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ANOTACE

Mesenchymalni stromalni bunky (MSC) ptedstavuji v souc¢asné dob¢ slibny nastroj v oblasti
regenerativni mediciny a bunécéné terapie. Vzhledem k jejich schopnostem produkovat rtizné
rustové faktory a dalsi slozky nebo se diferencovat na rizné typy bunck (zejména adipocyty,
osteocyty a chondrocyty), nachazeji Siroké uplatnéni pii 1écbé tady degenerativnich
onemocnéni veetné srde¢nich onemocnéni, ortopedickych, neurologickych poruch, diabetes
mellitus a dalSich. I kdyz se jedna o stale se rozvijejici oblast, MSC maji potencial vyrazné

zménit piistup k 1é¢bé mnoha dosud obtizné 1é€itelnych onemocnéni.

KLICOVA SLOVA

Mesenchymadlni stromalni buiiky, VEGF, hypoxie, charakteristika MSC, izolace MSC

TITLE

The Effect of Hypoxia on in vitro VEGF Production in Mesenchymal Stem Cells Derived
from Adipose Tissue

ANNOTATION

Mesenchymal stromal cells (MSCs) currently represent a promising tool in the field
of regenerative medicine and cell therapy. Due to their ability to produce various growth
factors and other bioactive molecules, as well as their capacity to differentiate into multiple
cell types (particularly adipocytes, osteocytes, and chondrocytes), they are widely applied
in the treatment of numerous degenerative diseases, including cardiac conditions, orthopaedic
and neurological disorders, diabetes mellitus, and others. Although this field is still evolving,
MSCs hold the potential to significantly transform the approach to treating many currently

hard-to-manage diseases.
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UVOD

Mezi moderni postupy 1écby nejen diabetes mellitus 1. typu v soucasné mediciné patii
transplantace inzulin produkujici tkané, a to bud’ ve formé transplantace celé slinivky bii$ni
nebo transplantace izolovanych Langerhansovych ostrivki. Ostrivky jsou transplantovany
piimo do portalni zily jater, kde se usazuji. Tento postup neni optimalni, protoze bé¢hem
transplantace dochazi k okamzité destrukci zhruba 50 % transplantovanych bunék vlivem
hypoxie a zejména v dusledku rychlé nespecifické zanétlivé reakce zprostfedkované krvi.
Dlouhodobé¢ je $tép vystaveny vysoké koncentraci zivin, 1€kl i toxinti piichazejicich portalni
krvi ze stfeva. ReSenim tohoto problému by mohlo byt vytvofeni umélé dutiny napt. ve tvaru
valce vyrobeného zpolymerni sitoviny, ktery v kombinaci s teflonovou vlozkou miuze
vytvarovat pozadovanou dutinu a poskytnout §t€pu vhodné prostiedi bez ptimého kontaktu
mezi ostrivky a krvi pfijemce. Vyhodou této metody je, ze je dutinu mozné vytvofit
do podkozi, a vyhnout se vstupu do portalni zily. Zakrok je tedy pro pacienta mnohem méné
invazivni. Vzhledem k tomu, ze Langerhansovy ostrivky jsou bunky velmi narocné na ptisun
kysliku, ale zaroven je pro né piimy kontakt s krvi destruktivni, je potfeba vyiesit problém
vaskularizace umélé dutiny. Toho je mozné docilit ptidanim mesenchymalnich stromalnich

bun€k do implantovaného skeletu a ovlivnit hojeni tkan¢ zadoucim smérem (Fabryova et al.,

2014; Kiiz et al., 2010; Kiiz et al., 2012).

Mesenchymalni stromalni buriky maji mimo jiné i reparacni schopnost. Prostfednictvim
parakrinni signalizace butiky do okoli uvoliuji biologicky aktivni latky jako naptiklad ristové
faktory (VEGF, EGF aj.) nebo cytokiny, které piispivaji ke sniZzovani zanétu, podpory
angiogeneze a zejména napomahaji procesu hojeni ran (Maxson et al., 2012;

Mozaffari et al., 2024).
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mesenchymalni stromalni buiiky

Mesenchymalni stromalni bunky (MSC) jsou multipotentni nehematopoetické bunky majici
schopnost sebeobnovy a diferenciace (Amorin et al., 2013). Prvni zminky o téchto bunkach
se datuji uz do roku 1867, kdy némecky patolog Julius Cohnheim objevil v kostni dfeni
nehematopoetické kmenové builky, ze kterych vznikaji fibroblasty, které se zapojuji
do procesu hojeni ran. O vice nez 100 let pozd&ji vroce 1970 rusky védec Alexander
Friedenstein a jeho kolegové tyto buriky identifikovali jako bunky liSici se od krvetvornych
bun¢k a Ze navic maji potencial se diferencovat do osteogenni bunécné linie. Oznacili je jako
,buniky podobné fibroblastim™ (CFU-F). V roce 1987 Friedenstein vtomto vyzkumu
pokro€il a prokézal, Ze jsou tyto buniky schopny diferencovat i do chondrogenni tkané
a potencionalné i do dalSich typt bunék (jako jsou napiiklad adipocyty), coz o rok pozdéji
potvrdil. Zaroven se rozhodl tyto buinky pfejmenovat na ,bone marrow osteogenic stem
cells“, coz by se do CeStiny dalo pielozit jako ,,osteogenni kmenové bunky kostni diené*
(Stefanska et al., 2020; Hernigou, 2015). V roce 1999 se Marku Pittengerovi a jeho tymu
povedlo vykultivovat in vitro zkostni diené adipocyty, osteocyty a chondrocyty.
(Pittenger et al., 1999) Nazev mesenchymalni stromalni bunky poprvé pouzil v roce 1991
Arnold Caplan a ac¢koli je tento nazev védeckou spole€nosti béZné€ pouzivan, nékteti autofi se
domnivaji, ze tento nazev neni pfesny a mél by byt zménén (Caplan, 1991; Bianco et al.,
2008). Dokonce sam autor soucasného nazvu od roku 2010 vydal nékolik publikaci,
ve kterych navrhuje pfejmenovani téchto bunék. Navrhuje ndzev ,,Medicinal Signaling Cells*
(voln¢ prelozeno do ceského jazyka jako ,léCebné signdlni buiky*), kvili darazu
na mechanismus jejich lécebnych UcCinkd po transplantaci. Piedpoklada se, Ze tento
mechanismus je zalozen pfedevS8im na sekreci faktorti usnadiujicich regeneraéni procesy

(Caplan, 2010; Caplan, 2017).

S rozvojem znalosti a vyvojem dalSich moznosti vyuziti MSC v regenerativni medicing, zacal
stoupat zdjem o tyto bunky v mnoha vyzkumnych laboratofich po celém svété. Vyvijely
se nové metody izolace bun€k a vyzkumné tymy ptichazely s dal$imi alternativami jejich
vyuziti. Sou€asné s tim se ukézalo, Ze MSC nemaji jeden specificky znak, podle kterého
by se dalo urcit, ze se skutecné jednda o MSC. Vyuziva se tedy kombinace pozitivnich
a negativnich markerti. Vzhledem k tomu, ze kazdéa védecka skupina pfistupovala k vyzkumu

a k charakterizaci MSC odlisné, bylo slozit¢é pokroky jednotlivych tymu porovnavat
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a posouvat se tak dal v badani (Dominici et al., 2006; Horwitz et al., 2005; Lv et al., 2014).
Na zaklad¢ toho vydala spolecnost International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT)

v roce 2006 seznam kritérii, které bunky musi spliiovat, aby mohly byt oznaceny za MSC

(Dominici et al., 2006; Lv et al., 2014):

1. Buiky musi byt pfilnavé k plastovym lahvim pro tkanové kultury za standardnich
kultivacnich podminek.

2. Vice nez 95 % bunécné populace musi exprimovat povrchové antigeny CDI105,
CD73 a CD90, naopak méné nez 2 % bunétné populace nesmi exprimovat
povrchové antigeny CD45, CD34, CD14 nebo CD11b, CD79a nebo CD19 a HLA-
DR.

3. Buiky musi byt schopny in vitro diferenciace na osteoblasty, chondroblasty

a adipocyty.

1.1.1 Adheze bunék

Adheze bun¢€k hraje vyznamnou roli v bunééné komunikaci i regulaci fady bunéénych
procesti. Ma také vyznam ve vyvoji a udrzovani tkéni. Pojem bunécénd adheze oznacuje
schopnost jedné bunky pfilnout k jiné buiice nebo k extracelularni matrix, kterou b&hem
invitro kultivace nahrazuji kultiva¢ni lahve. Béhem in vitro adheze buiky podléhaji

morfologickym zménam. Adheze je zprostredkovdna integriny a povrchovymi receptory
(Khalili a Ahmad, 2015).

Tento proces je obvykle rozdélen do tiech fazich (Khalili a Ahmad, 2015):

e Faze 1 — pocatecni piipojeni buiiky k substratu a jeji zplosténi
e Faze 2 — buiilka se rozsifuje a reorganizuje aktinovy cytoskelet

e Faze 3 — bunka dosahuje maximalni rozprostiené plochy a adheze je nejsilnéjsi

V soucasné dobé lze ke kultivaci MSC vyuzivat nanokompozity vyrobené ze syntetickych

I ptirodnich biomaterial (Shotorbani et al., 2017).
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1.1.2 Fenotypicka charakterizace MSC

Rozdily v expresi povrchovych znaki mohou byt pozorovany nejen mezi riznymi druhy, ale
také v ramci jednoho druhu. Tyto rozdily jsou ¢asto dusledkem specifickych vlastnosti tkang,
ze které byly MSC izolovany. Exprese markeri mtize byt ovlivnéna rtiznymi faktory, které
se tykaji jak samotného procesu izolace, tak i nasledné manipulace s bunkami. Napiiklad
vystaveni bun€k enzymim, jako je trypsin b&hem trypsinace, mohou ovlivnit expresi
povrchovych marker. Dal$im dualezitym faktorem je typ pouzitého kultivatniho média
a pritomnost jeho specifickych doplnki, které mohou modulovat jejich rast a diferenciaci
bungk, a tim 1 zménit profil povrchovych markert. Je také potieba brat v uvahu, Ze intenzita
exprese téchto markerti je i zavisld na metodé jejich detekce. Nejpouzivanéjsi metodou
stanoveni povrchovych znaki je pritokova cytometrie. OvSem nékteré vyzkumné laboratote
ale pro detekci vyuzivaji napiiklad metodu ELISA nebo polymerazovou tetézovou reakci

s reverzni transkripci (Rojewski et al., 2008).

V naSem experimentu jsme povrchové markery na MSC stanovovali ve druhé a tieti pasazi
pomoci specifickych protilatek pritokovou cytometrii. Podrobnosti o principu této metody
anaSem piistupu, kterym jsme k charakteristice piistupovali je pospana dale v kapitole

S nazvem ,,Metodika“.

Piehled pozitivnich a negativnich povrchovych markert u MSC izolovanych z lidské

a potkani tukové tkané a kostni dfené jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1 Porovnani exprese vybranych CD markerti na lidskych a potkanich MSC; + ... pozitivni exprese; +/- ... pozitivni exprese s nizkou intenzitou; - ... negativni exprese

Clovek Potkan
Marker Nazev kostni | tukova | kostni | tukova Reference
dienn | tkan | dfen | tkan

Boxall a Jones, 2012; Marycz et al. , 2016;

CD29 |integrin B—1 + + + +
Sachs et al., 2012
adhezni molekula endotelovych Boxall a Jones, 2012; Karaoz et al., 2009; Maharlooei et al., 2011,
CD31 - - - -
bunék krevnich destiéek 1 Sachs et al., 2012; Vanchinathan et al., 2015
Boxall a Jones, 2012; He et al., 2018;
CD34 - +/- - -
Sachs et al., 2012; Zaki et al., 2020
Bayati et al., 2013; Boxall a Jones, 2012;
CD44 |P—glykoprotein 1 + + + +/-

Senbanjo a Chellaiah, 2017; Yang et al., 2011

Bayati et al., 2013; Boxall a Jones, 2012; Hao et al., 2017;
CD45 |receptor tyrosinfosfatazy - - - -

Rheinldnder et al., 2018; Yang et al., 2011

Bayati et al., 2013; Boxall a Jones, 2012;
CD73 |ekto—5’—nukleotidaza + + + +

Chenetal., 2019; Yang et al., 2011

Bayati et al., 2013; Boxall a Jones, 2012;
CD90 |[thymocytovy diferenciacni antigen 1 + + + +

Bunnell, 2021; Hao et al., 2017; Kisselbach et al., 2009

Boxall a Jones, 2012; He et al., 2018;
CD105 |endoglin + + + +/-

Sachs et al., 2012; Yang et al., 2011
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1.1.3 Diferenciace MSC

Jednou ze zékladnich vlastnosti MSC je jejich vice liniovy potencidl. Obecné by se prubch
diferenciace MSC dal shrnout do dvou krokt. V prvnim kroku dochazi k pireméné MSC
na liniové specifické progenitory. Ve druhém se tyto progenitory diferencuji na konkrétni
bunécny typ. Oba tyto kroky jsou ovlivnény biologickymi, chemickymi a fyzikalnimi vlivy,

které se vzajemné prolinaji (Chen et al., 2016; Zhang et al., 2024):
e Biologické vlivy

Vlivem starnuti dochazi v kostni tkani k posunu diferencia¢ni rovnovahy mezi osteogenezi
a adipogenezi. Disledkem tohoto procesu je ubytek kostni hmoty. DalSim biologickym
faktorem ovliviiujicim diferenciaci MSC patii metabolické procesy, jako naptiklad oxidacni

stres nebo metabolismus glukdzy (Chen et al., 2016).

Do biologickych vlivi, ovliviiujici nejen diferenciaci MSC, mizeme zatadit i proces zvany
senescence. Jedna se o buncécnou odpovéd’, kterd je charakterizovana trvalou zastavou
bunécéného cyklu. To vede k nedostatecné proliferaci a diferenciaci, zménam exprese proteinil

a chromozomové struktury (Weng et al., 2022). Doposud jsou znamy 4 typy starnuti buné¢k:

e replikativni — dochazi ke kritickému zkraceni telomer;

e starnuti indukované onkogenem — z4visi na aktivaci nebo nadmérné expresi onkogent;

e starnuti indukované stresem — Vv disledku mnoha riznych stimulaci napf. reaktivni
kyslikaté radikaly, ionizacni zafeni, osmoticky stres, tepelny Sok...;

e vyvojove starnuti — soucast normalniho vyvojového procesu.

