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ANOTACE  

Mesenchymální stromální buňky (MSC) představují v současné době slibný nástroj v oblasti 

regenerativní medicíny a buněčné terapie. Vzhledem k jejich schopnostem produkovat různé 

růstové faktory a další složky nebo se diferencovat na různé typy buněk (zejména adipocyty, 

osteocyty a chondrocyty), nacházejí široké uplatnění při léčbě řady degenerativních 

onemocnění včetně srdečních onemocnění, ortopedických, neurologických poruch, diabetes 

mellitus a dalších. I když se jedná o stále se rozvíjející oblast, MSC mají potenciál výrazně 

změnit přístup k léčbě mnoha dosud obtížně léčitelných onemocnění.  
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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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ÚVOD 

Mezi moderní postupy léčby nejen diabetes mellitus 1. typu v současné medicíně patří 

transplantace inzulín produkující tkáně, a to buď ve formě transplantace celé slinivky břišní 

nebo transplantace izolovaných Langerhansových ostrůvků. Ostrůvky jsou transplantovány 

přímo do portální žíly jater, kde se usazují. Tento postup není optimální, protože během 

transplantace dochází k okamžité destrukci zhruba 50 % transplantovaných buněk vlivem 

hypoxie a zejména v důsledku rychlé nespecifické zánětlivé reakce zprostředkované krví. 

Dlouhodobě je štěp vystavený vysoké koncentraci živin, léků i toxinů přicházejících portální 

krví ze střeva. Řešením tohoto problému by mohlo být vytvoření umělé dutiny např. ve tvaru 

válce vyrobeného z polymerní síťoviny, který v kombinaci s teflonovou vložkou může 

vytvarovat požadovanou dutinu a poskytnout štěpu vhodné prostředí bez přímého kontaktu 

mezi ostrůvky a krví příjemce. Výhodou této metody je, že je dutinu možné vytvořit 

do podkoží, a vyhnout se vstupu do portální žíly. Zákrok je tedy pro pacienta mnohem méně 

invazivní. Vzhledem k tomu, že Langerhansovy ostrůvky jsou buňky velmi náročné na přísun 

kyslíku, ale zároveň je pro ně přímý kontakt s krví destruktivní, je potřeba vyřešit problém 

vaskularizace umělé dutiny. Toho je možné docílit přidáním mesenchymálních stromálních 

buněk do implantovaného skeletu a ovlivnit hojení tkáně žádoucím směrem (Fábryová et al., 

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

Mesenchymální stromální buňky mají mimo jiné i reparační schopnost. Prostřednictvím 

parakrinní signalizace buňky do okolí uvolňují biologicky aktivní látky jako například růstové 

faktory (VEGF, EGF aj.) nebo cytokiny, které přispívají ke snižování zánětu, podpory 

angiogeneze a zejména napomáhají procesu hojení ran (Maxson et al., 2012; 

Mozaffari et al., 2024). 
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1 TEORETICKÁ ČÁST 

1.1 Mesenchymální stromální buňky 

Mesenchymální stromální buňky (MSC) jsou multipotentní nehematopoetické buňky mající 

schopnost sebeobnovy a diferenciace (Amorin et al., 2013). První zmínky o těchto buňkách 

se datují už do roku 1867, kdy německý patolog Julius Cohnheim objevil v kostní dřeni 

nehematopoetické kmenové buňky, ze kterých vznikají fibroblasty, které se zapojují 

do procesu hojení ran. O více než 100 let později v roce 1970 ruský vědec Alexander 

Friedenstein a jeho kolegové tyto buňky identifikovali jako buňky lišící se od krvetvorných 

buněk a že navíc mají potenciál se diferencovat do osteogenní buněčné linie. Označili je jako 

„buňky podobné fibroblastům“ (CFU–F). V roce 1987 Friedenstein v tomto výzkumu 

pokročil a prokázal, že jsou tyto buňky schopny diferencovat i do chondrogenní tkáně 

a potencionálně i do dalších typů buněk (jako jsou například adipocyty), což o rok později 

potvrdil. Zároveň se rozhodl tyto buňky přejmenovat na „bone marrow osteogenic stem 

cells“, což by se do češtiny dalo přeložit jako „osteogenní kmenové buňky kostní dřeně“ 

(Stefańska et al., 2020; Hernigou, 2015). V roce 1999 se Marku Pittengerovi a jeho týmu 

povedlo vykultivovat in vitro z kostní dřeně adipocyty, osteocyty a chondrocyty. 

(Pittenger et al., 1999) Název mesenchymální stromální buňky poprvé použil v roce 1991 

Arnold Caplan a ačkoli je tento název vědeckou společností běžně používán, někteří autoři se 

domnívají, že tento název není přesný a měl by být změněn (Caplan, 1991; Bianco et al., 

2008). Dokonce sám autor současného názvu od roku 2010 vydal několik publikací, 

ve kterých navrhuje přejmenování těchto buněk. Navrhuje název „Medicinal Signaling Cells“ 

(volně přeloženo do českého jazyka jako „léčebné signální buňky“), kvůli důrazu 

na mechanismus jejich léčebných účinků po transplantaci. Předpokládá se, že tento 

mechanismus je založen především na sekreci faktorů usnadňujících regenerační procesy 

(Caplan, 2010; Caplan, 2017). 

S rozvojem znalostí a vývojem dalších možností využití MSC v regenerativní medicíně, začal 

stoupat zájem o tyto buňky v mnoha výzkumných laboratořích po celém světě. Vyvíjely 

se nové metody izolace buněk a výzkumné týmy přicházely s dalšími alternativami jejich 

využití. Současně s tím se ukázalo, že MSC nemají jeden specifický znak, podle kterého 

by se dalo určit, že se skutečné jedná o MSC. Využívá se tedy kombinace pozitivních 

a negativních markerů. Vzhledem k tomu, že každá vědecká skupina přistupovala k výzkumu 

a k charakterizaci MSC odlišně, bylo složité pokroky jednotlivých týmů porovnávat 
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a posouvat se tak dál v bádání (Dominici et al., 2006; Horwitz et al., 2005; Lv et al., 2014). 

Na základě toho vydala společnost International Society for Cell & Gene Therapy (ISCT) 

v roce 2006 seznam kritérií, které buňky musí splňovat, aby mohly být označeny za MSC 

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

1. Buňky musí být přilnavé k plastovým lahvím pro tkáňové kultury za standardních 

kultivačních podmínek. 

2. Více než 95 % buněčné populace musí exprimovat povrchové antigeny CD105, 

CD73 a CD90, naopak méně než 2 % buněčné populace nesmí exprimovat 

povrchové antigeny CD45, CD34, CD14 nebo CD11b, CD79α nebo CD19 a HLA–

DR. 

3. Buňky musí být schopny in vitro diferenciace na osteoblasty, chondroblasty 

a adipocyty. 

1.1.1 Adheze buněk 

Adheze buněk hraje významnou roli v buněčné komunikaci i regulaci řady buněčných 

procesů. Má také význam ve vývoji a udržování tkání. Pojem buněčná adheze označuje 

schopnost jedné buňky přilnout k jiné buňce nebo k extracelulární matrix, kterou během 

in vitro kultivace nahrazují kultivační lahve. Během in vitro adheze buňky podléhají 

morfologickým změnám. Adheze je zprostředkována integriny a povrchovými receptory 

(Khalili a Ahmad, 2015). 

Tento proces je obvykle rozdělen do třech fázích (Khalili a Ahmad, 2015): 

• Fáze 1 – počáteční připojení buňky k substrátu a její zploštění 

• Fáze 2 – buňka se rozšiřuje a reorganizuje aktinový cytoskelet 

• Fáze 3 – buňka dosahuje maximální rozprostřené plochy a adheze je nejsilnější 

 

V současné době lze ke kultivaci MSC využívat nanokompozity vyrobené ze syntetických 

i přírodních biomateriálů (Shotorbani et al., 2017). 
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1.1.2 Fenotypická charakterizace MSC 

Rozdíly v expresi povrchových znaků mohou být pozorovány nejen mezi různými druhy, ale 

také v rámci jednoho druhu. Tyto rozdíly jsou často důsledkem specifických vlastností tkáně, 

ze které byly MSC izolovány. Exprese markerů může být ovlivněna různými faktory, které 

se týkají jak samotného procesu izolace, tak i následné manipulace s buňkami. Například 

vystavení buněk enzymům, jako je trypsin během trypsinace, mohou ovlivnit expresi 

povrchových markerů. Dalším důležitým faktorem je typ použitého kultivačního média 

a přítomnost jeho specifických doplňků, které mohou modulovat jejich růst a diferenciaci 

buněk, a tím i změnit profil povrchových markerů. Je také potřeba brát v úvahu, že intenzita 

exprese těchto markerů je i závislá na metodě jejich detekce. Nejpoužívanější metodou 

stanovení povrchových znaků je průtoková cytometrie. Ovšem některé výzkumné laboratoře 

ale pro detekci využívají například metodu ELISA nebo polymerázovou řetězovou reakcí 

s reverzní transkripcí (Rojewski et al., 2008). 

V našem experimentu jsme povrchové markery na MSC stanovovali ve druhé a třetí pasáži 

pomocí specifických protilátek průtokovou cytometrií. Podrobnosti o principu této metody 

a našem přístupu, kterým jsme k charakteristice přistupovali je pospána dále v kapitole 

s názvem „Metodika“. 

Přehled pozitivních a negativních povrchových markerů u MSC izolovaných z lidské 

a potkaní tukové tkáně a kostní dřeně jsou shrnuty v Tabulce 1. 
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Tabulka 1 Porovnání exprese vybraných CD markerů na lidských a potkaních MSC; + ... pozitivní exprese; +/- ... pozitivní exprese s nízkou intenzitou; - ... negativní exprese 

 

Obrázek 1 Schematické znázornění klasických a neklasických intracelulárních mechanismů (obrázek byl přeložen a upraven; Prado-Yupanqui et al., 2025)Tabulka 2 Porovnání 

exprese vybraných CD markerů na lidských a potkaních MSC; + ... pozitivní exprese; +/- ... pozitivní exprese s nízkou intenzitou; - ... negativní exprese 
kostní tuková kostní tuková

dřeň tkáň dřeň tkáň

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

Sachs et al. , 2012

adhezní molekula endotelových  Boxall a Jones, 2012; Karaoz et al. , 2009; Maharlooei et al. , 2011; 

buněk krevních destiček 1 Sachs et al. , 2012; Vanchinathan et al. , 2015

Boxall a Jones, 2012; He et al. , 2018;

Sachs et al. , 2012; Zaki et al. , 2020

Bayati et al. , 2013; Boxall a Jones, 2012; 

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

Bayati et al. , 2013; Boxall a Jones, 2012; Hao et al. , 2017;

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

Bayati et al. , 2013; Boxall a Jones, 2012; 

Chen et al. , 2019; Yang et al. , 2011

Bayati et al. , 2013; Boxall a Jones, 2012; 

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

Boxall a Jones, 2012; He et al. , 2018; 

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

Jednou ze základních vlastností MSC je jejich více liniový potenciál. Obecně by se průběh 

diferenciace MSC dal shrnout do dvou kroků. V prvním kroku dochází k přeměně MSC 

na liniově specifické progenitory. Ve druhém se tyto progenitory diferencují na konkrétní 

buněčný typ. Oba tyto kroky jsou ovlivněny biologickými, chemickými a fyzikálními vlivy, 

které se vzájemně prolínají (Chen et al., 2016; Zhang et al., 2024):  

• Biologické vlivy 

Vlivem stárnutí dochází v kostní tkáni k posunu diferenciační rovnováhy mezi osteogenezí 

a adipogenezí. Důsledkem tohoto procesu je úbytek kostní hmoty. Dalším biologickým 

faktorem ovlivňujícím diferenciaci MSC patří metabolické procesy, jako například oxidační 

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

Do biologických vlivů, ovlivňující nejen diferenciaci MSC, můžeme zařadit i proces zvaný 

senescence. Jedná se o buněčnou odpověď, která je charakterizována trvalou zástavou 

buněčného cyklu. To vede k nedostatečné proliferaci a diferenciaci, změnám exprese proteinů 

a chromozomové struktury (Weng et al., 2022). Doposud jsou známy 4 typy stárnutí buněk:  

• replikativní – dochází ke kritickému zkrácení telomer; 

• stárnutí indukované onkogenem – závisí na aktivaci nebo nadměrné expresi onkogenů; 

• stárnutí indukované stresem – v důsledku mnoha různých stimulací např. reaktivní 

kyslíkaté radikály, ionizační záření, osmotický stres, tepelný šok…;  

• vývojové stárnutí – součást normálního vývojového procesu. 

V procesu senescence MSC se uplatňují různé mechanismy, které se vzájemně ovlivňují. 

Mezi nejstudovanější mechanismy patří poškození DNA (vlivem například oxidačního 

stresu), zkracování telomer nebo snížená funkce mitochondrií. Obecně se délka života MSC 

kultivovaných in vitro pohybuje od 30 do 40 dělení (Weng et al., 2022; Zhou et al., 2020). 

• Chemické vlivy 

Diferenciace je řízena různými cytokiny, růstovými faktory, transkripčními faktory 

a molekulami extracelulární matrix. In vitro diferenciace je závislá na složení diferenciačního 

média, které je charakteristické pro každý buněčný typ (Almaki a Agrawal, 2016). 
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• Fyzikální vlivy 

Zároveň diferenciaci ovlivňuje i mechanické působení, a to zejména u tkání, jejichž buňky 

jsou pod vlivem cyklického mechanického namáhání v důsledku biologických rytmů, jako 

je například dýchání nebo průtok krve. Dalším fyzikálním vlivem je i místo, kde se MSC 

nacházejí. Tím, že se MSC vyskytují v různých tkáních, má na diferenciaci vliv i tuhost 

matrice, ve které buňky jsou (tužší matrice podporují myogenní diferenciaci, rigidní matrice 

osteogenní aj.) (Chen et al., 2016). 

Výše zmíněné faktory jsou pouze příklady těch, které se podílejí na ovlivňování diferenciace 

MSC. Je důležité si uvědomit, že tyto vlivy neovlivňují pouze diferenciaci, ale i další procesy 

jako je například buněčná proliferace nebo sekreční vlastnosti MSC, a zároveň existují i další 

faktory, které mají vliv na jejich diferenciační kapacitu (například epigenetické faktory aj.). 

