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ABSTRAKT 

Do kmenových buněk je v posledních letech vkládána velká naděje ve spojitosti s léčbou 

řady nevyléčitelných nemocí. Pro takové využití mají obrovský potenciál díky tomu, že se 

jedná o buňky nediferencované, které mají schopnost přeměnit se na jiný typ buněk. Pro-

blémem při využívání kmenových buněk je příprava materiálů pro jejich in vitro kultivaci, 

které napodobují prostředí, v němž se kmenové buňky vyskytují in vivo. Předložená di-

plomová práce je proto zaměřena na jeden z parametrů mikroprostředí niche kmenových 

buněk, konkrétně na povrchové vlastnosti. Vlastnosti niche velmi zásadně ovlivňují jejich 

chování. V praktické části práce je pak vyhodnocen vliv topografie povrchu na diferenciaci 

mesenchymálních kmenových buněk a na proliferaci myších fibroblastů. 

 

Klíčová slova: biomateriály, niche kmenových buněk, povrchové vlastnosti materiálů, to-

pografie 

 

 

ABSTRACT 

The stem cells are the point of hope in the late years regarding the treatment of many so far 

incurable illnesses. Their great potential results from the fact that stem cells are not yet 

differentiated,  which means they can change into any other type of cell. The problem with 

using the stem cells is the preparation of materials for their in vitro cultivation mimicking 

their in vivo environment. The thesis is focused on one of the parameters of stem cells´ 

microenvironment niche, i.e. their surface characteristics. Properties of the niche are cru-

cial for their behavior. The practical part of the paper analyzes influence of topography of 

the surface for mesenchymal stem cells´ differentiation and mice fibroblasts proliferation. 

 

Keywords: biomaterials, stem cells niche, material surface characteristics, topography 
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ÚVOD 

Tkáňové inženýrství je interdisciplinární obor, který aplikuje principy a metody bioin-

ženýrství, materiálových a biologických věd směrem k vytvoření biologických náhrad, 

které obnoví tkáně po poškození. Obecné principy tkáňového inženýrství zahrnují kombi-

naci živých buněk s přírodním či syntetickým substrátem nebo scaffoldem, aby se vytvořil 

trojrozměrný živý konstrukt, který je funkčně a strukturálně podobný tkáni, která má být 

nahrazena. Mezi nejčastěji využívané buňky v tomto oboru jsou buňky kmenové a to díky 

jejich schopnosti samoobnovy a diferenciace na jiný typ buněk. Kmenové buňky žijí u do-

spělých jedinců v mikroprostředí nazývaném Niche kmenových buněk. Pro kultivaci in 

vitro a využití v oblasti tkáňového inženýrství je proto důležité toto prostředí buňkám umě-

le vytvořit. Dnes je již známo, že extracelulární matrix niche neslouží pouze jako opora pro 

buňky, ale podílí se na diferenciaci. V teoretické části práce jsou rozebrány jednotlivé 

vlastnosti (biochemické, geometrické a mechanické) extracelulární matrix a to jak kon-

krétně ovlivňují proliferaci a diferenciaci kmenových buněk.   

V praktické části byl testován vliv geometrických vlastností (topografie povrchu) na 

mezenchymální kmenové buňky. Konkrétně bylo testováno 7 upravených polystyrenových 

povrchů, přičemž každý povrch měl jinou velikost pórů. Mezenchymální buňky byly kulti-

vovány v médiu indukujícím adipogenní, osteogenní či chondrogenní prostředí. Diferenci-

ace měla být vyhodnocena pomocí specifických barvení, avšak experiment musel být 

ukončen z důvodu infekce. Z tohoto důvodu byl vyhodnocen pouze vliv topografie po-

vrchu na morfologii buněk. Výsledky byly vyhodnoceny na základě mikrofotografií poří-

zených pomocí fluorescenčního mikroskopu s fázovým kontrastem. Pro vybrané povrchy 

byly také pořízeny snímky pomocí skenovacího elektronového mikroskopu. Dále byl vy-

hodnocován vliv topografie povrchu na proliferaci buněčné linie NIH/3T3. Vyhodnocení 

bylo provedeno stejný způsobem jako v případě mezenchymálních kmenových buněk.    
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 TKÁŇOVÉ INŽENÝRSTVÍ 

Tkáňové inženýrství je interdisciplinární obor, který využívá principů a metod bioinže-

nýrství, materiálových věd a věd o živé přírodě k sestavení biologických náhrad sloužících 

pro obnovu nebo zlepšení funkcí tkání, které byly poškozené například vlivem onemocnění 

nebo vlivem traumatických procesů. Obecným principem tkáňového inženýrství je kombi-

nování živých buněk s přirozeným nebo syntetickým scaffoldem (lešením) s cílem vytvo-

ření trojrozměrné struktury, nahrazující tkáň, jež byla poškozena (Kim a Evans, 2005). 

Scaffoldy neposkytují jen mechanickou oporu buňkám, ale také ovlivňují jejich chování 

jako např. uchycení buněk či jejich proliferaci. Často jsou využívané kmenové buňky 

vzhledem k tomu, že poskytují řadu výhod proti diferenciovaným buňkám (Zippel et al., 

2009). Problematice kmenových buněk bude věnována samostatná kapitola. Tkáňové inže-

nýrství se aplikuje při léčení chrupavek, kostí, šlach, vazů, cév, ledvin, močového měchýře 

či jater (MedTech Europe). 

1.1 Historie  

Umělé tkáně a orgány plně nahrazující nefunkční byly v celé historii lidstva brány pou-

ze jako mýtus či sen. Až v posledních desetiletích se stala tato vize proveditelná a byla 

zavedena v klinické medicíně. Jedním z nejznámějších milníků v tkáňovém inženýrství 

byla transplantace srdce v roce 1967, kterou provedl jihoafrický chirurg Christiaan Bar-

nard. Tento zákrok vyvolal velmi intenzivní a kontroverzní debatu o etických otázkách 

ohledně transplantační medicíny (Meyer, 2009). Další diskuze ohledně etiky vyvolal v roce 

1997 bizarní snímek myši s lidským uchem vyrůstajícím na jejích zádech v časopise Plas-

tic and ReconstructiveSurgery. Díky této fotografii vnikla vlna protestů proti genetickému 

inženýrství. Projekt „myší ucho“ začal už v roce 1989. Doktor Charles Vacanti a jeho tým 

pěstovali malý kousek lidské chrupavky v biologicky rozložitelném scaffoldu, který byl 

složen z 99% kyseliny polyglykolové a 1% kyseliny mléčné. Jako zdroj buněk byla použita 

chrupavka z kravského kolena. Jelikož se jim nepodařilo scaffold zásobovat živinami, vo-

perovali ho pod kůži laboratorní myši (Kruszelnicki, 2006). Etickým problémům týkajících 

se využívání kmenových buněk bude věnována samostatná kapitola. 

Ještě v roce 1980 byl termín tkáňové inženýrství aplikován při používání protetických 

pomůcek nebo při chirurgické manipulaci s tkání, používání tohoto termínu mělo tedy 

velmi málo co dočinění s disciplínou tkáňového inženýrství jakou známe dnes (Vacanti, 

2006). V osmdesátých letech 20. století pak výzkum a vývoj v oblasti tkáňového inženýr-
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ství vzlétl a po celém světě bylo zřízeno hned několik oddělení biomedicínského inženýr-

ství. V roce 1981 byla například vytvořena umělá kůže, kdy byla přirozená pokožka napo-

dobena silikonovou a dermis kůže pomocí porézního fibrilárního kolagenchondroitin sulfá-

tu. Takto vytvořená kůže byla pak úspěšně použita k léčbě těžkých popálenin (Nature Bio-

technology, 2000). Dále například v roce 1991 byly nasazeny chondrocyty na porézní po-

lymerní vlákna, která byla uspořádána ve tvaru požadované tkáně. Vytvořený implantát byl 

vložen mladému pacientu, který trpěl Polandovým syndromem (absence hrudní kosti). 

Tento pacient se stal prvním člověkem, jemuž byl zaveden syntetický polymerní scaffold 

osázený autologními chondrocyty. Metoda byla provedena třemi původními členy zakláda-

jícími Společnost pro tkáňové inženýrství (Dr. J. Upton a Drs. J. a C. Vacanti) v dětské 

nemocnici v Bostonu. 1998 byl pak podobným postupem vytvořen scaffold pro nahrazení 

části amputovaného palce. Scaffold byl osázen autologními buňkami pacienta získaných 

pomocí kostní biopsie. Takové studie představovaly obrovský potenciál při rozvoji a výro-

bě náhradních tkání pro lidi (Vacanti, 2006). V posledních dvou desetiletích se tedy vědci 

pokoušeli vyvíjet prakticky všechny tkáně lidského těla. Moderní medicína zvyšuje lidskou 

životnost a se stárnoucí populací roste potřeba dárcovských orgánů, kterých je nedostatek. 

To je jeden z důvodů velkého potenciálu tkáňového inženýrství z budoucího hlediska 

(Olson et al., 2011). 

 

 

Obrázek 1 Bizarní snímek myši s lidským uchem (Vacanti, 2006) 
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1.2 Etické problémy využívání kmenových buněk 

Výzkumy kmenových buněk nabízejí velký příslib pro pochopení základních mecha-

nismů lidského vývoje. Studie kmenových buněk však také vyvolávají etické a politické 

spory a to především jedná-li se o buňky lidské embryonální. Například ve Spojených stá-

tech je otázka, kdy začíná lidský život, velmi kontroverzní a úzce spojená s diskusí o potra-

tu. Využití reprogramování somatických buněk k produkci indukovaných pluripotentních 

buněk by takovým sporům mohlo předcházet. Avšak i zde nastávají problémy se souhla-

sem darování materiálu a následným dohledem nad výzkumem (Lo a Parham, 2009). Širo-

ká veřejnost bývá často vystrašena při vyslechnutí termínu „kmenové buňky“ a je jedno 

zda se jedná o dlouhodobě ověřené kloubní terapie či léčby zahrnující autologní nebo alo-

genní transplantaci lidských buněk. Díky dostupnosti velkého množství článků i konspirací 

týkající se tohoto tématu vyvolává nakládání s kmenovými buňkami u běžných čtenářů 

zmatek a spoustu otázek. U každého výzkumu jsou ale velmi pečlivě zvážena a posuzová-

na možná rizika a přínos pro společnost. Přesun výzkumu z laboratoře do studií na zvířa-

tech a ze zvířat na lidské subjekty vyžaduje zdůvodnění o budoucím přínosu a ve výsledku 

trvá i několik let než je daná studie schválena (King a Periin, 2014).   

Na využívání embryonálních kmenových buněk existuje mnoho odlišných názorů. Ně-

kteří vědci věří, že embryo je v počáteční fázi jen skupinou buněk, které nemají morální 

status jednotlivce. Další se pak domnívají, že život jednotlivce začíná oplodněním a že 

embryo je tedy člověk. Podle tohoto názoru má embryo zájmy a práva, která musí být re-

spektována. Existují také názory, že časné embryo si zaslouží zvláštní respekt jako poten-

ciální lidská bytost, ale že je přijatelné jej použít pro určité typy výzkumu za předpokladu 

dobrého vědeckého zdůvodnění a souhlasu ženy, která darovala embryo výzkumu (Ghosh 

et al., 2016). 

