovy c¢lanky vyuzivaji Peltierova jevu, ktery spociva v tom, ze pokud jsou k sobé
spojeny dva vodice z rozdilného materidlu, z nichZ kazdy ma jinou vystupni praci a prochazi
Jimi stejnosmérny proud, tak se spoj bud'to zahtiva nebo ochlazuje. Zalezi na sméru prichodu
proudu. Existuji rizné druhy peltierovych ¢lanku (Single - stage peltier Cooler, Two - Stage
Peltier Coolers) a jejich vybér zavisi na piislusném pouziti. Vyrobci udavaji tyto parametry
Imax =3 az 40 A, Uuyax= 2,30 az 17,60 V, ATmax = 72 az 72 °C, Pcmax = 3,80 az 95W. Tyto
hodnoty jsou pro Single-Stage Peltier Cooler,[3].

Zapojeni termistoru

Pro méfeni teploty byl pouzit NTC termistor. Jeho parametry jsou dany vyrobcem. Odpor
udavany vyrobcem pii T = 25 °C je R = 3300 Q, rozsah teplot Tpmin = —40 °C, Tmax = 150 °C.
Jednotlivé termistory se zapoji paralelné a pripoji se k nim stabilni zdroj proudu. Zdroj proudu
se pouZzije proto, aby mohlo dojit k pteméné fyzikalni veli¢iny (odporu) na elektricky signal
(napéti).

3.3 Snimani teploty pomoci programu LabView

Jednotlivé termistory jsou piipojeny ke karté LabPro, ktera je pfipojena k PC. Vystupy z karty
jsou zpracovany pomoci programu Labview, kde se provede pievod namétfenych odpori
jednotlivych termistorti na napéti. Pro pfevod je pouzit vzorec dany vyrobcem (6).

R R R
T:(A1+B1xln +C1><ln2 +D1Xln3
Rref RT@f Rref

)7 (6.)

Konstanty A;, Bi, C1 a D1 udava vyrobce ve vyrobnim listu. Hodnota R je naméfena
hodnota odporu na termistoru a hodnota Ryt je hodnota odporu termistoru pti T = 25 °C. Tuto
hodnotu také udava vyrobce. Vysledna vypocitana teplota je v Kelvinech. Proto je v programu
pfevedena na °C. Vystupem programu je aktudlni hodnota teploty v K, °C a graficky zaznam
teploty v °C. Jednotlivé kroky jsou zobrazeny na Obr. 8.
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NTC(0

NTC(1)

' Karta LabPro — pC Vystup programu LabView

NTC (n}

Obr. 8: Blokové schéma zapojeni méfeni teploty pomoci NTC a programu Labview

3.4 Test jednoduchého vyhrivaného boxu a snimani teplotniho
profilu pomoci Labview

Jako vyhfivany box pouZzijeme hlinikovy box (velikost 10 x10x 9 cm) s otviratelnou piedni
sténou, kterou se vklada Petriho miska s bunkami (Obr. 9). Petriho miska (pouzité misky
P35G-1.5-10-C, vyrobce MaTTek, pramér 35 mm, vyska 12 mm, materidl PE se sklenénym
dnem) je v boxu poloZena na vyvyseném plastovém drzaku, nikoli pfimo na plechovém dné
boxu (hrozi nebezpeci velmi rychlého ohfevu od pienosu tepla ze stény boxu) (Obr. 10).
Miska s bunkami je tedy ohfivana vzduchem, nikoli pfimym kontaktem s vyhiivanymi
sténami. Pro vytapéni boxu jsou pouzity dva peltierovi ¢lanky M-TEC-12705 (15 V, 68 W)
a pro detekci vnitini teploty je pouzit jeden teplomér termistor NTC 640 3K3 umistény nad
miskou. Ty jsou napajeny stejnosmérnym napétim. Clanky jsou ptipevnény k boénim sténam
vyhiivaného boxu. Mezi ¢lankem a sténou je nanesena teplovodiva pasta Amasan T12 (Jurgen
Armack GmBH, Némecko), ktera slouzi k lepSimu pienosu tepla. Na vnéjsi stran¢ peltierova
Clanku bude pasivni chlazeni. Box bude obalen izolaci, aby nedochazelo k uniku tepla
(polystyren). Spinani ¢lankd je fizeno pomoci procesoru ATMega a je spinano tranzistorem,
cely systém je napajen trafem 12 V, navrh byl realizovan jako modifikace odzkouSeného
experimentalniho topného télesa sestaveného na Lékaiské fakult¢ MU (celé schéma zapojeni
viz E1). Vyhodou tohoto zapojeni je, ze centralni regulaéni prvek, procesor ATMega, je zde
mozno variabiln¢ a pomérné jednoduSe naprogramovat, dle pozadované piesnosti nebo
teplotnich intervalti podle biologického vzorku. Pro nasi konkrétni regulaci vytapéni malého
Pro regulaci pouzijeme modifikaci jiz diive vyzkouSen¢ho program pro ATMega 16, ktery
pracuje na principu P regulace. Jadro regula¢niho algoritmu je feSeno kodem v piiloze Al
a B1.
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Obr. 9: Vyhtivany box s ptipojenymi Peltierovymi ¢lanky