V procesu senescence MSC se uplatiiuji riizné mechanismy, které se vzajemné ovliviuji.
Mezi nejstudovanéj§i mechanismy patii poSkozeni DNA (vlivem napiiklad oxida¢niho
stresu), zkracovani telomer nebo snizena funkce mitochondrii. Obecné se délka Zivota MSC

kultivovanych in vitro pohybuje od 30 do 40 déleni (Weng et al., 2022; Zhou et al., 2020).
e Chemické vlivy

Diferenciace je fizena rOznymi cytokiny, ristovymi faktory, transkripénimi faktory
a molekulami extracelularni matrix. In vitro diferenciace je zavisla na slozeni diferencia¢niho

média, které je charakteristické pro kazdy bunécny typ (Almaki a Agrawal, 2016).
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e Fyzikalni vlivy

Zaroven diferenciaci ovliviiuje i mechanické piisobeni, a to zejména u tkani, jejichz bunky
jsou pod vlivem cyklického mechanického namahani v disledku biologickych rytmd, jako
je napiiklad dychani nebo prutok krve. Dal$im fyzikalnim vlivem je i misto, kde se MSC
nachdzeji. Tim, ze se MSC vyskytuji v riznych tkanich, mé na diferenciaci vliv i tuhost
matrice, ve které bunky jsou (tuzs$i matrice podporuji myogenni diferenciaci, rigidni matrice

osteogenni aj.) (Chen et al., 2016).

Vyse zminéné faktory jsou pouze piiklady téch, které se podileji na ovliviiovani diferenciace
MSC. Je dilezité si uvédomit, ze tyto vlivy neovliviiuji pouze diferenciaci, ale i dalsi procesy
jako je naptiklad bunécna proliferace nebo sekre¢ni vlastnosti MSC, a zaroven existuji 1 dalsi

faktory, které maji vliv na jejich diferenciaéni kapacitu (napiiklad epigenetické faktory aj.).

MSC maji schopnost se diferencovat do riznych typt bun¢k, které odpovidaji tfem zakladnim
embryonalnim listim — mezodermu, ektodermu a endodermu. Nejjednodussi je diferenciace
do mezodermalnich bunék, coz je dano tim, ze MSC maji svij pivod v mezodermu béhem
embryonalniho vyvoje. Za urcitych presné definovanych kultivacnich podminek a pfidanim
vhodnych stimulll jako jsou napfiiklad ristové faktory, jsou MSC schopny se diferencovat
i do ektodermalnich (neurony aj.) a endodermalnich (hepatocyty, buiiky pankreatu aj.) bunék.
Tento proces, pii kterém je popisovana schopnost kmenovych bunék diferencovat
se do bunéénych linii, které patii do jinych typt tkané, nez ve kterych ptivodné sidli,
atoidobunek pochazejicich zriznych zarodeénych vrstev, se nazyva transdiferenciace

(Ding et al., 2011; Hwang et al., 2009; Xu et al., 2024).

Transdiferenciace zahrnuje genetické preprogramovani, pii némz dochazi k vypnuti nékterych
genl a aktivaci jinych. V pfipad€, Ze by tento proces probihal moc rychle, mohly by byt
pfechodné exprimovany produkty obou skupin genii nardz. Na druhou stranu, pokud by
proces transdiferenciace trval delsi dobu, mohly by vznikat mezistupné, kdy by piivodni geny
specifické pro dany typ bunck byly neaktivni a soucCasné¢ nové geny by jeSté nebyly
aktivovany. O skute¢né transdiferenciaci lze hovofit az v okamziku, kdy je trvale stanoven

novy charakteristicky fenotyp buiky (Krabbe et al., 2005; Song a Tuan, 2004).

Jak uz bylo vySe zminéno, nejjednoduseji se MSC diferencuji do mezodermélnich bunécnych

linii. Jedna se tedy nejcastéji o procesy adipogeneze, osteogeneze a chondrogeneze:
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e Adipogeneze

Adipogeneze je proces, pii kterém se MSC zapojuji do tukové linie a diferencuji
se na adipocyty. Tukova tkan je volna pojivova tkan, kterd je slozend z velkého mnozstvi
bunék, z nichz nejvice zastoupené jsou adipocyty. Rozlisuji se dva typy tukové tkané — bila
— subkutanni a viscerdlni. Subkutanni se nachazi pod kuzi a slouzi k uklddani energie
ve form¢ triacylglycerolii a pfi nedostatku energie uvoliiuje mastné kyseliny. Jedna se
0 prevladajici tukovou tkan u dospélych. Oproti tomu visceralni tukova tkan obklopuje
organy a je metabolicky aktivngjsi (Mittal, 2019). Naopak hnéda tukova tkan uvoliuje
energii procesem termogeneze a nachazi se hlavné u novorozenca (Sarjeant a Stephens, 2012;
Tong et al., 2000). Morfologicky se od sebe daji tyto tkané jednoduse odlisit pomoci svételné
nebo elektronové mikroskopie. Adipocyty bilé tukové tkdné maji kulovity tvar a dosahuji
velikosti kolem 10 — 100 um. Jejich organely jsou utlatovany lipidovymi kapénkami, které
zabiraji vétSinu cytosolu. Buiiky obsahuji malé mnozstvi mitochondrii. Jadro je vmacknuté
mezi lipidové kapénky a plazmatickou membranu. Oproti tomu adipocyty z hnédé tukové
tkané jsou mensi. Dosahuji velikosti 15 — 50 um a maji elipsovity tvar. Jadra téchto bunék
jsou centralizovand v cytoplazmé a ostatni organely jsou klasicky pfitomné v normalni
velikosti. Tyto buiiky jsou bohaté na mitochondrie. Hnéd4d tukova tkan je dobte

vaskularizovana a inervovana sympatickym nervovym systémem (Sarjeant a Stephens, 2012).

Adipogeneze je komplexni proces, béhem kterého dochazi nejprve k zavazku kmenovych
bun¢k k diferenciaci do preadipocytii. Preadipocyty se nasledné piestanou proliferovat,
za¢nou akumulovat lipidové kapénky a vyvinou se morfologicky i biochemicky do zralych
adipocytid. NejvyznamnéjSimi tanskripénimi faktory, které se podili na diferenciaci MSC
do adipocyti jsou PPARy a C/EBP. PPARy ma 2 izoformy (PPARy 1 a PPARYy 2), které
se podili na adipogenezi. PPARY 2 se v procesu uplatituje jiz v nizSich koncentracich, nez
PPARy 1. C/EBP se v procesu uplatituje v ¢asnych stadiich. ZvySuje se exprese izoforem
C/EBP 3 a C/EBP 9, coz zvySuje expresi C/EBP o a PPARY. Mezi dalsi efektory adipogeneze
patii Kriippelim podobné faktory (KLF). Nékteré formy KLF pozitivné ovliviiuji adipogenezi
(napt. KLF 4, 5, 6 nebo 15), n¢které formy naopak diferenciaci do adipocyti inhibuji
(napt. KLF 2, 3 nebo 7). Do negativnich efektori adipogeneze lze zatadit i GATA
transkripéni faktor, ktery potlacuje expresi PPARy 2. GATA ma 6 ¢lenu (GATA 1-6),
na inhibici adipogeneze se podili zejména GATA 2 a GATA 3. Tyto transkripéni faktory jsou

exprimovany v preadipocytech, které jsou pfitomny v bilé tukové tkani. Adipogeneze je
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taktéz regulovana signalnimi drahami jako naptiklad Wnt/B—kateninova drahou nebo HH

signalni drahou (Sarjeant a Stephens, 2012; Zhang et al., 2020).

In vitro diferenciace probiha v kultivaénim médiu obsahujici rizné latky, které jsou do média
pfidavany za ucelem podpory adipocytarni diferenciace. Konkrétné se jedna napiiklad
o isobuthylmethylxantin (IBMX) — aktivuje C/EBP B, indometacin — aktivuje PPARY,
dexamethason nebo inzulin. Ke znazornéni morfologickych zmén adipocytii se bezné
vyuzivaji lipidové vakuoly, které mohou byt obarveny napiiklad olejovou Cerveni. Dale se
k potvrzeni diferenciace pouziva protilatka proti mFABP4 (anti-mFABP4), ktera slouzi jako
specificky marker pro tento typ bunék (Chamberlain et al., 2007; Hwang et al., 2009; Liu,
2024).

e (Osteogeneze

Osteogeneze je souhrnny nazev pro cely proces tvorby nové kosti od diferenciace MSC az
po tvorbu a mineralizaci kostni matrix — osifikace. Osifikace se obecné dé€li na dva zakladni
typy — intramembran6zni a endochondralni. Intramembrandzni osifikace neboli osifikace
pfima, probihd piedevsim v plochych kostech lebky a ¢astecné i v kli¢nich kostech. Tento
proces zacina kondenzaci MSC, ze kterych se v pfitomnosti osteoprogenitorti stanou
osteoblasty. Zralé osteoblasty se ndsledn€ mohou stat buitkami kostni vystelky, vyvinout se
Vv osteocyty nebo podléhaji apoptdéze. Druhym typem osifikace je endochondralni osifikace
neboli nepfimd. Ta probiha v dlouhych kostech, obratlich, v bazi lebni a v zadni Casti lebky.
Na rozdil od prvniho typu osifikace, tento typ spociva v tom, Zze se MSC nejprve diferencuji

na chrupavku, ktera je pozd¢ji nahrazena kosti (Valenti et al., 2017).

Pro osteogenni diferenciaci je stéZejni transkripéni faktor Runx2, ktery indukuje diferenci
MSC nejprve na proosteoblasty a déle az na osteocyty. Tento transkripcni faktor dale inhibuje
adipogenni a chondrogenni diferenciaci MSC. Mezi dalsi vyznamné transkripéni faktory patii
osterix. V jeho nepfitomnosti nedochazi ktvorbé kosti intramembranézni a ani

endochondralni osifikaci (Almaki a Agrawal, 2016).

Osteogenni diferenciace MSC je regulovana dvéma klicovymi signalnimi cestami — BMP
a Wnt. Na pocatku BMP signalizace jsou aktivovany SMAD proteiny, které fidi expresi genu
pro Runx2, ktery je hlavnim transkripénim faktorem pro osteogenezi. Aktivace Wnt signalni
drahy indukuje expresi osterixu a potlacuje transkripni faktor PPARy, ktery je hlavnim
transkripénim faktorem adipogeneze. Tento typ regulace se nazyva nekanonickd signalni

draha. Wnt také reguluje expresi Runx2, a to pomoci kanonické signalni drahy, ktera plisobi
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bud’ stimula¢né nebo supresivné v zavislosti na Grovni diferenciace progenitorovych bunck

(Almaki a Agrawal, 2016; Mahajan a Bhattacharyya, 2023; Valenti et al., 2017).

In vitro lze diferencovat MSC do osteocyti v kultivaénim médiu obohaceném o latky typu
dexamethason, p—glycerolfosfat, vitamin D nebo fosfat kyseliny askorbové. Takto
diferencované osteocyty se poté daji znazornit pomoci specifické protilatky proti osteokalcinu
(anti—osteokalcin). Charakteristické také pro tyto bunky je akumulace vapniku v cytoplazmé
a zvySena aktivita alkalické fosfatazy (Almaki a Agrawal, 2016; Chamberlain et al.,2007;
Hwang et al., 2009).

e Chondrogeneze

Chondrogeneze je proces vzniku chrupavky po kondenzaci ranych mesenchymalnich tkani
za vzniku vyvijejiciho se chrupavcitého skeletu. Chrupavka je tenkd vrstva husté tkané bez
nervy, krevnich cév a lymfy, kterd se nachazi na koncich kosti v kloubech. Tato vrstva
zabranuje pfimému kontaktu mezi kostmi a spolu se synovialni tekutinou umoziuje hladky
pohyb kosti. Soucasti kloubni chrupavky, jsou kromé& chondrocytl (nativni buniky chrupavky),
jesté slozky extracelularni matrix jako napfiklad kolagen (zejména kolagen typu II)

a proteoglykany (nejzastoupenéj$i je agrekan) (Barter et al., 2024; Chen et al., 2018;
Chen et al., 2021).

V procesu chondrogeneze nejprve dochazi ke shlukovani MSC. Tyto shluky jsou poté
schopny diferenciace na chondroprogenitorové buiiky a az nasledné na chondrocyty. Béhem
procesu zvaném endochondrélni osifikace se chondrocyty stavaji hypertrofickymi a nasledné
podlehnou apoptéze. To umozZiuje nahrazeni chondrocytll osteoblasty, tedy vymeénou
chrupavcité tkané zatkan kostni. Tyto jevy jsou piirozené v obdobi vyvoje a ristu,
hypertrofie chondrocytt ale také mize byt nezadouci naptiklad pii osteoartroze (Chen et al.,

2021).

Klicovym regulacnim faktorem chondrogeneze je SOX9 (protein SRY-box 9), ktery inhibuje
hypertrofii chondrocyt a udrzuje jejich fenotyp. Obsahuje 509 aminokyselin a ma vyznam
hlavné v pocatecnich fazich chondrogeneze. V pokrocilejsich fazich spolupracuje s proteiny
SOXS a SOX6. Na hypertrofickém zvratu chondrocytii se jiz nepodili. Zde se vyuziva dalsi
faktor Runx2, hlavni transkripéni faktor osteogeneze, ktery podporuje endochondralni
osifikaci. DalSim ristovym faktorem je BMP. BMP se podili na udrzovani homeostazy
chrupavky a hraje klicovou roli vregulaci jeji diferenciace. Ddéle také ovliviluje

endochondrélni osifikaci. Tento proces probiha prostfednictvim pfenosu signalu z receptort
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na plazmatické membrané bun¢k do jadra, pfi¢emz signal je zprostiedkovan pomoci SMAD

proteint (Chen et al., 2021; Mamachan et al., 2024; Song a Park, 2020).

Tyto rastové a transkripcni faktory pro riist a vyvoj chondrocytii jsou regulovany signalnimi
cestami, mezi které patfi napiiklad Wnt/f—kateninova drdha (kanonicka), NOTCH
(Neurogenic Locus Notch Homolog Protein), RhoA/ROCK nebo TGF B signalni draha
(Mamachan et al., 2024).

In vitro diferenciace probiha v kultivatnim médiu, které je obohacené o rizné latky, jako je
dexamethason, kyselina askorbova, TGF B (rtzné izoformy — 1, 2, 3 nebo kombinace), BMP,
FGF a IGF. Diferenciace je dale podpofena tim, Ze jsou buiiky péstovany v t€sném kontaktu,
ve formé pelet. Lze je znazornit specifickou protilatkou proti agrekanu (anti—-hAggrecan)

(Chamberlain et al., 2007; Hwank et al., 2009; Vater et al., 2011).
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1.2 Zdroje MSC

Jako prvni byly MSC izolovany z kostni dien¢. Tento typ odbéru bunék je ale pro darce velmi
bolestivy, mlize ho doprovédzet krvaceni a riziko infekce. Z tohoto divodu byla veskera
pozornost védcl prenesena K hledani alternativnich zdroji MSC. Jako dalsi volbou pro odbér
MSC se ukazala byt tukova tkan. Bunky jsou v tukové tkani dostupnéjsi, je jich mozné
izolovat vice a odbér je pro pacienta mnohem mén¢ invazivni. Dalo by se tedy fict, Ze je
tukova tkan mnohem lepsi volbou pro odbér MSC nez kostni dfen. Postupem Casu se MSC
povedlo izolovat i zjinych tkani jako naptiklad z plicni tkané, srdce, periferni krve nebo
zubni dfené. Ukazalo se, ze je mozné MSC izolovat i ze tkani plodu tfeba z tkdné¢ pupecni
Sniry (jinak nazyvané Whartontv rosol), plodové vody nebo pupecnikové krve. Vzhledem
k nezralosti MSC ztéchto tkani, ma tato bunéfna populace mnohem v¢&tsi potencial
v terapeutickych aplikacich. Dalo by se tedy fict, ze MSC mohou byt izolovany prakticky
ze vsech tkani. Kvili snadnému odbéru, jejich mnozstvi a témét neomezenému spektru tkani,
které mohou byt zdrojem téchto bunék, patii tyto builky mezi nejpraktictéjsi pro
experimentalni a mozné klinické aplikace. MSC lze ale také ziskat invitro diferenciaci
pluripotentnich bun€k jako naptiklad embryonalnich kmenovych bunék nebo indukovanych
pluripotentnich kmenovych bunék (Ambrosio et al., 2015; Berebichez-Fridman a Montero-
Olvera, 2018; Hass et al., 2011; Kobolak et al., 2016).