V České republice je nakládání s kmenovými buňkami ošetřeno zákonem č. 296 Sb. O 

zajištění jakosti a bezpečnosti lidských tkání a buněk určených k použití u člověka a o 

změně souvisejících zákonů (zákon o lidských tkáních a buňkách).  
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2 KMENOVÉ BUŇKY  

V současné době se kmenovým buňkám (stem cell, SC) věnuje pozornost 

v nejrůznějších souvislostech. Vkládá se do nich naděje, že s jejich pomocí by se mohlo 

podařit vyléčit řadu nevyléčitelných onemocnění. (Doubek, 2008). Kmenové buňky jsou 

primární nediferencované buňky, které se mohou přeměnit na jiný typ buněk na základě 

jejich determinace. Díky této schopnosti se podílí na regeneraci opotřebované či poškozené 

části orgánů a tkání v těle, stejně tak mohou obnovovat i samy sebe (Čedíková et al., 

2012). Kmenové buňky tedy představují v organismu něco jako univerzální zásobu „ná-

hradních dílů“ pro nejrůznější tkáně a orgány (Doubek, 2008). 

2.1 Dělení kmenových buněk z hlediska diferenciačního potenciálu 

Kmenové buňky se mohou dělit do několika skupin podle toho, do jakých typů buněk 

jsou schopny se diferencovat. Patří sem buňky totipotentní, pluripotentní, multipotentní a 

progenitorové neboli unipotentní (Čedíková et al., 2012). 

2.1.1 Totipotentní 

Totipotentní kmenové buňky mají schopnost diferencovat se v libovolné buňky 

v lidském těle. Lidský vývoj začíná spojením vajíčka a spermie za vzniku zygoty. Zygota 

projde procesem mitózy a následně se dělí na dvě identické buňky - totipotentní buňky. 

Tento proces se opakuje několikrát po dobu 5 až 6 dní za vzniku několika set buněk. Tako-

vé buňky jsou následně schopny tvořit celé lidské tělo. Totipotentní buňky jsou ideální pro 

buněčné a genové terapie a také pro transplantace a nahrazení nemocných buněk nebo tká-

ní. Důležité do budoucna je odpovědět na všechny etické otázky týkající se práce 

s totipotentními buňkami, ale příslib účinné léčby či úplné vyléčení onemocnění je dosta-

tečným důvodem pro rozvoj práce s kmenovými buňkami (Murnaghan, 2015). 

2.1.2 Pluripotentní 

Jak již bylo zmíněno, zygota se dělí po dobu 5 až 6 dní za vzniku několika set buněk. 

Zygota se tak dostane do stádia blastocysty. Po této době se buňky totipotentní začnou spe-

cializovat do pluripotentních buněk, z kterých následně vznikají tři zárodečné listy, tj. en-

toderm, ektoderm a mezoderm. Po ukončení embryonální fáze ztrácí tyto buňky svoji plu-

ripotenci a mohou se z nich nadále vyvíjet pouze určité typy buněk (Murnaghan, 2015). 

Hlavním rozdílem mezi buňkou totipotentní a pluripotentní je tedy ten, že buňka totipo-
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tentní může dát vznik dalším totipotentním i pluripotetntním buňkám, kdežto buňka pluri-

potentní se nemůže vyvinout do buňky totipotentní (Čedíková et al, 2012). Známe několik 

typů pluripotentních buněk: embryonální kmenové buňky, které jsou izolovány 

z blastocysty, embryonální zárodečné buňky, které jsou převzaty z  plodů a embryonální 

rakovinné buňky, které jsou izolovány z nádoru vyskytujícího se v plodu. Stejně jako tomu 

je u totipotentních buněk mají i pluripotentní buňky obrovský potenciál pro léčení one-

mocnění a využívání pro transplantace (Murnaghan, 2015). 

2.1.3 Multipotentní 

Pluripotentní buňky se po čase vyvinou do multipotentních. Multipotentní kmenové 

buňky se mohou diferencovat do dalších typů buněk ale již v omezené míře. Pro představu, 

multipotentní kmenové buňky vyskytující se v mozku diferencují do různých typů nervo-

vých buněk a krvetvorné buňky mohou vést ke vzniku různých typů krvinek, ale nemohou 

dát vznik mozkových buňkám. Multipotentní buňky můžeme najít v tkáních dospělých 

savců. Tento typ buněk je velmi užitečný při transplantacích, jelikož mohou být izolovány 

z tkáně člověka a následně transplantovány zpět stejnému pacientovi, čímž se zabrání 

možným imunologickým problémům. Užívání multipotentních buněk navíc nenese etické 

problémy tak jako je tomu u využívání embryonálních buněk (Murnaghan, 2015). 

2.1.4 Progenitorové (unipotentní) 

Progenitorové kmenové buňky mají ve srovnání s ostatními kmenovými buňkami ome-

zenou schopnost diferenciace. Jak již z názvu vyplívá (unipotentní) dávají vznik pouze 

jednomu typu buněk (Murnaghan, 2015).  

2.2 Dělení kmenových buněk na základě jejich zdroje 

Kmenové buňky mohou být rozděleny také podle zdroje. V tomto případě je dělíme na embry-

onální a adultní kmenové buňky. 

2.2.1 Embryo  

Embryonální kmenové buňky (Embryonic stem cell, ESC) jsou pluripotentní buněčné 

linie tvořené z nediferencovaných embryonálních buněk. Mají téměř neomezenou schop-

nost sebeobnovy a diferenciace (Wobus, 2001). ESC mohou být izolovány z časných sav-

čích embryí a následně pěstovány v kultuře. ESC diferencují do celé řady buněčných typů, 

a to buď in vitro, nebo po opětovném vložení do hostitelského embrya. Při pěstování 
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v suspenzní kultuře se lidské ESC první diferencují do mnohobuněčných agregátů, tvz. 

embryoid bodies (EB), a dále pak dochází k diferenciaci do tří zárodečných listů (endo-

derm, mesoderm, ektoderm) (Lodish, 2008). Mnohobuněčné agregáty mají pluripotentní 

vlastnosti. Pokud chceme tyto vlastnosti zachovat, je potřeba buňky udržovat v nediferen-

covaném stavu, např. přídavkem inhibičních faktorů diferenciace.  

Existuje několik způsobů, jak indukovat tvorbu EB z buněk ESC. Tři základní metody 

jsou v kapalné suspenzní kultuře v bakteriálních nádobách, v kultuře v polotuhém prostředí 

methylcelulózy a pomocí metody visících kapek. Poslední zmíněná metoda je jednou 

z nejčastěji užívaných, jelikož závěsné kapky poskytují ESC dobré prostředí pro vytváření 

EB a zaoblené dno kapky umožňuje agregaci. Princip spočívá v kultivaci suspenze 

v malých kapkách zavěšených na víčku Petriho misek. Diferenciace buněk je pak ovlivně-

na koncentrací buněk v počáteční suspenzi, velikostí kapky (objem kapky se pohybuje 

v rozmezí 20 - 30 μl) a dobou kultivace. Pro příklad, při diferenciaci v neurální linii se po-

čáteční počet buněk v kapkách pohybuje v rozmezí 400 - 1000 buněk/kapku s dobou kulti-

vace 2 - 4 dny (Ohnuki a Kurosawa, 2013), (Kurosawa, 2007). 

2.2.2 Dospělý jedinec 

Adultní kmenové buňky (Adult stem cell, ASC), můžeme nazvat též jako dospělé či di-

ferencované kmenové buňky, mají stejné základní charakteristiky jako všechny ostatní 

kmenové buňky. Adultní kmenová buňka je tedy schopna sebeobnovy a diferenciace do 

specializovaných buněčných typů. U lidí je klíčovou funkcí ASC udržovat a opravovat 

konkrétní tkáně, kde jsou umístěny. ASC byly nalezeny v mnoha tkáních, ale jejich počet 

je velmi malý. Mohou se nacházet například v mozku, kůži, kostní dřeni, játrech či ve sva-

lech (Murnanghan, 2016). Využití ASC pro léčbu je výhodné, jelikož mohou být izolovány 

z konkrétního pacienta. Díky tomu odpadá problém s možným odmítnutím organismu ci-

zích těles. Také z hlediska etických a morálních jsou lépe tolerovány buňky adultní nežli 

embryonální (Types of Adult Stem Cells, 2017).  

Kmenové buňky v dospělosti žijí v mikroprostředí nazývaném Niche kmenové buňky. 

Jedná se o prostředí, kde mohou ASC žít v klidovém režimu a je zde řízena jejich samoob-

nova a diferenciace (Jhala a Vasita, 2015). Této problematice bude věnována samostatná 

kapitola. V následujících kapitolách budou také rozebrány jednotlivé druhy adultních kme-

nových buněk.  
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2.2.2.1 Mezenchymální kmenové buňky 

Mezenchymální kmenové buňky (Mesenchymal stem cell, MSC) mohou být získány 

punkcí kostní dřeně například z lopatky či kyčelní kosti, dále odběrem tukové tkáně pomo-

cí liposukce nebo z pupečníkové krve a následnou kultivací v in-vitro podmínkách. Takto 

získané kmenové buňky mají multipotentní vlastnosti, jsou nediferencované, nekrvotvorné 

a mají schopnost tvořit mnoho buněčných typů, jako jsou buňky kostní tkáně (osteoblasty), 

buňky chrupavek (chondrocyty), buňky šlach (tenocyty), buňky tukové tkáně (adipocyty) 

apod. (CellMaGel, 2013).  

MSC tvoří populace heterogenních buněk, jejichž vlastnosti a funkce jsou závislé na ty-

pu prostředí, v němž se vyskytují. Jejich specifické vlastnosti, jako je velký proliferační 

potenciál (Bobis et al., 2006) a schopnost diferencovat do různých buněčných typů, je činní 

atraktivním nástrojem pro terapeutické aplikace v tkáňovém inženýrství, stejně jako pro 

buněčné a genové terapie (Djouhad et al., 2007). Díky tomu dochází ke zvýšení počtu kli-

nických studií založených na použití právě MSC. Celkové léčení pomocí MSC je však slo-

žitý proces, je důležitá integrace tkáně s okolní hostitelskou tkání a diferenciace prostřed-

nictvím přirozených signálních drah. MSC mají schopnost se včlenit do různých tkání nebo 

při aplikování infuzí do periferní krve mají schopnost migrovat na konkrétní místa poraně-

ní. Bobis et al. uvádí ve svém článku příklad schopnosti migrace MSC u zvířecích modelů 

zlomeniny kosti. 7. den po aplikaci se buňky vyskytovaly po celém myším těle. 18. den se 

pak většina buněk nacházela v plicích a játrech a 35 dní po infuzi se pak značný počet bu-

něk nacházel v kostech, což poukazuje na to, že se účastnily tvorby kostní hmoty (Bobis et 

al., 2006).  