Obr. 10: Vyhftivany box s Petriho miskou
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Zakladnim testem jsme ovéfili ze pti teploté niz§i nez 37 °C jsou topné ¢lanky zapnuty a pfi
ptiblizovani Kk teploté¢ 37 °C ¢lanky postupné snizuji topny vykon. Nepozorovali jsme
Vv zadném vnéj$im ani vnitinim misté boxu nebezpeéné zhnuti nebo teplem vyvolanou
deformaci boxu nebo obalovych materialt.

3.5 Test teplotniho profilu vyhiivaného boxu

Dutivodem test teplotniho profilu vyhfivaného boxu je zjisténi, zda nedochazi k lokalnimu
zvyseni teploty nad urcitou nebezpecnou hranici. Tato hranice je stanovena teplotou, kterou
jsou MSC bunky schopné piezit. Pro méteni jsme pouzili 5 teplotnich ¢idel (termistort NTC
640 3K3) které jsme umistili do boxu. Celkem 4 ¢idla po stranach Petriho misky (levy dolni
roh - 1 cm od stén, analogicky levy horni roh, pravy horni a dolni roh) a jedno ¢idlo uprostied
boxu u Petriho misky, které¢ velmi dobie mapuji rozlozeni aktualni teploty a mozné ptehiati
¢asti boxu. Jednotlivé termistory jsme piipojili na kartu Labview, ktera je pfipojena k PC.
Mg¢feni teploty jsme provadéli pomoci programu Labview (Obr. 11).

500
| e ermce s
> O L0,003354016 I
Lhbiimtianiad | teplota K
b [0,000298341 S
» » 533c133c£1 (208t
DAQ Assistant [2:135133E 61 s teplota °C
= | Prevod odporu na teplotu tepiota
data » -5,672E-9| 9— PDBL |
In(R/Rref T=1/(A+B*R+C*R*R+D*R*R*R);
L E=i) } ‘(' 5 ’ [(ABRe * v Graf °C
% 2 B ] I— | - . < PDBL
3300 & | E} 1| [ ¥o8L|
stop
a e EBE

Obr. 11: Méfeni teploty pomoci programu Labview

Vstupem programu jsou hodnoty odporu naméfené pomoci termistord NTC 640 3K3,
ty jsou nacitdny blokem DAQ Assistant. Hodnoty odporu jsou déleny hodnotou odporu
udavanou vyrobcem pii T=25 °C, tedy R=3300 Q. Poté hodnoty vstupuji do bloku
piirozené¢ho logaritmu a nasledné jsou pfepocitany pomoci ptevodniho vzorce. Vystupem je
tedy teplota, nikoliv odpor. Teplota je zobrazena v kelvinech a také piepocCitdna na °C
a vykreslena do grafu,[10].

//Pozn: Naméfené hodnoty jednotlivymi cidly pfi prvotnim nastaveni ptfevodnich
konstant A, B, C, D (viz Obr. 11 — centralni pfevodni blok) a spusténi programu v Labview
neodpovidaly skutecnosti. Proto bylo nutné provést kalibraéni méfeni za pomoci piesné¢ho
teploméru pfi teplotach 20 a 37 °C. Zjistili jsme, Ze rozdil mezi naméfenou a skutecnou
teplotou je 6,5 °C. O tuto hodnotu jsme tedy upravili vzorec (odecetli od vSech naméfenych
hodnot).//

Vysledky méfeni témito péti ¢idly pfi vyhtivani inkubatoru z pokojové teploty jsou
uvedeny v Tabulka 1.
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Tabulka 1: Naméfené hodnoty teploty pro vyhiivani boxu

Teplotni ¢idla - teplota [°C]

(E:i;]; Prostredni Pravé horni Pravé dolni Levé dolni Levé horni
2 28,65 32 32,8 32,6 32
4 34,8 35 34,6 33,6 32,7
6 36,4 36,8 36,7 36,3 36
8 36,7 36,6 37 37,6 36,3
Zavislost teploty na case
39
37 | —
35
d 33 / =& Prostiedni
% == Pravé horni
S 31 o
K / Pravé dolni
29 == evé dolni
27 ==je=Levé horni
25
2 4 6 10
Cas [min]

