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Prvni dokumentované pouZiti hyperbarické terapie je datovano do r. 1662 a pfisuzovano
britskému 1ékarti a duchovnimu Henshawovi. Komora, kterou vyvinul, byla vzduchotésna
mistnost, ve které bylo mozno ménit klimatické a tlakové podminky. Tato komora méla
napomdhat ke kvalitnimu traveni, odkaslavani ¢i ulehCovat dychani a pasobit preventivné
proti nejriznéj$im plicnim onemocnénim. BohuZel se tato terapie neujala a na dalsi rozvoj
musela hyperbaricka terapie pockat az do r. 1834, kdy francouzsky l€kai Junod sestavil
hyperbarickou komoru, kde uzival pretlak od 2 do 4 atmosfér k 16¢bé nejriznéjsich plicnich
onemocnéni (1). V dnes$ni dobé je normobarickd i hyperbarickd oxygenoterapie bézné
pouzivand podplrnd 1éCebnd metoda a na moznostech jejtho dal$iho uplatnéni probiha
usilovny vyzkum. Velké uplatnéni nasla oxygenoterapie napr. prii 1é¢bé chronickych ran
a bércovych viedi, hidradenitis suppurativa a dalSich koznich eflorescenci (2—4), pti 16¢bé
tinitu (5), otravé oxidem uhelnatym (6), dale také u celé fady neurologickych chorob (7),
je nedilnou soucdsti hloubkového potapéni a hlavnim lécebnym prostiedkem v pripadé
dekompresni choroby (10), apod. PfestoZe se jednd o bézné a hojné uzivanou 1écbu,
v odborné literatufe neni dostatek podkladt pro plné pochopeni biologickych dé€j, které
v bunikdch pfi odlisnych fyzikdlnich podminkdch probihaji. Neni tedy jasné, jak burnky
a systémy reaguji na nefyziologickou troven rozpusténého kysliku v krvi. Navic nejsou
k dispozici vhodné néstroje k vytvofeni podminek pro studium téchto bunéénych déju
in vitro. Tento typ experimenti fakticky nelze v klasickych hyperbarickych komorach
provadeét. Maji velky objem v jednotkédch krychlovych metrti, coz je pii potfebé vytvoreni
specifické atmosféry jednak ndkladné a zaroven zdkon neumoziuje tato zafizeni plnit
koncentraci kysliky vyssi nez 22,5 % objemového mnoZzstvi. Komory jsou navrhovany
pro dosahovani nizkych pracovnich tlakd (bézné max. 3 ATA). Velkym problémem je
jejich temperace na teploty vhodné ke kultivaci bunéénych linii (37 °C), nebot’ jsou
konstrukéné urceny pro pacienty (23-25 °C). A neméné vyznamnym problémem je
vytiZeni takovéhoto zafizeni v rdmci 1éCebné terapie. Aby bylo mozné se na studium vlivu
odli$nych fyzikdlnich podminek na buné¢ny metabolismus na bunééné urovni zamérit, bylo
nutné vyvinout zcela novou a unikétni technologii, kterd by vyzkum umoznila. Spoluprace
Ustavu biofyziky Lékaiské fakulty v Plzni a Ustavu Iékatské biofyziky Lékaiské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci vyustila v dspés$né feSeni projektu Preseed, v ramci
kterého byla vyvinuta novd koncepce experimentdlniho tlakového zafizeni, kterd dostala
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nazev mikrohyperbarickd komirka. Technologie je v soucasné dobé ochranéna narodnim
patentem ¢. 305989.

Cilem naseho pilotniho pokusu bylo vyzkouset, zdali je mozné bunécné kultury v této
komirce kultivovat a jak ovliviiuje zvySeny pO, rist bunééné linie plicnich fibroblastt
HFLI.