Morfologie MSC ještě není zcela popsána, ale existuje již několik studií zabývajících se 

touto problematikou. Jak rozeznat MSC buňky od fibroblastů uvádí článek Raimondo et al, 

2006. Pomocí elektronové mikroskopie byly pozorovány dva ultrastrukturální rysy, které 

MSC odlišují od fibroblastů a to: excentricky nepravidelné jádro a bohatý výskyt cyto-

plazmatických organel, konkrétně především mitochondrií a Golgiho aparátu. Ultrastruktu-

rální vzhled MSC naznačuje, že jsou již v relativně pokročilém stavu diferenciace. Do roku 

2006 byly publikované pouze 4 studie, které poskytovaly informace o ultrastruktuře MSC 

a to  Zohar et al., 1997; Ghilzon et al., 1999; Colter et al., 2001 a Prockop et al., 2001. Po-

rovnání Raimondovi studie s prvními dvěma zmíněnými je obtížné kvůli odlišnostem ve 

kvalitě elektronového mikroskopu, např. v případě studie Zohar et al., 1997 nebyla zazna-

menána žádná kvalitní fotografie. Navíc bylo pozorování prováděno již ve druhý den kul-
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tivace, v případě Raimondovi studie až 18-24 den. Studie Colter et al., 2001 a Prockop et 

al., 2001 se věnují pozorování MSC v 15 den kultivace. V obou je však uvedeno, že MSC 

jsou binukleární, což Raimondova studie vyvrací. Toto pozorování může být důsledkem 

nepravidelného tvaru jádra. Dále tyto studie uvádějí obsah velkého množství neidentifiko-

vatelných vakuol v cytoplasmě. Pozorování Raimondo et al. ale naznačují, že tyto "neiden-

tifikované vakuoly" jsou ve většině případů výsledkem dilatace endoplazmatického retiku-

la a Golgiho aparátu. Dále Wu et al., 2003 a Lee et al., 2004 vypozorovali přítomnost 

mnoha malých pseudopodií po celém obvodu buněk, které slouží pro jejich migraci 

k potřebné tkáni. Pseudopodia byla pozorována i ve studii Raimondo et al., 2006 viz. obrá-

zek č. 2. 

 

Obrázek 2 Fotky MSC vytvořené pomocí elektronového mikroskopu: N - nepravi-

delné jádro, šipky ukazují na výskyt pseudopodií na obvodu  

(Raimondo et al., 2006). 

2.2.2.2 Hematopoetické kmenové buňky 

Krevní buňky mohou být rozděleny do dvou hlavních tříd: lymfoidní buňky (T, B a NK 

buňky) a myeloidní buňky (granulocyty, monocyty, erytrocyty). Krevní buňky mají ome-
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zenou životnost: granulocyty několik hodin, krvinky několik týdnů, a například T buňky až 

na několik let. Vzhledem k omezené životnosti musí být neustále vytvářeno velké množ-

ství náhradních buněk (Gunsilius et al, 2001). Hematopoetické kmenové buňky (HSC) 

dávají vznik novým typům krevních buněk a nacházejí se v kostní dřeni u dospělých savců. 

Z HCS se pak dále mohou vyvinout v již zmíněné kmenové buňky myeloické a lymfatické 

(Lodish, 2008).   

2.2.2.3 Kmenové buňky pupečníkové krve 

Pupečníková krev se nachází v pupeční šňůře novorozenců a v placentě. Jedná se o je-

dinečný zdroj hematopoetických a mezenchymálních buněk. Výhodou je jejich dostupnost, 

jelikož se po porodu stává pupeční šňůra i placenta pro matku a plod nepotřebnou. Dalším 

pozitivem použití pupečníkové krve jako zdroje SC je nebolestivý odběr a nulová zátěž pro 

matku. Pupečníková krev slouží k léčbě převážně hematologických onemocnění jako je 

leukémie a lymfomy. Své využití nachází také pro transplantaci SC po chemoterapiích, kdy 

je důležité obnovení krvetvorby. Dále se hovoří také o jejich možném využití při léčbě 

diabetu mellitu 1. typu, lupu erythematodes nebo dětské mozkové obrny a perinatální hy-

poxie (Čedíková et al., 2012).  

2.2.2.4 Nervové kmenové buňky 

Nervové kmenové buňky (NSC) jsou přítomny nejen během embryonálního vývoje, ale 

také v dospělém mozku všech druhů savců. Podílí se na vytváření funkčních neuronů 

v konkrétních oblastech mozku po celý život. NSC jsou schopny diferencovat do typů bu-

něk, jako jsou neurony, astrocyty a oligodendrocyty (Ma et al., 2009) (Galli et al., 2003). 
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3 NICHE KMENOVÝCH BUNĚK 

Kmenové buňky žijí u dospělých jedinců v mikroprostředí nazývaném Niche kmeno-

vých buněk (Stem Cell Niche, SCN) (Jhala a Vasita, 2015). In vitro růst kmenových buněk 

a regulace jejich chování je výzvou pro vědce, z tohoto důvodu je žádoucí vytvořit něco 

jako umělé SCN (Jones et al, 2008). Na obrázku č. 3 je zobrazeno schéma typické struktu-

ry SCN, skládá se z kmenových buněk, specializovaných buněk, extracelulární matrix 

(ECM) a rozpustných faktorů. Kmenové buňky jsou se specializovanými buňkami ve spo-

jení pomocí gap junctions nebo adherens junction (Jhala a Vasita, 2015).    

 

 

Obrázek 3 Struktura niche kmenových buněk. Upraveno dle Jhala a Vasita, 2015. 

 

SCN se také významně podílí při dělení buněk. Kmenové buňky mohou podstoupit sy-

metrické či asymetrické dělení. V případě symetrického dělení dochází ke vzniku dvou 

dceřiných buněk, které zůstávají v těsném kontaktu s buňkami niche, ty regulují jejich dife-

renciaci. Při asymetrickém dělení pak vznikají také dvě buňky dceřiné, avšak jedna z nich 

se dostane pryč z blízkosti buněk niche, tedy i signálním molekulám, které jsou pomocí 

specializovaných buněk produkovány a začne diferencovat. Schéma dělení je zobrazeno na 

obrázku č. 4. Poté řídí diferenciaci ECM. Dříve byla ECM brána pouze jako matrice, která 

poskytuje především oporu buněk, později bylo zjištěno, že hraje velmi důležitou roli i 

v jiných buněčných procesech. Na tuto vlastnost ECM je potřeba myslet i při vytváření 

podobných podmínek pro in vitro pěstování buněk (Morrison a Kimble, 2006). 
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Obrázek 4 Dělení kmenových buněk v SCN: a) symetrické b) asymetrické; červené 

a žluté tečky - růstové faktory (Jhala a Vasita, 2015). 

3.1 Extracelulární matrix napodobující strategie pro niche kmenových 

buněk 

Biofyzio-chemické vlastnosti ECM, jako je její složení, tvar, topografie, tuhost a me-

chanická pevnost, mohou řídit chování kmenových buněk. Se všemi těmito faktory je třeba 

počítat při jejich pěstování in vitro. Poznání, že ECM se podílí na řízení diferenciace SC a 

naopak, se uplatňuje při výrobě scaffoldů (Guilak et al, 2009). Následující kapitoly budou 

zaměřeny právě na to, jak veškeré vlastnosti ECM ovlivňují diferenciaci SC.  

3.1.1 Biochemické vlastnosti 

Extracelulární matrix je dynamická a komplexní síť více než 100 druhů různých biomo-

lekul, včetně proteinů, glykoproteinů, proteoglykanů uspořádaných v určité  

trojrozměrné struktuře (Davies, 2001). Složení ECM převážně závisí na funkci tkáně nebo 

orgánu, jejich fyziologickém stavu a věku hostitele. Kolagen, fibronektin, laminin a elastin 

jsou jedněmi z hlavních proteinů v ECM. Kolagen je nejhojnější protein a sdílí 30 % cel-

kové proteinové hmoty v lidském těle. Hlavní funkce kolagenu je poskytnout pevnost v 

tahu, přímý vývoj tkáně a regulace buněčné adheze a migrace (Rozario a DeSimone, 

2010). Kolagen hraje důležitou roli při osteogenesi a chondrogenesi  MSC (Chen et al., 
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2005), (Salasznyk et al., 2005). Druhým nejhojnějším proteinem je fibronektin. Má vazeb-

ná místa pro glykosaminoglykany (GAG), integriny, kolageny a další proteiny ECM a 

zprostředkovává především uchycení buněk (Singh et al., 2010). Fibronektin hraje důleži-

tou roli v chondrogenesi MSC (Singh et al., 2012). Laminin se nachází zejména v bazální 

membráně ECM. Stejně jako fibronektin, laminin má také vazebná místa umožňující ad-

hezi buněk a jiných proteinů ECM. Hraje významnou roli při tvorbě a udržování cévní 

struktury, proto je velmi užitečný v tkáňovém inženýrství pro tvorbu scaffoldů (Ponce et 

al., 1999). Proteoglykany se podílí při vazbě růstových faktorů a cytokinů a zadržování 

vody. GAG mohou vyvolat osteogenní diferenciaci v kostní dřeni (Badylak, 2002). 

Biochemické vlastnosti ECM mají vliv na uchycení kmenových buněk uvnitř SCN, na 

jejich uvolnění a v neposlední řadě také na jejich diferenciaci v konkrétní typy buněk. Jed-

nou z možností jak vytvořit kmenovým buňkám jejich přirozené prostředí SCN je decelula-

rizace ECM (Badylak et al., 2009), (Pei et al., 2002). Například v roce 2008 Ott et al. pro-

vedli decelularizaci krysího srdce. Decelulorizované srdce následně osadili srdečními buň-

kami novorozenců štěňat a kultivovali v bioreaktoru. Využití takového postupu umožnilo 

difrenciaci buněk v kardiomyocyty aniž by bylo zapotřebí indukujících činidel v mediu. 

Stejný postup pak použili výzkumníci Massachusetts General Hospital v roce 2016 na lid-

ských srdcích. Pro danou studii bylo využito 73 dárcovských srdcí, která nebyla vhodná 

pro transplantaci. Získané srdeční scaffoldy byly osazeny pluripotentními kmenovými 

buňkami, které by mohly pocházet z potencionálních příjemců. V bioreaktoru byly simulo-

vány podmínky živého organismu a to pomocí např. složení media či vyvíjením tlaku. Po 

14 dnech kultivace dokázali pomocí elektrické stimulace funkčnost tkáně, jelikož došlo ke 

kontrakci komory. Nevýhodou využití této technologie je, že se jednotlivé decelulizované 

scaffoldy liší na základě dárce (Massachusetts General Hospital, 2016). Řešením takového 

problému může být syntéza scaffoldů z přírodních proteinů jako jsou již zmíněný kolagen, 

fibronektin, elastin či smísením těchto proteinů se syntetickými polymery, vzhledem 

k rychlé degradaci a špatné mechanické pevnosti přírodních proteinů. Nevýhodou syntetic-

kých polymerů je pak malá interakce s buňkami. Cheng et al., 2014 využili např. zesítěné-

ho kolagenu typu I, který kovalentně navázaly pomocí karbodiimidu na chitosan-

polykaprolakton (PCL) a vytvořili scaffold pro diferenciaci buněk kostní dřeně potkanů 

v osteogenní linii. Battista et al., 2005 se věnoval vlivu materiálového složení scaffoldů 

(při použití kolagenu, fibronektinu a lamininu) na růst buněk a diferenciaci. Vysoké kon-
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centrace kolagenu inhibovali kavitaci i diferenciaci. Laminin naopak podporoval diferenci-

aci buněk v kardiomyocyty.  