Graf 1: Zavislost teploty na ¢ase pro jednotliva teplotni ¢idla

Tento graf znazornuje teplotu meéfenou v ¢ase na jednotlivych Cidlech a ukazuje tak,

zda je teplota pfi vytapéni boxu prostorové homogenni. Tedy jestli se ncéktera cast boxu
nezahiiva rychleji. Tento nesoulad by mohl mit za nasledek odumirani bun¢k. Z naméfenych
hodnot (viz. Tabulka 1) nam vyplyva, ze teplota se v celém boxu méni rovnomérné

anedochazi k vykyvim teplot (viz. Graf 1). Tento systém byl otestovan v ramci

semestralniho projektu.
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4 Sestaveni nové verze vyhrivaného boxu - prechod k
ridici elektronice Arduino

Po tuspésnych testech prvniho zakladni modelu teplotniho boxu (viz. kapitola 3.4) bylo
ptistoupeno k navrhu findlniho komplexniho feseni.

Komplexni sestaveny box se bude skladat z téchto ¢asti: Arduino, peltierovi ¢lanky, ventil,
¢idlo pro kyslik ateplotu. Celé schéma je zobrazeno na Obr. 12, kde je zobrazovano
ovliviiovani jednotlivych blokl. Vse je fizeno deskou Arduino, ta spousti peltierovi ¢lanky a
zménu zaznamena teplotni ¢idlo, které odesila informace o teploté do Arduina. Arduino déle
podle nastaveného programu reguluje spindni ¢lankid. Stejny postup je pouZit pro spinani
ventilu a snimani kysliku uvnitf boxu. opét je zavedena zpétnd vazba na Arduino. Timto je
zabezpeceno, aby nedochézelo k prehiivani nebo zvySeni kysliku uvniti boxu.

Box

PeltierQv ¢lanek Cidlo T

Arduino

Ventil Cidlo K

1 |

Obr. 12: Blokové schéma systému vyhiivaného boxu
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5 Komplexni vyhrivany BOX

Prvni zakladni model teplotniho boxu (viz. kapitola 3.43.4) obsahoval pouze zéakladni
komponenty a jednoduchou mechanickou konstrukei a tepelnou izolaci. Pro lep$i prezivani
bunék uvnitt boxu, presnost regulace a dlouhodobou funkénost bylo nutné dany zakladni
systém vylepsit. Vysledkem je komplexni vyhiivany box, kde je priddna obvodova izolace,
pasivni chlazeni, aktivni chlazeni a regulace kysliku, postupny navrh a testovani téchto
komponent je piehledné shrnut v kapitole 5.1.

1

/ AN

1
N B
N W
[§ B

| AN /.

Obr. 13 Zobrazeni jednotlivych ¢asti systému

Izolace z tvrzeného polystyrenu
Hlinikovy plech

Peltiertiv ¢lanek

Pasivni chlazeni

Aktivni chlazeni

Stahovaci pas

Matky

Otviraci viko

© oo Nk WD PR

Plechovy obal
10. Zavitova ty¢
V grafickém zobrazeni setu (Obr. 13) nejsou zohlednény teplovodivé pasty. Tyto jsou
aplikovany mezi bloky 2-9, 2-3, 3-4.
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5.1 Realizace pomoci platformy Arduino

Pro dalsi vyvoj byla zvolena vyvojova deska Arduino UNO R3 (viz. Obr. 14). Oproti feSeni
v Labview nedokaze zobrazit vysledky graficky, ovSem celé zapojeni se zjednodusi a

I programova c¢ast je snadnéjsi pro korekci. Proto se nyni budu zabyvat pouze zapojenim

a programovanim v Arduinu.

Arduino UNO je vyvojova deska obsahujici 8-bitovy mikrokontroler ATMega 328.

Deska dale obsahuje :

ok wnPE

14 digitalnich vstupnich/vystupnich pint

6 analogovych vstupti, I6MHz krystal

napajeni 7 - 12V nebo pomoci USB

Pamét programu FLASH 32KB, 0,5KB pouzito bootloaderem
Pamét’ dat SRAM 2KB, pamét’ dat EEPROM 1KB.