MSC mají schopnost se diferencovat do různých typů buněk, které odpovídají třem základním 

embryonálním listům – mezodermu, ektodermu a endodermu. Nejjednodušší je diferenciace 

do mezodermálních buněk, což je dáno tím, že MSC mají svůj původ v mezodermu během 

embryonálního vývoje. Za určitých přesně definovaných kultivačních podmínek a přidáním 

vhodných stimulů jako jsou například růstové faktory, jsou MSC schopny se diferencovat 

i do ektodermálních (neurony aj.) a endodermálních (hepatocyty, buňky pankreatu aj.) buněk. 

Tento proces, při kterém je popisována schopnost kmenových buněk diferencovat 

se do buněčných linií, které patří do jiných typů tkáně, než ve kterých původně sídlí, 

a to i do buněk pocházejících z různých zárodečných vrstev, se nazývá transdiferenciace 

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

Transdiferenciace zahrnuje genetické přeprogramování, při němž dochází k vypnutí některých 

genů a aktivaci jiných. V případě, že by tento proces probíhal moc rychle, mohly by být 

přechodně exprimovány produkty obou skupin genů naráz. Na druhou stranu, pokud by 

proces transdiferenciace trval delší dobu, mohly by vznikat mezistupně, kdy by původní geny 

specifické pro daný typ buněk byly neaktivní a současně nové geny by ještě nebyly 

aktivovány. O skutečné transdiferenciaci lze hovořit až v okamžiku, kdy je trvale stanoven 

nový charakteristický fenotyp buňky (Krabbe et al., 2005; Song a Tuan, 2004). 

Jak už bylo výše zmíněno, nejjednodušeji se MSC diferencují do mezodermálních buněčných 

linií. Jedná se tedy nejčastěji o procesy adipogeneze, osteogeneze a chondrogeneze: 
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• Adipogeneze 

Adipogeneze je proces, při kterém se MSC zapojují do tukové linie a diferencují 

se na adipocyty. Tuková tkáň je volná pojivová tkáň, která je složená z velkého množství 

buněk, z nichž nejvíce zastoupené jsou adipocyty. Rozlišují se dva typy tukové tkáně – bílá 

a hnědá (Weger et al., 2017, Zhang et al., 2020). Bílá tuková tkáň se dělí ještě na dva podtypy 

– subkutánní a viscerální. Subkutánní se nachází pod kůží a slouží k ukládání energie 

ve formě triacylglycerolů a při nedostatku energie uvolňuje mastné kyseliny. Jedná se 

o převládající tukovou tkáň u dospělých. Oproti tomu viscerální tuková tkáň obklopuje 

orgány a je metabolicky aktivnější (Mittal, 2019). Naopak hnědá tuková tkáň uvolňuje 

energii procesem termogeneze a nachází se hlavně u novorozenců (Sarjeant a Stephens, 2012; 

Tong et al., 2000). Morfologicky se od sebe dají tyto tkáně jednoduše odlišit pomocí světelné 

nebo elektronové mikroskopie. Adipocyty bílé tukové tkáně mají kulovitý tvar a dosahují 

velikosti kolem 10 – 100 μm. Jejich organely jsou utlačovány lipidovými kapénkami, které 

zabírají většinu cytosolu. Buňky obsahují malé množství mitochondrií. Jádro je vmáčknuté 

mezi lipidové kapénky a plazmatickou membránu. Oproti tomu adipocyty z hnědé tukové 

tkáně jsou menší. Dosahují velikosti 15 – 50 μm a mají elipsovitý tvar. Jádra těchto buněk 

jsou centralizovaná v cytoplazmě a ostatní organely jsou klasicky přítomné v normální 

velikosti. Tyto buňky jsou bohaté na mitochondrie. Hnědá tuková tkáň je dobře 

vaskularizovaná a inervována sympatickým nervovým systémem (Sarjeant a Stephens, 2012). 

Adipogeneze je komplexní proces, během kterého dochází nejprve k závazku kmenových 

buněk k diferenciaci do preadipocytů. Preadipocyty se následně přestanou proliferovat, 

začnou akumulovat lipidové kapénky a vyvinou se morfologicky i biochemicky do zralých 

adipocytů. Nejvýznamnějšími tanskripčními faktory, které se podílí na diferenciaci MSC 

do adipocytů jsou PPARγ a C/EBP. PPARγ má 2 izoformy (PPARγ 1 a PPARγ 2), které 

se podílí na adipogenezi. PPARγ 2 se v procesu uplatňuje již v nižších koncentracích, než 

PPARγ 1. C/EBP se v procesu uplatňuje v časných stádiích. Zvyšuje se exprese izoforem 

C/EBP β a C/EBP δ, což zvyšuje expresi C/EBP α a PPARγ. Mezi další efektory adipogeneze 

patří Krüppelům podobné faktory (KLF). Některé formy KLF pozitivně ovlivňují adipogenezi 

(např. KLF 4, 5, 6 nebo 15), některé formy naopak diferenciaci do adipocytů inhibují 

(např. KLF 2, 3 nebo 7). Do negativních efektorů adipogeneze lze zařadit i GATA 

transkripční faktor, který potlačuje expresi PPARγ 2. GATA má 6 členů (GATA 1–6), 

na inhibici adipogeneze se podílí zejména GATA 2 a GATA 3. Tyto transkripční faktory jsou 

exprimovány v preadipocytech, které jsou přítomny v bílé tukové tkáni. Adipogeneze je 
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taktéž regulována signálními drahami jako například Wnt/β–kateninová dráhou nebo HH 

signální dráhou (Sarjeant a Stephens, 2012; Zhang et al., 2020). 

In vitro diferenciace probíhá v kultivačním médiu obsahující různé látky, které jsou do média 

přidávány za účelem podpory adipocytární diferenciace. Konkrétně se jedná například 

o isobuthylmethylxantin (IBMX) – aktivuje C/EBP β, indometacin – aktivuje PPARγ, 

dexamethason nebo inzulín. Ke znázornění morfologických změn adipocytů se běžně 

využívají lipidové vakuoly, které mohou být obarveny například olejovou červení. Dále se 

k potvrzení diferenciace používá protilátka proti mFABP4 (anti–mFABP4), která slouží jako 

specifický marker pro tento typ buněk (Chamberlain et al., 2007; Hwang et al., 2009; Liu, 

2024). 

• Osteogeneze 

Osteogeneze je souhrnný název pro celý proces tvorby nové kosti od diferenciace MSC až 

po tvorbu a mineralizaci kostní matrix – osifikace. Osifikace se obecně dělí na dva základní 

typy – intramembranózní a endochondrální. Intramembranózní osifikace neboli osifikace 

přímá, probíhá především v plochých kostech lebky a částečně i v klíčních kostech. Tento 

proces začíná kondenzací MSC, ze kterých se v přítomnosti osteoprogenitorů stanou 

osteoblasty. Zralé osteoblasty se následně mohou stát buňkami kostní výstelky, vyvinout se 

v osteocyty nebo podléhají apoptóze. Druhým typem osifikace je endochondrální osifikace 

neboli nepřímá. Ta probíhá v dlouhých kostech, obratlích, v bázi lební a v zadní části lebky. 

Na rozdíl od prvního typu osifikace, tento typ spočívá v tom, že se MSC nejprve diferencují 

na chrupavku, která je později nahrazena kostí (Valenti et al., 2017). 

Pro osteogenní diferenciaci je stěžejní transkripční faktor Runx2, který indukuje diferenci 

MSC nejprve na proosteoblasty a dále až na osteocyty. Tento transkripční faktor dále inhibuje 

adipogenní a chondrogenní diferenciaci MSC. Mezi další významné transkripční faktory patří 

osterix. V jeho nepřítomnosti nedochází k tvorbě kosti intramembranózní a ani 

endochondrální osifikací (Almaki a Agrawal, 2016). 

Osteogenní diferenciace MSC je regulována dvěma klíčovými signálními cestami – BMP 

a Wnt. Na počátku BMP signalizace jsou aktivovány SMAD proteiny, které řídí expresi genu 

pro Runx2, který je hlavním transkripčním faktorem pro osteogenezi. Aktivace Wnt signální 

dráhy indukuje expresi osterixu a potlačuje transkripční faktor PPARγ, který je hlavním 

transkripčním faktorem adipogeneze. Tento typ regulace se nazývá nekanonická signální 

dráha. Wnt také reguluje expresi Runx2, a to pomocí kanonické signální dráhy, která působí 
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buď stimulačně nebo supresivně v závislosti na úrovni diferenciace progenitorových buněk 

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

In vitro lze diferencovat MSC do osteocytů v kultivačním médiu obohaceném o látky typu 

dexamethason, β–glycerolfosfát, vitamin D nebo fosfát kyseliny askorbové. Takto 

diferencované osteocyty se poté dají znázornit pomocí specifické protilátky proti osteokalcinu 

(anti–osteokalcin). Charakteristické také pro tyto buňky je akumulace vápníku v cytoplazmě 

a zvýšená aktivita alkalické fosfatázy (Almaki a Agrawal, 2016; Chamberlain et al.,2007; 

Hwang et al., 2009). 

• Chondrogeneze 

Chondrogeneze je proces vzniku chrupavky po kondenzaci raných mesenchymálních tkání 

za vzniku vyvíjejícího se chrupavčitého skeletu. Chrupavka je tenká vrstva husté tkáně bez 

nervů, krevních cév a lymfy, která se nachází na koncích kostí v kloubech. Tato vrstva 

zabraňuje přímému kontaktu mezi kostmi a spolu se synoviální tekutinou umožňuje hladký 

pohyb kostí. Součástí kloubní chrupavky, jsou kromě chondrocytů (nativní buňky chrupavky), 

ještě složky extracelulární matrix jako například kolagen (zejména kolagen typu II) 

a proteoglykany (nejzastoupenější je agrekan) (Barter et al., 2024; Chen et al., 2018; 

Chen et al., 2021). 

V procesu chondrogeneze nejprve dochází ke shlukování MSC. Tyto shluky jsou poté 

schopny diferenciace na chondroprogenitorové buňky a až následně na chondrocyty. Během 

procesu zvaném endochondrální osifikace se chondrocyty stávají hypertrofickými a následně 

podlehnou apoptóze. To umožňuje nahrazení chondrocytů osteoblasty, tedy výměnou 

chrupavčité tkáně za tkáň kostní. Tyto jevy jsou přirozené v období vývoje a růstu, 

hypertrofie chondrocytů ale také může být nežádoucí například při osteoartróze (Chen et al., 

2021). 

Klíčovým regulačním faktorem chondrogeneze je SOX9 (protein SRY–box 9), který inhibuje 

hypertrofii chondrocytů a udržuje jejich fenotyp. Obsahuje 509 aminokyselin a má význam 

hlavně v počátečních fázích chondrogeneze. V pokročilejších fázích spolupracuje s proteiny 

SOX5 a SOX6. Na hypertrofickém zvratu chondrocytů se již nepodílí. Zde se využívá další 

faktor Runx2, hlavní transkripční faktor osteogeneze, který podporuje endochondrální 

osifikaci. Dalším růstovým faktorem je BMP. BMP se podílí na udržování homeostázy 

chrupavky a hraje klíčovou roli v regulaci její diferenciace. Dále také ovlivňuje 

endochondrální osifikaci. Tento proces probíhá prostřednictvím přenosu signálu z receptorů 
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na plazmatické membráně buněk do jádra, přičemž signál je zprostředkován pomocí SMAD 

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

Tyto růstové a transkripční faktory pro růst a vývoj chondrocytů jsou regulovány signálními 

cestami, mezi které patří například Wnt/β–kateninová dráha (kanonická), NOTCH 

(Neurogenic Locus Notch Homolog Protein), RhoA/ROCK nebo TGF β signální dráha 

(Mamachan et al., 2024). 

In vitro diferenciace probíhá v kultivačním médiu, které je obohacené o různé látky, jako je 

dexamethason, kyselina askorbová, TGF β (různé izoformy – 1, 2, 3 nebo kombinace), BMP, 

FGF a IGF. Diferenciace je dále podpořena tím, že jsou buňky pěstovány v těsném kontaktu, 

ve formě pelet. Lze je znázornit specifickou protilátkou 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 první byly MSC izolovány z kostní dřeně. Tento typ odběru buněk je ale pro dárce velmi 

bolestivý, může ho doprovázet krvácení a riziko infekce. Z tohoto důvodu byla veškerá 

pozornost vědců přenesena k hledání alternativních zdrojů MSC. Jako další volbou pro odběr 

MSC se ukázala být tuková tkáň. Buňky jsou v tukové tkáni dostupnější, je jich možné 

izolovat více a odběr je pro pacienta mnohem méně invazivní. Dalo by se tedy říct, že je 

tuková tkáň mnohem lepší volbou pro odběr MSC než kostní dřeň. Postupem času se MSC 

povedlo izolovat i z jiných tkání jako například z plicní tkáně, srdce, periferní krve nebo 

zubní dřeně. Ukázalo se, že je možné MSC izolovat i ze tkání plodu třeba z tkáně pupeční 

šňůry (jinak nazývané Whartonův rosol), plodové vody nebo pupečníkové krve. Vzhledem 

k nezralosti MSC z těchto tkání, má tato buněčná populace mnohem větší potenciál 

v terapeutických aplikacích. Dalo by se tedy říct, že MSC mohou být izolovány prakticky 

ze všech tkání. Kvůli snadnému odběru, jejich množství a téměř neomezenému spektru tkání, 

které mohou být zdrojem těchto buněk, patří tyto buňky mezi nejpraktičtější pro 

experimentální a možné klinické aplikace. MSC lze ale také získat in vitro diferenciací 

pluripotentních buněk jako například embryonálních kmenových buněk nebo indukovaných 

pluripotentních kmenových buněk (Ambrosio et al., 2015; Berebichez-Fridman a Montero-

Olvera, 2018; Hass et al., 2011; Kobolak et al., 2016). 

Pro náš experiment jsme jako zdroj MSC zvolili tukovou tkáň z několika důvodů: 

• Získání tukové tkáně je mnohem jednodušší než získat například kostní dřeň.  

• V navazujícím experimentu budou polymerní skelety implantované do podkožního 

tuku. 

