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PRILOHA

Zprava ztestovani biokompatibility, proliferace a diferenciace Saos-2 bunék na 3D
tisknutych nosicich

Z VUT bylo prijato k testovani 10 vzorkd, 3 planarni, 7 3D tisténych. Vzorky byly sterilizovany 70%
etanolem.

Nosice byly osazeny Saos-2 osteosarkomovou linii a byla mérena metabolicka aktivita a proliferace.
Dale byla sledovdna osteogenni diferenciace pomoci méreni aktivity alkalické fosfatdzy a
mineralizace. Bunécnd adheze a proliferace na nosicich byla sledovdna pomoci konfokalni
mikroskopie.

Testované vzorky:

Planarni vzorky 3 ks:

RP9_PI RP10_PI RP15_PI

3D tisk 7 ks:

RP9_3D RP10_3D RP11_3D RP12_3D RP13_3D
RP14_3D RP15_3D

Jako kontrola byly pouzity Saos-2 burniky nasazené ve stejné koncentraci na kultivacni plast (kontrola
kondice bunék). Kultivacni plast je oSetfen a optimalizovan pro bunéénou adhezi a rlst, tudiz je
normalni, kdyz jsou hodnoty namérené na vzorcich stejné, nebo nizsi.

1. Metody

1.1 Sterilizace a osazeni nosice burikami

Nosi¢e byly sterilizovany 70% etanolem po dobu 30 min a ndsledné 3x oplachnuty sterilnim
fosfatovym pufrem (PBS). Sterilni vzorky o priméru 6 mm byly vloZzeny do 96-jamkové desticky.
Nésledné bylo pfiddno 2x10* Saos-2 bunék ve 20 pl kultivaéniho diferenciaéniho média. Diferenciaéni
médium sestavalo z McCoy‘s média (Sigma Aldrich) obohaceného o 15% fetdlniho bovinniho séra
(FBS), 1% antibiotika (100 U/ml penicillinu a 100 pg/ml streptomycinu; Sigma Aldrich), 10nM
dexametazon (Medochemie), 2mM betaglycerolfosfat (Sigma Aldrich) a 50 pl/ml askorbat-2-fosfat
(Sigma Aldrich). Bunécéna adheze v tomto malém mnozstvi média byla umoznéna po dobu 2 hodin
v inkubatoru, aby nedoslo k odplaveni bunék mimo vzorek. Po adhezi bylo médium doplnéno do 250
ul na jamku. Osazené nosice byly kultivovany po dobu 21 dni v inkubatoru s vysokou vlhkosti vzduchu
a 5% CO, pfi 37°C. Kultivaéni médium bylo ménéno 2 x tydné.

1.2 Test metabolické aktivity

MTS test (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay; Promega) byl pouZit na
stanoveni metabolické aktivity bunék. Vzorky byly pfeneseny do cistych jamek 96-jamkové desticky
(aby nedoslo k ovlivnéni hodnot burikami, které rostly na dné kultivacnich jamek pod vzorkem).
Nasledné bylo pfidano 20 ul roztoku MTS a 100 pl cerstvého kultivacniho média. U kontrolni skupiny
bylo pouze odsato médium a nahrazeno roztokem MTS (20 ul) a cerstvym médiem (100 ul). Vzorky
byly inkubovédny vroztoku 2 hod vinkubatoru pfi 37°C. MTS substrdt je metabolizovan
mitochondridlnimi enzymy na fialovy formazan, ktery absorbuje svétlo pfi 490 nm. Po 2 hod inkubace
vzorkd v substratu bylo 100 ul roztoku preneseno do Cistych jamek a byla zméfena absorbance
pomoci spektrofotometru Infinite M200 PRO (Tecan, Switzerland) pfi 490 nm a referencni vinové
délce 690 nm. Od namérenych hodnot byla jesté odectena hodnota namérend na samotném vzorku

1



Duben 2022

inkubovaném bez bunék, u kontrolnich bunék na kultivacnim plastu byla odectena hodnota
namérena u kultivacniho média s MTS.