DIGITAL (PWM~)

. O@UN0),

" ARDUINO "' .

b

Obr. 14: vyvojova deska ARDUINO UNO R3 (ptevzato z [7][7])

Popis jednotlivych ¢asti Arduina

Tlacitko reset, pti pouziti se nahrany program spusti znovu od zacatku

USB konektor, mtize se pouzit i jako napajeci

Napéjeci konektor

ICSP hlavice pro externi programovani USB-serial pfevodniki

USB-serial pfevodnik - komunikace mezi PC a ¢ipem - plni roli tzv. prekladatele
Indika¢ni LED diody L, Rx a Tx. Dioda L je pfipojena k vystupu ¢.13 a miize se
vyzkouset blikani bez ptipojené externi diody. Diody Rx a Tx blikaji pfi komunikaci
ptes sériovou linku

Hlavni ¢ip desky - ATMEGAS328

Indikac¢ni LED dioda - sviti pfi pfipojeném napéjeni
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9. ICSP hlavice pro externi programovani hlavniho ¢ipu, pouzivaji ji nékteré druhy
Shieldu

10. Digitalni piny

11. Napajeci vystupy Arduina, GND

12. Analogové vstupy, méfeni analogovych veli¢in

Programova ¢ast Arduina je zalozena na Processng, coz je programovaci jazyk s vlastnim
editorem. Jako prvni jsou definovany proménné. Ciselné proménné mohou byt typu byte,
integer, long a float. Jako dalsi je ,,void setup () {* zde jsou deklarovany vstupy (INPUT)
a vystupy (OUTPUT) pind. Nasleduje samotna smycka programu ,,viod loop () {“. Tato
smycka se opakuje po celou dobu spusténi Arduina. Uvnitt smycky mohou byt deklarovany
dalsi cykly (for, while), samostatné vypocty, spousténi vystupnich pini a zpozdéni celé
smycky viz. Obr. 15, [7].

-

ukazka | Arduino 1.0.5 = | G |-
File Edit Sketch Tools Help

ukazka

0id setup () { -

}
woid loop (){

}

Arduino Uno on COWMS

Obr. 15: Ukazka programovaciho prostfedi Arduina
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5.2 Schéma zapojeni tranzistoru

Digitalni vystup D7 je pfipojen na Gate tranzistoru BUZ11 (T1), gate je dale spojena
s konektorem Scource pfes odpor R1 (1KQ). Konektor drain je ptipojen k spina¢i a na
peltieriv ¢lanek. Scource tranzistoru je napojen na zaporny pdl zdroje a na zem. Kladny pol
zdroje je ptipojen k peltierovu ¢lanku, viz. Obr. 16.

Peltierav ¢lanek

1
—_

| S | .

D7 © T
R1

il

Obr. 16: Schéma zapojeni pro spinani peltierovych ¢lanka

5.3 Méreni teploty

Teplota je méfena na Arduinu pomoci analogového vstupu Al. Vstup Arduina nedokaze
piimo métit odpor teplotniho ¢idla, proto je jako vstup pouzit napétovy déli¢ viz. Obr. 17.
Tento dé¢li¢ ma jeden odpor konstantni (1K Ohm) a druhy odpor je méteny (teplotni ¢idlo).
Meéii se tedy napéti na teplotnim ¢idlu. To je nasledné prepocitano pomoci vzorce do hodnot
Arduina

teplota = (hodnota x 5.0)/1024.0 (7))
Proménna hodnota je naméfené napéti na ¢idlu, proménna teplota znaci ptepocitanou
hodnotu pro platformu Arduino. Dal$i rovnici je pfepocet napéti na odpor. To je déno
vztahem pro odporovy déelic:

odpor = 1000 X (5.0 — teplota)/teplota 8.

ProtoZe pfi dalSich vypoctech nastala chyba, bylo nutné vypocet rozdélit do dvou
krokti. Prvnim krokem je vypocet podle vzorce (9).
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RR = log(odpor/3115.0) 9.

Hodnota kterou délime odpor je ddna pro teplotni ¢idlo. V tomto ptipadé by hodnota
méla byt 3300.0, ale métenim bylo dokazano, Ze pro vEtsi presnost pfepoctu bylo nutno snizit
tuto konstantu na 3115.0. Tato konstanta je vyhodné&;jsi pro piepocet pfi vnitini teploté 37 °C.
Pfi ptivodni konstanté byla odchylka teploty naméfené pomoci Cidla a teploty namétené
pomoci kalibra¢ni teplomér GHM 3710 GREISONGER primémée 2 °C. Pfi zméné této
konstanty na 3115.0 je odchylka asi 0,1 °C. Pro niz$i teplotu je tato odchylka vétsi, ale to neni
pro tento projekt podstatné. Nasledné je proveden prepocet odporu na teplotu ktery je stejny
jako v kapitole 3.5.

Teplotni Cidlo

R
+5V0—|¥  I—

Al

Obr. 17: Schéma odporového délice pro zapojeni NTC 3K3

Po vypoctu teploty se jeji hodnota porovna s nastavenymi parametry. Podle podminek
se tedy na vstup tranzistoru posle signal o daném trvani, sepne tranzistor a nasledné i aktivni
prvek viz. Obr. 16. Spinani je provedeno stejné jak pro topné Cc¢lanky tak pro
elektromagneticky ventil. Jedinym rozdilem je, ze v obvodu ventilu neni vypina¢. Jako vstup
je pouzity digitalni vystup D8 z Arduina. Hlavni ¢ast programu je zobrazena v ptiloze C1.