• Tuková tkáň je osvědčeným a používaným zdrojem MSC v Laboratoři 

Langerhansových ostrůvků v IKEM. 
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1.3 Sekretom MSC 

MSC produkují mnoho rozpuštěných bioaktivních látek. Toto spektrum ochranných 

bioaktivních látek se nazývá sekretom. Sekretom má dvě složky – rozpustnou a nerozpustnou. 

Mezi rozpustné složky sekretomu řadíme různé cytokiny, chemokiny, růstové faktory a další. 

MSC mohou prostřednictvím těchto látek například modulovat imunitní systém. Jsou schopny 

ovlivňovat reakce vrozené i adaptivní imunity v závislosti na působení různých podnětů 

prostřednictvím kontaktu mezi buňkami. Je ovšem důležité zmínit, že tyto imunomodulace 

nejsou trvalé, MSC mohou v závislosti na charakteru mikroprostředí zvyšovat nebo snižovat 

svoji aktivitu. MSC zároveň mohou také prostřednictvím produkce těchto bioaktivních látek 

podporovat neovaskularizaci a hojení poraněných tkání (např. produkce vaskulárního 

endotelového růstového faktoru nebo destičkového růstového faktoru) (Eleuteri a Fierabracci, 

2019; González-González et al., 2020; Prado-Yupanqui et al., 2025). 

Do nerozpustné složky sekretomu řadíme extracelulární vezikuly. Extracelulární vezikuly 

představují sofistikovaný komunikační systém pro buňky. Jsou vylučovány různými typy 

buněk, nalezneme je tak ve většině tělesných tekutinách. Jsou tedy tkáňově specifické. 

Zapouzdřují mnoho bioaktivních molekul – proteiny, lipidy, organely a nukleové kyseliny 

(mikro RNA, nekódující RNA, jedno i dvou řetězcovou DNA, mitochondriální DNA…). 

(Kou et al., 2022) Podle původu jsou klasifikovány jako mikrovezikuly a exozomy. Liší se 

od sebe zejména velikostí. Exozomy jsou větší, měří zhruba 50–1000 nm. Oproti tomu 

mikrovezikuly dosahují velikosti pouze 40 – 120 nm. Mikrovezikuly a exozomy mohou být 

z buňky vyloučeny buď klasickými nebo neklasickými mechanismy (viz Obrázek 1). 

Klasický mechanismus spočívá v transportu nově syntetizovaných proteinů do lumen 

endoplazmatického retikula. Zde proteiny prochází posttranslačními modifikacemi a následně 

jsou tyto modifikované proteiny transportovány do Golgiho aparátu, kde jsou zpracovány 

do finální podoby. Odsud jsou poté proteiny uvolněny exocytózou do extracelulárního 

prostoru. Během neklasických procesů jsou molekuly uvolněny bez modifikací 

v endoplazmatickém retikulu a Golgiho aparátu přes buněčnou membránu nebo zapouzdřením 

v extracelulárních vezikulách (Eleuteri a Fierabracci, 2019; González-González et al., 2020; 

Kou et al., 2022; Prado-Yupanqui et al., 2025). 

Využití sekretomu MSC představuje inovativní alternativu k transplantaci buněk. Jeho 

transplantační působení je založeno spíš na uvolňování bioaktivních faktorů než na integraci 

buněk do cílové tkáně. Tato strategie obchází omezení spojená se skladováním a manipulací 

s životaschopnými buňkami. Výhodou použití sekretomu je minimalizace rizika imunitní 
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rejekce, čímž dochází k výraznému zvýšení bezpečnosti léčby. Zároveň je složení sekretomu 

výrazně ovlivněno různými podněty přítomnými v mikroprostředí, což nám umožňuje upravit 

jej tak, aby lépe vyhovoval konkrétním terapeutickým cílům. Dalším benefitem je možnost 

aplikace bez nutnosti invazivních zákroků nutných k izolaci buněk, což zjednodušuje celý 

terapeutický proces (González-González et al., 2020; Műzes a Sipos, 2022; Prado-Yupanqui 

et al., 2025). 

 

 
Obrázek 1 Znázornění klasických a neklasických intracelulárních mechanismů (obrázek byl přeložen 

a upraven; Prado-Yupanqui et al., 2025) 
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1.4 Vaskulární endotelový růstový faktor 

Vytvoření cévního systému je klíčovým předpokladem pro embryogenezi a zahrnuje dva 

základní procesy – vaskularizaci a angiogenezi. Vaskularizace je proces, při kterém vznikají 

nové krevní cévy z progenitorových buněk endotelu. Oproti tomu angiogeneze je proces, 

při kterém se nové krevní cévy vytváří z již existujících cév. Tento proces vede k rozšíření 

cévní sítě (Holmes a Zachary, 2005; Liu et al., 2023; Otrock et al., 2007). Angiogenní proces 

je vysoce komplexní a je regulován řadou proangiogenních a antiangiogenních faktorů. 

Hlavním faktorem, který se na tomto procesu podílí je vaskulární endotelový růstový faktor 

(VEGF). (Bao et al., 2009; Liu et al., 2023) V současné době je u lidského VEGF známo 

5 izoforem: VEGF–A, VEGF–B, VEGF–C, VEGF–D a placentární růstový faktor (PlGF) 

(Melincovici et al., 2018; Pandey et al., 2018). 

Všechny izoformy VEGF vykonávají svou biologickou aktivitu prostřednictvím interakce 

s receptory (VEGFR; viz Obrázek 2). Tyto receptory se nachází na různých typech buněk. 

VEGFR1 je jinak označován jako Flt–1 a nachází se obvykle na vaskulárních endoteliálních 

buňkách nebo například na hematopoetických kmenových buňkách. VEGFR2 označovaný 

taktéž jako KDR (u myší jako Flk–1). Tento receptor je obvykle exprimován na vaskulárních 

a lymfatických endoteliálních buňkách. Posledním významným receptorem je VEGFR3, 

známý taktéž jako Flt–4, který je obvykle exprimovaný na lymfatických buňkách (Hickling 

a Ellis, 2005; Melincovici et al., 2018; Pandey et al., 2018; Shibuya, 2012). 

Spolu s receptory se na vazbě VEGF podílí koreceptory. Nejdůležitější jsou koreceptory 

neuropilin 1 a neuropilin 2 (Nrp–1 a Nrp–2). Tyto koreceptory jsou exprimovány zejména 

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

VEGF–A je obvykle zjednodušeně označován jen jako VEGF. Byl poprvé identifikován jako 

faktor indukující vaskulární permeabilitu (VPF) na počátku 80. let. Hraje důležitou roli při 

vaskularizaci, angiogenezi a podpoře cévní permeability. Gen VEGF–A prochází 

alternativním střihem za vzniku zralých izoforem nejčastěji v sekvencích 121, 165, 189 a 206 

aminokyselin. Méně často se pak může vyskytovat ještě navíc v sekvencích 145 a 183 

aminokyselin. VEGF121 je volně vylučován, oproti tomu VEGF s větším množstvím 

aminokyselin (VEGF189 a VEGF206) musí být aktivovány rozštěpením proteázami. Jeho 

exprese je časově a prostorově spojena s klíčovými událostmi 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 zůstává dosud nedostatečně prozkoumána (Shi et al., 2025). 

VEGF–C a VEGF–D jsou hojně exprimovány v embryonálních tkáních, kde regulují 

angiogenezi. U dospělých se už tolik v procesu angiogeneze neuplatňují, jsou exprimovány 

zejména v srdci, vaječnících a placentě, kde fungují spíše jako regulátory lymfangiogeneze. 

Oba jsou produkovány ve formě prekurzorů a poté jsou štěpeny proteázami (Melincovici 

et al., 2018; Shibuya, 2012). 

Jak už je z názvu patrné, PlGF je exprimován v placentě a hraje důležitou roli v růstu 

a diferenciaci trofoblastů. Pro zajištění dostatečného prokrvení je nezbytná adekvátní invaze 

trofoblastů do děložní stěny. Pokud k tomuto nedojde, může to v pozdějších fázích těhotenství 

způsobit preeklampsii a zpomalení růstu plodu (Melincovici et al., 2018; Patel a Yulia; 2022). 

U potkanů jsou receptory i funkce jednotlivých izoforem VEGF velmi podobné těm lidským. 

Díky této vysoké míře podobnosti je možné provádět experimenty na potkanech 

s očekáváním, že výsledky budou do značné míry přenositelné na lidské modely (Li et al., 

2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 2 Znázornění izoforem VEGF a jejich vazby na specifické receptory (Pandey et al., 2018) 

 

 



 

 

30 

 

Existují i další izoformy VEGF, které se ovšem v lidských tkáních nevyskytují. VEGF–E 

Virus Orf, rodu Parapoxvirus způsobuje lokalizované proliferativní kožní léze u lidí 

a kopytníků. Tato infekce začíná v regenerující se epidermis poraněné kůže a léze postupují 

do stádií erytému, papule, vezikuly, pustuly a poté tvorby strupu. Také má schopnost 

indukovat proliferaci endoteliálních buněk, vaskulární permeabilitu a angiogenezi. Tyto 

biologické funkce VEGF–E jsou zprostředkovány výhradně jeho interakcí s receptorem 

VEGFR–2, na receptory VEGFR–1 a VEGFR–3 se neváže (Wise et al., 2012). 

VEGF–F je součástí hadího jedu. Se savčími VEGF má společnou strukturu, je schopný 

indukovat vaskulární permeabilitu, snižuje krevní tlak a také podporuje angiogenezi. Povedlo 

se izolovat několik členů skupiny VEGF–F. Jedním z členů je například Vammin izolovaný 

z jedu hada Vipera ammodytes. Dále třeba VR-1 izolovaný z jedu hada Daboia russelli 

russelli. Oba se specificky váží na KDR receptory s velmi vysokou specifitou. Dalšími 

zástupci jsou například Tf –svVEGF (z jedu hada Trimeresurus flavoviridis) a Pm–VEGF 

(z jedu hada Protobothrops mucrosquamatus). Tito zástupci se přednostně vážou na Flt–1 

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

1.5 Možnosti stimulace produkce VEGF 

1.5.1 Hypoxie 

Strukturální a funkční mikroprostředí ve tkáních, kde sídlí kmenové buňky se nazývá jako 

nika kmenových buněk. V těchto nikách se mimo jiné také liší parciální tlak kyslíku (pO2), 

který zachovává identitu a funkční charakteristiku těchto buněk. Pro představu v kostní dřeni 

se pO2 pohybuje v rozmezí 1 – 7 %, v tukové tkáni v rozmezí 3 – 10 % pO2. Obvykle jsou ale 

MSC kultivovány za atmosférických hladin kyslíku (tzn. 21 % pO2). Pro tuto hladinu kyslíku 

se používá termín normoxie (Bahir et al., 2020; Liu et al., 2013). Naopak stav, kdy je snížený 

přívod kyslíku do tkání nebo celého organismu je označován termínem hypoxie. 

(Ramakrishnan et al., 2014) Lze tedy říct, že hladiny kyslíku v rozmezí 1 – 10 % pO2 jsou 

fyziologické. Hladiny kyslíku pod 1 % pO2 jsou označovány za patologické, ohrožují buněčný 

metabolismus a mohou způsobit i smrt buněk (Hadjipanayi et al., 2010). 

Klíčovou adaptativní reakcí eukaryot na hypoxické podmínky je stabilizace hlavního 

transkripčního faktoru – hypoxií indukovaný faktor (HIF). HIF je heterodimer skládající se 

ze dvou podjednotek – podjednotky α a β. Podjednotka β je biosyntetizována, degradována 

a recyklována neustále (tedy za normoxických i hypoxických podmínek). Oproti tomu 
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podjednotka α je indukovaná hypoxií. Podjednotka α má ještě další 3 podjednotky – HIF–1α, 

HIF–2α a HIF–3α. Podjednotky HIF–1α a HIF–2α mají podobnou aminokyselinovou 

sekvenci a proteinovou strukturu. Zároveň kódující geny pro HIF–2α mají omezenější expresi 

než kódující geny pro HIF–1α. Současně podjednotka HIF–1α vyžaduje ke své stabilizaci 

velmi nízké hladiny kyslíku (1 – 5 % pO2), kdežto podjednotce HIF–2α stačí slabé hypoxie 

(do 5 % pO2). Vyplývá z toho, že by podjednotka HIF–1α působila v počátečních odpovědí 

na hypoxii, kdežto podjednotka HIF–2α by se uplatňovala v dlouhodobějším období hypoxie. 

Poslední podjednotkou je HIF–3α, která působí inhibičně proti předchozím dvěma 

podjednotkám tak, že brání jejich dimerizaci s β podjednotkou (Hirsilä et al., 2005; Pulido-

Escribano et al., 2022; Ramakrishnan et al., 2014; Teti et al., 2018). 

Za normoxie jsou HIF–1α a HIF–2α, sice syntetizovány, ale ihned také degradovány. Dochází 

k hydroxylaci v tzv. degradační doméně. Hydroxylace probíhá skupinou enzymů zvané 

prolylhydroxylázy. Tyto enzymy pro svoji aktivitu vyžadují kofaktory například α–

ketoglutarát, askorbát a Fe2+ ionty. Hydroxylace obvykle u lidí probíhá na dvou prolinových 

zbytcích, a to pro HIF–1α na P402 a P564, u HIF–2α na P405 a P531. Po hydroxylaci dochází 

k vazbě na von Hippel–Lindau protein, který je součástí E3 ubikvitin–ligázového komplexu. 

Následně jsou degradovány v proteazomu (Hirsilä et al., 2005; Muñoz‐Sánchez 

a Chánez‐Cárdenas, 2019; Pulido-Escribano et al., 2022; Teti et al., 2018). Za hypoxie je 

hydroxylace inhibována, nedochází tedy ani k vazbě na von Hippel–Lindau protein a tím 

pádem nedochází k degradaci HIF–1α a HIF–2α. Přesouvají se tedy do jádra, kde 

se dimerizují s HIF–1β a HIF–2β a tím se stává HIF–α stabilní. Tento proces probíhá zejména 

v hypoxickém prostředí, ovšem v omezené míře k ní dochází i během normoxie. Tento dimer 

je transkripčně aktivní, vstupuje do jádra, kde iniciuje transkripci genů, které jsou citlivé 

na hypoxii (např. VEGF nebo erytropoetin) (Arfianti et al., 2023; Bahir et al., 2020; 

Muñoz‐Sánchez a Chánez‐Cárdenas, 2019; Teti et al., 2018). 