Pro nas experiment jsme jako zdroj MSC zvolili tukovou tkéan z nékolika davodu:
e Ziskani tukové tkan€ je mnohem jednodussi nez ziskat naptiklad kostni dfe.

e V navazujicim experimentu budou polymerni skelety implantované do podkozniho

tuku.

e Tukova tkan je osvédéenym a pouzivanym zdrojem MSC v Laboratofi

Langerhansovych ostrivkl v IKEM.
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1.3 Sekretom MSC

MSC produkuji mnoho rozpusténych bioaktivnich latek. Toto spektrum ochrannych
bioaktivnich latek se nazyva sekretom. Sekretom mé dvé slozky — rozpustnou a nerozpustnou.
Mezi rozpustné slozky sekretomu fadime rizné cytokiny, chemokiny, ristové faktory a dalsi.
MSC mohou prostiednictvim téchto latek naptiklad modulovat imunitni systém. Jsou schopny
ovlivitovat reakce vrozené i adaptivni imunity v zavislosti na plsobeni rliznych podnéth
prostfednictvim kontaktu mezi bunikami. Je ovSem dulezité zminit, ze tyto imunomodulace
nejsou trvalé, MSC mohou v zéavislosti na charakteru mikroprosttedi zvySovat nebo snizovat
svoji aktivitu. MSC zarovenn mohou také prostfednictvim produkce téchto bioaktivnich latek
podporovat neovaskularizaci a hojeni poranénych tkani (napf. produkce vaskularniho
endotelového ristového faktoru nebo destic¢kového rastového faktoru) (Eleuteri a Fierabracci,
2019; Gonzalez-Gonzalez et al., 2020; Prado-Yupanqui et al., 2025).

Do nerozpustné slozky sekretomu fadime extracelularni vezikuly. Extracelularni vezikuly
predstavuji sofistikovany komunikacni systém pro buiiky. Jsou vylucovany rtiznymi typy
bungk, nalezneme je tak ve vétSiné télesnych tekutinach. Jsou tedy tkanové specifické.
Zapouzdiuji mnoho bioaktivnich molekul — proteiny, lipidy, organely a nukleové kyseliny
(mikro RNA, nekodujici RNA, jedno i dvou fetézcovou DNA, mitochondrialni DNA...).
(Kou et al., 2022) Podle puvodu jsou klasifikovany jako mikrovezikuly a exozomy. Lisi se
od sebe zejména velikosti. Exozomy jsou vétsi, méti zhruba 50-1000 nm. Oproti tomu
mikrovezikuly dosahuji velikosti pouze 40 — 120 nm. Mikrovezikuly a exozomy mohou byt
z bunky vylou¢eny bud’ klasickymi nebo neklasickymi mechanismy (viz Obrazek 1).
Klasicky mechanismus spoc¢iva v transportu nové syntetizovanych proteini do lumen
endoplazmatického retikula. Zde proteiny prochdzi posttranslaénimi modifikacemi a nésledné
jsou tyto modifikované proteiny transportovany do Golgiho aparatu, kde jsou zpracovany
do finalni podoby. Odsud jsou poté proteiny uvolnény exocytézou do extracelularniho
prostoru. B&hem neklasickych procesit jsou molekuly uvolnény bez modifikaci
v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparatu pres bunéénou membranu nebo zapouzdienim
v extracelularnich vezikulach (Eleuteri a Fierabracci, 2019; Gonzalez-Gonzalez et al., 2020;
Kou et al., 2022; Prado-Yupanqui et al., 2025).

Vyuziti sekretomu MSC piedstavuje inovativni alternativu k transplantaci bunék. Jeho
transplantacni plsobeni je zaloZeno spi§ na uvolilovani bioaktivnich faktori nez na integraci
bunék do cilové tkané. Tato strategie obchdzi omezeni spojena se skladovanim a manipulaci

s zivotaschopnymi bunikami. Vyhodou pouziti sekretomu je minimalizace rizika imunitni
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rejekce, ¢imz dochdzi k vyraznému zvySeni bezpecnosti 1é¢by. Zaroven je slozeni sekretomu
vyrazné ovlivnéno riznymi podnéty pfitomnymi v mikroprostfedi, cozZ ndm umoziuje upravit
jej tak, aby lépe vyhovoval konkrétnim terapeutickym cilim. DalSim benefitem je moznost
aplikace bez nutnosti invazivnich zékrok nutnych k izolaci bun¢k, coz zjednodusuje cely
terapeuticky proces (Gonzalez-Gonzalez et al., 2020; Miizes a Sipos, 2022; Prado-Yupanqui
et al., 2025).

CYTOSOL PY EXTRACELULARNI
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Obrazek 1 Znazornéni klasickych a neklasickych intracelularnich mechanismt (obrazek byl pfelozen
a upraven; Prado-Yupanqui et al., 2025)
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1.4  Vaskularni endotelovy ristovy faktor

Vytvoteni cévniho systému je klicovym piedpokladem pro embryogenezi a zahrnuje dva
zékladni procesy — vaskularizaci a angiogenezi. Vaskularizace je proces, pii kterém vznikaji
nové krevni cévy z progenitorovych bunék endotelu. Oproti tomu angiogeneze je proces,
pii kterém se nové krevni cévy vytvari z jiz existujicich cév. Tento proces vede k rozsiteni
cévni sité¢ (Holmes a Zachary, 2005; Liu et al., 2023; Otrock et al., 2007). Angiogenni proces
je vysoce komplexni a je regulovan fadou proangiogennich a antiangiogennich faktora.
Hlavnim faktorem, ktery se na tomto procesu podili je vaskularni endotelovy rustovy faktor
(VEGF). (Bao et al., 2009; Liu et al., 2023) V soucasné dobé je u lidského VEGF znamo
5 izoforem: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a placentarni ristovy faktor (PIGF)
(Melincovici et al., 2018; Pandey et al., 2018).

Vsechny izoformy VEGF vykonavaji svou biologickou aktivitu prostfednictvim interakce
s receptory (VEGFR; viz Obrazek 2). Tyto receptory se nachazi na riznych typech bungk.
VEGFRI1 je jinak oznacovan jako Flt-1 a nachazi se obvykle na vaskularnich endotelidlnich
buiikach nebo naptiklad na hematopoetickych kmenovych bunkach. VEGFR2 oznafovany
taktéz jako KDR (u mysi jako Flk—1). Tento receptor je obvykle exprimovéan na vaskulérnich
a lymfatickych endotelidlnich bunkach. Poslednim vyznamnym receptorem je VEGFR3,
znamy taktéz jako Flt—4, ktery je obvykle exprimovany na lymfatickych buiikach (Hickling
a Ellis, 2005; Melincovici et al., 2018; Pandey et al., 2018; Shibuya, 2012).

Spolu sreceptory se na vazbé VEGF podili koreceptory. Nejdilezitéjsi jsou koreceptory
neuropilin 1 a neuropilin 2 (Nrp—1 a Nrp-2). Tyto koreceptory jsou exprimovany zejména

na neuronech (Hickling a Ellis, 2005; Holmes a Zachary, 2005).

VEGF-A je obvykle zjednodusen¢ oznacovan jen jako VEGF. Byl poprvé identifikovan jako
faktor indukujici vaskuldrni permeabilitu (VPF) na pocatku 80. let. Hraje dilezitou roli pti
vaskularizaci, angiogenezi a podpofe cévni permeability. Gen VEGF-A prochazi
alternativnim stfihem za vzniku zralych izoforem nej¢astéji v sekvencich 121, 165, 189 a 206
aminokyselin. Mén¢ cCasto se pak miize vyskytovat jest¢ navic Vv sekvencich 145 a 183
aminokyselin. VEGF121 je volné vyluovan, oproti tomu VEGF s véts$im mnozstvim
aminokyselin (VEGFig9 a VEGF206) musi byt aktivovany rozstépenim proteazami. Jeho
exprese je Casové a prostorové spojena s klicovymi udélostmi ve fyziologické, ale
I patologické vaskularizaci a angiogenezi (Hickling a Ellis, 2005; Hu a Olsen, 2017;
Melincovici et al., 2018; Shibuya, 2012).
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Funkce VEGF-B zustava dosud nedostate¢né prozkoumana (Shi et al., 2025).

VEGF-C a VEGF-D jsou hojné exprimovany v embryondlnich tkanich, kde reguluji
angiogenezi. U dospélych se uZ tolik v procesu angiogeneze neuplatiiuji, jsou exprimovany
zejména v srdci, vajecnicich a placenté, kde funguji spise jako regulatory lymfangiogeneze.
Oba jsou produkovany ve formé prekurzorti a poté jsou Stépeny proteazami (Melincovici

et al., 2018; Shibuya, 2012).

Jak uz je znazvu patrné, PIGF je exprimovan v placent¢ a hraje dilezitou roli v rdstu
a diferenciaci trofoblasti. Pro zajisténi dostate¢ného prokrveni je nezbytna adekvatni invaze
trofoblastli do délozni stény. Pokud k tomuto nedojde, miiZe to v pozdé&jsich fazich té¢hotenstvi

zpusobit preeklampsii a zpomaleni rustu plodu (Melincovici et al., 2018; Patel a Yulia; 2022).

U potkanti jsou receptory i funkce jednotlivych izoforem VEGF velmi podobné tém lidskym.
Diky této vysoké mife podobnosti je moZné provadét experimenty na potkanech

s ocekavanim, ze vysledky budou do zna¢né miry ptenositelné na lidské modely (Li et al.,
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Obrazek 2 Znazornéni izoforem VEGF a jejich vazby na specifické receptory (Pandey et al., 2018)
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Existuji 1 dal$i izoformy VEGF, které se ovSem v lidskych tkanich nevyskytuji. VEGF-E
Virus Orf, rodu Parapoxvirus zpusobuje lokalizované proliferativni kozni léze u lidi
a kopytnikt. Tato infekce zacind v regenerujici se epidermis poranéné kize a 1éze postupuji
do stadii erytému, papule, vezikuly, pustuly a poté tvorby strupu. Také ma schopnost
indukovat proliferaci endotelidlnich bunék, vaskuldrni permeabilitu a angiogenezi. Tyto
biologické funkce VEGF-E jsou zprostiedkovany vyhradné jeho interakci s receptorem
VEGFR-2, na receptory VEGFR-1 a VEGFR-3 se nevaze (Wise et al., 2012).

VEGF-F je soucasti hadiho jedu. Se savéimi VEGF mé spolec¢nou strukturu, je schopny
indukovat vaskularni permeabilitu, snizuje krevni tlak a také podporuje angiogenezi. Povedlo
se izolovat nekolik ¢lent skupiny VEGF-F. Jednim z ¢lent je naptiklad Vammin izolovany
z jedu hada Vipera ammodytes. Dale ticba VR-1 izolovany z jedu hada Daboia russelli
russelli. Oba se specificky vazi na KDR receptory s velmi vysokou specifitou. Dal$imi
zastupci jsou napiiklad Tf—svVEGF (z jedu hada Trimeresurus flavoviridis) a Pm—VEGF
(z jedu hada Protobothrops mucrosquamatus). Tito zastupci se piednostné vazou na Flt-1

receptory (Toivanen et al., 2017; Yamazaki et al., 2003; Yamazaki et al., 2009).

1.5 Moznosti stimulace produkce VEGF
1.5.1 Hypoxie

Strukturdlni a funk¢ni mikroprostfedi ve tkanich, kde sidli kmenové bunky se nazyva jako
nika kmenovych bunék. V téchto nikach se mimo jiné také lisi parcialni tlak kysliku (pOz2),
ktery zachovava identitu a funkéni charakteristiku téchto bunék. Pro ptfedstavu v kostni dfeni
se pO2 pohybuje v rozmezi 1 — 7 %, v tukové tkani v rozmezi 3 — 10 % pO.. Obvykle jsou ale
MSC kultivovany za atmosférickych hladin kysliku (tzn. 21 % pO.). Pro tuto hladinu kysliku
se pouziva termin normoxie (Bahir et al., 2020; Liu et al., 2013). Naopak stav, kdy je snizeny
pfivod kysliku do tkdni nebo celého organismu je oznacovan terminem hypoxie.
(Ramakrishnan et al., 2014) Lze tedy fict, ze hladiny kysliku v rozmezi 1 — 10 % pO- jsou
fyziologické. Hladiny kysliku pod 1 % pOz2 jsou oznaovany za patologické, ohrozuji bunéény

metabolismus a mohou zpuisobit i smrt bun¢k (Hadjipanayi et al., 2010).

Klicovou adaptativni reakci eukaryot na hypoxické podminky je stabilizace hlavniho
transkripéniho faktoru — hypoxii indukovany faktor (HIF). HIF je heterodimer skladajici se
ze dvou podjednotek — podjednotky o a B. Podjednotka B je biosyntetizovana, degradovana

arecyklovana neustale (tedy za normoxickych i hypoxickych podminek). Oproti tomu
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podjednotka a je indukovana hypoxii. Podjednotka o ma jesté dalsi 3 podjednotky — HIF-1a,
HIF-20 a HIF-3a. Podjednotky HIF-1la a HIF-20 maji podobnou aminokyselinovou
sekvenci a proteinovou strukturu. Zaroven kodujici geny pro HIF-2a maji omezengjsi expresi
nez kodujici geny pro HIF-1a. Soucasné podjednotka HIF—1a vyzaduje ke své stabilizaci
velmi nizké hladiny kysliku (1 — 5 % pO3), kdezto podjednotce HIF—2a staci slabé hypoxie
(do 5 % pO2). Vyplyva z toho, Ze by podjednotka HIF-1a puisobila v pocate¢nich odpovédi
na hypoxii, kdezto podjednotka HIF—2a by se uplatiiovala v dlouhodob¢jsim obdobi hypoxie.
Posledni podjednotkou je HIF-3a, ktera puasobi inhibicné proti piedchozim dvéma
podjednotkam tak, ze brani jejich dimerizaci s p podjednotkou (Hirsila et al., 2005; Pulido-
Escribano et al., 2022; Ramakrishnan et al., 2014; Teti et al., 2018).