5.4 Meéreni kysliku

Pro snimani kysliku uvnitf boxu je pouzit kyslikovy senzor R-22S Oxygen Sensor od firmy
Oxycheq (Obr. 18). Senzor ma napétovy rozsah 0-11 mV a ¢asovou odezvu 5 - 6 sekund.
Ocekévana délka pouziti pro standardni méteni je 36 mésicl. Méfeny rozsah je 0-100% O
+1%.
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Obr. 18: Kyslikovy senzor (pfevzato z [11])

Pro samotnou regulaci atmosféry je pfivadén umélohmotnou hadickou dusik do prostoru
boxu. Mnozstvi dusiku je regulovano pomoci elektromagnetického ventilu znacky AMISCO
ttidy EVI 7/9 viz. Obr. 19.

Obr. 19: Ventil pro regulaci kysliku
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5.5 Zapojeni

Pfi prvnim pokusu méteni kysliku pomoci Arduina nebyl dosazeny zadny vysledek. Deska
Arduino neni schopna meftit tak nizké napéti kolem 10 mV. Proto bylo nutné dany signal
zesilit pomoci zesilovace, ktery je napajen stabilnim zdrojem napéti viz Obr. 20 a Obr. 21.

Graf zavislosti koncentrace 02 na napéti

25
X /
O 15
(]
®
s y =2,0247x + 0,2265
S 10
Q
(S)
C
(@]
~

5
O T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Napéti [mV]

Graf 2: Koncentrace kysliku v zavislosti na napéti

Naméiené napéti na ¢idlu (na Obr. 20 zobrazen jako voltmetr) se pfipocte k ubytku
napéti na odporu R1, které je bez piipojeného ¢idla 2,5 V. Stejné napéti jako na odporu R2.
Pokud je rozdilné napéti na téchto rezistorech, pak je rozdil tohoto napéti pfiveden na
zesilova¢. Zesileni daného zapojeni je 101x. Vystup zesilovace je pifiveden na vstup
analogového pinu A0 na Arduinu. Pro vypocet koncentrace kysliku byl vytvofen graf
zavislosti koncentrace kysliku na napéti. Hodnoty byly ziskany pokusnym méfenim Graf 2.

+5V

|

I _ e
R3 R4
o [ .

Obr. 20: Zapojeni zesilovace
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Pro napajeni zesilovace byl pouzit usmériovac¢ napéti (Obr. 21), kde na vystupu naméfime
4,98 V. Kondenzétory jsou keramické s hodnotou 100 nF. Jako vstup je pouzit zdroj
stejnosmérného napéti (12 V).

in out

gnd

104 104

Obr. 21: Zapojeni stabilizatoru napéti

5.6 Tepelné ztraty

V disledku vysokych tepelnych ztrat a zbytecné velkému topnému vykonu byla ptidana
tepelna izolace v podobé tvrzeného polystyrenu.

Tepelné ztraty jsou definovany jako okamzitd hodnota tepelné energie (piesnéji
tepelny tok), ktera z dan¢ho objektu unikd prostupem tepla skrze stény objektu. Hodnota
tepelnych ztrat se spocita pomoci rovnice (10)

S X AT
d

Q:AX XT (10)

kde Q je mnozstvi tepla, které projde sténou za dobu t o plose S a tloust’ce d. AT je
rozdil teplot na povrSich stény a A je soulinitel tepelné vodivosti latky, tedy konstanta
udavajici jak je dany material dobry ¢i Spatny izolant.

Tento vztah je ur€en pouze pro jednovrstvy material, po pfidani dal$i vrstvy, napft.
polystyrenu, je nutné tento vzorec doplnit o vypocet tepelného odporu Rr.

dy X A + dy X 14
== 11.
Rr=7 A X Ay (1)
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SXAT Xt
== I (12)
T

kde Rt je soucet tepelného odporu pro oba materialy, Ajsoucinitel tepelné vodivosti
hliniku. d; je tloustka vrstvy, A, soucinitel tepelné vodivosti polystyrenu. d je tloustka vrstvy.

5.6.1 Vypocet tepelnych ztrat
Vypocet tepelnych ztrat uréi, jaky vykon musi mit topné ¢lanky, aby byly schopny udrzet
teplotu uvniti boxu 37 °C. Do rovnice (12) dosadime tyto hodnoty:
M =237 Wm™K™?
A2 =0,16 Wm'K™*
d; =0,002 m
d>=0,004 m
S =0,056 m?
AT =37°C-25°C=12°C
T = lsec
Rt = 0,02500843 m*KW™

_ 0,056 x 12 x 1
~0,0250084388

= 26,87] (13.)