Některé laboratoře tedy začaly používat modely vyvolání hypoxie, aby získaly lepší představu 

o chování buněk v těle. Optimálním modelem hypoxie je hypoxie vyvolaná nízkým obsahem 

O2 například v hypoxické komoře. Problémem ale je, že hypoxické komory nebo termostaty 

s řízeným přístupem O2 jsou velmi nákladné. Z tohoto důvodu se zavedl model chemicky 

indukované hypoxie. V tomto modelu se místo hypoxických komor využívají mimetika, která 

jsou přidávána do kultivačního média k buňkám a blokují degradaci HIF–1α. Přídavek 

mimetik je tedy levnějším způsobem, jak v buňkách indukovat reakce charakteristické 
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pro život v hypoxickém prostředí. Mezi nejpoužívanější mimetika navozující modelovou 

hypoxii se řadí chlorid kobaltnatý (CoCl2), dimethyloxaloglycin nebo deferoxamin. 

Konkrétně CoCl2 funguje tak, že se Co2+ ionty váží místo Fe2+ do aktivního místa 

prolylhydroxyláz a tím blokuje jejich aktivitu (Muñoz‐Sánchez a Chánez‐Cárdenas, 2019; 

Teti et al., 2018). Chemicky indukovaná hypoxie se od hypoxie vyvolané sníženým obsahem 

O2 liší. Například CoCl2 ovlivňuje transkripci genů, které nejsou aktivovány skutečnou 

hypoxií, dále také indukují oxidativní stres prostřednictvím tvorby volných kyslíkových 

radikálů, čímž regulují další geny nezávisle na HIF. Chemicky indukovaná hypoxie tak 

nepředstavuje plnohodnotnou náhradu fyziologické hypoxie, nicméně je dostatečná pro 

sledování buněčné proliferace, diferenciace a indukci exprese vybraných růstových faktorů 

(Arfianti et al., 2023; Muñoz‐Sánchez a Chánez‐Cárdenas, 2019; Teti et al., 2018). 

Za objasnění mechanismů, díky kterým se buňky dokážou přizpůsobit rozdílným hladinám 

kyslíku, získali v roce 2019 vědci Gregg Semenza, Peter Ratcliffe a Wiliam Kaelin Nobelovu 

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

1.5.2 Genetické modifikace 

Geneticky upravené MSC mohou zvýšit produkci VEGF, zlepšit svou životaschopnost a tím 

zlepšit svůj terapeutický potenciál v oblasti regenerativní medicíny. Pro dosažení cílené 

změny v genové expresi MSC se využívá více strategií genetického inženýrství. Mezi 

nejběžnější a nejúčinnější přístupy patří použití genetických vektorů, které slouží k přenosu 

specifických genů – v tomto případě genu kódujícího VEGF – do genomu MSC. Tyto vektory 

mohou být buď virové nebo nevirové. Virové jsou v současné době využívanější, a to i přes 

rizika, která s používám souvisí. Mají sice vysokou účinnost při přenosu genetické informace, 

avšak jsou velmi drahé a existuje velké riziko vzniku nechtěných imunitních reakcí. Využívají 

se nejčastěji adenoviry nebo lentiviry. Oproti tomu nevirové vektory nejsou tolik účinné, 

proto nejsou tolik využívané. Výhodou jejich používání je ale biologická bezpečnost. 

Nevirové vektory lze rozdělit ještě na chemické a fyzikální. Mezi chemické vektory patří 

například systémy na bázi polymerů nebo lipidů. Fyzikální vektory vyžívají principy jako 

elektroporace nebo sonoporace (Damasceno et al., 2020; Nie et al., 2020; Varkouhi et al., 

2020). 

Mezi novější metody modifikace genové exprese vedoucí ke stimulaci produkce VEGF je 

metoda CRISPR/Cas9 (Chen et al., 2022; Zhong et al., 2024). Zjednodušeně se jedná 

o komplex tvořený nukleázou Cas9 a vodící RNA (gRNA). Metoda začleňuje fragmenty cizí 



 

 

33 

 

DNA (tzv. spacery), které jsou zpracovány za účelem vytvoření vodící RNA (gRNA). 

Cas proteiny zase poskytují enzymatický aparát potřebný pro získávání nových zacílených 

spacerů. Tento komplex poté vytváří cílově specifický zlom v genomu, do kterého je následně 

možné vložit novou genovou sekvenci. Je potřeba programovatelně sekvenčně specifické 

endonukleázy k vytvoření zlomů v přesně definovaných místech. Pro usnadnění vytvoření 

těchto vysoce specifických zlomů byly již dříve vytvořeny různé nástroje např. transkripční 

aktivátorová efektorová nukleáza nebo meganukleázy (Hillary a Ceasar, 2023; Varkouhi 

et al., 2020). 

Tuto metodu lze také spolehlivě použít i pro potlačení exprese genu VEGF (Chung et al., 

2022). 

Za klíčové objevy v oblasti manipulace s DNA v rámci systému CRISPR/Cas9 získaly v roce 

2020 vědkyně Emmanuelle Charpentier a Jennifer Doudna Nobelovu cenu za chemii 

(Gostimskaya, 2022). 
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1.6 Metodika 

1.6.1 Biologický materiál 

Pro náš experiment jsme použili inbrední kmen potkana Lewis, který se osvědčil jako 

spolehlivý experimentální model a je běžně používán v Laboratoři Langerhansových ostrůvků 

v IKEM. Potkani pocházeli od akreditovaného dodavatele Velaz–Charles River. Během fáze 

adaptace na chovné podmínky až do použití v experimentu byla zvířata umístěna 

v konvenčním chovu akreditovaného uživatelského zařízení IKEM – Centra experimentální 

medicíny. Toto centrum splňuje normy stanovené zákonem na ochranu zvířat před týráním. 

Všechny činnosti s pokusnými zvířaty byly schváleny Odbornou komisí pro zajištění dobrých 

životních podmínek pokusných zvířat IKEM a také resortní komisí Ministerstva zdravotnictví 

České republiky. Při pokusu byly dodrženy operační standardy dle akreditace pracoviště 

v souladu se zákonem č. 246/1992 Sb., na ochranu zvířat proti týrání, ve znění pozdějších 

předpisů, tak aby byla zajištěna maximální pohoda a dobrý zdravotní stav pokusných zvířat. 

1.6.2 Izolace mesenchymálních stromálních buněk z tukové tkáně 

MSC lze z tukové tkáně izolovat dvěma metodami – enzymaticky nebo neenzymaticky. Obě 

metody vychází z čerstvě odebrané tukové tkáně. Enzymatická metoda spočívá v inkubaci 

tukové tkáně s enzymem. Nejběžněji je používaná kolagenáza, kterou jsme i my v našem 

experimentu využili. Dochází k rozvolnění tkáně na jednotlivé buňky nebo malé buněčné 

agregáty. Následně je potřeba oddělit od buněk odpadní materiál (například zbývající enzym, 

krevní buňky nebo zbývající tuk, který se nerozštěpil atd.). Tento krok jsme prováděli 

centrifugací v hustotním gradientu. Následně jsou oddělené buňky přeneseny do kultivačních 

lahví s kultivačním médiem a kultivovány v inkubátoru při teplotě 37 °C a řízené 5% 

koncentraci CO2. Nevýhodou enzymatické metody může být potencionální poškození buněk 

enzymem, což může vyvolat změnu jejich vlastností. Naopak výhodou je vyšší množství 

buněk získaných z tkáně (Ferroni et al., 2022; Mushahary et al., 2017; Pharoun et al., 2024). 

Oproti tomu neenzymatická metoda spočívá ve spontánní migraci MSC z tukové tkáně 

do okolí. Nejprve dochází k oplachu tkáně, aby došlo k co největšímu vymytí krvinek. 

Následně je tkáň obvykle nakrájena na malé kousky velikosti několika milimetrů, kvůli 

lepšímu průchodu živin a plynů ke všem buňkám. Kousky tkáně jsou poté umístěny 

do kultivačních misek s malým množstvím kultivačního média tak, aby vzorky neplavaly. 

Po několika dnech kultivace v CO2 inkubátoru lze kousky tkáně z misek vyndat. Podle 

některých studií tato technika produkuje buněčnou populaci, která je více homogenní, buňky 
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vykazují vyšší rychlost proliferace a lepší životaschopnost (Ghorbani et al., 2014; Mushahary 

et al., 2017; Pharoun et al., 2024). 

Úskalím těchto technik je, že protokoly nejsou standardizované. Každá laboratoř tedy používá 

například jiná kultivační média, jiné enzymy a jejich výsledné koncentrace atd. Tento 

problém lze vyřešit používáním komerčně dodávaných kitů, které jsou na trhu dostupné 

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

Pro náš výzkum jsme se rozhodli použít enzymatickou metodu izolace MSC, která je 

v Laboratoři Langerhansových ostrůvků (IKEM) již zavedena a běžně používána.  

1.6.3 Průtoková cytometrie 

Jedná se o metodu poskytující rychlou multiparametrickou analýzu jednotlivých buněk 

v suspenzi. V této technice jsou buňky unášeny proudem průtokovou kapilárou, kde 

procházejí kolem sady laserů. Ozářené buňky vydávají světelné signály, které závisí 

na příslušných chemických, fyzikálních a optických vlastnostech buněk, které jsou většinou 

doplněny fluorescenčně značenými protilátkami. Vznikající signály jsou na detektorech 

(fotonásobičích) převedeny na elektronické signály, které jsou zaznamenány a analyzovány 

pomocí počítačového softwaru (Gross et al., 2015; McKinnon, 2018; Wiener et al., 2024). 

Pro analýzu našich vzorků jsme použili analyzátor BD LSR II. 

1.6.4 Měření hladiny vaskulárního endotelového faktoru 

Hladinu VEGF sekretovaného buňkami do kultivačního média jsme kvantifikovali komerčně 

dodávaným kitem (katalogové číslo RRV00), založeným na principu sandwichové ELISA. 

Tento typ imunochemické metody funguje na principu detekce cílového antigenu 

prostřednictvím ukotvení mezi dvě protilátky – výsledné uspořádání tedy vypadá jako 

sandwich. Postup provedení testu je poměrně jednoduchý, avšak zdlouhavý. V prvním kroku 

je na dno mikrotitrační destičky imobilizována protilátka (v našem případě protilátka proti 

potkanímu VEGF), takto ošetřená destička je již součástí balení kitu. V dalším kroku je 

potřeba zablokovat volná vazebná místa na povrchu destičky, čímž se minimalizuje 

nespecifická vazba jiných proteinů. Do takto připravených jamek se poté nadávkují vzorky 

a kalibrační standardy. Následně se nechají antigeny reagovat s imobilní protilátkou a poté se 

na antigen navázaný na zachycenou protilátku naváže enzymaticky značená protilátka 

(v našem případě značená křenovou peroxidázou). Po obou těchto krocích je potřeba 

nenavázané antigeny a protilátky pořádně promýt. V posledním kroku reaguje enzym se 
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substrátem, což vyvolá barevnou změnu, která je následně spektrofotometricky detekována. 

Intenzita zabarvení je úměrná koncentraci VEGF ve vzorku. Celý postup je schematicky 

znázorněn na Obrázku 3 (Sakamoto et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.5 Fluorescenční mikroskopie 

Fluorescenční mikroskopie je oproti průtokové cytometrii metoda umožňující detekci 

specifických struktur nebo molekul ve vzorcích díky schopnosti některých látek absorbovat 

světlo jedné vlnové délky (excitace) a následně emitovat světlo jiné, obvykle delší vlnové 

délky (emise). Tento jev se nazývá fluorescence. Základní mechanismus spočívá v absorpci 

fotonu fluorescenčním indikátorem (fluoroforem), jeho přechodu do excitovaného stavu 

a následné emisi fotonu s nižší energií (delší vlnovou délkou) během návratu do základního 

stavu. Typický časový rozdíl mezi excitací a emisí je v řádu nanosekund (Sanderson et al., 

2014). 

V našich experimentech jsme využili hned několik fluorescenčních barviv, pomocí kterých se 

fluorescenčně detekují buněčná jádra. Prvním příkladem je propidium jodid. Toto barvivo je 

široce používáno pro testování buněčné životnosti. Barvivo prochází pouze narušenými 

buněčnými membránami, tzn. barví pouze mrtvé buňky. Jakmile se dostane do buňky, obarví 

Obrázek 3 Znázornění sandwichové ELISA: (i) imobilizovaná protilátka na dně jamky; (ii) 

inkubace s antigenem; (iii) důkladně vymytí nezreagovaných antigenů; (iv) inkubace s enzymaticky 

značenou protilátkou; (v) barevná změna vyvolaná substrátem 

Obrázek byl upraven a přeložen. (Sakamoto et al., 2018) 
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zde DNA a RNA. Následně vydává červený fluorescenční signál (Rosenberg et al., 2019). 

Druhým použitým barvivem je 4',6-diamidino-2-fenylindol, neboli DAPI. DAPI se silně, 

avšak nekovalentně váže na DNA bez ohledu na to, jestli je buňka živá nebo mrtvá. Používá 

se tedy ke znázornění všech buněčných jader. Po vazbě na DNA vyzařuje modrý 

fluorescenční signál (Jež et al., 2013; Żurek‐Biesiada et al., 2013). Poslední skupinou barviv 

jsou Hoechstova barviva. Jedná se o skupinu 3 bisbenziimidových barviv a to konkrétně 

33258, 33342 a 34580. V našem experimentu jsme použili pouze první dvě zmíněná. Opět se 

vážou na DNA, a to konkrétně v oblastech, které jsou bohaté na adenin a thymin. Po vazbě se 

jejich fluorescence až 30ti násobně zvýší. Vyzařují modrý fluorescenční signál. Barvivo 

33342 je pro buňky výrazně propustnější, proto se využívá zejména pro barvení živých buněk. 

Oproti tomu barvivo 33258 tolik neprostupuje, jeho využití je tedy primárně pro barvení 

mrtvých buněk (Bucevičius et al., 2018). 