Dalšími významnými látkami SCN, které regulují chování kmenových buněk, jsou růs-

tové faktory. Při kultivaci a pasážování ESC je žádoucí, aby si buňky zachovaly nediferen-

ciovaný stav a byly i nadále schopny diferenciace na jakýkoliv typ buněk. Například ESC 

indukované z lidských fibroblastů potřebují pro udržení svého stavu fibroblastový růstový 

faktor (FGF). FGF je poté klíčovým prvkem media (Levenstein et al., 2006). Výskyt růsto-

vých faktorů v mediu znamená kontinuální přísun těchto látek SC, což se výrazně liší od in 

vivo podmínek. Řešením je zhotovení porézních scaffoldů, které umožňují postupné uvol-

ňování látek. Hackett et al., 2010 připravili porézní implantáty s cílem obnovení funkce 

poraněné míchy. V této studii byly využívány multipotentní nervové SC izolované 

z hlodavců (z plodu i dospělých jedinců). Pomocí elektrospiningu bylo vytvořeno porézní 

lešení z polykaprolaktonu (PCL) a kolagenu. Porézní povaha nanovláken umožnila řízené 

uvolňování FGF-2 a nervového růstového faktoru (NGF) pro zvýšení proliferace a diferen-

ciace nervových kmenových buněk.  

Jelikož je organismus velmi komplexní systém, je velmi důležité znát všechny souvis-

losti při napodobování přirozeného prostředí pro SC. Znát vliv biochemických vlastností je 

důležitý, stejně tak se ale nesmí zapomenout na roli geometrických a mechanických vlast-

ností, které se na řízení osudu buněk bezpochyby také podílejí.  

3.1.2 Geometrické vlastnosti 

Pro vytvoření přirozeného prostředí SC je nezbytné znát i spojitost mezi diferenciací a 

geometrickými vlastnostmi ECM niche. Nejdůležitější geometrická vlastnost, která zcela 

chybí v běžných 2D kulturách je trojrozměrnost SCN. Buňky v těle dále zaujímají charak-

teristický tvar podle své funkce a umístění. Tvar buněk ovlivňuje strukturu SCN a naopak 

(Jhala a Vasita, 2015).   

Tvar buňky se v průběhu vývojových procesů mění, v umělém prostředí pak může být 

řízen 3D lešením s různými geometrickými prvky. Jednou z možností regulace tvaru je 

nastavením hustoty lešení, tedy velikosti pórů, která může být řízena stupněm zesítění le-

šení. Např. vysoce zesítěné hydrogely uzavírají buňky do kruhovitého tvaru, méně zesítěné 

pak umožňují jejich šíření, což má pak vliv na jejich chování (Kloxin et al., 2009). Kawano 

et al., 2013 vyvinuli polystyrenové lešení s voštinovými vzory s různou velikostí pórů a 

zkoumali jejich vliv na diferenciaci lidských MSC. SC podstupovaly osteogenezi v případě 
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kdy byly póry menší než velikost buněk, velikost pórů srovnatelná s velikostí buněk pak 

dávala vznik myogenetickým buňkám. Dále kultivovali NSC na voštinových filmech 

s různou velikostí pórů (3, 5, 8, 10, 15 μm), kdy menší póry (3 μm) udržovaly kmenové 

buňky v nediferencovaném stavu, naopak tomu bylo u póru větších (Kawano et al., 2013). 

Stejně tak dřívější studie Yang et al., 1999 prokázala vliv tvaru buněk na diferenciaci. 

MSC byly pěstovány na porézních polykarbonátových membránách. V případě pórů o ve-

likosti menší než velikost buněk nedocházelo k diferenciaci, u pórů větších pak buňky pře-

cházely do podélného protáhlého tvaru - diferenciace na buňky hladkého svalstva. Dále 

pak Li et al., 2012 potvrdili diferenciaci NSC na neurony, astrocyty a oligodendrocyty při 

použití scaffoldu z hyrogelu methakrylamidu a chitosanu s většími póry. Dalším faktorem 

ovlivňující chování buněk je hustota jejich očkování. Studie Eyckamns et al., 2012 tento 

vliv prokázala na lidských MSC, kdy při použití vyšší hustoty setí (85 000 buněk / cm
2
) 

docházelo k chondogenní a adipogenní diferenciaci v porovnání s nižší hustotou (5000 

buněk / cm
2
).  

3.1.2.1 Topografie povrchu jako regulátor chování SC 

Nové nanotechnologie nám dnes poskytují mnoho možností při syntéze biomateriálů a 

scaffoldů. Mikro a nanoskopické změny ECM niche má přímý vliv na růst SC i jejich dife-

renciaci (Martinez et al., 2009). Buňky používají transmembránové aktin-integrinové ad-

hezní komplexy jako mechanosenzory ke zkoumání tuhosti extracelulárního prostředí. Dá-

le tyto komplexy zprostředkovávají adhezi, spouští signalizaci a remodelují ECM (Gerecht 

et al., 2008). Výhodou dosažení diferenciace pomocí vhodné topografie je, že odpadá pou-

žití indukčních faktorů (Seunghan et al., 2009). Několik studií ukázalo, že SC dávají před-

nost růstu na povrchu tvořeném nanovlákny než na povrchu rovném. Například Cheng et 

al., 2013 zkoumali osteogenní diferenciaci MSC na nanovláknech z PCL a na klasickém 

plochém povrchu, k lepší proliferaci buněk docházelo na vláknitém povrchu. Diferenciace 

pak byla ovlivněna také uspořádáním vláken, vlákna orientovaná v jednom směru podpo-

rovala ostegenezi více než vlákna orientovaná křížově. Dalším parametrem ovlivňujícím 

diferenciační potenciál by mohl být průměr nanovláken. Ve studii Christopherson et al., 

2009 byly kultivovány neurální progenitorové kmenové buňky na lamininových vláknech 

potažených polyethersulfonem (PES) o různých průměrech a to 283 ± 45 nm,  

749 ± 153 nm a 1452 ± 312 nm. Vlákna o průměru 283 nm zvýšila diferenciaci na oligo-

dendrocyty o 40 % a vlákna o průměru 749 nm podporovala diferenciaci na neurony o  

f20 % ve srovnání s kultivací na klasických polystyrenových površích. Vliv topografie 
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povrchu na diferenciaci potvrzuje i výzkum Seunghan et al., 2009 kde použili jako scaffold 

nanotrubičky oxidu titaničitého (TiO2) na základě jeho dobré biokompatibility s cílem po-

užití pro léčbu v ortopedické oblasti. Demonstrovali, že velikost nanotrubiček TiO2 regu-

lovala diferenciaci lidských MSC směrem k osteoblastové linii a to v nepřítomnosti osteo-

genních indukčních faktorů. Testovali několik průměrů nanotrubiček, přičemž struktury 

s průměrem 30 nm podporovaly pouze adhezi buněk bez zřetelné diferenciace, zatímco 

struktury s průměrem trubiček o průměru 70 až 100 nm indukovaly diferenciaci osteoblas-

tů. Dalším typem topografie ovlivňující buněčné chování jsou tvz. nanopilary  

(viz. obr. č. 5). Ahn et al., 2013 testovali vliv různých nanotopografických povrchů 

s vysokou přesností na diferenciaci lidských MSC, zejména vliv hustoty nanopilar na adi-

pogenezi a osteogenezi. Jako podklad pro buňky byl použit polyuretan (PUR). Několik 

různých typů povrchů bylo nakombinováno na jedno krycí sklíčko, čímž odpadají odchyl-

ky výsledků při použití různých buněčných šarží a také složení média. Každá nanopilara 

měla stejnou šířku 700 nm, vzdálenosti mezi nimi byly nastavené na 1,2; 2,4; 3,6 a 5,6 μm. 

Tvary buněk byly více zaoblené v případě povrchů s vyšší hustotou nanopilar a naopak při 

nižší hustotě zaujímaly buňky větší plochu. Vzhledem k tomu že i tvar souvisí s diferenci-

ací, docházelo v případě zaoblených buněk k upřednostňování adipogenní linie zatímco 

v případě buněk zaujímající vetší plochu osteogenní linie. Odlišný tvar a stavbu buněk mů-

žeme vidět na obrázku č. 6, kde jsou zobrazena aktinová vlákna buněk. Se zvětšující se 

vzdáleností nanopilar dochází k výraznější tvorbě vláken.  

 

Obrázek 5 Nanopilary  (Johnson, 2011). 
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Obrázek 6 Snímky aktinových vláken buněk pořízené fluorescenčním mikroskopem pro 

jednotlivé vzdálenosti nanopilar. Graf závislosti produkce F-actinu pro jednotlivé typy 

substrátu. Upraveno dle Ahn et al., 2013. 

Dalším faktorem ovlivňující osud nediferencovaných buněk je geometrické uspořádání 

nanopilar. Některé studie prokázaly, že v případě neuspořádané symetrie nanopilar podpo-

ruje osteogenezi v porovnání s plochým povrchem či symetrickým čtvercovým vzorem. 

Dalby et al., 2007 tuto skutečnost testovali na povrchu z polymethylmetakrylátu (PMMA), 

jako geometrii rozložení nanopilar použili hexagonální, čtvercové, mírně neuspořádané 

čtvercové a náhodné pole. K vyšší produkci osteopontinu a osteokalcinu (indikace osteo-

geneze) docházelo v případě použití mírně nepravidelného čtvercového vzoru. Tuto sku-

tečnost prokázali i Tsimbouri et al., 2013, kdy mírně neuspořádaná geometrie opět podpo-

rovala ostegenezi, v případě symetrického čtvercového vzoru docházelo ke snižování me-

tabolické signalizační aktivity, která stojí za fenotypovými změnami v buňkách. Čtvercová 

symetrie tedy naopak udržovala buňky v nediferencovaném stavu. V obou studiích bylo 

testování provedeno na lidských MSC.  

Testování vlivu topografie na diferenciaci bude věnována část praktické práce, kdy bylo 

testováno několik typů povrchů s různě velkými póry.  
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3.1.3 Mechanické vlastnosti 

Vlastnosti ECM niche se liší v závislosti na umístění a funkci tkáně, vzhledem k tomu, 

že každému typu buněk vyhovuje jiné prostředí. Mezi takové proměnné řadíme i mecha-

nické vlastnosti (tuhost a napětí).  Od doby vývoje a po celou dobu života organismu jsou 

buňky těla neustále vystavovány různým mechanickým podnětům působením svalových 

sil, gravitace, krevního toku a dalším fyzikálním procesům. Interakce mezi buňkami 

a mechanickými faktory jsou rozhodující pro zdraví a funkci tkání a orgánů v těle, také se 

předpokládá, že hrají důležitou roli v různých onemocněních, jako je ateroskleróza, osteo-

artritida a osteoporóza (Guilak et al., 2009). Například buňky chrupavky jsou více funkční, 

pokud jsou pěstovány při mechanickém zatížení (Jhala a Vasita, 2015). Následující podka-

pitoly budou věnovány převážně výsledkům studií o testování tuhosti a mechanického za-

tížení na chování SC.  