Tepelné ztraty pti teploté okoli 25 °C jsou tedy 26,87 J. Je tedy nutné, aby topné
¢lanky udrzovaly vykon 26,87 W.

5.6.2 Zmérené tepelné ztraty

Pro méfeni teploty uvnitf boxu jsem pouzil teplotni senzor NTC 640 3K3 a pro piesné méfeni
byl pouzit kalibraéni teplomér GHM 3710 GREISONGER, kalibrovany CMI 7.11.2013.

Pti oveéfovani vypoctenych tepelnych ztrat se nastavi konstantni doba topeni ¢lanka
apoté se pocka nez se vykon dodavany topnymi ¢lanky rovna tepelnym ztratam. Vykon
topnych ¢lankt se vypocita pomoci vzorce (14).

P=P+T[W] (14.)

kde P je vykon obou topnych ¢lanku (70 W) a T je ¢as sepnuti ¢lankh
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Tabulka 2: Vypog¢itany vykon a zméFena teplota

Doba sepnuti [ms] Vykon clanki [W] Vykon topnych ¢lanki [W] Teplota [°C]
140 70 9,8 27,3
200 70 14,0 31,8
240 70 16,8 33,75
280 70 19,6 35,0
350 70 24,5 37,3
420 70 29,4 39,7

Graf zavislosti vykonu na teploté
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Graf 3: graf ztratového vykonu v zavislosti na teploté - neizolovaného boxu
Z namé&fenych hodnot vyplyva, Ze ztratovy vykon pro okolni teplotu 25 °C a vnitini teplotu
37 °C je mensi nez vypocitany ztratovy vykon. Z grafu dale vyplyva, Ze pfi vnitini teploté
37 °C je nutné spinat oba topné ¢lanky na 350 ms. Tyto hodnoty jsou pro okolni teplotu
26,12 °C, pokud by teplota okoli byla nizsi, byly by tepelné ztraty vétsi.
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Graf zavislosti vykonu na teploté 2
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Graf 4: Graf ztratového vykonu v zavislosti na teploté - izolovany box

V Graf 4 je zobrazen ztratovy vykon pro izolovany box. Z grafu je vidét, ze pro vytopeni
boxu je potieba ptiblizn¢ polovi¢ni vykon.
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Graf zavislosti teploty v Case
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Graf 5: zavislost teploty na ¢ase pro rizné druhy vytapéni

Pro méfeni Graf 5 bylo pouzito tepelné ¢idlo KTY 81-120. Jak je viditelné z grafu, snimané
hodnoty teploty maji velky rozsah, v priméru asi 1,3 - 1,5 °C. Tento rozsah je pro nastaveni
piesné teploty nepouzitelny. Proto byl vybran pro méteni teploty senzor NTC 640 3K3.
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6 Test prezivani a diferenciace bunék v zakladni verzi
boxu a v komplexni verzi boxu

6.1 Test zakladni verze vyhrivaného boxu

Do Petriho misky (pouzity misky P35G-1.5-10-C, vyrobce MaTTek) byly nasazeny MSC
bunky Vpoctu 2,5 tisic bun¢k a zality mediem DMEM s Penicilinem (2%) a vlozeny
do sestaveného zakladniho vyhiivaného boxu. Po 24 hodinach kultivace vykazovaly bunky
standardni morfologii (Obr. 22) a barveni metodou Trypan Bleue prokazalo, Ze viabilita je
93%. Muzeme tedy konstatovat, ze teplotni a jiné fyzikalni podminky sestaveného boxu jsou
pro pouzité MSC buriky relativné¢ bezpecné.

Obr. 22: typickd morfologie MSC bunék po 24 hodinach

Dalsi test mél ovéfit moznost dlouhodobé inkubace MSC bunék a jejich diferenciaci
do chondrocytii. Pro stimulaci diferenciace byla pouZzita komeréni metoda STEMPRO
Chondrogenesis Differentiation Kit. Pro prvni 4 hodiny kultivace byly pouzity:

MSC Attachment medium, které obsahuje (ve 100 ml):

DMEM low glucose: 89 mL

MSC-qualified FBS: 10 mL o koncentraci 10%
GLUTAMAX™ -1 (200 mM): 1mL o koncetraci 2 mM
Gentamicin (10 mg/mL): 50 pul o koncentraci 5 pg/mL

A nasledné bylo pouzito pro 14 denni kultivaci diferenciaéni medium se slozenim:
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StemProsOsteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium (90 mL)
StemProsChondrogenesis Supplemen (10 mL)
Penicilin (2%), [2].