Dále jsme využili nepřímé imunoznačení pomocí specifické protilátky proti konkrétním 

antigenům a sekundární fluorescenčně značené protilátky.  
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2 CÍL PRÁCE 

Tato diplomová práce se zaměřuje na izolaci mesenchymálních stromálních buněk (MSC), 

jejich kultivaci, charakterizaci a vyhodnocení vlivu hypoxie na produkci vaskulárního 

endotelového růstového faktoru (VEGF). 

Cílem této diplomové práce je vědecky ověřit, že chemicky navozená hypoxie stimuluje 

produkci VEGF. 

Experimentální část zahrnuje několik částí: 

1. Odběr epididymálního tuku potkana kmene Lewis – tato část byla provedena některým 

pracovníkem oddělení Laboratoře Langerhansových ostrůvků v IKEM. 

2. Enzymatická izolace a kultivace odebraných MSC. 

3. Po druhé a třetí pasáži ověřit expresi typických povrchových znaků průtokovou 

cytometrií a produkci VEGF pomocí komerčně dodávaného ELISA kitu. 

4. Po druhé nebo třetí pasáži buňky uvést do chemicky navozeného hypoxického 

prostředí a sledovat produkci VEGF po 24, 48 a 72 hodinách v různých koncentracích 

CoCl2 (75, 100 a 125 μM) a zároveň sledovat životnost buněk v těchto časových 

obdobích a koncentracích. 

5. Po třetí pasáži ověřit schopnost buněk diferencovat se do adipocytární a osteocytární 

buněčné linie. 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST  

• Všechny níže uvedené postupy se vztahují k množství tukové tkáně odebrané 

z jednoho potkana. 

3.1 Odběr tukové tkáně 

Pro náš experiment jsme zvolili epididymální tukovou tkáň (tuková tkáň kolem varlat; 

viz Obrázek 4) z důvodu jejího velkého množství, které je možné snadno odebrat.  

3.1.1 Seznam laboratorních pomůcek, chemikálií a roztoků 

• Ajatin 

• Analytické váhy 

• Antibiotický a antimykotický stabilizovaný roztok – AAS (Antibiotic Antimycotic 

Solution Stabilized; A5955; Sigma-Aldrich, USA) 

• Dexmedetomidin (Dexdomitor; C00392; Orion Corporation, Finsko) 

• Dulbeccův fosfátem pufrovaný fyziologický roztok – DPBS (Dulbecco′s Phosphate 

Buffered Saline w/o CaCl2 and MgCl2; D8537; Sigma-Aldrich, USA) 

• Holicí strojek  

• Jednorázové injekční stříkačky + jehly 

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

• Ledová lázeň 

• Sterilní nástroje 

• Roztok DPBS/AAS – 1 ml AAS na 100 ml DPBS 

3.1.2 Pracovní postup 

1. K anestezii byla použita kombinace ketaminu (36 mg/kg) a dexmedetomidinu 

(0,075 mg/kg) podaná intramuskulárně. Tato kombinace zajišťuje dostatečnou hloubku 

anestezie potřebnou pro bezbolestný zákrok. Potkan byl celou dobu odběru tkáně 

monitorován (respirace, srdeční činnost) a byla pravidelně kontrolována reakce 

na bolest (např. pomocí štípnutí mezi prsty).  

2. Po dosažení plné anestezie byl potkan umístěn na sterilní operační pole, bylo mu 

oholeno břicho a dezinfikováno vhodným antiseptikem (v našem případě byl použit 

ajatin). 
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3. Následně byla nůžkami provedena incize dutiny břišní ve střední čáře a břišní dutina 

byla opatrně otevřena. 

4. Za pomocí sterilních nástrojů byla opatrně odebraná epididymální tuková tkáň. 

5. Odebraná tuková tkáň byla propláchnuta chlazeným roztokem DPBS/AAS. V tomto 

roztoku byl tuk uchován po nezbytně dlouhou dobu až do dalšího zpracování na ledu 

nebo v lednici. 

6. Po odběru tuku bylo zvíře utraceno vykrvením. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Izolace a kultivace MSC 

3.2.1 Seznam laboratorní techniky 

• Analytické váhy GR-120 (A&D, Japonsko) 

• Automatické pipety + špičky (Nichiryo, Japonsko) 

• Centrifuga Rotina 48 R (Hettich, Německo) 

• CO2 inkubátor (Sanyo, Japonsko) 

• Digitální fotoaparát (Canon, Japonsko) 

• Inverzní mikroskop IX50 (Olympus, Japonsko)  

Obrázek 4 Umístění epididymálního tuku u potkana (obrázek byl upraven a přeložen; Chun, 2021) 
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• Laminární box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA) 

• Lednice (AEG, Německo) 

• Mrazák (Calex, Slovensko) 

• pH metr (MINILAB, Nizozemí) 

• Pipetovací nástavec (Pipet-Aid, USA) 

• Světelný mikroskop (Olymus, Japonsko) 

• Vakuová pumpa  

• Vodní lázeň (IKA, Německo) 

• Vortex (VELP, Itálie) 

3.2.2 Seznam laboratorních pomůcek 

• Bürkerova komůrka 

• Jednorázové injekční stříkačky + jehly 

• Jednorázové sérologické sterilní pipety (5, 10, 25 a 50 ml) 

• Kovové síto s otvory o velikosti 500 μm 

• Kultivační lahev o objemu 600 ml, kultivační plocha 182 cm2, ošetřený povrch lahve, 

sterilní (TCF012600; JetBioFil, Čína) 

• Pasteurovy pipety 

• Sterilní centrifugační zkumavky (15 ml, Corning, USA; 50 ml, Avantor, USA) + stojan 

na zkumavky 

• Vakuové filtrační lahve (250, 500 ml; Corning, USA)  

• Zásobní lahve (250, 500 ml; Corning, USA) 

3.2.3 Seznam chemikálií  

• Antibiotický a antimykotický stabilizovaný roztok – AAS (Antibiotic Antimycotic 

Solution Stabilized; A5955; Sigma–Aldrich, USA) 

• Dulbeccův fosfátem pufrovaný fyziologický roztok – DPBS (Dulbecco′s Phosphate 

Buffered Saline w/o CaCl2 and MgCl2; D8537; Sigma–Aldrich, USA) 

• Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium – DMEM (Dulbecco´s Modified Eagles´s 

Medium – low glucose; D5921; Sigma–Aldrich, USA) 

• Epidermální růstový faktor – EGF (Rat epidermal growth factor; AF–400–25–100UG; 

Gibco, USA) 

• Fetální bovinní sérum – FBS (F0804; Sigma–Aldrich, USA) 
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• Ficcol roztok o hustotě 1,077 g/ml (Ficoll–Pague PREMIUM sterile solution; 

17544202; Cytiva, USA) 

• GlutaMAX (35050-038; Gibco, USA) 

• Hanksův vyvážený solný roztok – HBSS (Hanks´ Balanced Salt Solution; H8264; 

Sigma–Aldrich, USA) 

• HEPES solution (H0887; Sigma–Aldrich, USA) 

• Hydroxid sodný – NaOH (Lékárna IKEM) 

• Chlorid sodný – HCl (Lékárna IKEM) 

• Inzulín–Transferin–Selen – ITS (51500056; Gibco, USA) 

• Kolagenáza z Clostridium histolyticum (Collagenase from Clostridium histolyticum; 

C9263; Sigma–Aldrich, USA) 

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

• Trypanová modř (T0776; Sigma-Aldrich, USA) 

• Trypsin–EDTA roztok (T4049; Sigma–Aldrich, USA) 

3.2.4 Seznam médií a roztoků 

• Kultivační médium pro MSC bez růstových faktorů – DMEM (84 ml), FBS (10 ml), 

HEPES (5 ml), PS (1 ml) → následně pomocí 1M NaOH nebo 1M HCl bylo pH 

média upraveno na 7,4 a přefiltrováno; před použitím předehřát ve vodní lázni 

na 37 °C 

• Kultivační médium pro MSC s růstovými faktory – DMEM (82 ml), FBS (10 ml), 

HEPES (5 ml), PS (1 ml), glutaMAX (1 ml), ITS (1 ml), EGF (5 μl/200 ml média) → 

následně pomocí 1M NaOH nebo 1M HCl bylo pH média upraveno na 7,4 

a přefiltrováno; před použitím předehřát ve vodní lázni na 37 °C 

• Roztok DPBS/AAS – 1 ml AAS na 100 ml DPBS 

• Roztok pro ukončení digesce kolagenázou – 10% roztok FBS v DPBS (5 ml FBS + 

45 ml DPBS) 

• Roztok pro ukončení trypsinizace – 10% roztok FBS v DPBS (2,5 ml FBS + 22,5 ml 

DPBS) 

• Trypsinizační roztok – 20% Trypsin–EDTA + DPBS (2,5 ml 20% Trypsin–EDTA + 

10 ml DPBS); před použitím předehřát ve vodní lázni na 37 °C 
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3.2.5 Pracovní postup 

1. Získaný epididymální tuk z potkana kmene Lewis (cca 10 mL) byl řádně opláchnut 

chlazeným roztokem DPBS/AAS. 

2. Kolagenáza byla navážena v koncentraci 1 mg na ml tukové tkáně a rozpuštěna 

v HBSS v poměru 1:1 (1 mililitr HBSS na 1 miligram kolagenázy).  

3. Do takto připraveného roztoku byla vložena opláchnutá tuková tkáň (viz Obrázek 5). 

4. Poté následovala inkubace ve vodní lázni při 37 °C po dobu 30 minut za soustavného 

třepání. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Od této doby celý postup probíhal v laminárním boxu (vyjma centrifugace a procesu 

počítání buněk). 

6. Následně byl ke směsi přidán roztok pro ukončení digesce kolagenázou. 

7. Poté byla suspenze přefiltrována přes kovové síto do hodinového skla. 

8. Přefiltrovaná buněčná suspenze byla přenesena do sterilní centrifugační zkumavky 

a centrifugována 10 minut při 1000 g (2300 RPM). 

9. Následně byl supernatant vylit a buněčná peleta byla 2x promyta 40 ml chlazeným 

roztokem DPBS/AAS. Po prvním promytí následovala centrifugace 10 minut 

při 1000 g (2300 RPM) a po druhém promytí pouze 5 minut při 1000 g (2300 RPM). 

10. Peleta byla následně resuspendována ve 2 ml roztoku DPBS/AAS. 

Obrázek 5 Fotografie z izolace. A – čerstvě odebraný epididymální tuk; B – tuková tkáň po digesci 

kolagenázou. 
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11. Do 15 mL zkumavky bylo odměřeno 3 ml Ficcol roztoku a na to pomalu nadávkováno 

2 ml buněčné suspenze z předchozího kroku. 

12. Poté následovala centrifugace 20 minut při 1000 g (2300 RPM). 

13. Z rozhraní mezi vrstvami byla sesbírána buněčná suspenze, která byla následně 2× 

promyta 50 ml roztoku DPBS/AAS. Po prvním i druhém promývání byla suspenze 

centrifugována 5 minut při 760 g (2000 RPM). 

14. Peleta byla následně resuspendována ve 2 ml kultivačního média bez růstových 

faktorů. 

15. Poté bylo 20 μl buněčné suspenze přidáno ke 20 μl trypanové modři a tímto roztokem 

byla naplněna Bürkerova komůrka.  

16. Následně byly buňky spočítány pod světelným mikroskopem. 

17. Z výsledné buněčné suspenze byl do každé kultivační lahve nadávkován takový objem 

buněk, který odpovídá počtu cca 1 – 2 miliony buněk.  

18. Do kultivačních lahví bylo následně ještě přidáno kultivační médium bez růstových 

faktorů v takovém objemu, aby výsledný objem v lahvi (buněčná suspenze + 

kultivační médium) byl 35 ml.  

19. Kultivační lahve byly následně umístěny do termostatu a kultivovány při 37 °C a 5 % 

CO2 po dobu 24 hodin. 

20. Po 24 hodinách bylo kultivační médium bez růstových faktorů vyměněno za médium 

s růstovými faktory. Poté byla kultivační lahev opět vložena do CO2 inkubátoru 

(37 °C, 5 % CO2). 

21. U buněk následně každý den probíhala mikroskopická kontrola – hodnotila se míra 

konfluence (jak moc buňky tvoří souvislou vrstvu) buněk, zakalenost média 

a případná přítomnost kontaminace.  

22. Každé 3 dny bylo buňkám měněno kultivační médium s růstovými faktory za čerstvé. 

23. V momentě, kdy buňky dosahovaly téměř 100% míru konfluence, bylo potřeba buňky 

zpasážovat. 

24. Z lahve bylo odsáto médium a obsah lahví byl 2× propláchnut 25 ml PBS zahřátým 

na 37 °C. 

25. Do každé lahve bylo přidáno 12,5 ml trypsinizačního roztoku. 

26. Kultivační lahev byla umístěna na 3 minuty zpátky do termostatu (37 °C, 5 % CO2). 

27. Poté byla rychlost odchlipování kontrolována pod mikroskopem.  

28. V momentě, kdy byla většina buněk odchlípnutá ze dna kultivační lahve, byla 

suspenze odebrána do sterilní 50 ml centrifugační zkumavky. Kultivační lahev byla 
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propláchnuta roztokem pro ukončení trypsinizace a tento roztok byl následně 

přepipetován k buněčné suspenzi.  

29. Suspenze byla následně centrifugována při 270 g (1200 RPM) po dobu 10 minut. 

30. Peleta byla poté resuspendována ve 2 ml kultivačního média s růstovými faktory. 

31. Poté bylo 20 μl buněčné suspenze přidáno ke 20 μl trypanové modři a tímto roztokem 

byla naplněna Bürkerova komůrka.  

32. Následně byly buňky spočítány pod světelným mikroskopem. 

33. Z výsledné buněčné suspenze byl do nových kultivačních lahví nadávkován takový 

objem buněk, který odpovídá počtu cca 1 milionu buněk.  

34. Do kultivačních lahví bylo následně ještě přidáno kultivační médium s růstovými 

faktory v takovém objemu, aby výsledný objem v lahvi (buněčná suspenze + 

kultivační médium) byl 35 ml. 

35. Proces výměny kultivačního média a trypsinizace probíhal stejně až do momentu 

ukončení experimentu (v našem případě 3. pasáž). 