Za normoxie jsou HIF-1a a HIF-2a, sice syntetizovany, ale ihned také degradovany. Dochazi
k hydroxylaci v tzv. degradaéni doméné€. Hydroxylace probiha skupinou enzymi zvané
prolylhydroxylazy. Tyto enzymy pro svoji aktivitu vyzaduji kofaktory naptiklad o—
ketoglutarat, askorbat a Fe?" ionty. Hydroxylace obvykle u lidi probih4 na dvou prolinovych
zbytcich, a to pro HIF-1a na P402 a P564, u HIF-2a na P405 a P531. Po hydroxylaci dochazi
k vazbé na von Hippel-Lindau protein, ktery je soucasti Ez ubikvitin—ligazového komplexu.
Nasledné¢ jsou degradovany v proteazomu (Hirsila et al.,, 2005; Mufoz-Sanchez
a Chanez-Cardenas, 2019; Pulido-Escribano et al., 2022; Teti et al., 2018). Za hypoxie je
hydroxylace inhibovéana, nedochéazi tedy ani k vazbé na von Hippel-Lindau protein a tim
padem nedochazi k degradaci HIF-lo a HIF-2a. Piesouvaji se tedy do jadra, kde
se dimerizuji s HIF-1P a HIF-2f a tim se stavd HIF—a stabilni. Tento proces probiha zeyména
V hypoxickém prostiedi, ovS§em v omezené mife k ni dochdzi 1 béhem normoxie. Tento dimer
je transkripéné aktivni, vstupuje do jadra, kde iniciuje transkripci gend, které jsou citlivé
na hypoxii (napf. VEGF nebo erytropoetin) (Arfianti et al., 2023; Bahir et al., 2020;
Munoz-Sanchez a Chanez-Cardenas, 2019; Teti et al., 2018).

Nekteré laboratote tedy zacaly pouzivat modely vyvolani hypoxie, aby ziskaly lepsi predstavu
o chovani bun¢k v téle. Optimalnim modelem hypoxie je hypoxie vyvolani nizkym obsahem
O2 naptiklad v hypoxické komote. Problémem ale je, ze hypoxické komory nebo termostaty
S fizenym pfistupem Oz jsou velmi nakladné. Z tohoto divodu se zavedl model chemicky
indukované hypoxie. V tomto modelu se misto hypoxickych komor vyuzivaji mimetika, ktera
jsou pfidavana do kultivaéniho média k bunkdm a blokuji degradaci HIF-la. Pfidavek

mimetik je tedy levn&jSim zpisobem, jak v bunkach indukovat reakce charakteristické
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pro zivot v hypoxickém prostfedi. Mezi nejpouzivanéjsi mimetika navozujici modelovou
hypoxii se ftadi chlorid kobaltnaty (CoClz), dimethyloxaloglycin nebo deferoxamin.
Konkrétng¢ CoCly funguje tak, e se Co?' ionty vazi misto Fe?* do aktivniho mista
prolylhydroxylaz a tim blokuje jejich aktivitu (Mufioz-Sanchez a Chanez-Cardenas, 2019;
Teti et al., 2018). Chemicky indukovana hypoxie se od hypoxie vyvolané snizenym obsahem
O, lisi. Naptriklad CoClz ovliviiuje transkripci gend, které nejsou aktivovany skute¢nou
hypoxii, dale také indukuji oxidativni stres prostfednictvim tvorby volnych kyslikovych
radikala, ¢imz reguluji dalS$i geny nezavisle na HIF. Chemicky indukovand hypoxie tak
nepiedstavuje plnohodnotnou ndhradu fyziologické hypoxie, nicméné je dostatecnd pro
sledovani bunééné proliferace, diferenciace a indukci exprese vybranych ristovych faktort

(Arfianti et al., 2023; Mufioz-Sanchez a Chanez-Cardenas, 2019; Teti et al., 2018).

Za objasnéni mechanismt, diky kterym se buniky dokaZou pftizplsobit rozdilnym hladindm
kysliku, ziskali v roce 2019 védci Gregg Semenza, Peter Ratcliffe a Wiliam Kaelin Nobelovu

cenu za fyziologii a 1ékafstvi (Lee et al., 2020).

1.5.2 Genetické modifikace

Geneticky upravené MSC mohou zvysit produkci VEGF, zlepsit svou Zivotaschopnost a tim
zlepsit svlj terapeuticky potencial Vv oblasti regenerativni mediciny. Pro dosaZeni cilené
zmeény v genové expresi MSC se vyuzivd vice strategii genetického inzenyrstvi. Mezi
nejbeznéjsi a nejucinnéjsi pristupy patii pouziti genetickych vektord, které slouZzi k ptenosu
specifickych genti — v tomto ptipadé genu kodujiciho VEGF — do genomu MSC. Tyto vektory
mohou byt bud’ virové nebo nevirové. Virové jsou v soucasné dobé vyuzivanéjsi, a to i pies
rizika, ktera s pouzivam souvisi. Maji sice vysokou Uc¢innost pii prenosu genetické informace,
avSak jsou velmi drahé a existuje velké riziko vzniku nechténych imunitnich reakci. VyuZzivaji
se nejcastéji adenoviry nebo lentiviry. Oproti tomu nevirové vektory nejsou tolik Uc¢inné,
proto nejsou tolik vyuzivané. Vyhodou jejich pouZivani je ale biologickd bezpe€nost.
Nevirové vektory lze rozdélit jesté na chemické a fyzikalni. Mezi chemické vektory patii
naptiklad systémy na bazi polymeri nebo lipidi. Fyzikalni vektory vyzivaji principy jako
elektroporace nebo sonoporace (Damasceno et al., 2020; Nie et al., 2020; Varkouhi et al.,
2020).

Mezi novéjsi metody modifikace genové exprese vedouci ke stimulaci produkce VEGF je
metoda CRISPR/Cas9 (Chen et al., 2022; Zhong et al., 2024). Zjednodusené¢ se jedna
0 komplex tvofeny nukleazou Cas9 a vodici RNA (gRNA). Metoda zaclenuje fragmenty cizi
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DNA (tzv. spacery), které jsou zpracovany za uUcCelem vytvofeni vodici RNA (gRNA).
Cas proteiny zase poskytuji enzymaticky aparat pottebny pro ziskavani novych zacilenych
spacert. Tento komplex poté vytvari cilove specificky zlom v genomu, do kterého je nasledné
mozné vlozit novou genovou sekvenci. Je potfeba programovatelné¢ sekvencné specifické
endonukleazy k vytvotreni zlomi v pfesné definovanych mistech. Pro usnadnéni vytvoieni
téchto vysoce specifickych zlomi byly jiz diive vytvofeny riizné nastroje napt. transkripéni
aktivatorova efektorova nukleaza nebo meganukleazy (Hillary a Ceasar, 2023; Varkouhi
et al., 2020).

Tuto metodu lze také spolehlivé pouzit i pro potlaceni exprese genu VEGF (Chung et al.,
2022).

Za kli¢ové objevy v oblasti manipulace s DNA v ramci systému CRISPR/Cas9 ziskaly v roce
2020 védkyné¢ Emmanuelle Charpentier a Jennifer Doudna Nobelovu cenu za chemii
(Gostimskaya, 2022).
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1.6 Metodika
1.6.1 Biologicky material

Pro nas experiment jsme pouzili inbredni kmen potkana Lewis, ktery se osvédcil jako
spolehlivy experimentalni model a je bézné pouzivan v Laboratoii Langerhansovych ostriivkli
v IKEM. Potkani pochazeli od akreditovaného dodavatele Velaz—Charles River. Béhem faze
adaptace na chovné podminky az do pouziti v experimentu byla zvifata umisténa
V konven¢nim chovu akreditovaného uzivatelského zatizeni IKEM — Centra experimentalni
mediciny. Toto centrum splituje normy stanovené zdkonem na ochranu zvitat pred tyranim.
Vsechny ¢innosti s pokusnymi zvifaty byly schvaleny Odbornou komisi pro zajisténi dobrych
zivotnich podminek pokusnych zvitat IKEM a také resortni komisi Ministerstva zdravotnictvi
Ceské republiky. P¥i pokusu byly dodrzeny operaéni standardy dle akreditace pracovi§té
v souladu se zdkonem ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozdéjsich

predpisi, tak aby byla zajisténa maximalni pohoda a dobry zdravotni stav pokusnych zvitat.

1.6.2 Izolace mesenchymalnich stromalnich bunék z tukové tkané

MSC lze z tukové tkané izolovat dvéma metodami — enzymaticky nebo neenzymaticky. Obé
metody vychazi z Cerstvé odebrané tukové tkané. Enzymaticka metoda spociva v inkubaci
tukové tkané s enzymem. Nejbéznéji je pouzivand kolagendza, kterou jsme i my v nasem
experimentu vyuZili. Dochdzi k rozvolnéni tkdn€ na jednotlivé buiiky nebo malé bunétné
agregaty. Nasledné je poteba oddélit od bun€k odpadni material (naptiklad zbyvajici enzym,
krevni bunky nebo zbyvajici tuk, ktery se nerozstépil atd.). Tento krok jsme provadéli
centrifugaci v hustotnim gradientu. Nasledné jsou oddélené buiiky pieneseny do kultivacnich
lahvi s kultivaénim médiem a kultivovany V inkubatoru pii teplot¢ 37 °C a fizené 5%
koncentraci CO2. Nevyhodou enzymatické metody muze byt potencionalni poskozeni bunék
enzymem, coz muze vyvolat zménu jejich vlastnosti. Naopak vyhodou je vys$si mnozstvi
bungk ziskanych z tkané (Ferroni et al., 2022; Mushahary et al., 2017; Pharoun et al., 2024).
Oproti tomu neenzymatickd metoda spociva ve spontanni migraci MSC z tukové tkané
do okoli. Nejprve dochazi k oplachu tkan¢, aby doslo k co nejvétsSimu vymyti krvinek.
Nasledné je tkan obvykle nakrajena na malé kousky velikosti n€kolika milimetra, kvili
lepSimu prichodu Zivin a plynl ke vSem bunkam. Kousky tkané jsou poté umistény
do kultivacnich misek s malym mnozstvim kultivaéniho média tak, aby vzorky neplavaly.
Po n¢kolika dnech kultivace v CO: inkubatoru lze kousky tkané z misek vyndat. Podle

nekterych studii tato technika produkuje bunécnou populaci, ktera je vice homogenni, buiiky
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vykazuji vyssi rychlost proliferace a lepsi zivotaschopnost (Ghorbani et al., 2014; Mushahary
et al., 2017; Pharoun et al., 2024).

Uskalim téchto technik je, Ze protokoly nejsou standardizované. Kazda laboratof tedy pouziva
napiiklad jina kultivacni média, jiné enzymy a jejich vysledné koncentrace atd. Tento
problém lze vyfesit pouzivanim komeréné dodavanych kitl, které jsou na trhu dostupné

(Busser et al., 2014; Ferroni et al., 2022; Mushahary et al., 2017).

Pro na$ vyzkum jsme se rozhodli pouzit enzymatickou metodu izolace MSC, ktera je

v Laboratofi Langerhansovych ostravka (IKEM) jiz zavedena a bézn¢ pouzivana.

1.6.3 Priitokova cytometrie

Jednd se o metodu poskytujici rychlou multiparametrickou analyzu jednotlivych bunék
v suspenzi. V této technice jsou bunky undseny proudem pritokovou kapilarou, kde
prochazeji kolem sady laserli. Ozéafené bunky vydavaji svételné signaly, které zavisi
na ptislusnych chemickych, fyzikalnich a optickych vlastnostech bunék, které jsou vétSinou
doplnény fluorescenéné znaCenymi protilatkami. Vznikajici signaly jsou na detektorech
(fotonasobicich) ptrevedeny na elektronické signaly, které jsou zaznamenany a analyzovany
pomoci pocitacového softwaru (Gross et al., 2015; McKinnon, 2018; Wiener et al., 2024).

Pro analyzu naSich vzorkl jsme pouzili analyzator BD LSR II.

1.6.4 Méfeni hladiny vaskularniho endotelového faktoru

Hladinu VEGF sekretovaného bunkami do kultiva¢niho média jsme kvantifikovali komeréné
dodavanym kitem (katalogové ¢islo RRV00), zalozenym na principu sandwichové ELISA.
Tento typ imunochemické metody funguje na principu detekce cilového antigenu
prostfednictvim ukotveni mezi dvé protilaitky — vysledné uspotddani tedy vypada jako
sandwich. Postup provedeni testu je pomérné jednoduchy, av§ak zdlouhavy. V prvnim kroku
je na dno mikrotitracni desticky imobilizovana protilatka (v naSem ptipadé€ protilatka proti
potkanimu VEGF), takto oSetfena desticka je jiz soucasti baleni kitu. V dalSim kroku je
potfeba zablokovat volnd vazebna mista na povrchu desticky, ¢imz se minimalizuje
nespecificka vazba jinych proteini. Do takto pfipravenych jamek se poté nadavkuji vzorky
a kalibra¢ni standardy. Nasledné se nechaji antigeny reagovat s imobilni protilatkou a poté se
na antigen navazany na zachycenou protildtku navaze enzymaticky znacena protilatka
(vnasem piipadé znaCend kienovou peroxidazou). Poobou téchto krocich je potieba

nenavazané antigeny a protilatky pofadné promyt. V poslednim kroku reaguje enzym se
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substratem, coz vyvola barevnou zménu, ktera je ndsledné spektrofotometricky detekovana.
Intenzita zabarveni je umérna koncentraci VEGF ve vzorku. Cely postup je schematicky

znazornén na Obrazku 3 (Sakamoto et al., 2018).
@ @ s

(iv) E E v) ? ? 0 antigen
e X//// Y zachycena protilatka

enzymaticky znacena
protilatka

Obrazek 3 Znazornéni sandwichové ELISA: (i) imobilizovana protilatka na dné jamky; (ii)
inkubace s antigenem,; (iii) dikladn¢€ vymyti nezreagovanych antigent; (iv) inkubace s enzymaticky
znacenou protilatkou; (v) barevna zména vyvoland substratem
Obrazek byl upraven a pielozen. (Sakamoto et al., 2018)

1.6.5 Fluorescenéni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopie je oproti pritokové cytometrii metoda umoziujici detekci
specifickych struktur nebo molekul ve vzorcich diky schopnosti nékterych latek absorbovat
svétlo jedné vinové délky (excitace) a nasledné emitovat svétlo jiné, obvykle delsi vinové
délky (emise). Tento jev se nazyva fluorescence. Zakladni mechanismus spoc¢iva v absorpci
fotonu fluorescennim indikatorem (fluoroforem), jeho prechodu do excitované¢ho stavu
a nasledné emisi fotonu s nizsi energii (del$i vinovou délkou) béhem navratu do zakladniho
stavu. Typicky ¢asovy rozdil mezi excitaci a emisi je v fadu nanosekund (Sanderson et al.,

2014).