3.1.3.1 Tuhost jako regulátor chování kmenových buněk 

Většina studií k pochopení účinku tuhosti na chování kmenových buněk je provedena 

pomocí MSC, protože jsou schopny diferencovat do buněk (osteocyty, chondrocyty, myo-

cyty), které mají výrazně odlišnou tuhost ECM. Ke změnám tuhosti ECM dochází již 

v procesu diferenciace. Yu et al., 2010 kultivovali lidské MSC kostní dřeně v adipogenním 

a osteogenním prostředí, přičemž byly měřeny elastické moduly pomocí mikropipetové 

aspirace. Kontrolní vzorky neprokázaly žádnou výraznou změnu modulu v průběhu celého 

experimentu a hodnoty se pohybovaly kolem 450 Pa. U buněk podstupující osteogenezi 

dosahoval Youngův modul téměř dvojnásobně vyšších hodnot než u reference, konkrétně 

byl modul zvýšen z 457 ± 88 Pa na 890 ± 219 Pa. Buňky kultivované v adipogenním me-

diu vykazovaly jen mírný nárůst modulu (671 ± 158 Pa) a po ustálení se hodnota pohybo-

vala níže než tomu bylo u kontrolních vzorků (420 ± 52 Pa). Tyto změny tuhosti při dife-

renciaci byly inspirací dalším výzkumníkům pro využítí tuhosti podkladu pro kultivaci 

jako regulátoru chování SC. 

Zjednodušeně by se dalo říci, že měkký podklad, napodobující mozek, je neurogenní, 

tužší podklad, napodobující svaly, je myogenní a poměrně tuhý podklad, napodobující 

kost, je osteogenní. Na obrázku č. 7 (A) jsou zobrazeny hodnoty elasticity (tuhosti substrá-

tu) pro jednotlivé tkáně (1 kPa - mozková tkáň, 10 kPa - svalová tkáň, 100 kPa - kostní 

tkáň). Engler et al., 2006 využili jako substrát pro buňky (MSC) gelový systém, elasticitu 

řídili pomocí zesítění gelu, kovalentním připojením kolagenu I a tloušťky substrátu (h). 
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Obrázek č. 7 (B) zobrazuje jednotlivou morfologii buněk pro dané elasticity. V případě 

použití měkkého substrátu (0,1 - 1 kPa) buňky dosahují spíše rozvětveného tvaru podobné-

ho buňkám nervovým. U substrátu napodobující svalovou tkáň (8 - 17 kPa) zaujímají buň-

ky spíše vřetenovitý tvar, jež je typický pro myoblasty. U substrátu tuhého (25 - 40 kPa), 

zaujímala buňka tvar mnohoúhelníku a můžeme vidět jistou podobnost s osteoblasty. Stej-

ně tak studie Khatiwala et al., 2007 potvrdila vliv elasticity substrátu na diferenciaci. Pro 

kultivaci použili substrát z polyethylenglykolu (PEG) s upravenými mechanickými vlast-

nostmi. Byla sledována hladina alkalické fosfatázy a produkce osteokalcinu, což je indiká-

tor osteogenní diferenciace. K vyšší produkci docházelo prokazatelně u tužších hydrogelů 

(423,9 kPa) než tomu bylo u měkkých hydrogelů (13,7 kPa).  

 

Obrázek 7 (A) Hodnoty elasticit jednotlivých tkání. (B) Zobrazení morfologie bu-

něk na jednotlivých substrátech s odlišnou elasticitou po 4, 24 a 96 hodinové kul-

tivaci. Upraveno dle Engler et al., 2006.   



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická                                                                               30 

 

Tuhost substrátu hraje důležitou roli také při udržování kmenovosti buněk. Jak již bylo 

zmíněno, mnoho dospělých tkání v lidském těle si díky SCN uchovává SC, které jsou po-

třebné hlavně při regeneraci tkání a nahrazování odumřelých buněk. Čerstvě izolované SC 

mají dobrou regenerační kapacitu, která se ale v průběhu kultivace vytrácí a buňky tak po-

stupně ztrácí svůj diferenciační potenciál. Například buňky izolované ze svalového SCN 

podporují regeneraci kosterních svalů při transplantaci u myší, v případě transplantace bu-

něk kultivovaných na standartním plastickém substrátu se regenerační vlastnosti snižují 

vlivem ztráty kmenovosti a vzniku progenitorů. Bylo zjištěno, že v případě použití substrá-

tu s tuhostí podobné svalové tkáni si SC zachovávají svoji kmenovost a schopnost sebeob-

novy lépe než v případě běžné kultivace (Gilbert et al., 2011).  

Ačkoliv existuje několik studií prokazující vliv tuhosti na diferenciaci, neplatí to ve 

všech případech, vzhledem k tomu, že určité tkáně mohou mít podobnou tuhost, jako jsou 

například svaly a kůže. Ve studii Boonen et al., 2009 zkoumali vliv samotné substrátové 

elasticity nebo v kombinaci s proteinovým potahem na primární proliferaci a diferenciaci 

myoblastů, byly zde tedy integrovány vlastnosti jak mechanické tak biochemické. Testo-

vání bylo provedeno na polyakryloamidových gelech s různou tuhostí (3, 14, 21, 48, 80 

kPa) za použití myších MSC. Bylo zjištěno, že tuhost substrátu ovlivňovala pouze prolife-

raci buněk (nejlepší proliferace byla dosažena u substrátu s tuhostí 21 kPa), nikoliv dife-

renciaci. Spontánní diferenciace na svalové buňky bylo dosaženo, když byla vlákna pota-

žena proteinovou vrstvou (kolagenem IV, poly-D-lysinem a lamininem). Myogeneze byla 

vyhodnocena na základě sledování exprese markerů MyoD a MHC.  Další podobné vý-

sledky o vlivu mechano-biochemických faktorů byly zveřejněny ve článku Saha et al., 

2008. Zde byl posuzován účinek tuhosti substrátu spolu s použitím séra s rozpustnými sig-

nálními molekulami na diferenciaci NSC izolovaných z dospělých krys. Stejně jako tomu 

bylo v přechozí uvedené studii, byla pomocí úpravy tuhosti ovlivněna především prolifera-

ce buněk. Nejlepší proliferace byla při tuhosti substrátu podobné mozkové tkáni. 

I přesto že v případě použití substrátu s elasticitou podobnou mozku byla indukována ex-

prese β-tubulinu III (marker neurogeneze) bylo pro úspěšnou diferenciaci nutností dodání 

séra. Dále pak byla sledována produkce GFAP (marker gliálních buněk). V přítomnosti 

séra pak měkčí gely (0,1 až 0,5 kPa) podporovaly neurogenezi, zatímco tvrdší gely  

(1 až 10 kPa) indukovaly diferenciaci na gliální buňky. V jiné podobné studii byly vyrobe-

ny scaffoldy z kolagenu s dvěma různými tuhostmi substrátu. Dále pak byla sledována 

diferenciace při úpravě scaffoldů pomocí glykosaminoglykanů (kyselina hyaluronová, 
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chondroitinsulfát).  Jak bylo očekáváno, měkké lešení (0,5 kPa) zvýšilo expresi SOX9 

(marker chondrogeneze), zatímco tuhé lešení (1,5 kPa) zvýšilo expresi RUNX2 (marker 

osteogeneze). Po úpravě scaffoldů byla pak diferenciace zesílena - kyselina hyaluronová 

podporovala chondrogenezi a chondroitinsulfát podporoval osteogenezi. Použitím tako-

vých scaffoldů odpadá nutnost kultivace v diferenciačních mediích (Murphy et al., 2012).  

Shrnutí toho jak tuhost substrátu ovlivňuje chování kmenových buněk je uvedeno 

v tabulce č. 1.  

Tabulka 1 Shrnutí vlivu tuhosti substrátu na kmenové buňky, 

 upraveno dle Jhala a Vasita, 2015. 
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3.1.3.2 Mechanické namáhání jako regulátor kmenových buněk 

Mechanickým namáháním a jeho vlivem na chování buněk se zabývá obor mechanobio-

logie. V organismu jsou mechanicky namáhané především buňky chrupavek a kostí, díky 

tomu je této regulaci věnována pozornost v oblasti léčení chorobných procesů jako je oste-

oporóza, ateroskleróza a osteoartritida (Jacobs et al., 2010). Významným indikátorem při 

mechanickém zatěžování je produkce ECM. MSC při cyklickém tlaku začnou produkovat 

především glykosaminoglykany, proteoglykany, kolagen a to v závislosti na velikosti  

a trvání aplikovaného tlaku (Angele et al., 2003). Studie Huang et al., 2004 prokázala úči-
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nek cyklického zatěžování na králičí MSC, buňky byly kultivovány na agarovém substrátu. 

Vzorky byly podrobeny sinusovému zatížení o 10 % deformaci po dobu 4 hodin za den, 

zatěžování bylo aplikováno po dobu 3, 7 a 14 po sobě jdoucích dnů. U vzorků byla indiko-

vaná produkce TGFb, což je indukční faktor pro chondrogenezi. Cyklické zatěžování tedy 

vyvolávalo samo o sobě chondrogenezi, čímž se předešlo potřebě růstových faktorů, které 

jsou jednak drahé tak mají mnohdy krátkou životnost. Jednoduché schéma bioreaktoru, ve 

kterém bylo mechanické zatěžování prováděno je uvedeno na obrázku č. 8. Další možností 

jak ovlivnit diferenciaci je mechanické protahování. Wu et al., 2013 studovali mechanické 

protahovaní v souvislosti s léčbou osteoporózy. Studie byla provedena na potkaních MSC, 

vzorky byly podrobeny cyklickému protahování o 5 a 10 % dvakrát denně po dobu 4 ho-

din. V případě 10 % protahování byla zaznamenána aktivita alkalické fosfatázy (ALP), což 

je indikace osteogeneze, již po 3 dnech. Další zajímavá studie byla provedena skupinou 

Yourek et al., 2010 kde byl testován vliv smykového napětí vyvolaný tekutinou na lidské 

MSC. Vzorky byly podrobovány smykovému napětí v jednoduchém bioreaktoru (systém 

paralelních deskových průtokových komor). Bylo potvrzeno, že proud tekutiny podporuje 

osteogenní diferenciaci vzhledem k aktivitě ALP a expresi genů BMP-2 a osteopontinu. 

Navíc tento účinek byl výraznější u vzorků bez osteogenních medií, což by opět eliminova-

lo potřebu růstových faktorů a dalších chemických látek. Určit však přesnou hodnotu smy-

kového napětí vhodného pro nejefektivnější ostegenezi je velmi obtížné, vzhledem k velké 

škále používaných substrátů a typů buněk.  

Mechanické napětí tedy způsobuje produkci ECM a diferenciaci MSC na osteoblasty či 

chondrocyty. Buňky veškeré vnější podněty vnímají, takže i mechanické signály ovlivňují 

jejich následné chování. Není ale vůbec jednoduché napodobit in vivo podmínky SCN, 

vzhledem k tomu že v organismu hraje roli několik faktorů jako například napětí, deforma-

ce, stres, tlak a tok tekutin, které se navíc v čase mění.  
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Obrázek 8 Schéma bioreaktoru pro mechanické zatěžování. Upraveno dle 

 Huang et al., 2004. 
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4 DIAGNOSTIKA DIFERENCIACE 

Již víme, že diferenciaci buněk ovlivňuje několik faktorů, které byly zmíněny 

v předchozích kapitolách. Důležité je tedy znát postupy, jak správně posoudit vlastnosti a 

vzhled buněk a na základě toho vyhodnotit jakou diferenciační dráhu podstupují. Jednou ze 

sledovaných vlastností je morfologie buněk, pomocí níž může být vyhodnocen zdravotní 

stav (apoptické, nekrotické tělíska) či jejich tvar. Pro posouzení morfologie slouží flu-

orescenční mikroskop a klasický optický mikroskop (Machado a Fleck, 2010). Morfologii 

je možné dále posoudit pomocí kryosekční techniky, kdy jsou buňky ve zmrazeném mediu 

umístěny do kapalného dusíku a následně nařezány na Cryotomu. Metodou pro posuzování 

histologie je barvení buněk, kdy dochází k interakci daného barviva s určitou částí tkáně. 