3.3  Průtoková cytometrie 

3.3.1 Seznam laboratorní techniky 

• Centrifuga Universal 320R (Hettich, Německo) 

• Počítač (Lenovo) + software na zaznamenání (BD FACSDiva) 

• Průtokový cytometr BD LSR II + BD HTS (BD, USA) 

• Software na vyhodnocení (FlowJo) 

• Vortex (VELP, Itálie) 

3.3.2 Seznam laboratorních pomůcek 

• 96jamková kultivační deska 

• Automatické pipety + špičky (Nichiryo, Japonsko) 

• Ledová tříšť 

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

 

3.3.3 Seznam protilátek a jejich příprava na použití 

• Protilátka anti–CD29 (102216; BioLegend, USA) 

→ Značena APC; před použitím naředit 1000×  
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• Protilátka anti–CD31 (555027; BD Pharmingen, USA) 

→ Značena PE; před použitím naředit 80×  

• Protilátka anti–CD34 (947–MSM1–PE–100T; NeoBiotechnologies, USA) 

→ Značena PE; před použitím naředit 20× 

• Protilátka anti–CD44 (ab23396; Abcam, Velká Británie) 

→ Značena PE; před použitím naředit 10× 

• Protilátka anti–CD45 (561587; BD Horizon, USA) 

→ Značena V450; před použitím naředit 50× 

• Protilátka anti–CD73 (LS–C417968; LS Bio, USA) 

→ Značena FITC; před použitím naředit 20× 

• Protilátka anti–CD90 (755464; BD OptiBuild, USA) 

→ Značena RB780; před použitím naředit 50× 

• Protilátka anti–CD105 (BAF1320; Bio Techne, USA) 

→ Biotinylovaná; před použitím naředit 10×  

→ Do jamek, kde je přidávaná tato protilátka se ještě musí přidat streptavidin 

v objemu 10 μL 

• Streptavidin (405249; BioLegend, USA) 

→ Značen BV785; před použitím naředit 200×  

3.3.4 Seznam roztoků 

• Cytometrický roztok – směs DPBS + 0,01% azid sodný + 0,2% fish skin gelatine – 

roztok byl již v laboratoři připraven 

• Hoechst 33258 (94403; Sigma–Aldrich, USA) 

• Roztok pro blokaci Fc receptorů – 2% potkaní sérum (R9759; Sigma–Aldrich, USA) 

3.3.5 Pracovní postup 

1. Buňky byly do jamek mikrotitrační destičky rozděleny po 100 000 buňkách. 

2. Následně byla destička centrifugována 2 minuty při 300 g (1800 RPM). 

3. Supernatant byl následně odstraněn, zbytek obsahu destičky promíchán a destička 

přesunuta na led. 

4. Následně byly pelety v destičce promyty 100 μL cytometrickým roztokem a znovu 

centrifugovány 2 minuty při 300 g (1800 RPM). 

5. Poté byl znovu zopakován krok číslo 3. 
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6. Následně bylo do každé jamky napipetováno 10 μL roztoku pro blokaci Fc receptorů 

a buňky byly 10 minut inkubovány. 

7. Po inkubaci bylo k buňkám přidáno 100 μL cytometrického roztoku a buňky byly 

centrifugovány 2 minuty při 300 g (1800 RPM) a poté byl suparnatant opět odcáknut a 

zbylý obsah v destičce zvortexován. 

8. Následně bylo do každé jamky přidáno 10 μL roztoku příslušné protilátky a destička 

byla inkubována ve tmě 30 minut. 

9. Do všech jamek bylo poté přidáno 100 μL cytometrického roztoku a buňky byly 

centrifugovány 2 minuty při 300 g (1800 RPM) a poté byl suparnatant opět odcáknut a 

zbylý obsah v destičce zvortexován. Tento krok byl zopakován ještě jednou. 

10. Až do měření byla destička uchovávána na ledu. Poté byl obsah jamek změřen 

průtokovým cytometrem, kde bylo těsně před měřením do příslušných jamek přidán 

roztok Hoechst 33258 pro označení mrtvých buněk.  

3.4 Měření VEGF 

3.4.1  Seznam laboratorní techniky 

• Automatické mikropipety + špičky (Nichiryo, Japonsko) 

• Centrifuga Universal 320R (Hettich, Německo) 

• CO2 inkubátor (Sanyo, Japonsko) 

• Čtečka ELISA desek Epoch (BioTek, USA) 

• Laminární box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA) 

• Mrazák (Liebherr, Švýcarsko) 

• Pipetovací nástavec (Pipet-Aid, USA) 

• Počítač (Lenovo, Čína) + software na vyhodnocení (Gen5 5.10 BioTek) 

• Promývací zařízení Hydorflex Plus (Tecan, Švýcarsko) 

• Vortex (VELP, Itálie) 

 

3.4.2  Seznam laboratorních pomůcek 

• 24jamková sterilní kultivační deska 

• Jednorázové sérologické sterilní pipety (5, 10, 25 a 50 ml) 

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

• Sterilní centrifugační zkumavky (15 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky 
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3.4.3  Seznam médií a kitů 

• Kultivační médium s růstovými faktory; před použitím předehřát ve vodní lázni 

na 37 °C (viz kapitola 3.2.4) 

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

3.4.4  Pracovní postup 

1. Nejprve byla do sterilních centrifugačních zkumavek připravena buněčná suspenze 

200 000 buněk, ke které bylo následně přidáno kultivační médium tak, aby celkový 

objem směsi dosáhl 4 ml. 

2. Směs byla důkladně promíchána na vortexu a následně byla tato směs nadávkována 

po 1 ml do 3 jamek 24jamkové sterilní kultivační desky a následně inkubována 

v inkubátoru (37 °C; 5 % CO2; 24 hodin). 

3. Po uplynutí této doby byl obsah jamek důkladně promíchán a z jamek bylo odebráno 

600 μl do mikrozkumavek, které byly následně centrifugovány při 370 g (2000 RPM) 

po dobu 5 minut. 

4. Následně bylo z mikrozkumavek odebráno 450 μl supernatantu a z tohoto množství 

byly následně udělány 3 alikvoty po 150 μl, které byly až do dalšího zpracování 

uchovávány v mrazáku při -20 °C. Spolu se vzorky bylo zamraženo ještě kultivační 

médium, které později sloužilo jako kontrola. 

5. Při dalším zpracování bylo rozmraženo potřebné množství vzorků. 

6. Dále se postupovalo podle instrukcí přiložených v komerčně dodávaném ELISA kitu. 

7. Na konci byly výsledky odečteny čtečkou ELISA desek a stanovena koncentrace 

VEGF. 

3.5 Chemicky navozená hypoxie 

3.5.1 Seznam laboratorní techniky 

• Analytické váhy GR-120 (A&D, Japonsko) 

• Automatické mikropipety + špičky (Nichiryo, Japonsko) 

• Centrifuga Universal 320R (Hettich, Německo) 

• CO2 inkubátor (Sanyo, Japonsko) 

• Čtečka ELISA desek Epoch (BioTek, USA) 

• Laminární box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA) 

• Mrazák (Liebherr, Švýcarsko) 
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• Pipetovací nástavec (Pipet-Aid, USA) 

• Počítač (Hp, USA) + software na vyhodnocení (M7000) 

• Počítač (Lenovo, Čína) + software na vyhodnocení (Gen5 5.10 BioTek) 

• Vícekanálový fluorescenční a světelný mikroskop EVOS M7000 (Invitrogen, USA) 

• Vortex (VELP, Itálie) 

3.5.2 Seznam laboratorních pomůcek 

• 6jamková sterilní kultivační deska 

• 96jamková sterilní kultivační deska černá 

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

• Sterilní centrifugační zkumavky (50 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky 

3.5.3 Seznam chemikálií a kitů 

• Dulbeccův fosfátem pufrovaný fyziologický roztok – DPBS (Dulbecco′s Phosphate 

Buffered Saline w/o CaCl2 and MgCl2; D8537; Sigma–Aldrich, USA) 

• Chlorid kobaltnatý – CoCl2 (C8661; Sigma–Aldrich, USA)  

• Hoechst 33342 (R37605; Invitrogen, USA) 

• Kultivační médium s růstovými faktory; před použitím předehřát ve vodní lázni 

na 37 °C (viz kapitola 3.2.4) 

• Propidium jodid (P1304MP; Invitrogen, USA) – vodný roztok o koncentraci 

0,1 mg/ml 

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

• Sterilní voda (Kabi, Německo) 

3.5.4 Seznam roztoků 

• Buněčné suspenze – dle Tabulky 2 

• Roztok CoCl2 – rozpustit 5,95 mg v 1 ml sterilní vody (zásobní roztok 25 mM) 

• Roztok DPBS/Hoechst – na 2 ml DPBS 8 kapek Hoechst 33342 
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koncentrace CoCl2 objem CoCl2

0 μM 0 μl

75 μM 24 μl

100 μM 32 μl

125 μM 40 μl

koncentrace CoCl2 objem CoCl2

0 μM 0 μl

75 μM 4,5 μl

100 μM 6 μl

125 μM 7,5 μlkoncentraci CoCl2) objem 1,5 ml

ŽIVOTNOSTI

96 000

buněk doplnit kultivačním 

(pro každou médiem na celkový

(pro každou

koncentraci CoCl2)

doplnit kultivačním 

médiem na celkový

objem 8 ml

buněk

1 080 000

VEGF

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.5 Pracovní postup 

1. Nachystané buněčné suspenze spolu s konkrétními koncentracemi CoCl2 byly 

v objemu 2 ml napipetovány do jamek 6jamkové kultivační desky (3×) a v objemu 

150 μl do 96jamkové kultivační desky (3×) dle schématu (viz Schéma 1). 

2. Všechny kultivační desky byly následně inkubovány v inkubátoru (37 °C; 5 % CO2). 

3. V časech 24, 48 a 72 hodin byla vždy jedna od každé desky vyndána z inkubátoru 

a dále zpracována. 

4. Objem jednotlivých jamek 6jamkových kultivačních desek (určených na stanovení 

VEGF) byl nejprve důkladně promíchán. Následně bylo z každé desky odebráno 

1,5 ml média do mikrozkumavek, které byly následně centrifugovány při 2000 otáček 

po dobu 5 minut. Poté bylo z mikrozkumavek odebráno 1,2 ml supernatantu, který byl 

až do dalšího zpracování uchováván v mrazáku při -20 °C. Vzorky poté byly 

zpracovány stejně jako standartní vzorky pro měření VEGF z kapitoly 3.4 s jedinou 

výjimkou – před samotnou analýzou byly 10× naředěny v DPBS. 

5. Do jamek 96jamkových kultivačních desek (určených pro testování životnosti) bylo 

přidáno 150 μl roztoku DPBS/Hoechst a objem jednotlivých jamek byl důkladně 

promíchán. Destičky se nechaly 30 minut inkubovat při pokojové teplotě. Následně 

bylo do každé jamky přidány 3 μl propidium jodidu a opět byl obsah jamek důkladně 

promíchán. Po 5minutové inkubaci byly vzorky zobrazeny a nafoceny pomocí 

fluorescenčního mikroskopu. 

Tabulka 2 Postup přípravy buněčných suspenzí pro měření VEGF 

a životností. 

 

Schéma 1 Schéma pro pipetování kultivačních desek určených pro stanovení 

VEGF (vlevo) a životností (vpravo).Tabulka 3 Schematické znázornění 

postupu přípravy buněčných suspenzí pro měření VEGF a životností. 
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3.6 Diferenciace 

3.6.1  Seznam laboratorní techniky 

• CO2 inkubátor (Sanyo, Japonsko) 

• Inverzní mikroskop IX50 (Olympus, Japonsko)  

• Laminární box Herasafe KS (ThermoFisher Scientific, USA) 

• Pipetovací nástavec (Pipet-Aid, USA) 

• Počítač (Hp, USA) + software na vyhodnocení (M7000) 

• Vícekanálový fluorescenční a světelný mikroskop EVOS M7000 (Invitrogen, USA) 

3.6.2 Seznam laboratorních pomůcek 

• 24jamková sterilní destička černá   

• Jednorázové sérologické sterilní pipety (5, 10, 25 a 50 ml) 

• Sterilní centrifugační zkumavky (15 ml; Corning, USA) + stojan na zkumavky 

3.6.3 Seznam chemikálií 

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

• Adipogenní doplněk (StemXVivo® Adipogenic Supplement (100X); CCM011; 

R&D Systems, USA) 

• Bovinní sérový albumin – BSA (B14; ThermoFisher Scientific, USA) 

• Destilovaná voda 

• Dulbeccův fosfátem pufrovaný fyziologický roztok – DPBS (Dulbecco′s Phosphate 

Buffered Saline w/o CaCl2 and MgCl2; D8537; Sigma–Aldrich, USA) 

• Glycerol  

• Isopropanol  

Schéma 1 Schéma pro pipetování kultivačních desek určených pro stanovení VEGF (vlevo) a životností (vpravo). 
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• Kultivační médium (StemXVivo® Osteogenic/Adipogenic Base Media; CCM007; 

R&D Systems, USA) 

• Mowiol (81381; Sigma-Aldrich, USA) 

• NucBlue připravený roztok pro fixované buňky – DAPI (NucBlue™ Fixed Cell 

ReadyProbes™ Reagent; R37606; Invitrogen, USA) 

• Olejová červeň (O0625; Sigma-Aldrich, USA) 

• Oslí sérum (D9663; Sigma-Aldrich, USA) 

• Osteogenní doplněk (StemXVivo® Mouse/Rat Osteogenic Supplement (20X); 

CCM009; R&D Systems, USA) 

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

• Penicilin–Streptomycin – PS (P4333; Sigma–Aldrich, USA) 

• Primární protilátka anti–mFABP4 (Mouse/Rat FABP4/A-FABP Antibody; AF1443; 

R&D Systems, USA) 

• Primární protilátka anti–osteokalcin (Human/Rat Osteocalcin Antibody; MAB1419; 

R&D Systems, USA) 

• Sekundární oslí protilátka anti–kozí IgG (Donkey anti–Goat IgG (H+L) Highly Cross–

Adsorbed Secondary Antibody, Alexa Fluor™ Plus 488; A32814TR; Invitrogen, 

USA) 

• Sekundární oslí protilátka anti–myší IgG (Donkey anti–Mouse IgG (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) 

3.6.4 Seznam médií, roztoků a ředění protilátek 

• 1% roztok BSA v DPBS  

• 4% paraformaldehyd v DPBS 

• Blokovací roztok – 0,3% Triton X–100 + 1% BSA + 10% oslí sérum v DPBS 

• DAPI – v dávkování 2 kapky na 1 ml DPBS 

• Diferenciační médium pro adipocyty – základní kultivační médium + adipogenní 

doplněk v ředění 1:100; před použitím předehřát ve vodní lázni na 37 °C 

• Diferenciační médium pro osteocyty – základní kultivační médium + osteogenní 

doplněk v ředění 1:20; před použitím předehřát ve vodní lázni na 37 °C 
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• Montovací médium Dabco–Mowiol – tento roztok již byl připraven v laboratoři; 

složení roztoku: DABCO, Mowiol, glycerol, destilovaná voda, 0,2M Tris pH 8,5 

• Olejová červeň 

→ Nejprve byl připraven nasycený zásobní roztok – 0,5 g olejové červeně bylo 

rozpuštěno v 100 ml isopropanolu. 