V nasich experimentech jsme vyuzili hned n€kolik fluorescenénich barviv, pomoci kterych se
fluorescencné detekuji bunécna jadra. Prvnim piikladem je propidium jodid. Toto barvivo je
Siroce pouzivano pro testovani bunécné zivotnosti. Barvivo prochazi pouze narusenymi

bunéénymi membranami, tzn. barvi pouze mrtvé buiky. Jakmile se dostane do buiiky, obarvi
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zde DNA a RNA. Nasledné vydava Cerveny fluorescencni signal (Rosenberg et al., 2019).
Druhym pouzitym barvivem je 4'.6-diamidino-2-fenylindol, neboli DAPI. DAPI se silnég,
avSak nekovalentn¢ vaze na DNA bez ohledu na to, jestli je bunka Ziva nebo mrtva. Pouziva
se tedy ke zndzornéni vSech bunéénych jader. Po vazbé na DNA vyzaifuje modry
fluorescencni signal (Jez et al., 2013; Zurek-Biesiada et al., 2013). Posledni skupinou barviv
jsou Hoechstova barviva. Jedna se o skupinu 3 bisbenziimidovych barviv a to konkrétné
33258, 33342 a 34580. V nasem experimentu jsme pouzili pouze prvni dvé zminéna. Opét se
vazou na DNA, a to konkrétn¢ v oblastech, které jsou bohaté na adenin a thymin. Po vazb¢ se
jejich fluorescence az 30ti nasobné zvysi. Vyzafuji modry fluorescen¢ni signal. Barvivo
33342 je pro bunky vyrazn¢ propustnéjsi, proto se vyuziva zejména pro barveni zivych bungk.
Oproti tomu barvivo 33258 tolik neprostupuje, jeho vyuziti je tedy primarn€ pro barveni

mrtvych bunék (Bucevicius et al., 2018).

Dale jsme vyuzili nepfimé imunoznaCeni pomoci specifické protilatky proti konkrétnim

antigeniim a sekundarni fluorescenéné znacené protilatky.
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2 CIL PRACE

Tato diplomova prace se zaméiuje na izolaci mesenchymalnich stromalnich bunék (MSC),

jejich kultivaci, charakterizaci a vyhodnoceni vlivu hypoxie na produkci vaskularniho

endotelového rustového faktoru (VEGF).

Cilem této diplomové prace je védecky ovéfit, ze chemicky navozena hypoxie stimuluje

produkci VEGF.

Experimentalni ¢ast zahrnuje nékolik ¢asti:

1.

Odbér epididymalniho tuku potkana kmene Lewis — tato ¢ast byla provedena nékterym
pracovnikem oddéleni Laboratofe Langerhansovych ostravkia v IKEM.

Enzymaticka izolace a kultivace odebranych MSC.

Po druhé a tfeti pasazi ovéftit expresi typickych povrchovych znakil pritokovou
cytometrii a produkci VEGF pomoci komeréné doddvaného ELISA kitu.

Po druhé nebo tfeti pasdzi bunky uvést do chemicky navozeného hypoxického
prostiedi a sledovat produkci VEGF po 24, 48 a 72 hodinach v riznych koncentracich
CoCl; (75, 100 a 125 uM) a zaroven sledovat zivotnost bunék v téchto Casovych
obdobich a koncentracich.

Po treti pasazi ovéfit schopnost bunék diferencovat se do adipocytarni a osteocytarni

bunécéné linie.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1

Vsechny nize uvedené postupy se vztahuji k mnozstvi tukové tkané odebrané

z jednoho potkana.

Odbér tukové tkané

Pro na$ experiment jsme zvolili epididymalni tukovou tkan (tukova tkan kolem warlat;

viz Obrazek 4) z divodu jejiho velkého mnozstvi, které je mozné snadno odebrat.

3.11

3.12

Seznam laboratornich pomiicek, chemikalii a roztoki

Ajatin

Analytické vahy

Antibioticky a antimykoticky stabilizovany roztok — AAS (Antibiotic Antimycotic
Solution Stabilized; A5955; Sigma-Aldrich, USA)

Dexmedetomidin (Dexdomitor; C00392; Orion Corporation, Finsko)

Dulbecctiv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline w/o CaCl, and MgCl; D8537; Sigma-Aldrich, USA)

Holici strojek

Jednorazové injekéndi stiikacky + jehly

Ketamin (Narkamon; C03491; Bioveta, a. s., Ceska republika)

Ledova lazen

Sterilni nastroje

Roztok DPBS/AAS — 1 ml AAS na 100 ml DPBS

Pracovni postup

. Kanestezii byla pouzita kombinace ketaminu (36 mg/kg) a dexmedetomidinu

(0,075 mg/kg) podana intramuskularn€. Tato kombinace zajistuje dostate¢nou hloubku
anestezie potiebnou pro bezbolestny zakrok. Potkan byl celou dobu odbéru tkané
monitorovan (respirace, srdecni Cinnost) a byla pravidelné kontrolovana reakce

na bolest (napt. pomoci Stipnuti mezi prsty).

. Po dosazeni plné anestezie byl potkan umistén na sterilni opera¢ni pole, bylo mu

oholeno bficho a dezinfikovano vhodnym antiseptikem (v nasem piipad¢ byl pouzit

ajatin).
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3. Nasledné byla ntizkami provedena incize dutiny bfisni ve stfedni ¢afe a btisni dutina
byla opatrn¢ oteviena.

4. Zapomoci sterilnich nastroji byla opatrné¢ odebrana epididymalni tukova tkan.

5. Odebrana tukova tkan byla proplachnuta chlazenym roztokem DPBS/AAS. V tomto
roztoku byl tuk uchovéan po nezbytné dlouhou dobu az do dalsiho zpracovéni na ledu
nebo v lednici.

6. Po odbéru tuku bylo zvife utraceno vykrvenim.

A
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\‘ ASY 7 I\
|
\J o
/ >~
\ { '7_.;,/:.;, TN L o & Epididymalni tuk
| ’ /v ‘l\ /
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Varlata 3 \ AR Y

Obrazek 4 Umisténi epididymalniho tuku u potkana (obrazek byl upraven a ptelozen; Chun, 2021)

3.2 Izolace a kultivace MSC

3.2.1 Seznam laboratorni techniky
e Analytické vahy GR-120 (A&D, Japonsko)
e Automatické pipety + Spicky (Nichiryo, Japonsko)
e Centrifuga Rotina 48 R (Hettich, Némecko)
e CO; inkubator (Sanyo, Japonsko)
e Digitalni fotoaparat (Canon, Japonsko)

e Inverzni mikroskop IX50 (Olympus, Japonsko)
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Laminarni box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA)
Lednice (AEG, Némecko)

Mrazak (Calex, Slovensko)

pH metr (MINILAB, Nizozemi)

Pipetovaci nastavec (Pipet-Aid, USA)

Svételny mikroskop (Olymus, Japonsko)

Vakuova pumpa

Vodni lazen (IKA, Némecko)

\ortex (VELP, Italie)

Seznam laboratornich pomicek

Biirkerova komiirka

Jednorazové injekéndi stiikacky + jehly

Jednorazové sérologické sterilni pipety (5, 10, 25 a 50 ml)

Kovové sito s otvory o velikosti 500 um

Kultiva¢ni lahev o objemu 600 ml, kultivaéni plocha 182 cm?, o3etieny povrch lahve,
sterilni (TCF012600; JetBioFil, Cina)

Pasteurovy pipety

Sterilni centrifuga¢ni zkumavky (15 ml, Corning, USA; 50 ml, Avantor, USA) + stojan
na zkumavky

Vakuové filtra¢ni lahve (250, 500 ml; Corning, USA)

Zasobni lahve (250, 500 ml; Corning, USA)

Seznam chemikalii

Antibioticky a antimykoticky stabilizovany roztok — AAS (Antibiotic Antimycotic
Solution Stabilized; A5955; Sigma-Aldrich, USA)

Dulbecctv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline w/o CaCl, and MgCl»; D8537; Sigma—Aldrich, USA)

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium — DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s
Medium — low glucose; D5921; Sigma—Aldrich, USA)

Epidermalni rastovy faktor — EGF (Rat epidermal growth factor; AF-400-25-100UG;
Gibco, USA)

Fetalni bovinni sérum — FBS (F0804; Sigma—Aldrich, USA)
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3.24

Ficcol roztok o hustot¢ 1,077 g/ml (Ficoll-Pague PREMIUM sterile solution;
17544202; Cytiva, USA)

GlutaMAX (35050-038; Gibco, USA)

Hankstv vyvédzeny solny roztok — HBSS (Hanks” Balanced Salt Solution; H8264;
Sigma-Aldrich, USA)

HEPES solution (H0887; Sigma—Aldrich, USA)

Hydroxid sodny — NaOH (Lékéarna IKEM)

Chlorid sodny — HCI (Lékarna IKEM)

Inzulin—Transferin—Selen — ITS (51500056; Gibco, USA)

Kolagenaza z Clostridium histolyticum (Collagenase from Clostridium histolyticum;
C9263; Sigma—Aldrich, USA)

Penicilin-Streptomycin — PS (P4333; Sigma—Aldrich, USA)

Trypanova modf (TO776; Sigma-Aldrich, USA)

Trypsin—-EDTA roztok (T4049; Sigma—Aldrich, USA)

Seznam médii a roztoki

Kultiva¢ni médium pro MSC bez ristovych faktort — DMEM (84 ml), FBS (10 ml),
HEPES (5 ml), PS (1 ml) — nasledné¢ pomoci 1M NaOH nebo 1M HCI bylo pH
média upraveno na 7,4 a prefiltrovano; pred pouzitim ptedehfadt ve vodni lazni
na 37 °C

Kultiva¢ni médium pro MSC s rustovymi faktory — DMEM (82 ml), FBS (10 ml),
HEPES (5 ml), PS (1 ml), glutaMAX (1 ml), ITS (1 ml), EGF (5 ul/200 ml média) —
nasledné pomoci IM NaOH nebo IM HCIl bylo pH média upraveno na 7.4
a prefiltrovano; pted pouzitim ptedehiat ve vodni lazni na 37 °C

Roztok DPBS/AAS — 1 ml AAS na 100 ml DPBS

Roztok pro ukonceni digesce kolagenazou — 10% roztok FBS v DPBS (5 ml FBS +
45 ml DPBS)

Roztok pro ukonceni trypsinizace — 10% roztok FBS v DPBS (2,5 ml FBS + 22,5 ml
DPBS)

Trypsiniza¢ni roztok — 20% Trypsin—-EDTA + DPBS (2,5 ml 20% Trypsin—-EDTA +
10 ml DPBS); pted pouzitim piedehiat ve vodni lazni na 37 °C
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3.25

Pracovni postup

Ziskany epididymalni tuk z potkana kmene Lewis (cca 10 mL) byl fadné oplachnut
chlazenym roztokem DPBS/AAS.

Kolagenaza byla navazena v koncentraci 1 mg na ml tukové tkané a rozpusténa

v HBSS v poméru 1:1 (1 mililitr HBSS na 1 miligram kolagenazy).

3. Do takto pfipraveného roztoku byla vlozena oplachnuta tukova tkan (viz Obrazek 5).

Poté nasledovala inkubace ve vodni l4zni pii 37 °C po dobu 30 minut za soustavného

tiepani.

Obrazek 5 Fotografie z izolace. A — Cerstvé odebrany epididymalni tuk; B — tukova tkan po digesci

kolagenazou.

Od této doby cely postup probihal v laminarnim boxu (vyjma centrifugace a procesu
pocitani bunék).

Nasledné byl ke smési ptidan roztok pro ukonceni digesce kolagenazou.

Poté byla suspenze piefiltrovana pies kovové sito do hodinového skla.

Prefiltrovand bunécnéd suspenze byla pfenesena do sterilni centrifuga¢ni zkumavky
a centrifugovana 10 minut pti 1000 g (2300 RPM).

Nasledné byl supernatant vylit a buné¢na peleta byla 2x promyta 40 ml chlazenym
roztokem DPBS/AAS. Po prvnim promyti nasledovala centrifugace 10 minut
pii 1000 g (2300 RPM) a po druhém promyti pouze 5 minut pii 1000 g (2300 RPM).

10. Peleta byla nésledné resuspendovéana ve 2 ml roztoku DPBS/AAS.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

Do 15 mL zkumavky bylo odmétfeno 3 ml Ficcol roztoku a na to pomalu naddvkovano
2 ml bunééné suspenze z ptedchoziho kroku.

Poté nasledovala centrifugace 20 minut pii 1000 g (2300 RPM).

Z rozhrani mezi vrstvami byla sesbirdna bunécénéd suspenze, kterd byla nasledné 2x
promyta 50 ml roztoku DPBS/AAS. Po prvnim i druhém promyvani byla suspenze
centrifugovana 5 minut pii 760 g (2000 RPM).

Peleta byla nésledné resuspendovana ve 2 ml kultivaéniho média bez rtstovych
faktord.

Poté bylo 20 ul bunééné suspenze piidano ke 20 pl trypanové modfi a timto roztokem
byla naplnéna Biirkerova komirka.

Nasledné byly bunky spocitany pod svételnym mikroskopem.

Z vysledné bunécné suspenze byl do kazdé kultiva¢ni lahve naddavkovan takovy objem
bunék, ktery odpovida poctu cca 1 — 2 miliony bunék.

Do kultivacnich lahvi bylo nésledné jesté pridano kultivacni médium bez riistovych
faktorii v takovém objemu, aby vysledny objem v lahvi (bunéfna suspenze +
kultiva¢ni médium) byl 35 ml.

Kultiva¢ni lahve byly nasledné umistény do termostatu a kultivovany pii 37 °C a 5 %
CO2 po dobu 24 hodin.

Po 24 hodinéch bylo kultivaéni médium bez riistovych faktori vyménéno za médium
s rastovymi faktory. Poté byla kultivacni lahev opét vloZena do CO2 inkubatoru
(37 °C, 5 % CO).

U buné€k nasledné kazdy den probihala mikroskopicka kontrola — hodnotila se mira
konfluence (jak moc buiky tvofi souvislou vrstvu) bunék, zakalenost média
a ptipadna pifitomnost kontaminace.

Kazdé 3 dny bylo buitkdm ménéno kultiva¢ni médium s ristovymi faktory za Cerstvé.
V momenté, kdy bunky dosahovaly téméf 100% miru konfluence, bylo potieba bunky
zpasazovat.

Z lahve bylo odsato médium a obsah lahvi byl 2x propldchnut 25 ml PBS zahiatym
na 37 °C.

Do kazdé lahve bylo pfidano 12,5 ml trypsiniza¢niho roztoku.

Kultiva¢ni lahev byla umisténa na 3 minuty zpatky do termostatu (37 °C, 5 % CO2).
Poté byla rychlost odchlipovéani kontrolovana pod mikroskopem.