Pro posouzení adipogeneze se používá například barvivo Oil Red O (Dvorakova et al., 

2008) pomocí kterého jsou obarveny lipidové kapičky (obsahující triglyceridy, neutrální 

lipidy a cholesterol), jež jsou přítomné převážně v adipocytech (Sigma-Aldrich, 2014). 

Diferenciace v osteoblasty se identifikuje pomocí barviva Alizarin Red (Dvorakova et al., 

2008). Toto barvivo se používá již desetiletí pro pozorování mineralizovaných tkání, jeli-

kož se specificky váže na vápník (Gregory et al., 2004). Přítomnost vápníku je také proka-

zatelná pomocí barvení dle Kossa (Bonewald et al., 2003). Chondrogenní diferenciace bý-

vá rozpoznána pomocí barvení Mayerovým barvivem (důkaz kolagenu) a Alcianovou 

modří (důkaz glykosaminoglykanů) (Dvorakova et al., 2008).  

Všechny buňky mnohobuněčného organismu jsou vybaveny stejnou genetickou infor-

mací, obsahují tedy totožnou DNA. Odlišnost jednotlivých buněk je dána aktivitou jednot-

livých genů. Svalová buňka nepotřebuje exprimovat stejné geny jako například nervová a 

naopak, proto dochází k jejich vypnutí. Výjimkou jsou tvz. house-keeping geny, které po-

třebuje každá buňka ke svému fungování (Diferenciace a epigenetika, Jihočeská univerzita 

v Českých Budějovicích). Na základě této informace můžeme sledovat diferenciaci právě 

podle exprese genů, které jsou pro každý typ buněk typické, např.  RUNX2 pro osteogene-

zi, SOX9 pro chondrogenezi apod. (Murphy et al., 2012). V tomto případě se využívají 

metody jako je qRT-PCR a elektroforéza, které budou blíže rozebrány v následujících ka-

pitolách. 

4.1 qRT-PCR 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase qRT-PCR  (Real-time quan-

titative polymerase chain reaction) je technologie která umožňuje amplifikaci specifických 
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sekvencí DNA tisíc až miliónkrát za použití sekvenčně specifických oligonukleotidů, te-

pelně stabilní DNA polymerázy a tepelného cyklu. Celý proces probíhá v termocykleru. U 

klasické PCR metody následuje po posledním cyklu post analýza a to elektroforéza kdy 

dochází k detekci až finálního produktu. V případě qRT-PCR není elektroforéza potřeba, 

jelikož se měří produkt v každém cyklu. Kvantifikace amplifikovaného produktu se získá-

vá za použití fluorescenčních sond nebo fluorescenčních barviv vázaných na DNA a ná-

strojů PCR v reálném čase, které měří fluorescenci při průběhu každého tepelného cyklu 

(Ginzinger, 2002), (Real-time PCR handbook, 2012). Existují tři hlavní kroky, které tvoří 

každý cyklus qRT-PCR, přičemž se reakce obecně provádějí po dobu 40 cyklů: 

 Denaturace: V této fázi dochází ke zvýšení teploty vzorku obvykle na 95 °C a do-

chází k narušení sekundární struktury DNA, dojde tedy k rozvolnění dvoušroubovi-

ce na jednotlivé řetězce (Real-time PCR handbook, 2012).  

 Annealing:  Zde dochází k navázání primerů na řetězec DNA. Primer volíme podle 

toho, jaký úsek na DNA je potřeba identifikovat. Reakční směs je ochlazena na 

50 - 60 °C (přesná teplota závisí na teplotě tání primerů), což umožní navázání 

primeru na řetězec pomocí vodíkových můstků. Primery slouží jako výchozí bod 

pro syntézu DNA, jelikož DNA polymeráza, která zahajuje kopírování řetězce, se 

může navázat pouze k dvojitému řetězci DNA.  

 Extending: V tomto kroku dochází k navýšení teploty na 72 °C, což umožní navá-

zání DNA polymerázy. Jednotlivé DNA báze obsaženy v roztoku začnou tvořit 

vlákno na základě komplementarity bází. Výsledkem je nový řetězec DNA (What 

is PCR?, 2016). 

Vyhodnocení celého procesu je prováděno pomocí grafu závislosti intenzity fluorescen-

ce na počtu cyklů (viz obr. č. 9) 

  

 

http://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-polymerase-chain-reaction
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Obrázek 9 Graf závislosti intenzity fluorescence na počtu cyklů (Bustin, 2005). 

4.2 Elektroforéza 

U klasické PCR metody následuje po posledním cyklu post analýza a to elektroforéza 

(ELFO). Pro analýzu DNA je nejčastěji využívána gelová ELFO. Vhodnou matricí pro tuto 

metodu je polyakrylamidový gel a to díky jeho porézní struktuře. Obecným principem je 

oddělení molekul v gelovém elektrickém poli na základě jejich odlišných nábojů. Při umís-

tění do elektrického pole se nabité biomolekuly pohybují směrem k elektrodě s opačným 

nábojem kvůli fenoménu elektrostatické přitažlivosti. Relativní mobilita jednotlivých mo-

lekul závisí na několika faktorech. Nejdůležitější z nich jsou čistý náboj a jeho velikost, 

velikost molekuly, molekulární tvar a také vlastnosti matrice, kterou molekuly migrují. 

Jedním z nejdůležitějších aspektů techniky gelové elektroforézy je barvení. Jakmile se mo-

lekuly vzorku oddělí v gelové matrici, je nutné viditelně zjistit jejich polohu. Toho se do-

sáhne barvením pomocí činidla vhodného pro vzorek. Pro barvení DNA úseků se používá 

například chlorid stříbrný či ethidium bromid. Vyhodnocení se provádí pomocí velikostní-

ho markeru, který se nanáší na gel společně se vzorkem (Magdelin, 2012).  

Cykly 

http://library.umac.mo/ebooks/b28050459.pdf
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Obrázek 10 Obrázek znázorňující DNA fragmenty oddělené pomocí gelové ELFO. 

Délka fragmentů DNA se porovná s markerem obsahujícím fragmenty známé dél-

ky. (What is gel electrophoresis?, 2016). 
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

 Diferenciace mezenchymálních kmenových buněk do adipogenní, osteogenní a 

chondrogenní linie. 

 Vyhodnocení vlivu topografie povrchu na morfologii mezenchymálních kmeno-

vých buněk.  

 Vyhodnocení vlivu topografie povrchu na proliferaci buněčné linie NIH/3T3.  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická                                                                               40 

 

6 MATERIÁL A METODIKA 

6.1 Testované povrchy s odlišnou topografií 

Pro testování vlivu topografie povrchu na diferenciaci MSC byly použity polystyrenové 

Petriho misky s upraveným povrchem, které byly připraveny na Ústavu fyziky a materiá-

lového inženýrství Fakulty technologické, Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně. Testováno 

bylo celkem 7 modifikací viz. publikace Wrzecionko et al., 2017. Jednotlivé povrchy se 

lišily ve velikosti pórů. 

6.2 Buněčné kultury a medium 

Pro daný experiment byla použita buněčná linie mezenchymálních kmenových buněk 

(MSc). Experimenty s MSc byly provedeny ve spolupráci s Ústavem experimentální biolo-

gie Přirodovědecké fakulty Masarykovy univerzity. Pro zajištění diferenciace byly MSc 

kultivovány ve 3 diferenciačních prostředích: 

 Pro indukci adipogeneze: α-MEM médium s obsahem telecího séra (BioSera, Francie) 

v koncentraci 10 %. Médium dále obsahovalo antibiotika Penicilin/Streptomycin 

v koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velká Británie), 0,5 µM dexamethazonu, 

50 µM indomethacinu a 0,5 mM isobuthylmethylxanthinu (Sigma). 

 Pro indukci osteogeneze: α-MEM médium s obsahem telecího séra (BioSera, Francie) 

v koncentraci 10 %. Médium dále obsahovalo antibiotika Penicilin/Streptomycin v 

koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velká Británie), 0,01 µM dexamethazonu, 

200 µM askorbátu-2-fosfátu (Fluka, St Louis, MO) a 10 mM β-glycerol-fosfátu (Sig-

ma). 

 Pro indukci chondrogeneze: Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM, PAA La-

boratories GmbH, Rakousko) s obsahem antibiotik Penicilin/Streptomycin 

v koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velká Británie), 0,1 µM dexamethazonu,  

40 μg/ml proline mix (Sigma), 50 µg/ml askorbátu-2-fosfátu (Fluka, St Louis, MO) 

 a 10 µg/ml TGF-β3 (R&D Systems, Minneapolis, MN).  

Na vybraných površích byla také kultivována buněčná linie myších embryonálních fib-

roblastů NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Jako kultivační médium bylo použito DMEM 

(PAA Laboratories GmbH, Rakousko). K médiu pak bylo přidáno 10% fetálního telecího 

séra (BioSera, Francie) a antibiotika –  Penicillin/Streptomycin  (100µg/ml) (PAA Labora-
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tories GmbH, Rakousko). Obě buněčné linie byly kultivovány při teplotě 37 °C 

v inkubátoru s řízenou atmosférou (5 % CO2) a za vysoké relativní vlhkosti.  

6.3 Použité přístroje a pomůcky 

Při experimentu byl využíván biologický inkubátor Heracell 150i (Thermo Scientific, 

USA), dále laminární box s řízenou cirkulací vzduchu HERAsafe KSP (Thermo Scientific, 

USA), fluorescenční mikroskop s fázovým kontrastem Olympus IX 81 (Olympus, Japon-

sko), rastrovací elektronový mikroskop Phenom G2 (Edlin), centrifuga Eppendorf 5702 R 

(Eppendorf, Německo), tkáňový plastik (TPP, Švýcarsko), automatické pipety a mikropi-

pety (Eppendorf, Německo). 

6.4 Experiment 

Následující podkapitoly obsahují jednotlivé kroky experimentu, které byly provedeny 

při testování diferenciace MSc a proliferace linie NIH/3T3 na modifikovaných površích. 

6.4.1 Kultivace mezenchymálních buněk 

MSC buňky byly nasazeny na Petriho misky s upraveným povrchem. Celkem bylo tes-

továno 7 modifikací v 5 opakováních a jako reference sloužily obyčejné Petriho misky. 

Buňky byly vysety v koncentraci 1 x 10
3
 buněk/cm

2
. Adipogenní, osteogenní a chondo-

genní médium bylo přidáno po týdnu kultivování. V průběhu celé kultivace (14 dní) byla 

prováděna výměna média a to 2x týdně.  