Pro spravnou kultivaci bun¢k je zapotiebi vyménovat kultivacni médium kazdé 2 - 3
dny. Po 14 dnech bylo na vrstvu bunék naneseno barvivo Alcain Blue, které se specificky
béhem nékolika minut vaze na buriky s chondrocytarni diferenciaci. Po omyti barviva a zaliti
prihlednym fyziologickym roztokem bylo pozorovano, kolik bunék je pozitivni na Alcain
Blue (modré oblasti na Obr. 23). Procento bun¢k které jsou pozitivni v nasem zakladnim testu
bylo kolem 3%.

Obr. 23: Buriky obarvené barvivem Alcain blue

6.2 Test komplexni verze vyhrivaného boxu

Do Petriho misky (pouZzijeme misky P35G-1.5-10-C, vyrobce MaTTek) byly nasazeny MSC
buniky v poctu 2,5 tisic bunék a zality mediem DMEM s Penicilinem (2%) a vlozeny
do sestaveného komplexniho vyhtivaného boxu. Po 24 hodinach kultivace vykazovaly buriky
standardni morfologii (Obr. 24; Obr. 26) a barveni Calceinovou metodou prokazalo, Ze
viabilita je 95% (Obr. 25; Obr. 27). Testované buiiky byly po celou dobu kultivace v prostiedi
se snizenou koncentraci kysliku.
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Obr. 24: MSC burtiky po 24 hodinach - 1.vzorek

Obr. 25: Buiiky obarvené Calceinovou metodou - 1.vzorek




Obr. 26: MSC buiiky po 24 hodinach - 2.vzorek

Obr. 27: Buiiky obarvené Calceinovou metodou - 2.vzorek




7 Diskuze

Vytvoteny systém pro inkubaci bun¢k in vitro je schopen regulace teploty a kysliku. Pfipadné
zmény programu se mohou nastavit v prostfedi Arduina pfi pfipojeni k PC pomoci USB
kabelu. Program je rozdélen do nékolika podminek, které reguluji spousténi akcnich prvki,
aby nedochazelo k prehfivani boxu. Pfi prvnich testech dochazelo k piehiivani peltierovych
¢lankd, a proto bylo nutné zajistit jejich neustalé chlazeni pomoci ventilatord a hlinikového
zebrovani. Pfi dalSich testech byly zjistény velké teplotni ztraty, a proto byla pifiddna
venkovni izolace z tvrzeného polystyrenu. Tato izolace snizila tepelné ztraty a tak mohl byt
snizen vykon topnych ¢lankd vice jak o 1/3, coz snizuje celkovou spotiebu energie systému.

Pro samotnou regulaci kysliku bylo nutné sestavit zesilova¢ napéti, protoze pouzité
¢idlo ma vystupni napéti do 10 mV. Tuto hodnotu nebylo mozno méfit pomoci desky
Arduino. Kyslik je regulovan pomoci ventilu, ktery vpousti do boxu dusik a snizuje tedy
koncentraci kysliku. Pfi méfeni napéti na €idle dochazelo k velkym nepfesnostem. PouZzité
(dostupné) ¢idlo je jiz delsi dobu pouzivano a tudiz napé€ti na ném meétfené nepiesahuje 5 mV.
I ptes pouZiti zesilovace a méteni pomoci Arduina, jsem nedokézal ziskat spravnou hodnotu
napéti a tedy nebyl moZny prepocet na koncentraci kysliku uvnitt komplexniho boxu. Proto
byl prozatim pouzit systém pevné nastaveného dopousténi dusiku. Protoze by se mé¢l dany
systém pouzivat na kultivaci bunck i1 v budoucnu, chtél bych tento problém vyftesit jakmile
bude k dispozici nové ¢idlo. Tato problematika je rozepsana v kapitole 5.4 a 5.5. Samotny
program obsahuje vzorec pro piepocet napcti na koncentraci kysliku, avsak k jiz zminénému
problému neni pro dalsi regulaci pouzit (viz. C1).

Systém byl testovan pro MSC buiiky, které byly nasledné nafoceny a obarveny, aby se
daly lépe zobrazit. Z Obr. 24, Obr. 25, Obr. 26 a Obr. 27 je vidét, Zze dany systém je
pouzitelny pro kultivaci bunék.
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8 Zavér
V této bakalarské praci se zabyvam sestaveni vyhtivaného setu pro kultivaci bunék in vitro.
Podrobn¢ jsem rozepsal kultivacni podminky pro kultivaci MSC buné¢k in vitro a moznosti
opravy poskozené kloubni chrupavky pomoci takto kultivovanych bunék. V dalsi kapitole
rozebiram regulaci teploty. Zaklady spojité a nespojité regulace, P, D, I a PID regulace. Dale
popisuji teplotni senzor a vyhiivaci prvek (peltieriv ¢lanek), zapojeni ¢idel a méteni
teplotniho profilu pomoci programu Labview. Na zdklad¢ teoretického rozboru téchto
regulaénich komponent jsem sestavil zakladni verzi vyhitivaného boxu pro kultivaci MSC
bunék. Nasledn¢ jsem konstrukci testoval a zdokonalil po mechanické strance i z hlediska
lepsi tepelné izolace vnitfniho prostoru a elektronické regulace teploty. Regulace kysliku
uvnitt  boxu nebyla dokoncena, proto bylo pouZito pevné dopousténi dusiku. Tuto
problematiku jsem popsal v kapitole 7.