V momenté, kdy byla vétSina bun€k odchlipnutd ze dna kultivacni lahve, byla

suspenze odebrana do sterilni 50 ml centrifugaéni zkumavky. Kultivaéni lahev byla
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29.

propldchnuta roztokem pro ukonceni trypsinizace a tento roztok byl nasledné
ptepipetovan k bunétné suspenzi.

Suspenze byla nasledné centrifugovana pii 270 g (1200 RPM) po dobu 10 minut.

30. Peleta byla poté resuspendovana ve 2 ml kultivaéniho média s ristovymi faktory.

31. Poté bylo 20 pl bunééné suspenze ptidano ke 20 ul trypanové modii a timto roztokem

byla naplnéna Biirkerova komirka.

32. Nasledné byly bunky spocitany pod svételnym mikroskopem.

33. Z vysledné bunééné suspenze byl do novych kultiva¢nich lahvi nadavkovan takovy

objem bungék, ktery odpovida poétu cca 1 milionu bunék.

34. Do kultivac¢nich lahvi bylo nasledné jesté pridano kultivacni médium S ristovymi

faktory vtakovém objemu, aby vysledny objem v lahvi (bunétna suspenze +

kultiva¢ni médium) byl 35 ml.

35. Proces vymeény kultivacniho média a trypsinizace probihal stejné az do momentu

3.3

3.3.1

3.3.3

ukonceni experimentu (v nasem piipadé 3. pasaz).
Pritokova cytometrie

Seznam laboratorni techniky

Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)

Pocitac (Lenovo) + software na zaznamenani (BD FACSDiva)
Pritokovy cytometr BD LSR IT + BD HTS (BD, USA)
Software na vyhodnoceni (FlowJo)

Vortex (VELP, Italie)

Seznam laboratornich pomiucek

96jamkova kultivacni deska
Automatické pipety + $picky (Nichiryo, Japonsko)
Ledova tfist

Mikrozkumavky (1,5 ml; Eppendorf, Némecko) + stojan na mikrozkumavky
Seznam protilatek a jejich prfiprava na pouziti

Protilatka anti-CD29 (102216; BioLegend, USA)

— Znacena APC; pied pouzitim natedit 1000x
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3.34

Protilatka anti-CD31 (555027; BD Pharmingen, USA)

— Znacena PE; pfed pouZzitim natedit 80x

Protilatka anti-CD34 (947-MSM1-PE-100T; NeoBiotechnologies, USA)

— Znacena PE; pfed pouzitim natedit 20x

Protilatka anti-CD44 (ab23396; Abcam, Velka Britanie)

— Znacena PE; pfed pouzitim natedit 10x

Protilatka anti—-CDA45 (561587; BD Horizon, USA)

— Znacena V450; pied pouzitim nafedit 50x

Protilatka anti-CD73 (LS—-C417968; LS Bio, USA)

— Znacena FITC; pted pouzitim natedit 20x

Protilatka anti—-CD90 (755464; BD OptiBuild, USA)

— Znacena RB780; pied pouzitim nafedit 50x

Protilatka anti-CD105 (BAF1320; Bio Techne, USA)

— Biotinylovana; pfed pouzitim nafedit 10x

— Do jamek, kde je pridavana tato protilatka se jest€¢ musi pfidat streptavidin
v objemu 10 puL

Streptavidin (405249; BioLegend, USA)

— Znacen BV785; pted pouzitim natredit 200x

Seznam roztoku

Cytometricky roztok — smeés DPBS + 0,01% azid sodny + 0,2% fish skin gelatine —
roztok byl jiZ v laboratofi pfipraven

Hoechst 33258 (94403; Sigma—Aldrich, USA)

Roztok pro blokaci Fe receptort — 2% potkani sérum (R9759; Sigma—Aldrich, USA)

Pracovni postup

Bunky byly do jamek mikrotitraéni desti¢ky rozdéleny po 100 000 buiikach.

Nasledné byla desticka centrifugovana 2 minuty pii 300 g (1800 RPM).

Supernatant byl nésledné odstranén, zbytek obsahu desticky promichan a desticka

pfesunuta na led.

. Nasledn¢ byly pelety v desticce promyty 100 pL cytometrickym roztokem a znovu

centrifugovany 2 minuty pii 300 g (1800 RPM).
Poté byl znovu zopakovén krok ¢islo 3.
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Nasledné bylo do kazdé jamky napipetovano 10 pL roztoku pro blokaci Fc receptorti
a bunky byly 10 minut inkubovany.

Po inkubaci bylo k buiitkam pfidano 100 uL cytometrického roztoku a bunky byly
centrifugovany 2 minuty pii 300 g (1800 RPM) a poté byl suparnatant opét odcaknut a
zbyly obsah v desticce zvortexovan.

Naésledné bylo do kazdé jamky pfidano 10 pL roztoku piislusné protilatky a desticka
byla inkubovana ve tm¢ 30 minut.

Do vSech jamek bylo poté piidano 100 pL cytometrického roztoku a bunky byly
centrifugovany 2 minuty pii 300 g (1800 RPM) a poté byl suparnatant opét odcaknut a

zbyly obsah v desti¢ce zvortexovan. Tento krok byl zopakovan jesté jednou.

10. Az do méteni byla desticka uchovévana na ledu. Poté byl obsah jamek zméfen

3.4

34.1

pritokovym cytometrem, kde bylo tésné pfed méfenim do ptislusnych jamek ptidan

roztok Hoechst 33258 pro oznaéeni mrtvych bunék.
Méreni VEGF

Seznam laboratorni techniky

Automatické mikropipety + $picky (Nichiryo, Japonsko)
Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)

CO- inkubator (Sanyo, Japonsko)

Ctecka ELISA desek Epoch (BioTek, USA)

Laminarni box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA)
Mrazak (Liebherr, Svycarsko)

Pipetovaci nastavec (Pipet-Aid, USA)

Po¢itaé (Lenovo, Cina) + software na vyhodnoceni (Gen5 5.10 BioTek)
Promyvaci zatizeni Hydorflex Plus (Tecan, Svycarsko)
Vortex (VELP, Italie)

Seznam laboratornich pomicek

24jamkova sterilni kultiva¢ni deska

Jednorazové sérologické sterilni pipety (5, 10, 25 a 50 ml)

Mikrozkumavky (1,5 ml; Eppendorf, Némecko) + stojan na mikrozkumavky

Sterilni centrifuga¢ni zkumavky (15 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky
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3.4.3

34.4

3.5

351

Seznam médii a kiti

Kultivaéni médium s ristovymi faktory; pfed pouzitim piedehifat ve vodni lazni
na 37 °C (viz kapitola 3.2.4)

Rat VEGF Immunoassay — Qantikine ELISA kit (RRV00; R&D Systems, USA)

Pracovni postup

. Nejprve byla do sterilnich centrifugacnich zkumavek piipravena bunécna suspenze

200 000 bungk, ke které bylo nasledné pfidano kultivaéni médium tak, aby celkovy

objem smési dosahl 4 ml.

. Smés byla diikkladné promichéna na vortexu a nasledné byla tato smés nadavkovana

polml do 3 jamek 24jamkové sterilni kultivaéni desky a nasledné inkubovéna

v inkubatoru (37 °C; 5 % COg; 24 hodin).

. Po uplynuti této doby byl obsah jamek dikladné promichan a z jamek bylo odebrano

600 pl do mikrozkumavek, které byly nasledné centrifugovany pti 370 g (2000 RPM)
po dobu 5 minut.

. Nasledné bylo z mikrozkumavek odebrano 450 pl supernatantu a z tohoto mnozstvi

byly nasledné udélany 3 alikvoty po 150 pl, které byly az do dalSiho zpracovani
uchovavany v mrazaku pti -20 °C. Spolu se vzorky bylo zamrazeno jest¢ kultivacni

médium, které pozdé&ji slouzilo jako kontrola.

. Pfi dal§im zpracovani bylo rozmraZeno potfebné mnozstvi vzork.
. Déle se postupovalo podle instrukei pfiloZzenych v komeréné dodavaném ELISA kitu.

. Na konci byly vysledky odecteny cteCkou ELISA desek a stanovena koncentrace

VEGF.
Chemicky navozena hypoxie

Seznam laboratorni techniky

Analytické vahy GR-120 (A&D, Japonsko)

Automatické mikropipety + $picky (Nichiryo, Japonsko)
Centrifuga Universal 320R (Hettich, Némecko)

COz inkubator (Sanyo, Japonsko)

Ctec¢ka ELISA desek Epoch (BioTek, USA)

Laminarni box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA)
Mrazék (Liebherr, Svycarsko)
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Pipetovaci nastavec (Pipet-Aid, USA)

Pocita¢ (Hp, USA) + software na vyhodnoceni (M7000)

Po¢itaé (Lenovo, Cina) + software na vyhodnoceni (Gen5 5.10 BioTek)
Vicekanalovy fluorescenc¢ni a svételny mikroskop EVOS M7000 (Invitrogen, USA)
Vortex (VELP, Italie)

Seznam laboratornich pomiicek

6jamkova sterilni kultivacni deska

96jamkova sterilni kultiva¢ni deska cerna

Mikrozkumavky (1,5 ml; Eppendorf, Némecko) + stojan na mikrozkumavky

Sterilni centrifuga¢ni zkumavky (50 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky

Seznam chemikalii a Kitu

Dulbecctiv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline w/o CaCl, and MgCly; D8537; Sigma—Aldrich, USA)

Chlorid kobaltnaty — CoCl, (C8661; Sigma—Aldrich, USA)

Hoechst 33342 (R37605; Invitrogen, USA)

Kultivaéni médium s riistovymi faktory; pted pouzitim ptedehiat ve vodni lazni
na 37 °C (viz kapitola 3.2.4)

Propidium jodid (P1304MP; Invitrogen, USA) — vodny roztok o koncentraci
0,1 mg/ml

Rat VEGF Immunoassay — Qantikine ELISA kit (RRV00; R&D Systems, USA)
Sterilni voda (Kabi, Némecko)

Seznam roztoku

Bunééné suspenze — dle Tabulky 2
Roztok CoCl,— rozpustit 5,95 mg v 1 ml sterilni vody (zasobni roztok 25 mM)
Roztok DPBS/Hoechst — na 2 ml DPBS 8 kapek Hoechst 33342
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1.

Tabulka 2 Postup ptipravy bunéénych suspenzi pro méteni VEGF
a zivotnosti.

VEGF
koncentrace CoCl, |objem CoCl,
1080 000 0 uM 0 ul
bunck 75 UM 24 ul doplnit kultiva¢nim
(pro kazdou 100 uM 32 ul médiem na celkovy
koncentraci CoCl,) 125 uM 40 ul objem 8 ml
ZIVOTNOSTI
koncentrace CoCl, |objem CoCl,
96 000 0 uM 0 ul
bunék 75 uM 4,5 pl doplnit kultiva¢nim
(pro kazdou 100 uM 6 ul médiem na celkovy
koncentraci CoCl,) 125 uM 7,5 ul objem 1,5 ml

Pracovni postup

Nachystané bunééné suspenze Spolu s konkrétnimi koncentracemi CoCl2 byly
Vv objemu 2 ml napipetovany do jamek 6jamkové kultivacni desky (3x) a v objemu
150 pul do 96jamkové kultivacni desky (3x) dle schématu (viz Schéma 1).

Vsechny kultivaéni desky byly nasledné inkubovany v inkubatoru (37 °C; 5 % COy).
V casech 24, 48 a 72 hodin byla vzdy jedna od kazdé desky vyndana z inkubatoru

a dale zpracovana.

. Objem jednotlivych jamek 6jamkovych kultivaénich desek (ur¢enych na stanoveni

VEGF) byl nejprve dikladné¢ promichan. Nésledné bylo zkazdé desky odebrano
1,5 ml média do mikrozkumavek, které byly nasledné centrifugovany pii 2000 otacek
po dobu 5 minut. Poté bylo z mikrozkumavek odebrano 1,2 ml supernatantu, ktery byl
az do dalsiho zpracovani uchovavan v mrazaku pii -20 °C. Vzorky poté byly
zpracovany stejné jako standartni vzorky pro méfeni VEGF z kapitoly 3.4 s jedinou
vyjimkou — pfed samotnou analyzou byly 10x natedény v DPBS.

Do jamek 96jamkovych kultivacnich desek (uréenych pro testovani zivotnosti) bylo
piidano 150 pl roztoku DPBS/Hoechst a objem jednotlivych jamek byl dukladné
promichéan. Desticky se nechaly 30 minut inkubovat pti pokojové teploté. Nasledné
bylo do kazdé jamky ptidany 3 pl propidium jodidu a opét byl obsah jamek dikladné
promichdn. Po Sminutové inkubaci byly vzorky zobrazeny a nafoceny pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu.
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Schéma 1 Schéma pro pipetovani kultivacnich desek urcenych pro stanoveni VEGF (vlevo) a Zivotnosti (vpravo).