1.3 Detekce bunécné proliferace

Kuréeni bunécné proliferace byla pouZita kvantifikace bunééné DNA. Vzorky byly analyzovany
pomoci kitu Quant-iT™ dsDNA Assay Kit (Life Technologies). Vzorky byly po zméfeni MTS vloZeny do
200 pl lyzaéniho pufru (0,2% v/v Triton X-100, 10 mM Tris (pH 7,0), a 1 mM EDTA) a byly lyzovéany
pomoci 3 cykll zmraZeni/rozmrazeni, mezi nimiz byly ddkladné vortexovany. Pti analyze bylo 20 pl
bunécéného lyzatu od kazdého vzorku pfidano ke 200 pl reakéniho roztoku, ktery se vaze ke
dvousroubovicové DNA a nasledné emituje fluorescenéni signdl. Intenzita fluorescenéniho signdlu
byla zméfena pomoci fluorescenéniho readru (Infinite M200 PRO, Tecan, Switzerland; Aex= 485 nm,
Aem= 523 nm). Vysledky byly vyhodnoceny pomoci kalibraéni kfivky, ktera je soucasti kitu.

1.4 Vizualizace bunéc¢né distribuce v nosicich

Distribuce bunék na vldkennych nosicich byla vizualizovdna pomoci konfokalni mikroskopie. Vzorky
byly fixovany mrazenym metanolem (-20°C) 10 min. Ndasledné byla pfidana fluorescencni sonda 3,3'-
diethyloxacarbocyanine jodid (DiOC6(3), Invitrogen, 1 ug/ml v PBS (pH 7,4), kterd barvi intracelularni
membrany, a inkubovana se vzorky 30 min pfi pokojové teploté. Poté byl pfidan propidium jodid (PI;
5 ug/ml v PBS, 5 min RT; Sigma Aldrich), ktery je interkalovan do bunééné DNA. Nasledné byly vzorky
oplachnuty PBS, a vizualizovany pomoci konfokalniho mikroskopu (Zeiss LSM 880 Airyscan). PouZité
vinové délky Aex = 488 nm a Aem = 520 nm pro DiOC6(3) a Aex = 560 nm a Aem = 580 nm pro
propidium jodid. Obrazky ziskané z konfokalni mikroskopie byly dale pouzity pro analyzu hloubkové
penetrace bunék. Pomoci softwaru Zeiss Zen byla jednotlivym snimkdm z rGzné hloubky nosice
pfifazena barva, ktera odpovida barvé na Skale publikované v obrdzku.

1.5 Méreni aktivity alkalické fosfatazy

Aktivita alkalické fosfatdzy (ALP) byla méfena jako ukazatel osteogenni diferenciace. Nosice byly
oplachnuty v PBS. Nasledné k nim bylo pfidano 100 pl ALP substratu (p-Nitrophenyl Phosphate Liquid
Substrate Systém; Life Technologies), s nim se burnky nechaly inkubovat patnact min pfi pokojové
teploté, ve tmé. Béhem inkubace ALP katalyzuje hydrolyzu bezbarvého p-nitrofenylfosfatu (opNPP) na
p-nitrofenol, ktery md absorbanci pti vinové délce 405 nm. Po inkubaci se prepipetovalo 66,6 ul do
nové desticky a do kazdé jamky bylo pfidano 33,3 ul 2M roztoku NaOH, ktery zastavil celou reakci.
Vznikly p-nitrofenol byl detekovan na readeru Synergy HT pfi vinové délce 405 nm. Od jednotlivych
hodnot byla odectena absorbance ALP substratu s bunéénym nosicem bez bunék.