→ Pracovní roztok byl připraven v poměru 2:3 zásobního roztoku olejové červeně 

a destilované vody. Roztok byl zfiltrován a před každým barvením nachystán 

čerstvý. 

• Ředění protilátek 

→ Primární protilátka anti–mFABP4 pro adipocyty – protilátku rozpustit v 200 μl 

DPBS; pořádně zamíchat; na výslednou koncentraci 10 μg/ml naředit 20× 

blokovacím roztokem 

→ Primární protilátka anti–osteokalcin pro osteocyty – protilátku rozpustit 

v 500 μl DPBS; pořádně zamíchat; na výslednou koncentraci 10 μg/ml naředit 

50× blokovacím roztokem 

→ Sekundární oslí protilátka anti–kozí IgG pro adipocyty – ředění 1:500 v DPBS 

→ Sekundární oslí protilátka anti–myší IgG pro osteocyty – ředění 1:500 v DPBS 

• Základní kultivační médium – kultivační médium + PS v ředění 1:100; před použitím 

předehřát ve vodní lázni na 37 °C 

3.6.5 Pracovní postup 

1. Nejprve byly připraveny buněčné suspenze – pro osteocyty byla nachystána buněčná 

suspenze v koncentraci 40 000 buněk v 2,5 ml kultivačního média; pro adipocyty 

v koncentraci 200 000 buněk také v 2,5 ml kultivačního média. 

2. Následně byly do dvou 24jamkové kultivačních destiček napipetovány buněčné 

suspenze – vždy do 4 jamek po 0,5 ml suspenze (každá diferenciace měla svojí vlastní 

destičku). 

3. Následovala inkubace při 37 °C a 5 % CO2 po dobu 24 hodin. 

4. Další den dosahovaly buňky v jamkách, které se diferencovaly do osteocytů, zhruba 

60% konfluenci a buňky, které se diferencovaly do adipocytů téměř 100% konfluenci. 

5. V ten moment bylo nahrazeno základní kultivační médium za obohacená diferenciační 

média, vždy pro každou diferenciaci zvlášť. 

6. Destičky byly dále kultivovány při 37 °C a 5 % CO2. 

7. Kultivační médium bylo měněno každé 3 dny. 
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8. Po 2 – 3 týdnech se u buněk projevily morfologické změny. Navíc u osteogenně 

indukovaných buněk se objevily krystaly vápníku a u adipogenně indukovaných 

buněk lipidové vakuoly. 

9. Následně byly jamky 2× promyty 1 ml DPBS. 

10. Poté byly buňky fixovány 0,5 ml 4% paraformaldehydem při pokojové teplotě 

po dobu 20 minut. 

11. Všechny jamky byly poté 3× promyty DPBS po dobu 5 minut. 

12. Od této doby bylo do jamek určených pro barvení olejovou červení na znázornění 

lipidových vakuol vrstveno mezi jednotlivými kroky pouze DPBS, aby jamky 

nevyschly.  

13. Poté byly buňky ošetřeny 0,5 ml blokovacího roztoku a inkubovány při pokojové 

teplotě po dobu 45 minut. 

14. Po blokování byly buňky inkubovány s 300 μl naředěné primární protilátky ve tmě 

přes noc při teplotě 2 – 8 °C; do jamek určených jako negativní kontroly byl opět 

nadávkován blokovací roztok. 

15. Poté byly buňky opět 3× promyty DPBS po dobu 5 minut. 

16. Následovala inkubace s 300 μl naředěné sekundární protilátky ve tmě po dobu 

60 minut. 

17. Poté byly jamky opět promyty 3× DPBS po dobu 5 minut. 

18. Následně byla dobarvena buněčná jádra pomocí 300 μl DAPI roztoku po dobu 5 minut 

ve tmě. 

19. Poté byly jamky opět promyty 3× DPBS po dobu 5 minut. 

20. Na buňky bylo navrstveno 300 μl montovacího média a následně byly zobrazeny 

pomocí fluorescenční mikroskopie. 

21. Jamky určené pro barvení olejovou červení, byly na 15 minut převrstveny roztokem 

olejové červeně.  

22. Poté byly opláchnuty destilovanou vodou a zobrazeny pomocí světelné mikroskopie 
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Hmotnost Počet získaných

potkana [g]  [g]  [ml] buněk

A 14.10.2024 8 měsíců 416 6,09 13 1,2 × 10
6

B 14.10.2024 8 měsíců 402 5,38 8 2,44 × 10
6

C 14.10.2024 8 měsíců 390 7,38 15 3,64 × 10
6

D 3.2.2025 5 měsíců 435 4,96 7 1,6 × 10
6

E 3.2.2025 5 měsíců 426 3,28 5 1,48 × 10
6

F 3.2.2025 5 měsíců 408 4,07 7 2,4 × 10
6

G 3.3.2025 6 měsíců 392 3,69 10 1,9 × 10
6

H 10.3.2025 11 měsíců 473 4,80 7 1,7 × 10
6

I 10.3.2025 11 měsíců 482 4,32 8 1,6 × 10
6

J 10.3.2025 11 měsíců 505 12,40 15 2,5 × 10
6

K 10.3.2025 11 měsíců 497 4,91 10 2,3 × 10
6

Datum izolace Věk potkana
Množství tuku 

4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 Izolace a kultivace MSC 

Izolovali jsme epididymální tuk celkem z 11 potkanů kmene Lewis (označeny písmeny A – 

K). Všechny vzorky MSC z tukové tkáně byly izolovány stejným způsobem, a to 

enzymatickou izolací s použitím enzymu kolagenáza. Všechny vzorky MSC byly kultivovány 

za standartních kultivačních podmínek (37 °C; 5 % CO2). V Tabulce 3 jsou zaznamenány 

podrobnější údaje o jednotlivých izolacích. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Charakterizace MSC 

Jak již bylo zmíněno v kapitole 1.1, MSC nemají jeden charakteristický znak, podle kterého 

by se daly identifikovat. Volí se proto kombinace kritérií dle doporučení ISCT:  

4.2.1 Adheze buněk k plastovým lahvím 

Prvním kritériem pro označení buněk jako MSC je jejich schopnost přilnout k plastovému 

povrchu kultivačních lahví za standardních kultivačních podmínek in vitro. Zaznamenávali 

jsme snímky v různých časových obdobích od nasazení primární buněčné kultury až do doby 

pasážování (viz Obrázek 6). Na snímcích z několika prvních dní je zřejmé, že buňky postupně 

přiléhají k povrchu kultivační lahve a dělí se. Zároveň je na snímcích zaznamenáno, jak 

Tabulka 3 Podrobnější údaje o jednotlivých izolacích. 

 

Obrázek 2 Mikroskopické snímky MSC v různých časových bodech od nasazení primární buněčné 

kultury do kultivační lahve. A – 24 hodin od nasazení; B – 48 hodin od nasazení; C – 72 hodin od 

nasazení; D – 96 hodin od nasazení; E, F – buňky dosahují téměř 100% konfluence.Tabulka 4 

Podrobnější údaje o jednotlivých izolacích. 
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postupně získávají vřetenovitý tvar typický pro MSC. Z pohledu tohoto bodu, lze buňky 

charakterizovat jako MSC. 

 

Obrázek 6 Mikroskopické snímky MSC v různých časových bodech od nasazení primární buněčné kultury 

do kultivační lahve. A – 24 hodin od nasazení; B – 48 hodin od nasazení; C – 72 hodin od nasazení; D – 96 hodin 

od nasazení; E, F – buňky dosahují téměř 100% konfluence. 
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4.2.2 Analýza povrchových markerů pomocí průtokové cytometrie 

Dalším kritériem podle ISCT je exprese typických povrchových znaků. Vzhledem k tomu, že 

jsou původní kritéria vztažena na lidské MSC izolované z kostní dřeně, bylo potřeba testovat 

povrchové znaky exprimované na potkaních MSC izolovaných z tukové tkáně, které jsou 

mírně odlišně od povrchových znaků doporučovaných podle ISCT. Pokud budeme vycházet 

z dat uvedených v Tabulce 1 v kapitole 1.1.2, pro potkaní MSC izolované z tukové tkáně je 

charakteristická exprese povrchových znaků CD29, CD73 a CD90. Dále je možná přítomnost 

povrchových znaků exprimovaných s nízkou intenzitou CD44 a CD105. Naopak je potřeba, 

aby buňky postrádaly povrchové znaky CD31, CD34 a CD45. 

U buněk jsme testovali expresi těchto povrchových markerů po druhé a třetí pasáži.  

Z výsledků uvedených v Tabulce 4 vyplývá, že buňky v obou pasážích velmi významně 

produkují povrchové markery CD29 a CD90. Exprese CD73 byla v obou pasážích velmi 

nízká, přičemž tento marker podle literatury vykazuje silnou pozitivitu (El-Sawah et al., 

2022). Vzhledem k mírnému vzrůstu procenta pozitivních buněk ve třetí pasáži, by se dalo 

očekávat, že by se i v dalších pasážích mohlo procento pozitivních buněk zvýšit. Podobný 

problém je patrný i u markeru CD44. Jeho pozitivita je sice popisována jako nižší než u CD29 

nebo CD90, avšak úroveň pozitivity jsme očekávali vyšší (Bayati et al., 2013). 

Je patrné, že u markeru CD105 je směrodatná odchylka u obou pasáží velmi významná. Lze 

to přičíst tomu, že tento marker byl ve větší míře ve druhé pasáži exprimován pouze u vzorků 

D – G, zatímco buňky vzorků A – D a H – K ho neexprimovaly. U některých vzorků došlo 

po druhé pasáži ke zmnožení buněk exprimujících CD105. Marker byl ve vetší míře 

exprimován u vzorků A – G, u vzorků H – K opět exprimován nebyl. Toto se odráží 

i na velikosti směrodatné odchylky, která je kvůli tomu poměrně vysoká. Je tedy velmi 

pravděpodobné, že exprese tohoto povrchového znaku je závislá na množství pasáží.  

Naopak, negativitu markerů CD31, CD34 a CD45 jsme jednoznačně potvrdili. Tyto 

povrchové znaky exprimovalo méně než 1 % buněk, což je v souladu s kritérii vydaným 

ISCT. 

U buněk obou pasáží jsme navíc testovali životnost pomocí Hoechst 33258. Buňky druhé 

pasáže vykazovaly o něco vyšší úmrtnost než buňky třetí pasáže, a to v průměru 17,19 %. 

Nejvyšší procento mrtvých buněk vykazoval ve druhé pasáži vzorek číslo J, a to s celkovým 

obsahem 29,8 % mrtvých buněk. Naopak nejnižší procento mrtvých buněk bylo ve vzorku D 
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2. pasáž [%] 3. pasáž [%]

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 10,83  6,89 4,86 ± 3,45

CD45 0,1 ± 0,11 0,15 ± 0,14

CD73 2,13  1,6 2,78 ± 1,25

CD90 98,95  0,87 99,39 ± 0,67

CD105 56,78  44,29 62,33 ± 32,74

Hoechst 17,19   11,54 ± 5,13

8,73 % mrtvých buněk. Ve třetí pasáži byl průměrný obsah mrtvých buněk 11,54 %. Největší 

podíl mrtvých buněk měl vzorek K s 21,1 % a nejmenší podíl vzorek B s 4,73 %. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Vzhledem k tomu, že byla pozitivní exprese jednoznačně potvrzena u CD29 a CD90, 

a naopak nebyly přítomny buňky s markery CD31, CD34 a CD45, je možné tyto buňky 

i tohoto pohledu považovat za MSC. Příklady výsledných záznamů z průtokové cytometrie 

pro jednotlivé markery jsou uvedeny na Obrázku 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 4 Procentuální zastoupení jednotlivých povrchových znaků ve 2. a 3. pasáži. Data jsou 

uvedena jako průměr zastoupení markerů u jednotlivých vzorků (A–K)  směrodatná odchylka. 

Zeleně jsou označeny výsledky, které splňují požadavky ISCT, červeně ty, které je nesplňují. 

 

Tabulka 5 Procentuální zastoupení jednotlivých povrchových znaků ve 2. a 3. pasáži. Data jsou 

uvedena jako průměr zastoupení markerů u jednotlivých vzorků (A–K)  směrodatná odchylka. 

Zeleně jsou označeny výsledky, které splňují požadavky ISCT, červeně ty, které je nesplňují. 
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Negativní markery: 

 

Obrázek 3 Stanovení fenotypu 

buněk pomocí průtokové 

cytometrie.Negativní 

markery: 

Gatovací strategie: 

 

Gatovací strategie: 

Obrázek 7 Stanovení fenotypu buněk pomocí průtokové cytometrie. 
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Obrázek 7 Stanovení fenotypu buněk pomocí průtokové cytometrie. (pokračování) 

 

Pozitivní markery s nižší intenzitou: 

 

Pozitivní markery s nižší intenzitou: 

Pozitivní markery: 

 

Pozitivní markery: 
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Životnost: 

 

Obrázek 7 Stanovení fenotypu buněk pomocí průtokové cytometrie. (pokračování) 
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4.2.3 Diferenciace MSC 

Posledním kritériem podle ISCT je schopnost buněk se diferenciovat do adipocytů, osteocytů 

a chondrocytů. V našem experimentu jsme sledovali pouze diferenciační kapacitu buněk 

do adipocytů a osteocytů. Chondrocyty byly z experimentu vyřazeny z důvodu stažení 

chondrogenního doplňku (směs látek pro obohacení média) z trhu. U všech buněk, které jsme 

kultivovali v diferenciačním kultivačním médiu s příslušným doplňkem se nám po 3 týdnech 

povedlo diferencovat MSC do adipocytů (viz. Obrázek 8) i osteocytů (viz. Obrázek 9). 