3.6
3.6.1

Diferenciace

Seznam laboratorni techniky

CO- inkubator (Sanyo, Japonsko)

Inverzni mikroskop IX50 (Olympus, Japonsko)

Laminarni box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA)

Pipetovaci nastavec (Pipet-Aid, USA)

Pocita¢ (Hp, USA) + software na vyhodnoceni (M7000)

Vicekanalovy fluorescenéni a svételny mikroskop EVOS M7000 (Invitrogen, USA)

Seznam laboratornich pomiicek
24jamkova sterilni desticka ¢erna
Jednorazové sérologické sterilni pipety (5, 10, 25 a 50 ml)

Sterilni centrifuga¢ni zkumavky (15 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky

Seznam chemikalii

1,4—diazabicyklo(2,2,2) oktan —- DABCO (D27802; Sigma-Aldrich, USA)

Adipogenni dopln¢k (StemXVivo® Adipogenic Supplement (100X); CCMOI11;
R&D Systems, USA)

Bovinni sérovy albumin — BSA (B14; ThermoFisher Scientific, USA)

Destilovana voda

Dulbecctv fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — DPBS (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline w/o CaCl, and MgCl,; D8537; Sigma—Aldrich, USA)

e Glycerol

e Isopropanol
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Kultiva¢ni médium (StemXVivo® Osteogenic/Adipogenic Base Media; CCMO007;
R&D Systems, USA)

Mowiol (81381; Sigma-Aldrich, USA)

NucBlue pfipraveny roztok pro fixované buiky — DAPI (NucBlue™ Fixed Cell
ReadyProbes™ Reagent; R37606; Invitrogen, USA)

Olejova ¢erven (00625; Sigma-Aldrich, USA)

Osli sérum (D9663; Sigma-Aldrich, USA)

Osteogenni  doplnék (StemXVivo® Mouse/Rat Osteogenic Supplement (20X);
CCMO009; R&D Systems, USA)

Paraformaldehyd (30525-89-4; Polysciences, Inc., USA)

Penicilin—Streptomycin — PS (P4333; Sigma-Aldrich, USA)

Primarni protilatka anti-mFABP4 (Mouse/Rat FABP4/A-FABP Antibody; AF1443;
R&D Systems, USA)

Primarni protilatka anti—osteokalcin (Human/Rat Osteocalcin Antibody; MAB1419;
R&D Systems, USA)

Sekundarni osli protilatka anti—kozi IgG (Donkey anti—-Goat IgG (H+L) Highly Cross—
Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ Plus 488; A32814TR; Invitrogen,
USA)

Sekundarni osli protilatka anti-mysi IgG (Donkey anti-Mouse 1gG (H+L) Highly
Cross—Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ 555; A31570; Invitrogen, USA)
Tris pufr (648311; Merck, USA)

Triton X-100 (X100; Sigma-Aldrich, USA)

Seznam médii, roztoku a Fedéni protilatek

1% roztok BSA v DPBS

4% paraformaldehyd v DPBS

Blokovaci roztok — 0,3% Triton X-100 + 1% BSA + 10% osli sérum v DPBS

DAPI — v davkovani 2 kapky na 1 ml DPBS

Diferenciaéni médium pro adipocyty — zakladni kultivaéni médium + adipogenni
dopln¢k v fedéni 1:100; pfed pouzitim predehiat ve vodni lazni na 37 °C

Diferenciacni médium pro osteocyty — zakladni kultivatni médium + osteogenni

dopln€k v fedéni 1:20; pted pouzitim predehiat ve vodni 1dzni na 37 °C
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e Montovaci médium Dabco—Mowiol — tento roztok jiz byl pfipraven v laboratofi;
slozeni roztoku: DABCO, Mowiol, glycerol, destilovana voda, 0,2M Tris pH 8,5
e Olejova Cerven
— Nejprve byl pfipraven nasyceny zasobni roztok — 0,5 g olejové Cervené bylo
rozpus$téno v 100 ml isopropanolu.
— Pracovni roztok byl pfipraven v poméru 2:3 zasobniho roztoku olejové cervené
a destilované vody. Roztok byl zfiltrovan a pied kazdym barvenim nachystan
cerstvy.
e Redéni protilatek
— Primarni protilatka anti-mFABP4 pro adipocyty — protilatku rozpustit v 200 pl
DPBS; potradné¢ zamichat; na vyslednou koncentraci 10 pg/ml nafedit 20x
blokovacim roztokem
— Primarni protilatka anti—osteokalcin pro osteocyty — protilatku rozpustit
v 500 ul DPBS; potadné zamichat; na vyslednou koncentraci 10 pg/ml natredit
50x% blokovacim roztokem
— Sekundarni osli protilatka anti—kozi IgG pro adipocyty — fedéni 1:500 v DPBS
— Sekundarni osli protilatka anti-mysi IgG pro osteocyty — fedéni 1:500 v DPBS
e Zakladni kultivacni médium — kultivaéni médium + PS v fedéni 1:100; pfed pouzitim

predehiat ve vodni 14zni na 37 °C

3.6.5 Pracovni postup

1. Nejprve byly pfipraveny bunécné suspenze — pro osteocyty byla nachystdna bunétna
suspenze v koncentraci 40 000 bunék v 2,5 ml kultivacniho média; pro adipocyty
v koncentraci 200 000 bunék také v 2,5 ml kultivaéniho média.

2. Nasledné byly do dvou 24jamkové kultivacnich desticek napipetovany bunécné
suspenze — vzdy do 4 jamek po 0,5 ml suspenze (kazda diferenciace méla svoji vlastni
desticku).

3. Nasledovala inkubace pti 37 °C a 5 % CO2 po dobu 24 hodin.

4. Dalsi den dosahovaly bunky Vv jamkach, které se diferencovaly do osteocytt, zhruba
60% konfluenci a buiky, které se diferencovaly do adipocytd témét 100% konfluenci.

5. V ten moment bylo nahrazeno zakladni kultivacni médium za obohacené diferenciacni
média, vZdy pro kazdou diferenciaci zvIast'.

6. Desticky byly déle kultivovany pii 37 °C a 5 % CO..

7. Kultivaéni médium bylo ménéno kazdé 3 dny.

53



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

19.
20.

21.

22.

Po 2 — 3 tydnech se u bun¢k projevily morfologické zmény. Navic u osteogenné
indukovanych bun¢k se objevily krystaly vapniku a u adipogenné indukovanych
bunék lipidové vakuoly.

Nasledné¢ byly jamky 2x promyty 1 ml DPBS.

Poté byly bunky fixovany 0,5 ml 4% paraformaldehydem pii pokojové teploté
po dobu 20 minut.

Vsechny jamky byly poté 3% promyty DPBS po dobu 5 minut.

Od této doby bylo do jamek uréenych pro barveni olejovou Cerveni na znazornéni
lipidovych vakuol vrstveno mezi jednotlivymi kroky pouze DPBS, aby jamky
nevyschly.

Poté¢ byly bunky oSetfeny 0,5 ml blokovaciho roztoku a inkubovéany pii pokojové
teploté po dobu 45 minut.

Po blokovani byly buiiky inkubovany s 300 pl nafedéné primarni protilatky ve tmée
pres noc pfi teploté 2 — 8 °C; do jamek uréenych jako negativni kontroly byl opét
nadavkovan blokovaci roztok.

Poté byly buniky opét 3% promyty DPBS po dobu 5 minut.

Nasledovala inkubace s 300 pl nafedéné sekundarni protilaitky ve tmé po dobu
60 minut.

Poté byly jamky opét promyty 3x DPBS po dobu 5 minut.

Nasledné byla dobarvena bunécéna jadra pomoci 300 pl DAPI roztoku po dobu 5 minut
ve tmé.

Poté byly jamky opét promyty 3x DPBS po dobu 5 minut.

Na bunky bylo navrstveno 300 pl montovaciho média a nasledné byly zobrazeny
pomoci fluorescencni mikroskopie.

Jamky urc¢ené pro barveni olejovou Cerveni, byly na 15 minut pfevrstveny roztokem
olejové Cervené.

Poté byly oplachnuty destilovanou vodou a zobrazeny pomoci svételné mikroskopie
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 lzolace a kultivace MSC

Izolovali jsme epididymalni tuk celkem z 11 potkani kmene Lewis (oznaceny pismeny A —
K). Vsechny vzorky MSC ztukové tkan¢ byly izolovany stejnym zptuisobem, a to
enzymatickou izolaci s pouzitim enzymu kolagenaza. VSechny vzorky MSC byly kultivovany
za standartnich kultiva¢nich podminek (37 °C; 5 % COg). V Tabulce 3 jsou zaznamenany

v

podrobngjsi udaje o jednotlivych izolacich.

s

Tabulka 3 Podrobnéjsi tdaje o jednotlivych izolacich.

Datum izolace | Vek potkana Hmotnost Mnozstvi tuku Pocet zisvkanych
potkana [g] [0] [ml] bunék
Al 14.10.2024 8 mésict 416 6,09 13 1.2 x 10°
Bl 14.10.2024 8 mésict 402 5,38 8 2.44 x 10°
C| 14.10.2024 8 mésict 390 7,38 15 3,64 x 10°
D| 3.2.2025 5 mésict 435 4,96 7 1,6 x 10°
E[ 3.2.2025 5 mésict 426 3,28 5 1,48 x 10°
F| 3.2.2025 5 mésich 408 4,07 7 2.4 x 10°
G| 3.3.2025 6 mésict 392 3,69 10 1,9 x 10°
H| 10.3.2025 11 mésict 473 4,80 1,7 x 10°
I| 10.3.2025 | 11 mesict 482 4,32 1,6 x 10°
J| 10.3.2025 11 mesich 505 12,40 15 2.5 % 10°
K| 10.3.2025 | 11 mésica 497 4,91 10 2.3 x10°
4.2 Charakterizace MSC

Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.1, MSC nemaji jeden charakteristicky znak, podle kterého

by se daly identifikovat. Voli se proto kombinace kritérii dle doporuceni ISCT:

4.2.1 Adheze bunék k plastovym lahvim

Prvnim kritériem pro oznaceni bunék jako MSC je jejich schopnost pfilnout k plastovému
povrchu kultivacnich lahvi za standardnich kultiva¢nich podminek in vitro. Zaznamenavali
jsme snimky v riznych ¢asovych obdobich od nasazeni primarni bunééné kultury az do doby
pasazovani (viz Obrazek 6). Na snimcich z n¢kolika prvnich dni je zfejmé, Ze bunky postupné
ptiléhaji k povrchu kultivacéni lahve a déli se. Zaroven je na snimcich zaznamenéno, jak
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postupné ziskavaji vietenovity tvar typicky pro MSC. Z pohledu tohoto bodu, Ize buiky
charakterizovat jako MSC.

250 pm 250 um

Obrazek 6 Mikroskopické snimky MSC v riiznych ¢asovych bodech od nasazeni primarni bunééné kultury
do kultivac¢ni lahve. A — 24 hodin od nasazeni; B — 48 hodin od nasazeni; C — 72 hodin od nasazeni; D — 96 hodin
od nasazeni; E, F — buniky dosahuji t¢émér 100% konfluence.




4.2.2 Analyza povrchovych markeri pomoci priitokové cytometrie

Dal8im kritériem podle ISCT je exprese typickych povrchovych znakl. Vzhledem k tomu, Ze
jsou ptivodni kritéria vztazena na lidské MSC izolované z kostni dien¢, bylo potieba testovat
povrchové znaky exprimované na potkanich MSC izolovanych z tukové tkané€, které jsou
mirné odlisné od povrchovych znakti doporuc¢ovanych podle ISCT. Pokud budeme vychazet
z dat uvedenych v Tabulce 1 v kapitole 1.1.2, pro potkani MSC izolované z tukové tkan¢ je
charakteristicka exprese povrchovych znakti CD29, CD73 a CD90. Dale je mozna pfitomnost
povrchovych znaka exprimovanych s nizkou intenzitou CD44 a CD105. Naopak je potieba,
aby bunky postradaly povrchové znaky CD31, CD34 a CDA45.

U bunék jsme testovali expresi téchto povrchovych markerti po druhé a tteti pasazi.

Z vysledkt uvedenych v Tabulce 4 vyplyva, ze buiky v obou pasazich velmi vyznamné
produkuji povrchové markery CD29 a CD90. Exprese CD73 byla v obou pasazich velmi
nizka, pficemz tento marker podle literatury vykazuje silnou pozitivitu (EI-Sawah et al.,
2022). Vzhledem k mirnému vzrlstu procenta pozitivnich bunék ve teti pasazi, by se dalo
ocekavat, ze by se i v dalsich pasazich mohlo procento pozitivnich bun¢k zvysit. Podobny
problém je patrny i u markeru CD44. Jeho pozitivita je sice popisovana jako nizs§i nez u CD29

nebo CD90, avsak Giroven pozitivity jsme oc¢ekavali vyssi (Bayati et al., 2013).

Je patrné, Ze u markeru CD105 je smérodatnd odchylka u obou pasazi velmi vyznamna. Lze
to pricist tomu, Ze tento marker byl ve vétSi mife ve druhé pasazi exprimovan pouze u vzorkl
D — G, zatimco buiiky vzorki A — D a H — K ho neexprimovaly. U nékterych vzorkt doslo
po druhé pasazi ke zmnozeni bunék exprimujicich CD105. Marker byl ve vet$i mife
exprimovan u vzorki A — G, u vzorki H — K opét exprimovan nebyl. Toto se odrazi
i na velikosti smérodatné odchylky, ktera je kvuli tomu pomérné vysoka. Je tedy velmi

pravdépodobné, Ze exprese tohoto povrchového znaku je zavisla na mnoZstvi pasazi.

Naopak, negativitu markert CD31, CD34 a CD45 jsme jednoznac¢né potvrdili. Tyto

povrchové znaky exprimovalo méné nez 1 % bunck, coz je v souladu s kritérii vydanym

ISCT.

U bun¢k obou pasazi jsme navic testovali Zivotnost pomoci Hoechst 33258. Bunky druhé
pasaze vykazovaly o néco vys§i umrtnost nez buiky tieti pasaze, a to v priméru 17,19 %.
Nejvyssi procento mrtvych bunék vykazoval ve druhé pasazi vzorek ¢islo J, a to s celkovym

cvwr

obsahem 29,8 % mrtvych bunék. Naopak nejnizsi procento mrtvych bunék bylo ve vzorku D
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8,73 % mrtvych bunék. Ve tfeti pasazi byl primérny obsah mrtvych bun¢k 11,54 %. Nejveétsi
podil mrtvych bun¢k mél vzorek K s 21,1 % a nejmensi podil vzorek B s 4,73 %.

Tabulka 4 Procentualni zastoupeni jednotlivych povrchovych znakl ve 2. a 3. pasazi. Data jsou
uvedena jako pramér zastoupeni markert u jednotlivych vzorkt (A—K) + smérodatna odchylka.

Zeleng jsou oznaceny vysledky, které splnuji pozadavky ISCT, ¢erveng ty, které je nespliuji.

2. pasaz [%] | 3. pasaz [ %]

CD29 [ 99,21+0,69 | 99,15+ 1,45
CD31 | 0,35+0,40 | 0,30+0,22
CD34 | 0,56+0,56 | 0,51 +0,40
CD44 |1 10,83 +£6,89 | 4,86+ 3,45
CD45 | 0,1 +£0,11 0,15+0,14
CD73 | 213+£16 | 2,78+1,25
CD90 | 98,95+ 0,87 | 99,39 + 0,67

CD105 | 56,78 +44,29162,33 + 32,74
Hoechst| 17,19+ 7,50 | 11,54 £5,13

Vzhledem Kk tomu, Ze byla pozitivni exprese jednozna¢né potvrzena u CD29 a CD90,
a naopak nebyly pfitomny buniky s markery CD31, CD34 a CD45, je mozné tyto bunky
i tohoto pohledu povazovat za MSC. Piiklady vyslednych zaznamu z pritokové cytometrie

pro jednotlivé markery jsou uvedeny na Obrazku 7.
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Gatovaci strategie:
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Obrazek 7 Stanoveni fenotypu bunék pomoci priitokové cytometrie.
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Pozitivni markery:
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Obrazek 7 Stanoveni fenotypu bunék pomoci pritokové cytometrie. (pokracovani)
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Zivotnost:
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Obrazek 7 Stanoveni fenotypu bunék pomoci pritokové cytometrie. (pokracovani)
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4.2.3 Diferenciace MSC

Poslednim kritériem podle ISCT je schopnost bunék se diferenciovat do adipocytt, osteocytl
a chondrocytl. V naSem experimentu jsme sledovali pouze diferencia¢ni kapacitu bunék
do adipocyti a osteocyti. Chondrocyty byly zexperimentu vyfazeny z ddvodu stazeni
chondrogenniho dopliiku (smés latek pro obohaceni média) z trhu. U vSech bunék, které jsme
kultivovali v diferenciaénim kultivacnim médiu s ptislusSnym doplitkem se nam po 3 tydnech
povedlo diferencovat MSC do adipocyti (viz. Obrazek 8) i osteocytti (viz. Obrazek 9).
| Z tohoto pohledu lze bunky charakterizovat jako MSC.