1.6 Mineralizace nosicl

K detekci mineralizace nosicd byl pouZzit kit Alizarin Red S Staining Quantification Assay (ARed-Q;
ScienCell). Alizarin Red Stvofi komplex svapenatymi slouc¢eninami v chelatacnim procesu a
vysledkem je jasné Cerveny produkt. Vzorky po méreni aktivity ALP byly nejprve 3x oplachnuty PBS a
poté fixovany ve 3,6% formaldehydu (v PBS) 15 min pfi RT. Po odstranéni formaldehydu byly vzorky
3x oplachnuty v dH,0. dH,0 byla odstranéna a bylo pfidano 0,1 ml 40mM ARS na jednu jamku.
Inkubace probihala 20 min pfi jemném tfepani, RT. Nasledné byly vzorky dikladné proplachnuty v
dH,0, aZ do chvile, kdy nebyla voda zbarvena. Nakonec byly vzorky vyfoceny.

1.7 Statistika

Pro vSechny testy bylo pouZito 6 nezavisle pripravenych vzorkd. Diky velkym odchylkam byly u
nékterych vzork( odstranény krajni hodnoty, avSak pro statistické hodnoceni byly pouzity vidy
nejméné 4 hodnoty. Data jsou prezentovana jako primér + smérodatna odchylka (SD). Vysledky byly
statisticky vyhodnoceny pomoci software GraphPad Prism 9.1.1. Pokud data prosla testem normality

2



Duben 2022

a testem rovnosti rozptyld, byla provedena parova analyza pomoci testu ANOVA a Tukeyho
srovnavaciho testu pro post-hoc analyzu. Pokud data byla bez normdlni distribuce, byla parova
analyza provedena pomoci Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks a Dunnova testu
vicendsobného srovnani pro post hoc analyzu. VSechny vysledky byly povaziovany za statisticky
vyznamné, pokud p bylo <0,05.

2. Vysledky

2.1 Test metabolické aktivity

Metabolicka aktivita byla mérena pomoci MTS testu 1., 7., 14. a 21. den experimentu (Obr. 1).
Nejvyssi metabolickd aktivita 24 hod po nasazeni bunék na nosi¢e byla sledovana na kultivaénim
plastu, dale pak u skupiny RP13 3D a RP12 3D. Nejvyssi metabolicka aktivita 7. den experimentu byla
namérena na kultivaénim plastu, dale pak u skupiny RP10 PI, a o néco nizsi u skupin RP12 3D a RP13
3D. 14. den byla metabolicka aktivita vyrovnana u vétsiny vzorkd, véetné kultivacniho plastu. Nizsi
hodnoty v porovnani s plastem byly naméfeny u skupiny RP11 3D, RP14 3D a RP9 PI. NejniZsi
metabolickd aktivita v pribéhu celého experimentu byla sledovana u skupiny RP14 3D. U skupin RP15
Pl a RP15 3D byly niz$i hodnoty naméreny v zacatku experimentu. 14. den byla uZ ale metabolicka
aktivita vyrovnand s ostatnimi skupinami vcetné kultivaéniho plastu. 21. den byla nejnizsi
metabolicky aktivita namérena na vzorku RP9 Pl a RP14 3D. NiZsi v porovnani s vétSinou skupin byla i
na vzorku RP11 3D. Na ostatnich skupinach byla absorbance vyrovnana, ovSem statisticky nizsi nez u
kultivaéniho plastu.
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Obr. 1: Metabolickd aktivita bunék na 3D tisknutych nosicich mérend pomoci MTS. Jako kontrola byly pouZity Saos-2 buriky
nasazené na kultivacnim plastu (plast). Oznaceni skupin nad sloupci znaci statisticky vyznamné rozdily (p<0.05, * p<0.001).