MATERIAL A METODIKY

Hyperbaricka komiirka

Mikrohyperbarickd komirka s oznaéenim uHBK2 je malych rozmérd (obr. 1).
Ma vélcovy vnitini profil s uzZitnym pramérem 22 cm, vySkou 20 cm a objemem 6.5 1.
Maximalni pracovni pretlak je 1,5 MPa. Plnéni probihd dvéma nezavisle regulovatelnymi
vstupy plynt a jednim regulovanym vystupem. M regulovanou temperaci vnitfnich
prostor s rozsahem —5 az +70 °C (pfi pouziti nemrznouci kapaliny) a rychlost teplotn{
zmény vnitiniho prostfedi je az 0,5 °C/s (v zdvislosti na vykonu temperacniho zafizeni).
Konstrukéni feSeni umoziuje pfimé pozorovani vnitiniho prostoru diky prizoru ve viku
(obr. 2). Mezi dal$i uzite¢né vlastnosti Ize zahrnout moznost bezkontaktniho magnetického
michani ve vnitinich prostorach komurky s plynulou regulaci otacek, datové propojeni
s vnitinim prostorem zajisténé az 8 datovymi linkami, moZnost napdjeni spotiebici
12/24VDC. Barevny dotykovy ovlddaci panel umoZziiuje méten{ vnitiniho tlaku a aktudlni
zmény tlaku (kPa/s), umoZznuje nezdvislé méfenti tff teplot (PT100), Ize jim piimo regulovat
osvétleni vnitfnich prostor a vykon vnitini ventilace. Ddle je umoznén zdznam minimalnich
a maximadlnich hodnot, zvukova signalizace pri prekroceni limitnich hodnot, kalibraéni
korekce zobrazovanych méfenych hodnot. Zdznam vybranych méfenych parametrt je
mozné ulozit na SD kartu.

Obr. 1 Mikrohyperbarickd komtrka uHBK2
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Obr.2 A, B, C, D — Pohledy do vnitfnich prostor hyperbarické mikrokomuirky

SloZeni atmosféry pro kultivaci

Buriky byly kultivovany za normobarickych podminek v prostredi se zvySenou
koncentraci kysliku (hyperoxie) — smés CARBOGEN 5% (95 kPa pO, a 5 kPa pCO,),
teplota byla stabilné regulovdna na hodnotu 37 °C a vnitfni tlak byl 1 ATA.

Kultivace bunék a jejich expozice normobarické hyperoxii

Pro pilotni studii byla vybrdna bunééna linie fibroblastd HFL1 (ATCC® CCL153™).
Buriky byly kultivovany v médium DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
doplnéném o L-Glutamin, 10% FBS (fetalni bovinni sérum) a 1% antibiotika (streptomycin
a penicilin).

Buriky byly rozdéleny do dvou skupin, kdy prvni byla exponovana v mikrohyperbarické
komtrce normobarické hyperoxii (37 °C; 95 kPa pO, a 5 kPa pCO,) vzdy 2 h po dobu
5 dni. Po expozici byly buiiky presunuty zpét do inkubdtoru do dalsi expozice. Kontrolni
skupina byla kultivovana ve stabilnich podminkach inkubétoru (37 °C a 5 kPa pCO,).

Proliferace bunék

Exponované i kontrolni buriky byly sklizeny kazdych 24 h (vzdy pred dalsi expozici
normobarické hyperoxie) a jejich pocet spocitan v Biirkerové komtirce. Tyto hodnoty
indikovaly trend jejich riistu za piedeslych 24 hodin kultivace. Pocty bunék byly statisticky
vyhodnoceny pomoci t-testu (p < 0,05 bylo povazoviano za statisticky signifikantni). Po
samotné dvouhodinové expozici bylo provedeno dalsi sklizeni bunék (opét u obou skupin).
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Cilem bylo zjistit, zda nedochdzi k vyznamnému umirdni bun¢k nasledkem expozice.
Primérné pocty bunék byly vyneseny do grafu. Synchronné byly buriky dokumentovany
i fotograficky a to z davodu porovndni morfologie jejich rtstu, tedy, zda ¢i jak se charakter
rastu ovlivnénych bunék odlisuje od kontrol.