6.4.2 Kultivace myších fibroblastů 

Buněčná linie NIH/3T3 byla pěstována v kultivační nádobě (T75, TPP), před trypsini-

zací byl stav buněk zkontrolován pomocí mikroskopu. Z kultivační nádoby bylo následně 

odsáto medium, aniž by došlo k poškození adherovaných buněk. Buňky byly opláchnuty 

fosfátovým pufrem (PBS) o koncentraci 0,2 ml/cm
2
 (odstranění zbytků média a séra). Ná-

sledně byl pufr odsát a do kultivační nádoby byl přidán trypsin o koncentraci 0,1 ml/cm
2
 

(došlo k přerušení vazeb buňka-buňka a buňka-plastik). Kultivační nádoba s trypsinem 

byla umístěna na 15-20 minut do inkubátoru. Po tuto dobu byly buňky kontrolovány pod 

mikroskopem a po uvolnění buněk bylo do nádoby přidáno stejné množství media jako 

trypsinu. Vzniklý roztok byl odsán do centrifugační zkumavky. Zkumavka byla vložena do 

předem vytemperované centrifugy, přičemž centrifugace probíhala 3 minuty při otáčkách 

100 rpm. Po centrifugaci byl odsát vzniklý supernatant a buňky usazené na dně zkumavky 
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byly pomocí média naředěny na koncentraci 1.10
5
 buněk/ml média. Buňky linie NIH/3T3 

byly pěstovány pouze na vybraných površích (povrch 4, 5, 6 a 7). Buňky byly vysety na 

jednotlivé Petriho misky v koncentraci 2.10
5 

buněk/ml média. Misky byly připraveny ve 3 

opakováních plus reference. Buňky byly kultivovány v inkubátoru po dobu 2 dnů. Prolife-

race a stav buněk byl kontrolován pomocí mikroskopu s fázovým kontrastem. 

6.4.3 Barvení buněk a fluorescenční mikroskopie 

Po 3 týdenní kultivaci měly být MSc na Petriho miskách obarveny příslušnými barvivy 

pro vyhodnocení diferenciace. Před tímto krokem musel být však experiment předčasně 

ukončen kvůli infekci MSc buněk. Dále však bude zmíněn zamýšlený postup barvení: 

 Důkaz adipogeneze: Identifikace diferenciace v adipogenní linii měla být provedena 

pomocí barviva Oil Red O (Sigma). Buňky měly být zafixovány 10 % formaldehydem 

po dobu 30 minut. Dále měly být promyty a dehydratovány 60% isopropanolem po do-

bu 2-5 minut a nabarveny roztokem Oil Red O dle protokolu výrobce a kontrastně na-

barveny Mayerovým Hematoxylinem (BioOptica, Milan, Italy). 

 Důkaz osteogeneze: Diferenciace měla být prokázána barvením pomocí Alizarin Red a 

barvením podle Kossa. Pro barvení Alizarin Red měly být buňky zafixovány 70% le-

dově chladným ethanolem po dobu 15 minut. Dále měly být promyty destilovanou vo-

dou a obarveny barvivem Alazarin Red (Sigma) a po 5-10 minutách opět důkladně 

promyty. Pro barvení podle Kossa měly být buňky opět zafixovány ethanolem po dobu 

15 minut. Po promytí destilovanou vodou měly být buňky inkubovány v 5 % dusičnanu 

stříbrném (Sigma) pod UV světlem po dobu 30 minut. Následně měly být opět pro-

pláchnuty destilovanou vodou a pokryty 5% thiosíránem sodným (Lachema, Brno, 

Česká Republika) na 2 minuty a opět propláchnuty. 

 Důkaz chondrogeneze: V tomto případě měly být buňky zafixovány acetonem po dobu 

10 minut. Obecná struktura chondrogenní tkáně měla být prokázána Mayerovým bar-

vivem Haematoxylin/Eosin (BioOptica, Milan, Italy). Glykosaminoglykanové usazeni-

ny měly být barveny 1% Alcianovou modří (Sigma) v 3 % roztoku kyseliny octové. 

Výsledky měly být vyhodnoceny pomocí fluorescenčního mikroskopu s fázovým kon-

trastem.  

Po objevení infekce byly MSC zafixovány a nabarveny barvivem ActinRed (Life Tech-

nologies, USA) a barvivem Hoechst 33258 (Molecular Probes, Carlsbad, CA). Barvivo 

ActinRed se váže na proteiny, které jsou obsaženy v cytoskeletu buněk a Hoechst pak pro-
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stupuje do jader buněk, kde se váže na DNA.  Postup byl následující: Z Petriho misek bylo 

odsáto médium a poté byly buňky zafixovány pomocí 4 % formaldehydu (množství 1 ml 

na misku) po dobu 15 minut. Po uplynutí doby byl formaldehyd odsát a misky byly pro-

pláchnuty 1 ml PBS. Po odsátí PBS byl na misky napipetován 0,5 % Triton, doba působení 

byla 5 minut, a následně byl opět odsán. Následoval proplach pomocí PBS (3x každá mis-

ka). Poté bylo do misky napipetováno 1 ml PBS a přidány barviva, AcktinRed v množství 

1 kapky/ml a Hoechst v koncentraci 30 μl/ml. Petriho misky byly ponechány v inkubátoru 

po dobu 30 minut a po uplynutí doby byl jejich obsah odsán. Na závěr byl na každou mis-

ku přidán opět 1 ml PBS. Morfologie buněk pak byla sledována pomocí fluorescenčního 

mikroskopu s fázovým kontrastem.  

Z důvodu infekce MSc byla testována i proliferace buněčných linií myších fibroblastů 

na modifikovaných površích. Postup barvení i vyhodnocení byl stejný jako v případě MSc. 

6.4.4 Skenovací elektronová mikroskopie 

Morfologie obou buněčných linií byla pozorována také pomocí skenovací elektronové 

mikroskopie (SEM). U elektronového mikroskopu jsou na rozdíl od světelného nahrazeny 

fotony elektrony a skleněné čočky nahrazeny elektromagnetickými. Elektronový mikro-

skop má vyšší rozlišovací schopnost díky tomu, že elektrony mají kratší vlnovou délku, 

než je tomu u viditelného světla. U elektronového mikroskopu můžeme dosáhnout až 

1 000 000 x zvětšení (Cais, 2015).  
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7 VÝSLEDKY 

Vzhledem k vyskytnuvší se infekci MSC v průběhu experimentu nemohla být vyhodno-

cena diferenciace MSc buněk v dané buněčné línie. Tato kapitola tak bude věnována pouze 

vyhodnocení vlivu topografie povrchů na proliferaci a morfologii buněk. Výsledky jsou 

prezentovány v podobě mikrofotografií pořízených pomocí fluorescenčního mikroskopu s 

fázovým kontrastem a pomocí skenovacího elektronového mikroskopu.  

7.1 Vyhodnocení vlivu modifikovaných povrchů na linii mezenchymál-

ních kmenových buněk 

V následujících obrázcích jsou vždy uvedeny v levé části mikrofotografie zobrazující 

cytoskelet buněk (konkrétně aktinová vlákna) a v levé části pak tomu odpovídající jejich 

jádra. Na obrázku 11 vidíme morfologii MSC kultivovaných na referenčních miskách. 

V případě reference buňky zaujímaly plošný a oválný tvar.  
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 11 Mikrofotografie MSC pěstovaných na referenčních miskách pořízené 

pomocí fluorescenčního mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x.  

 

Obrázek 12 zachycuje morfologii MSC na modifikovaném povrchu 1. Vzhledem 

k tomu, že tato modifikace se nejméně lišila od reference, byla očekávána i jistá podobnost 

morfologie buněk. Buňky i zde zaujímají plošný a oválný tvar. Z teoretické části víme, že 

tvar buněk také souvisí s diferenciací. Případ, že buňky mají kulovitý či oválný tvar, může 

znamenat zachování kmenových buněk v nediferencovaném stavu. Vezmeme-li v úvahu 

vzhled adipocytů, které jsou právě kulovité, můžeme i uvažovat o diferenciaci buněk do 

adipogenní linie. Vzhledem k výskytu infekce ale nemohou být tyto výsledky potvrzeny a 

jsou pouze spekulativní.  

 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická                                                                               46 

 

Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 12 Mikrofotografie MSC (povrch 1) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 

 

Na obrázku 13 je zobrazena morfologie testovaného povrchu 2. Zde již začíná být 

vzhled mírně odlišný na rozdíl od reference. Buňky zaujímají tvar mnohoúhelníku a mů-

žeme zde vidět podobnost s osteoblasty. 
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 13 Mikrofotografie MSC (povrch 2) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 

 

Mikrofotografie v obrázku 14 zobrazují vzhled buněk na modifikovaném povrchu  

číslo 3. Vidíme, že se zvětšující se velikostí pórů, dochází také k větší odlišností morfolo-

gie buněk oproti referenci. Buňky zaujímají protáhlejší tvar než v předchozích příkladech, 

svým vzhledem mohou připomínat myocyty.  
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 14 Mikrofotografie MSC (povrch 3) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. A), C) zachycují aktinová vlákna; B), D) zobrazují jádra buněk. Zvět-

šení mikrofotografií je 100x. 

 

Následující obrázky 15 - 17 obsahují mikrofotografie MSC kultivovaných na površích 

 4 - 6. Kvalita pořízených fotografií klesá s rostoucí pórovitostí povrchů. Pomocí flu-

orescenční mikroskopie dochází k pořizování snímků osvětlením spodní části Petriho mi-

sek, vzhledem k tomu může být viděn na některých snímcích i vzhled dané topografie, 

který narušuje celkový vzhled buňky. Nicméně pro posouzení tvaru buněk jsou mikrofoto-

grafie dostačující. S rostoucí velikostí pórů můžeme říct, že dochází k protahování buněk. 

V některých případech buňky zaujímají tvar podobný nervovým buňkám 

(např. obrázek 15 C) nebo obrázek 16 A)). Tato podobnost je ale čistě náhodná, jelikož 

z k neurogenezi dochází jen v případě, jsou-li diferencovány NSC.   
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 15 Mikrofotografie MSC (povrch 4) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 16 Mikrofotografie MSC (povrch 5) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 
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Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 

Obrázek 17 Mikrofotografie MSC (povrch 6) pořízené pomocí fluorescenčního 

mikroskopu. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 

 

Mikrofotografie pořízené pro povrch 7 v této práci zveřejněny nejsou, jelikož dosahova-

ly velmi špatné kvality. Z toho důvodu bylo zrealizováno focení pomocí skenovacího elek-

trického mikroskopu. Na obrázku 18 vidíme pořízené snímky pro A) referenci, B) povrch 5 

a C) povrch 7. Vzhled buněk kultivovaných na referenci je na snímku ze SEM shodný se 

snímkem pořízeným pomocí mikroskopu fluorescenčního, buňka zaujímá plošný tvar. Je 

však třeba konstatovat, že postup fixace výrazně ovlivňuje vzhled buněk. Na snímku C) 

pak vidíme MSC rostoucí na povrchu 7 a je zde i dobře zobrazena topografie povrchu 

s velkými póry.  
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A) B) 

C) 

 

Obrázek 18 Mikrofotografie MSC pořízené pomocí elektronového mikroskopu.  