125 pm 275 pm

125 um

Obrazek 8 Adipogenni diferenciace MSC. A, B — diferencované adipocyty jsou znazornény pomoci specifické
primarni protilatky anti-mFABP4 (Cervend). Modfe jsou dobarvena vSechna bunécna jadra pomoci DAPIL.
C, D — pomoci svételné mikroskopie jsou znazornény lipidové vakuoly obarvené olejovou Cerveni.
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125 pm 275 pum

Obrazek 9 Osteogenni diferenciace MSC. Diferencované osteocyty jsou znazornény pomoci specifické
priméarni protilatky anti—osteokalcin (Cervend). Modie jsou dobarvena vSechna bunécnd jadra pomoci DAPI.
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4.3

v Tabulce 5. Z vysledkt vyplyva, ze je produkce VEGF vyssi ve druhé pasazi.

Zajimalo nas, zda existuje souvislost mezi produkci VEGF a kvalitou bunék. Rozhodovali
jsme se, kterym parametrem kvalitu bun€k zhodnotit, protoZe se liSil po€et nasazenych bun¢k
do kultiva¢nich lahvi, tak 1 doba kultivace (resp. doba do dosazeni téméef 100% konfluence
bunék). Nakonec jsme se kvalitu bunc¢k rozhodli spocitat pomoci Casu zdvojeni bunék
(tzv. doubling-time) a to podle vzorce viz. Rovnice 1, ktery zahrnuje jak dobu kultivace, tak
I poc¢ateCni pocet nasazenych bunék. Vysledné casy zdvojeni bun€k jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Produkce VEGF

VEGF jsme stanovovali u vSech MSC ve druh¢ a tfeti pasazi. Pouzili jsme k tomu komeréné

dodavany ELISA kit (RRVO00; R&D Systems). Vysledky téchto méfeni jsou uvedeny

Tabulka 5 Produkce VEGF ve druhé a tieti pasazi. Data jsou uvedena jako
pramérné hodnoty vSech méfeni + smérodatna odchylka.

VEGF [pg/ml]
2. 3.

A 879,34 + 40,28 829,02 + 11,86
B 927,68 £29,64 | 616,31+ 22,93
C 816,88 £ 10,34 | 632,23 + 46,96
D 682,43 £ 63,08 | 544,14+ 23,39
E 954,74 + 84,49 713,73 £ 52,67
F 1194,65+ 31,46 | 869,73 £ 86,80
G 368,26 + 40,36 186,97 + 13,26
H 184,06 + 6,72 307,18 + 7,66
[ 257,45+ 16,70 234,01 + 7,42
J 230,01 +21,12 | 201,18+ 22,41
K 171,85+ 24,42 57,32 + 8,64

Rovnice 1 Vzorec pro vypocet doubling—time.

Ta ... doba, za kterou se po¢et bunék zdvoji [hod]

t ... doba kultivace [hod]

N; ... kone¢ny pocet bunéek

Np ... pocatecni pocet bunék
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Tabulka 6 Hodnoty doubling—time mezi pocate¢nim
inokulem a prvni pasazi, mezi prvni a druhou pasazi a

mezi druhou a tfeti pasazi.

Doba zdvojeni bunék [hod]
0. 1. 2.
A 68 32 83
B 95 38 73
C 68 42 58
D 259 71 358
E 151 88 396
F 223 73 152
G 108 258 X
H 210 1095 X
I 118 X X
J 138 386 X
K 108 265 X

Z vyse uvedenych vysledki doby zdvojeni bunék je patrné, ze buinky G — K se ndm od
ur¢itétho momentu jiz nepovedlo zdvojnéasobit. Naopak doslo k poklesu jejich celkového poctu
oproti vychozimu. Tento vysledek naznacuje, Ze buiiky béhem kultivace z riznych diavodi
nepiezivaly nebo se ned¢lily v dostate¢né mife. Z jakych divodl k tomuto jevu doslo, neni
zfejmé. Kultivani podminky i slozeni média zistaly stejné. Je potieba si ale uvédomit, ze se

jedna o zivy biologicky systém, ktery vykazuje zna¢nou miru variability.

Vyslednd data ze druhé pasaze jsme vlozili do grafu (viz Graf 1) zavislosti koncentrace VEGF
na doubling—time. Potvrdili jsme, Ze mezi témito dvéma Udaji existuje urcitd souvislost.

V momenté, kdy doba zdvojeni bunék byla dlouha, bunky produkovaly malo VEGF.
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Graf 1 Grafické znazornéni zavislosti koncentrace produkovaného VEGF na dobé¢ zdvojeni bunék.

R2 — hodnota spolehlivosti.
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4.4

Stimulace produkce VEGF chemicky navozenou hypoxii

Hypoxii jsme navodili chemicky pfidavkem mimetika a to konkrétné¢ CoClz. CoCl, jsme

pridavali ve tfech riznych koncentracich — 75, 100 a 125 uM. VSechny vzorky jsme dale

kultivovali po dobu 24, 48 a 72 hodin. Spolu se vzorky s CoCl, jsme vzdy za stejnych

kultivacnich podminek kultivovali kontrolni vzorek bez pfidavku mimetika (tzn. koncentrace

CoCl; = 0 uM). Chtéli jsme potvrdit, Ze chemicky navozena hypoxie stimuluje produkci
VEGF v MSC. Experiment jsme provadé¢li na 4 riznych MSC (u potkanti C, G, H a J).

Jak vyplyva z dat uvedenych v Tabulce 7, chemicky navozena hypoxie skute¢né stimuluje
produkci VEGF v MSC. Produkce VEGF u bunék s piidavkem CoCl; je 1,5 — 3% vyS$si nez

u kontrolnich vzorkd. V Grafech 2 — 5 je piehlednéji znazornén rozdil mezi kontrolnimi

vzorky a vzorky s CoCly. Z naméfenych dat dale vyplyva, Ze pouzita koncentrace CoCly,

nem¢la vliv na produkci VEGF.

Tabulka 7 Koncentrace VEGF v kultiva¢nim médiu u MSC v chemicky indukované hypoxii vV porovnani
s kontrolnim vzorkem.

1. hypoxie — potkan C 3. hypoxie — potkan H
24 hodin | 48 hodin | 72 hodin 24 hodin | 48 hodin | 72 hodin
[po/mi] | [pg/mi] [ [pg/ml] [pg/mi] | [pg/mi] | [pg/ml]
OpM | 1281,01 | 2326,95 | 2542,88 0 pM 345,92 617,07 739,33
75 nM | 2005,04 | 4048,97 | 5599,93 75 uM | 564,39 | 1234,16 | 1588,36
100 pM | 2103,05 | 4272,90 | 5886,69 100 pM | 544,14 928,86 | 1490,08
125 uM | 2491,41 | 5135,17 | 6739,50 125 uM | 614,56 901,76 | 1430,31
2. hypoxie — potkan G 4. hypoxie — potkan J
24 hodin | 48 hodin | 72 hodin 24 hodin | 48 hodin | 72 hodin
[pg/ml] | [pg/mi] [ [pg/ml] [pg/ml] | [pg/mi] [ [pg/ml]
0 pM 730,71 | 1018,29 | 1277,88 0 pM 429,83 594,37 886,22
75 uM | 187527 | 2772,99 | 3375,39 75 pM | 1091,27 | 1659,92 | 1966,78
100 pM | 2011,99 | 2937,66 | 3473,29 100 pM | 1137,72 | 1762,99 | 1973,92
125 pM | 2027,16 | 2935,05 | 2844,55 125 pM | 1188,52 | 1842,50 | 2310,15
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Graf 2 Znazornéni produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii vV porovnani s kontrolnim vzorkem
—vzorek 1. hypoxie (potkan C)

2. hypoxie — potkan G
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Graf 3 Znazornéni produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii vV porovnani s kontrolnim vzorkem
—vzorek 2. hypoxie (potkan G)
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3. hypoxie — potkan H
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Graf 4 Znazornéni produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnani s kontrolnim vzorkem
—vzorek 3. hypoxie (potkan H)
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Graf 5 Znazornéni produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii vV porovnani s kontrolnim vzorkem
—vzorek 4. hypoxie (potkan J)
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U bungk byla zaroven mikroskopicky testovana i zivotnost (viz Obrazek 10). Chtéli jsme
overit, ze kultivace bunék s CoCly nijak vyznamné negativné MSC vtomto ohledu
neovliviiuje. VSechny buriky jsme obarvili Hoechst 33342, mrtvé bunky propidium jodidem.
Jak je patrné z vysledki uvedenych v Tabulce 8, CoCl; nema na Zivotnost bunék zadny vliv.
V porovnani S kontrolnim vzorkem maji oSettené vzorky CoClz Vv podstaté stejné procentudlni
zastoupeni mrtvych bunék. Z technickych divodi nebyla Zivotnost zméfena u 1. hypoxie

po 24 hodinach a u 2. hypoxie po 72 hodinach.

275 pum

Obrazek 10 Mikroskopicky snimek znazoriujici Zivotnost bunék. Modré bunky —jadra vSech bunék obarvena
barvivem Hoechst 33342; Cervené buiiky — jadra mrtvych bun¢k obarvena propidium jodidem.
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Tabulka 8 Procentualni zastoupeni mrtvych bunék v jednotlivych ¢asech a koncentracich CoClo.

1. hypoxie — potkan C 3. hypoxie — potkan H
24 hodin | 48 hodin | 72 hodin 24 hodin | 48 hodin | 72 hodin
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

0 pM X 13,76 8,22 0 pM 38,56 32,30 35,04
75 pM X 11,74 10,70 75 pM 31,32 29,09 31,47
100 pM X 13,30 8,18 100 pM | 35,74 28,02 32,10
125 pM X 17,58 9,62 125 uM | 34,77 24,45 32,64

2. hypoxie — potkan G 4. hypoxie — potkan J
24 hodin | 48 hodin | 72 hodin 24 hodin | 48 hodin | 72 hodin
[%] [%] [%] [%] [%] [%]

0 pM 18,94 16,99 X 0 pM 15,97 11,20 10,26
75 pM 17,70 27,10 X 75 pM 11,71 9,99 11,24
100 pM | 19,74 31,74 X 100 pM | 12,27 11,35 11,65
125 uM | 15,67 29,22 X 125pM | 12,96 11,66 11,59

Z vyse uvedenych dat, Ize také vypozorovat urcitou zavislost mezi dobou zdvojeni bunécné
populace a zivotnosti nebo produkci VEGF v hypoxii. U MSC, u kterych doslo k zastaveni
déleni (G — K), bylo procento mrtvych bunék mnohem vys$si nez u bunék, kde byla doba
zdvojeni bunék relativné kratka. Lze z toho tedy vyhodnotit, ze pokud bunkam trva dlouhou
dobu se rozdvojit (pokud vibec ktomu dojde), produkuji malo VEGF, coz se ani

Vv hypoxickém prostiedi nezlepsi. Takova kultivace MSC neni vhodna pro dalsi experimenty.

71



ZAVER

Zabyvali jsme se studiem vlivu chemicky navozené hypoxie na produkci vaskularniho
endotelového faktoru (VEGF), ktery je produkovan mesenchymalnimi stromalnimi bunkami
(MSC). MSC jsme enzymaticky izolovali z tukové tkané odebrané z potkana kmene Lewis.
Celkem jsme experiment provedli na 11 potkanech. V prvni ¢asti experimentu jsme se
zabyvali zejména samotnou charakterizaci izolovanych bunék. Charakterizace MSC je
pomérné slozitd, protoze builkky nemaji zadny unikdtni znak. Charakterizace tedy probiha
na zaklad¢ kritérii vydanych ISCT. U bunék jsme sledovali jejich adhezi ke kultivac¢ni lahvi
a soucasn¢ s tim i zménu jejich tvaru. Déle jsme u bunék béhem kultivace sledovali 1 procento
konfluence. V moment¢, kdy bunky dosahovaly téméf 100% konfluence jsme procesem
trypsinace buinky zpasazovali. Celkem jsme provadéli 3 pasaze. Dale jsme bunky
charakterizovali pomoci pritokové cytometrie. Toto méteni jsme u bunék provadéli ve druhé
1 ve tieti pasazi. Jako pozitivni markery jsme si zvolili CD29, CD44, CD73, CD90 a CD105.
Markery CD29 a CD90 byli v obou pasazich jasné pozitivni (pozitivita byla potvrzena u vice
nez 98 % bunck). Zbylé markery byly zachyceny na niz8im procentu MSC. Jako negativni
markery jsme si zvolili CD31, CD34 a CD45. Vsechny vysly jasné€ negativné u obou pasazich
(pozitivita byla potvrzena u méné nez 1 % bun¢k). Posledni bod, podle kterého jsme bunky
charakterizovali byla jejich schopnost diferencovat se in vitro do adipocytii a osteocyta.

Ve vsech tiech bodech jsme kultivované buiiky charakterizovali jako MSC.

V dalsi fazi experimentu jsme se vénovali produkci VEGF. Nejprve jsme u vSech testovanych
kultivaci ve druhé a tfeti pasazi métili VEGF u nestimulovanych MSC pomoci metody
ELISA. Poté jsme u cCtyfech vybranych kultivaci stimulovali produkci VEGF pifidanim
ruznych koncentraci CoClz. Takto oSetiené bunky jsme kultivovali po rizn€ dlouhd ¢asova
obdobi. Soucasné se stimulovanymi MSC jsme kultivovali 1 kontrolni vzorky, které byly bez
jakéhokoli pfidavku. Zjistili jsme, Ze produkce VEGF u stimulovanych bunék je zhruba 1,5 —
3% vy$8i nez u bézné kultivovanych MSC. Zaroven jsme u bunék testovali 1 jejich Zivotnost
pomoci fluorescencni mikroskopie v takto upraveném prostiedi. V porovnani s kontrolnimi

vzorky byla Zivotnost bunék totoZna.

Toto je pouze prvni cast celého vyzkumu potenciondlniho vyuziti MSC spolu
s Langerhansovymi ostrivky jako efektivnéj$i 1éCba diabetu 1. typu. V dalSich fazich je
potfeba optimalizovat mnozstvi MSC | ostrivki a vybrat vhodné metody pro plnéni

polymernich vélecki touto bunécnou suspenzi.
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Zaverem lze fict, Ze v ramci feSeni diplomové prace jsem zvladla techniku izolace a kultivace
mezenchymalnich stromalnich bun€k z tuku laboratorniho potkana a jejich charakterizaci
doporucenymi metodami. V druhé casti prace jsem prokdzala schopnost téchto bunck
produkovat VEGF a moznost tuto produkci stimulovat modelové, a to chemicky navozenou
hypoxii. Jako vedlejsi nalez bylo zjiSténo, ze pii snizené schopnosti bun€k proliferovat je

soucasn¢ snizena schopnost produkovat tento riistovy faktor.
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