VYSLEDKY

Buriky v mikrohyperbarické komirce je mozné bez problému kultivovat. Komurka je
tedy vyuzitelnd pro in vitro experimenty s nejriznéj$im sloZenim atmosféry za normdlnich
i hyperbarickych podminek (normoxie, hypoxie, hyperoxie, normokapnie, hypokapnie,
hyperkapnie).

V naSem pilotnim experimentu s vystavenim bunécné linie fibroblastli normobarické
hyperoxii (2 hodiny po dobu 5 dni) nebyl nalezen statisticky signifikantn{ rozdil v poctu
bunék oproti kontrolni skupiné bunék. Obé skupiny bunék vykazovaly shodny ristovy
trend v pocatku experimentu, ke konci se vSak od sebe mirné odklanély (po 5. expozici).
Charaktery jednotlivych ridstovych kfivek jsou patrné z grafu 1. Z grafu je déle patrné, Ze

Obr. 3 Porovnani charakteru ristu bunééné linie HFL1. A, C, E — bunky exponované normobarické hyperoxii
ve dnech 0 (A), 3 (C) a5 (E); B, D, F — bunky kontrolni — neexponované normobarické hyperoxii ve dnech 0
(B),3(D)a5(F)

40



35000

30000 W
2500+ T
) 2
c
=}
o
o 20 000
Q
]
o
15 000
- kontrola pfed exp.
10 000 —@— kontrola po exp.
--m-- ovlivnéné pred exp.
ovlivnéné po exp.
5000 po exp
1 2 3 4 5 6
Den

Graf 1 Rustova kiivka kontrolnich a ovlivnénych HFL1 normobarickou hyperoxii

nedochdzelo ani k vyznamnému umirdni bunék nasledkem jejich expozice normobarické
hyperoxii (porovndni kiivky pfed a po ovlivnéni). Morfologicky vzhled kultivovanych
bunék je ukdzan na obrazku 3, ani zde jsme nezaregistrovali Zddnou vzajemnou rozdilnost
charakteru bunék.

DISKUZE A ZAVER

Utinky hyperoxie na bunééné trovni jsou stile velkou nezndmou. Nedostatek publikaci
a znamych informaci nds vede k zavéru, Ze je tato oblast zdkladniho vyzkumu védecky
zajimava a md smysl v ni pokracovat. NaSe pilotni vysledky naznacuji, Ze by mohlo
dochdzet k ovlivnéni bunécné proliferace, nevime vsak zatim, jaky mechanismus se za
touto skute¢nosti skryva. Muze napiiklad dochdzet k ovlivnéni mitochondrif uvnitf bunék
a tedy ke zménam v bunécném metabolismu (8, 9).

SOUHRN

Hyperbarickd a normobarickd oxygenoterapie je v soucasné dobé bézné pouzivanou
podpirnou metodou, kterd nasla velké uplatnéni pfi 1é¢bé mnoha onemocnéni. I pres
znacné vyuziti této metody v 1é¢ebné praxi, postraddme dostatek podkladi v odborné
literatufe, ktery by umoznil plné pochopeni biologickych dé€ji probihajicich v bunkach pii
odlisnych fyzikdlnich podminkach. Cilem nasi studie bylo primarné zjistit, zda je mozné
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kultivovat buriky ve specidlné sestrojené mikrohyperbarické komurce a ndsledné studovat
vliv zvyseného pO, na rst bunééné linie plicnich fibroblastd HFL1.

Microhyperbaria — the possibility of cell metabolism research
in different physical conditions

SUMMARY

Hyperbaric and normobaric oxygen therapy is currently routinely used supporting
method which founded widely use in treating of many diseases. Despite of the considerable
use of this method in medical practice, we are lacking sufficient background material in the
literature which allows us full understanding of biological processes taking place in cells
under different physical conditions. The aim of our study was primarily to find out whether
it is possible to cultivate cells in a specially constructed microhyperbaric chamber and then
study the effect of increased pO, on the growth of the HFL1 pulmonary fibroblast cell line.
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