A) Reference, B) Povrch 5, C) Povrch 7.  
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7.2 Vyhodnocení vlivu modifikovaných povrchů na proliferaci buněčné 

linie NIH/3T3 

Na modifikovaných površích Petriho misek byla také sledována proliferace buněčné li-

nie NIH/3T3. Fibroblasty jsou již diferencované buňky a zaujímají nejčastěji hvězdicový 

tvar. Vzhledem k tomu nebyla změna morfologie na površích očekávána. Na obrázku 19 

jsou zobrazeny snímky pořízené fluorescenčním mikroskopem pro referenci a všechny 

testované povrchy. Na všech snímcích si můžeme všimnout podobného množství buněk, 

žádný z povrchů tedy nepodporoval či inhiboval růst této buněčné linie. Morfologie buněk 

se nicméně lišila. 

Aktinová vlákna Jádra buněk 

A) B) 

C) D) 
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E) F) 

G) H) 

I) J) 

Obrázek 19 Mikrofotografie NIH/3T3 pořízené pomocí fluorescenčního mikro-

skopu. A), B) Reference; C), D) Povrch 4; E), F) Povrch 5; G), H) Povrch 6; I), J) 

Povrch 7. Zvětšení mikrofotografií je 100x. 
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Na obrázku 20 jsou zobrazeny snímky pořízené elektronovým mikroskopem pro linii 

fibroblastů. Snímky byly pořízeny pro A) referenci, B) povrch 4, C) povrch 5, D) povrch 6 

a E) povrch 7. Na mikrofotografii C) a D) si můžeme povšimnout, jak buňky prorůstají i 

skrz póry a neproliferují pouze na povrchu substrátu. Na snímku E) je pak vidět i růst uv-

nitř pórů. 

A) B) 

C) D) 
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E) 

 

Obrázek 20 Mikrofotografie NIH/3T3 pořízené pomocí elektronového mikrosko-

pu. A) Reference, B) Povrch 4, C) Povrch 5, D) Povrch 6, E) Povrch 7. 
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8 DISKUZE 

Kmenové buňky jsou primární nediferencované buňky, mohou obnovovat samy sebe 

nebo mohou diferencovat na jiný typ buněk. Díky těmto vlastnostem se přirozeně podílí na 

regeneraci tkání v organismu. To je hlavní důvod, proč se jim v poslední době věnuje tolik 

pozornosti. Pomocí kmenových buněk by se mohly v budoucnu léčit či minimálně zmírnit 

příznaky řady nemocí. Pro výzkum jsou často používané kmenové buňky získané 

z dospělých jedinců, například mesenchymální kmenové buňky, vzhledem k tomu, že tím 

odpadá řada etických otázek týkajících se embryonálních kmenových buněk. Mesenchy-

mální kmenové buňky mohou být získány jednoduše punkcí kostní dřeně z lopatky nebo 

kyčelní kosti či odběrem tukové tkáně pomocí liposukce. Mesenchymální kmenové buňky 

jsou schopny diferencovat v různé buněčné typy jako jsou např. osteoblasty, chondrocyty 

či adipocyty. Pro základní i aplikovaný výzkum je velmi důležité buňkám nastavit co nej-

vhodnější podmínky v in vitro experimentech, v nejlepším případě podmínky připomínající 

jejich přirozené prostředí. V dospělosti žijí kmenové buňky v mikroprostředí nazývaném 

niche kmenových buněk, které řídí jejich osud. Vlastnosti extracelulární matrix tohoto mi-

kroprostředí a to jak biochemické, tak geometrické a mechanické, ovlivňují osud kmeno-

vých buněk (např. diferenciaci a dělení).  

V této práci byl testován vliv geometrických vlastností. Mezenchymální buňky měly být 

diferencovány do adipogenní, osteogenní a chondrogenní linie pomocí standartních proto-

kolů pro jejich diferenciaci a současně zjišťováno, zda dojde k ovlivnění diferenciace i 

pomocí povrchových vlastností (především topografií) kultivačního substrátu. Z důvodu 

infekce mezenchymálních kmenových buněk musel být experiment předčasně ukončen a 

byl vyhodnocován pouze vliv topografie na morfologii buněk. To, že topografie může 

sloužit jako regulátor diferenciace, bylo již dokázáno několika výzkumy, z nichž jsou ně-

které zveřejněny i v teoretické části práce, konkrétně kapitola 3.1.2.1 „Topografie povrchu 

jako regulátor chování kmenových buněk“. Zde bylo zmíněno několik studií, jako napří-

klad stude Cheng et al., 2013, která zkoumala osteogenní diferenciaci a bylo zjištěno, že 

buňky lépe proliferují na vláknitém povrchu než na plochém. Testovány byly lidské me-

zenchymální kmenové buňky. Další již zmíněnou studií byla od skupiny vědců Ahn et al., 

zde byl testován vliv hustoty nanopilar. Tvary buněk byly více zaoblené v případě povrchů 

s vyšší hustotou nanopilar a naopak při nižší hustotě zaujímaly buňky větší plochu. 

V případě zaoblených buněk probíhala diferenciace do adipogenní linie zatímco v případě 

buněk zaujímající vetší plochu osteogenní linie. V této diplomové práci byly konkrétně 
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testovány povrchy s odlišnou velikostí pórů. Na pořízených mikrosnímcích pro jednotlivé 

povrchové modifikace můžeme sledovat odlišnou morfologii buněk. Buňky zaujímaly na 

površích s menšími póry spíše plošný a oválný tvar, se zvětšující se velikostí pórů pak do-

cházelo k jejich protahování. Jedním z projevu diferenciace je změna tvaru buněk a mohly 

bychom předpokládat, že i v tomto případě tomu tak bude. Dalo by se tedy říci, že povrchy 

s menšími póry indukovali diferenciaci buněk v adipocyty, u povrchů s póry většími by 

pak mohlo docházet k indukci osteoblastů a chondrocytů. Vzhledem k tomu ale že byl ex-

periment ukončen ještě před specifickým barvením buněk, které mělo sloužit k identifikaci 

daných buněčných linií, jsou výsledky pouze prvotní a bude nutné experiment provést 

znovu. Xu et al., 2016 testovali také vliv pórovitých struktur na MSC ale na upraveném 

titanovém povrchu. Buňky na površích kultivovali v přítomnosti normálního média a 

v přítomnosti osteogenního média. Experimentální výsledky ukázaly, že topografie drama-

ticky podporuje adhezi MSC pěstovaných na povrchu, ale tvar, morfologie a šíření buněk 

nebyly významně ovlivněny. Tyto výsledky se neshodují s výsledky této práce. Jedním 

z důvodů proč tomu tak je, může být materiálová odlišnost substrátů. Další studie zabýva-

jící se vlivem pórovitosti na diferenciaci byla zveřejněna v práci Oh et al., 2010. Testovali 

lešení připravené z polykaprolaktonu (PCL) s velikostí pórů od 90 do 400 μm. Vliv veli-

kosti pórů byl aplikován na diferenciaci tukových kmenových buněk na chondrogenní dife-

renciaci. Jako nejpříznivější prostředí pro chondrogenezi bylo vyhodnoceno lešení 

s velikostí pórů 370-400 μm. Porézní scaffold může být připraven také z materiálu, který je 

organismu vlastní. Choi et al., 2010 připravili lešení z lidských tukových buněk. Lešení z 

lidské tukové tkáně obsahovalo složky extracelulární matrix včetně kolagenu a bylo vyro-

beno v různých makroskopických tvarech s otevřenou pórovou mikrostrukturou a vysokým 

stupněm vzájemného propojení. Testované lešení podporovalo proliferaci tukových kme-

nových buněk a mohlo by být velkým příslibem pro mnoho klinických aplikací, zejména u 

pacientů vyžadujících regeneraci měkkých tkání.  

Dále byl v praktické části vyhodnocen vliv modifikovaných povrchů na proliferaci bu-

něčné linie NIH/3T3. Na všech snímcích (viz. obrázek 19) si můžeme všimnout podobného 

množství buněk, žádný z povrchů tedy nepodporoval či inhiboval růst této buněčné linie. 

Fibroblasty jsou již diferencované buňky, proto na vnější podmínky nereagují tak citlivě 

jako buňky kmenové. Výrazná změna morfologie nebyla tedy očekávána, nicméně určitá 

odlišnost byla zaznamenána. Na mikrofotografiích pořízených pomocí elektronového mi-

kroskopu (obrázek 20) pak byl zaznamenán růst buněk skrz póry.  
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Geometrické vlastnosti substrátu bezpochyby ovlivňují diferenciaci kmenových buněk, 

nicméně při jejich pěstování in vitro je třeba pochopit i další souvislosti jako jsou mecha-

nické a biochemické vlastnosti. Jen tak mohou být vytvořeny co nejpřirozenější podmínky 

pro kultivaci. Schopnost řídit diferenciaci kmenových buněk je v tkáňovém inženýrství 

velmi důležitá při vytváření umělých tkání, vzhledem k tomu že jsou odlišné tkáně tvořeny 

různým typem buněk. Využití kmenových buněk pro léčbu je často zatím jen na výzkumné 

úrovni, proto je potřeba se tímto tématem nadále zabývat a získávat nové poznatky 

v možnostech řízení osudu buněk.  
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ZÁVĚR 

Tkáňové inženýrství je obor, který na základě svých obecných principů vytváří přírodní 

či syntetické substráty a scaffoldy, které jsou funkčně a strukturálně podobné tkáni, která 

má být nahrazena. Mezi nejčastěji využívané buňky v tomto oboru se řadí buňky kmenové, 

a to díky jejich schopnosti samoobnovy a diferenciace na jiný typ buněk. Kmenové buňky 

žijí u dospělých jedinců v mikroprostředí nazývaném niche kmenových buněk a pro kulti-

vaci in vitro je důležité jeho umělé vytvoření. Proto byla teoretická část předložené diplo-

mové práce věnována převážně vlastnostem extracelulární matrix niche kmenových buněk 

a to konkrétně vlastnostem biochemickým, geometrickým a mechanickým. 

Cílem praktické části bylo vyhodnocení vlivu topografie povrchu na diferenciaci me-

zenchymálních kmenových buněk. Testováno bylo 7 upravených polystyrenových po-

vrchů, které byly připraveny na Ústavu fyziky a materiálového inženýrství Fakulty techno-

logické, Univerzity Tomáše Bati ve Zlíně. Jednotlivé povrchy se lišily velikostí pórů. Me-

zenchymální buňky byly kultivovány v médiu indukujícím adipogenní, osteogenní či 

chondrogenní prostředí. Z důvodu infekce však musel být experiment předčasně ukončen a 

byl vyhodnocen pouze vliv topografie na morfologii buněk. Výsledky byly vyhodnoceny 

na základě mikrofotografií pořízených pomocí fluorescenčního mikroskopu s fázovým 

kontrastem a skenovacího elektronového mikroskopu. Pořízené snímky prokázaly vliv po-

vrchových vlastností na morfologii. Buňky zaujímaly na površích s menšími póry spíše 

plošný a oválný tvar, při zvětšující se velikostí pórů pak docházelo k jejich protahování. 

Výsledky byly více komentovány v diskuzi předložené práce. Dále byl vyhodnocen vliv 

topografie povrchu na proliferaci buněčné linie NIH/3T3. Vyhodnocení bylo provedeno 

stejný způsobem jako v případě mezenchymálních kmenových buněk. Významný vliv na 

růst této buněčné linie nebyl zaznamenán. Vhledem k tomu, že fibroblasty jsou již diferen-

cované buňky, nereagují na vnější podmínky tak citlivě jako buňky kmenové. Vélky rozdíl 

v morfologii buněk tedy nebyl očekáván. 
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