2.2 Méfeni bunécné proliferace pomoci kvantifikace DNA

Bunécna proliferace na 3D tisknutych nosicich byla méfena pomoci kvantifikace bunééné DNA (Obr.
2). Nejvyssi mnozstvi bunék 24 hod po nasazeni bylo sledovano na kultivacnim plastu, na ostatnich
skupinach byly hodnoty vyrovnané. 7. den bylo nejvice bunék zaznamenano na nosicich RP10 3D,
RP12 3D a RP13 3D. 14. den doslo k vyraznému narudstu poctu bunék na RP10 PI, dale pak na RP13 3D
a RP15 Pl a to dokonce v porovnani s kultivacnim plastem. 21. den nedochazelo k nar(istu poctu
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bunék, naopak u planarnich skupin doslo k jeho poklesu. Nejvétsi mnozstvi bunék bylo na kultivac¢nim
plastu.

Bunécna proliferace
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Obr. 2: Bunécnd proliferace méfend pomoci kvantifikace bunécné DNA. Jako kontrola byly pouZity Saos-2 buriky nasazené na
kultivaénim plastu (plast). Oznaceni skupin nad sloupci znaci statisticky vyznamné rozdily (p<0.05; *p<0.001).

2.3 Vizualizace bunék na nosicich pomoci konfokalni mikroskopie a hloubkova projekce
Bunécna distribuce na nosicich byla sledovana pomoci konfokdlni mikroskopie 1., 7., 14. a 21. den
(Obr. 3-6, dvé razna zvétseni). Bunécna jadra byla obarvena pomoci propidium jodidu (na obrazku
Cervené) a intracelularni membrany DiOC6(3) (na obrazku zelené). Distribuce bunék byla ovlivnéna
zplUsobem nasazeni bunék, kdy jsou burnky nasazeny v malé kapce kultivacniho média, aby
adherovaly na nosice a nedochazelo k jejich odplaveni z jeho povrchu. Z tohoto dlvodu byla hustota
bunék vyssi ve stfedu nosi¢e a smérem ke stranam se sniZzovala. Neni tedy mozné fidit se obrazky
z konfokalni mikroskopie, co se tyce poctu bunék (k tomu slouZi kvantifikace DNA). Nicméné obrazky
odrazi docela dobre vysledky testu bunécné proliferace. Napftiklad u skupiny RP10 3D je patrna plné
konfluentni vrstva bunék (bunky pokryvaji cely povrch bez mezer), naopak vzorek RP14 3D je
burikami porostla sice rovnomérné, ale pomérné fidce.

21. den byla vétsina vzorkd husté porostla burikami. Nejméné bunék bylo pozorovano u skupiny RP9
Pl a RP14 3D. U nékterych vzorkd bylo patrno, Ze doslo k ¢astecnému odloupnuti vrstvy bunék.

Z obrazkl z kanalu propidium jodidu (bunécéna jadra), ziskanych pomoci konfokalni mikroskopie, byly
nasledné pfipraveny hloubkové projekce (Obr. 7-8). Pro tento uUcel je softwarové urcité hloubce
z nosice prifazena barva na barevné skale. Buriky kopiruji strukturu nosice.
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Obr. 3: Bunécénd adheze a proliferace na prvni poloviné nosicti vden 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jddra byla obarvena propidium
jodidem (Cervené), intraceluldrni membrdny pomoci DiOC6(3) (zelené), mérka 200 um.
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Obr. 4: Bunécnad adheze a proliferace na druhé poloviné nosicl v den 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jadra byla obarvena propidium
jodidem (Cervené), intraceluldrni membrdny pomoci DiOC6(3) (zelené), mérka 200 um.
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Den 14 Den 21
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Obr. 5: Bunécénd adheze a proliferace na prvni poloviné nosict v den 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jddra byla obarvena propidium
jodidem (Cervené), intraceluldrni membrdny pomoci DiOC6(3) (zelené), mérka 100 um.
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Obr. 6: Bunécnd adheze a proliferace na druhé poloviné nosicl v den 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jadra byla obarvena propidium
jodidem (Cervené), intraceluldrni membrdny pomoci DiOC6(3) (zelené), mérka 100 um.
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Obr. 7: Hloubkové projekce u prvni poloviny skupin vden 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jadra urcité barvy se nachdzi v hloubce
odpovidajici barvé na barevné skdle.
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Obr. 8: Hloubkové projekce u druhé poloviny skupin vden 1, 7, 14 a 21. Bunécnd jadra urcité barvy se nachdzi v hloubce
odpovidajici barvé na barevné skdle.
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2.4 Aktivita ALP