Na zavér jsem prokazal praktickou funk¢nost zakladni i komplexni verze vyhiivaného
boxu: testoval jsem diferenciaci MSC bun¢k do chondrocyti a jejich viabilitu.
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Seznam symbolii, veli€in a zkratek

K zesileni

R odpor

I proud

U napéti

P vykon

e regula¢ni odchylka

Q teplo

A soucinitel tepelné vodivosti latek

S plocha

d tloustka

AT  rozdil teplot

T Cas

Rt tepelny odpor

PID  proporcionalné integraéné derivacni regulator
PE  polyetylen

MSC mezenchymalni stromalni bunky

NTC termistor s negativnim teplotnim koeficientem
MU  Masarykova univerzita

Ai.n analogové vstupy Arduino

Din  digitalni vstupy/vystupy Arduino

Ai; B1; Cy; Dy konstanty pro vypocet teploty
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Piilohy
Al. Algoritmus pro vypocet odchylky aktualni teploty a nastavené teploty 37°C

//regulace

//d je regulacni odchylka
d=teplota-temp;

if (com err==1) d=0;

//j je invertovana regulacni odcyhlka

j=10-d;

//p jsou procenta topeni
p=d*10;

if (d<=0)p=0;

if(d>=10)p=100;
vypis () ;



B1. Spinani Peltierova ¢lanku

for (1=0; i<d;i++) {

PORTC=0x03; to je hexadecimalni zapis cisla
delay ms(20);

}

for (i1=0; i<j;i++){

PORTC=0x02;

delay ms(20);

}

//keypress () ;



Cl. Zdrojovy kod

void setup () {
Serial.begin (9600) ;
Serial.println("Zahajeni komunikace");
}
void loop () {
teplota 3 = 0;
digitalWrite (ledl, LOW);

pomocna = analogRead (kyscid);
kys = (pomocna * 5.00)/1024.0;
kys =(0.0247*pomocna + 0.2265);
digitalWrite (ventil, HIGH);
delay (20000);

digitalWrite (ventil, LOW);

for (n = 0; n<5000; n++) {
teplota 3=0;
for (i=0; i<3; i++) {

hodnota = analogRead (term) ;

teplota = (hodnota * 5.0)/1024.0;
odpor = 1000*(5.0-teplota) /teplota;
float RR = log(odpor/3115.0);

teplota = 1 / (0.003354016 + 0.000299341 * RR + 0.000002134133 * RR * RR
0.000000005672 * RR * RR * RR);

teplota = teplota - 273.15;
regod= temp-teplota;

pole[i] = teplota;

teplota 3 = pole[i] + teplota 3;
Serial.print ("tep ")
Serial.print (teplota);

Serial.print (" ")

if (teplota <= 33) {
digitalWrite (pel, HIGH);
digitalWrite (led, HIGH);
delay (40*regod);
digitalWrite (pel, LOW) ;
digitalWrite (led, LOW) ;
delay (1000-40*abs (regod))
}

else if ((teplota >33) && (teplota <= 36.5)) {
digitalWrite (pel, HIGH);
digitalWrite (led, HIGH);
delay (140 + regod*40);
digitalWrite (pel, LOW) ;
digitalWrite (led, LOW) ;
delay (860-40*regod);



else if ((teplota > 36.5) && (teplota <= 37.5)) {
digitalWrite (pel, HIGH);
digitalWrite (led, HIGH);
delay (160);
digitalWrite (pel, LOW);
digitalWrite (led, LOW) ;
delay (840);

else if (teplota > 37.5) {
digitalWrite (pel, LOW);
digitalWrite (led, LOW) ;
delay (1000);

1}

teplota 3 = teplota 3/3.0;
Serial.print ("prumer ")
Serial.print (teplota 3);
Serial.println();

}

Serial.println();

}



D1. Ukazka zapojeni

bt 3
W
8

o
A A

Obr. 28: Zobrazeni Arduina a plo§ného spoje

Obr. 29: Zapojeni celého systému



ELl. Plo$ny spoj pro napajeni a ovladani akénich prvki
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