I z tohoto pohledu lze buňky charakterizovat jako MSC.  

 

 

Obrázek 8 Adipogenní diferenciace MSC. A, B – diferencované adipocyty jsou znázorněny pomocí specifické 

primární protilátky anti–mFABP4 (červená). Modře jsou dobarvena všechna buněčná jádra pomocí DAPI. 

C, D – pomocí světelné mikroskopie jsou znázorněny lipidové vakuoly obarvené olejovou červení. 
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Obrázek 9 Osteogenní diferenciace MSC. Diferencované osteocyty jsou znázorněny pomocí specifické 

primární protilátky anti–osteokalcin (červená). Modře jsou dobarvena všechna buněčná jádra pomocí DAPI. 
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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

I 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

VEGF [pg/ml]

4.3 Produkce VEGF 

VEGF jsme stanovovali u všech MSC ve druhé a třetí pasáži. Použili jsme k tomu komerčně 

dodávaný ELISA kit (RRV00; R&D Systems). Výsledky těchto měření jsou uvedeny 

v Tabulce 5. Z výsledků vyplývá, že je produkce VEGF vyšší ve druhé pasáži.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zajímalo nás, zda existuje souvislost mezi produkcí VEGF a kvalitou buněk. Rozhodovali 

jsme se, kterým parametrem kvalitu buněk zhodnotit, protože se lišil počet nasazených buněk 

do kultivačních lahví, tak i doba kultivace (resp. doba do dosažení téměř 100% konfluence 

buněk). Nakonec jsme se kvalitu buněk rozhodli spočítat pomocí času zdvojení buněk 

(tzv. doubling–time) a to podle vzorce viz. Rovnice 1, který zahrnuje jak dobu kultivace, tak 

i počáteční počet nasazených buněk. Výsledné časy zdvojení buněk jsou uvedeny 

v Tabulce 6.  

 

 

 

 

 

 

Tabulka 5 Produkce VEGF ve druhé a třetí pasáži. Data jsou uvedena jako 

průměrné hodnoty všech měření  směrodatná odchylka. 

 

 

Rovnice 1 Vzorec pro výpočet doubling–time.Tabulka 6 Produkce VEGF 

ve druhé a třetí pasáži. Data jsou uvedena jako průměrné hodnoty všech 

měření  směrodatná odchylka. 

 

Rovnice 1 Vzorec pro výpočet doubling–time. 

 

Tabulka 7 Hodnoty doubling–time mezi počátečním inokulem a první pasáží, mezi první a druhou 

pasáží a mezi druhou a třetí pasáží.Rovnice 2 Vzorec pro výpočet doubling–time. 
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Z výše uvedených výsledků doby zdvojení buněk je patrné, že buňky G – K se nám od 

určitého momentu již nepovedlo zdvojnásobit. Naopak došlo k poklesu jejich celkového počtu 

oproti výchozímu. Tento výsledek naznačuje, že buňky během kultivace z různých důvodů 

nepřežívaly nebo se nedělily v dostatečné míře. Z jakých důvodů k tomuto jevu došlo, není 

zřejmé. Kultivační podmínky i složení média zůstaly stejné. Je potřeba si ale uvědomit, že se 

jedná o živý biologický systém, který vykazuje značnou míru variability. 

Výsledná data ze druhé pasáže jsme vložili do grafu (viz Graf 1) závislosti koncentrace VEGF 

na doubling–time. Potvrdili jsme, že mezi těmito dvěma údaji existuje určitá souvislost. 

V momentě, kdy doba zdvojení buněk byla dlouhá, buňky produkovaly málo VEGF. 

 

 

 

  

 

 

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

Doba zdvojení buněk [hod]

Tabulka 6 Hodnoty doubling–time mezi počátečním 

inokulem a první pasáží, mezi první a druhou pasáží a 

mezi druhou a třetí pasáží. 

 

 

Graf 1 Grafické znázornění závislosti koncentrace 

produkovaného VEGF na době zdvojení 

buněk.Tabulka 8 Hodnoty doubling–time mezi 

počátečním inokulem a první pasáží, mezi první a 

druhou pasáží a mezi druhou a třetí pasáží. 
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Graf 1 Grafické znázornění závislosti koncentrace produkovaného VEGF na době zdvojení buněk. 

R2 – hodnota spolehlivosti. 
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24 hodin 48 hodin 72 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

0 μM 1281,01 2326,95 2542,88 0 μM 345,92 617,07 739,33

75 μM 2005,04 4048,97 5599,93 75 μM 564,39 1234,16 1588,36

100 μM 2103,05 4272,90 5886,69 100 μM 544,14 928,86 1490,08

125 μM 2491,41 5135,17 6739,50 125 μM 614,56 901,76 1430,31

24 hodin 48 hodin 72 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

[pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml] [pg/ml]

0 μM 730,71 1018,29 1277,88 0 μM 429,83 594,37 886,22

75 μM 1875,27 2772,99 3375,39 75 μM 1091,27 1659,92 1966,78

100 μM 2011,99 2937,66 3473,29 100 μM 1137,72 1762,99 1973,92

125 μM 2027,16 2935,05 2844,55 125 μM 1188,52 1842,50 2310,15

1. hypoxie – potkan C 3. hypoxie – potkan H

2. hypoxie – potkan G 4. hypoxie – potkan J

4.4 Stimulace produkce VEGF chemicky navozenou hypoxií 

Hypoxii jsme navodili chemicky přídavkem mimetika a to konkrétně CoCl2. CoCl2 jsme 

přidávali ve třech různých koncentracích – 75, 100 a 125 μM. Všechny vzorky jsme dále 

kultivovali po dobu 24, 48 a 72 hodin. Spolu se vzorky s CoCl2 jsme vždy za stejných 

kultivačních podmínek kultivovali kontrolní vzorek bez přídavku mimetika (tzn. koncentrace 

CoCl2 = 0 μM). Chtěli jsme potvrdit, že chemicky navozená hypoxie stimuluje produkci 

VEGF v MSC. Experiment jsme prováděli na 4 různých MSC (u potkanů C, G, H a J).  

Jak vyplývá z dat uvedených v Tabulce 7, chemicky navozená hypoxie skutečně stimuluje 

produkci VEGF v MSC. Produkce VEGF u buněk s přídavkem CoCl2 je 1,5 – 3× vyšší než 

u kontrolních vzorků. V Grafech 2 – 5 je přehledněji znázorněn rozdíl mezi kontrolními 

vzorky a vzorky s CoCl2. Z naměřených dat dále vyplývá, že použitá koncentrace CoCl2, 

neměla vliv na produkci VEGF. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabulka 7 Koncentrace VEGF v kultivačním médiu u MSC v chemicky indukované hypoxii v porovnání 

s kontrolním vzorkem.  

 

 

Graf 2 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem – 

vzorek 1. hypoxie (potkan C)Tabulka 9 Koncentrace VEGF v kultivačním médiu u MSC v chemicky 

indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem.  

 



 

 

68 

 

 

Graf 3 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 2. hypoxie (potkan G) 

Graf 2 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 1. hypoxie (potkan C) 

 

 

Graf 3 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 2. hypoxie (potkan G)Graf 4 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii 

v porovnání s kontrolním vzorkem – vzorek 1. hypoxie (potkan C) 
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Graf 5 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 4. hypoxie (potkan J) 

 

Graf 4 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 3. hypoxie (potkan H) 

 

 

Graf 5 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii v porovnání s kontrolním vzorkem 

– vzorek 4. hypoxie (potkan J)Graf 6 Znázornění produkce VEGF v chemicky indukované hypoxii 

v porovnání s kontrolním vzorkem – vzorek 3. hypoxie (potkan H) 
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U buněk byla zároveň mikroskopicky testována i životnost (viz Obrázek 10). Chtěli jsme 

ověřit, že kultivace buněk s CoCl2 nijak významně negativně MSC v tomto ohledu 

neovlivňuje. Všechny buňky jsme obarvili Hoechst 33342, mrtvé buňky propidium jodidem. 

Jak je patrné z výsledků uvedených v Tabulce 8, CoCl2 nemá na životnost buněk žádný vliv. 

V porovnání s kontrolním vzorkem mají ošetřené vzorky CoCl2 v podstatě stejné procentuální 

zastoupení mrtvých buněk. Z technických důvodů nebyla životnost změřena u 1. hypoxie 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 10 Mikroskopický snímek znázorňující životnost buněk. Modré buňky –jádra všech buněk obarvená 

barvivem Hoechst 33342; červené buňky – jádra mrtvých buněk obarvená propidium jodidem. 
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24 hodin 48 hodin 72 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

[%] [%] [%] [%] [%] [%]

0 μM x 13,76 8,22 0 μM 38,56 32,30 35,04

75 μM x 11,74 10,70 75 μM 31,32 29,09 31,47

100 μM x 13,30 8,18 100 μM 35,74 28,02 32,10

125 μM x 17,58 9,62 125 μM 34,77 24,45 32,64

24 hodin 48 hodin 72 hodin 24 hodin 48 hodin 72 hodin

[%] [%] [%] [%] [%] [%]

0 μM 18,94 16,99 x 0 μM 15,97 11,20 10,26

75 μM 17,70 27,10 x 75 μM 11,71 9,99 11,24

100 μM 19,74 31,74 x 100 μM 12,27 11,35 11,65

125 μM 15,67 29,22 x 125 μM 12,96 11,66 11,59

1. hypoxie  – potkan C

2. hypoxie – potkan G

3. hypoxie – potkan H

4. hypoxie – potkan J

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Z výše uvedených dat, lze také vypozorovat určitou závislost mezi dobou zdvojení buněčné 

populace a životností nebo produkcí VEGF v hypoxii. U MSC, u kterých došlo k zastavení 

dělení (G – K), bylo procento mrtvých buněk mnohem vyšší než u buněk, kde byla doba 

zdvojení buněk relativně krátká. Lze z toho tedy vyhodnotit, že pokud buňkám trvá dlouhou 

dobu se rozdvojit (pokud vůbec k tomu dojde), produkují málo VEGF, což se ani 

v hypoxickém prostředí nezlepší. Taková kultivace MSC není vhodná pro další experimenty. 

Tabulka 8 Procentuální zastoupení mrtvých buněk v jednotlivých časech a koncentracích CoCl2. 
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ZÁVĚR 

Zabývali jsme se studiem vlivu chemicky navozené hypoxie na produkci vaskulárního 

endotelového faktoru (VEGF), který je produkován mesenchymálními stromálními buňkami 

(MSC). MSC jsme enzymaticky izolovali z tukové tkáně odebrané z potkana kmene Lewis. 

Celkem jsme experiment provedli na 11 potkanech. V první části experimentu jsme se 

zabývali zejména samotnou charakterizací izolovaných buněk. Charakterizace MSC je 

poměrně složitá, protože buňky nemají žádný unikátní znak. Charakterizace tedy probíhá 

na základě kritérií vydaných ISCT. U buněk jsme sledovali jejich adhezi ke kultivační lahvi 

a současně s tím i změnu jejich tvaru. Dále jsme u buněk během kultivace sledovali i procento 

konfluence. V momentě, kdy buňky dosahovaly téměř 100% konfluence jsme procesem 

trypsinace buňky zpasážovali. Celkem jsme prováděli 3 pasáže. Dále jsme buňky 

charakterizovali pomocí průtokové cytometrie. Toto měření jsme u buněk prováděli ve druhé 

i ve třetí pasáži. Jako pozitivní markery jsme si zvolili CD29, CD44, CD73, CD90 a CD105. 

Markery CD29 a CD90 byli v obou pasážích jasně pozitivní (pozitivita byla potvrzena u více 

než 98 % buněk). Zbylé markery byly zachyceny na nižším procentu MSC. Jako negativní 

markery jsme si zvolili CD31, CD34 a CD45. Všechny vyšly jasně negativně u obou pasážích 

(pozitivita byla potvrzena u méně než 1 % buněk). Poslední bod, podle kterého jsme buňky 

charakterizovali byla jejich schopnost diferencovat se in vitro do adipocytů a osteocytů. 

Ve všech třech bodech jsme kultivované buňky charakterizovali jako MSC.  

V další fázi experimentu jsme se věnovali produkci VEGF. Nejprve jsme u všech testovaných 

kultivací ve druhé a třetí pasáži měřili VEGF u nestimulovaných MSC pomocí metody 

ELISA. Poté jsme u čtyřech vybraných kultivací stimulovali produkci VEGF přidáním 

různých koncentrací CoCl2. Takto ošetřené buňky jsme kultivovali po různě dlouhá časová 

období. Současně se stimulovanými MSC jsme kultivovali i kontrolní vzorky, které byly bez 

jakéhokoli přídavku. Zjistili jsme, že produkce VEGF u stimulovaných buněk je zhruba 1,5 –

3× vyšší než u běžně kultivovaných MSC. Zároveň jsme u buněk testovali i jejich životnost 

pomocí fluorescenční mikroskopie v takto upraveném prostředí. V porovnání s kontrolními 

vzorky byla životnost buněk totožná. 

Toto je pouze první část celého výzkumu potencionálního využití MSC spolu 

s Langerhansovými ostrůvky jako efektivnější léčba diabetu 1. typu. V dalších fázích je 

potřeba optimalizovat množství MSC i ostrůvků a vybrat vhodné metody pro plnění 

polymerních válečků touto buněčnou suspenzí. 
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Závěrem lze říct, že v rámci řešení diplomové práce jsem zvládla techniku izolace a kultivace 

mezenchymálních stromálních buněk z tuku laboratorního potkana a jejich charakterizaci 

doporučenými metodami. V druhé části práce jsem prokázala schopnost těchto buněk 

produkovat VEGF a možnost tuto produkci stimulovat modelově, a to chemicky navozenou 

hypoxií. Jako vedlejší nález bylo zjištěno, že při snížené schopnosti buněk proliferovat je 

současně snížena schopnost produkovat tento růstový faktor. 
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