Aktivita ALP byla mérena jako ukazatel osteogenni diferenciace bunék. Nejvyssi aktivita ALP 24 hod
po nasazeni byla sledovdna na kultivaénim plastu a dale pak u skupiny RP15 Pl. 7. den pak byla
nejvyssi hodnota naméfena u RP13 3D, naopak nejnizsi u skupiny RP10 Pl a RP14 3D. 14. den
experimentu aktivita ALP déle narlstala, nejméné u skupiny RP14 3D. 21. den jiZ nedochazelo
k narlstu aktivity ALP, ta byla vyrovnana u vsech skupin.

Aktivita ALP
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Obr. 9: Aktivita alkalické fosfatdzy byla mérena jako ukazatel osteogenni diferenciace. Jako kontrola byly pouZity Saos-2
bunky nasazené na kultivacnim plastu (plast). Oznaceni skupin nad sloupci znaci statisticky vyznamné rozdily (p<0.05;
*

p<0.001).

2.5 Mineralizace nosicU

Mineralizace nosicl byla méfena jako dulezity ukazatel osteogenni diferenciace bunék. Mineralizace
je na obrdzcich vidét jako jasné Cervena sloucenina. K mineralizaci dochazi v pozdni fazi inkubace,
mineralizace tedy byla detekovana 14. a 21. den. Bylo foceno vidy 6 nosicli, 7. dole byla kontrola,
tedy prazdny nosi¢ bez bunék.

Z fotografie (Obr. 10) je patrné, Ze k nejvétsi mife mineralizace dochazelo na vzorku RP10 Pl a RP12
3D. Naopak nizkou miru zabarveni sledujeme u skupiny RP9 Pl a RP14 3D. Nicméné je patrna velka
variabilita mezi jednotlivymi vzorky. 21. den (Obr. 11) dochézelo k narlstu mineralizace, coz znaci
vétsi mira zabarveni, zejména u skupiny RP10 3D, RP11 3D, RP12 3D, RP13 3D a RP15 3D. Nejmensi
mineralizace byla sledovdna u skupiny RP9 Pl a RP14 3D, coZ odpovidda mensimu poctu bunék
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Obr. 10: Mineralizace na nosicich detekovdna pomoci Alizarin Red S kitu 14. den kultivace. Cervené zbarveni detekuje
mineralizaci produkovanou nasazenymi Saos2 burikami. 7. vzorek v poradi je vZdy kontrolni, tedy bez bunék.
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Obr. 21: Mineralizace na nosicich detekovdna pomoci Alizarin Red S kitu 21. den kultivace. Cervené zbarveni detekuje
mineralizaci produkovanou nasazenymi Saos2 burikami. 7. vzorek v poradi je vZdy kontrolni, tedy bez bunék.

3. Zavér

Z vysledkll mGZeme uzavfit, Ze vSechny testované nosice byly biokompatibilni, buriky adherované na
nosice mély dobrou morfologii. Z planarnich vzorkd byl nejlepsi RP10 Pl, kde byla zaznamenana
nejvyssi mira proliferace a také mineralizace. Naopak nejhlfe na tom byl vzorek RP9 Pl. U 3D
tisténych nosicl vysel nejlépe vzorek RP13 3D a pak RP12 3D. Na téchto nosicich byla sledovéana
nejvyssi metabolicka aktivita, proliferace i mira osteogenni diferenciace. Nejhorsi 3D tistény vzorek
byl RP14 3D. 21. den jiZz nedochazelo k narlstu poctu bunék, ani ke zvyseni aktivity ALP. Naopak bylo
patrno, Ze dochazi k narlstu mineralizace.
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