Interakce kmenovych bunék s materialy

Bc. Katefina Skopalova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2017 Fakulta technologické




Univerzita Toméase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka
Ustav inzenyrstvi polymerd
akademicky rok: 2016/2017

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Katefina Skopalova

Osobni éislo: T15266

Studijni program: N2808 Chemie a technologie materiali
Studijni obor: InZenyrstvi polymeri

Forma studia: prezenéni

Téma prace: Interakce kmenovych bunék s materialy

Zasady pro vypracovani:

Studentka se seznami s dosud publikovanymi studiemi o vztahu povrchovych vlastnosti,
predevsim topografie povrchu na riist a diferenciaci kmenovych bunék. Zaméfi se na
problematiku niche kmenovych bunék. V navaznosti na takto ziskané informace naplanuje
a provede sérii experimentii za iéelem stanoveni adhese a riistu kmenovych bunék na
povrsich. Studentka se detailné seznami s praci v laboratofi bunéénych kultur, modifikace
a charakterizace povrchd.



Rozsah diplomové préce:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

SNUSTAD, D.P., SIMMONS, M.J., RELICHOVA, J. et al. Genetika. Brno: Masarykova
univerzita, 2009.

ALBERTS B. et al. Molecular Biology of the Cell 5th ed. Garland Science.

DAVID A.P. BIZIOS R. Biological Interactions on Material Surfaces. ISBN
978-0-387-98160-4

Vedouci diplomové préce: doc. Ing. Petr Humpoliéek, Ph.D.
Centrum polymernich materiali

Datum zadéni diplomové prace: 2. ledna 2017
Termin odevzdani diplomové prace: 10. kvétna 2017

Ve Zliné dne 1. biezna 2017

(i

doc. Ing. Tomés Sedlacek, Ph.D.
reditel tstavu

doc. Ing. Frantiek Burika, Ph.D.
dékan




Ptijmeni a yméno: Skopalova Katetina Obor: Inzenyrstvi polymert

PROHLASENI
Prohladuji, Ze

» beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona €. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zméné a doplnéni dal3ich
zakonl (zakon o vysokych $kolach), ve znéni pozdéjSich pravnich ptedpisi, bez ohledu
na vysledek obhajoby ”:

*  beru na védomi, Zze diplomova/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podobé v
univerzitnim informaénim systému dostupnd k nahlédnuti, Zze jeden wvytisk
diplomové/bakalaiské prace bude uloZzen na pfisluiném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zling a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

*  byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakalafskou praci se plné vztahuje
zékon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
0 zméné nékzt)er)’fch zakont (autorsky zakon) ve znéni pozdé€jsich pravnich predpist, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zakona ma UTB ve Zlin& pravo na
uzavieni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

«  beru na védomi, e podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakalafskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity TomaSe Bati ve Zlin¢, ktera je oprdvnéna v takovém piipad¢ ode mne
pozadovat priméfeny prispévek na uhradu nakladd, které byly Univerzitou Tomase Bati
ve Zlin€ na vytvoreni dila vynaloZeny (az do jejich skutecné vyse);

* beru na védomi, Ze pokud bylo k vypracovani diplomové/bakalaiské prace vyuzito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zlin€ nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym u¢elim (tedy pouze k nekomerénimu vyuziti), nelze vysledky
diplomové/bakalaiské prace vyuzit ke komerénim uéelim;

*  beru na v&domi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popt. soubory, ze kterych
se projekt skladd. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhajeni prace.

Ve Zliné 4( !7 &707 7 o
...... ei...........

(1) Vysokd skola nevydélené zvefejiiuje disertacni, diplomové, bakalafské a rigorézni price, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponenti a vysledku obhajoby prostfednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zplsob zvefejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pFed
kondnim obhajoby zverejnény k nahlifeni verejnosti v misté urfeném vnitinim predpisem vysoké Skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se ma konat obhajoba prace. Kazdy si miZe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndaklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zvefejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zdkon €. 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zékon) ve
znéni pozdéjsich pravnich pfedpisd, § 35 odst. 3:



(3) Do priva autorského také nezasahuje $kola nebo 3kolské & vzdélavaci zafizeni, uZije-li nikoli za uéelem pfimého nebo nepfimého
hospoddriského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potfebé dilo vytvoiené akem nebo studentem ke spinéni 3kolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prévniho vztahu ke $kole nebo skolskému & vzdéldvaciho zafizeni (Skolni dilo).

% zdkon ¢ 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s prévem autorskym a o zméné nékterych zdkond (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich predpisi, § 60 Skolni dilo:

{1) Skola nebo skolské éi vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek préve na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti skolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-Ii autor takového dila udélit svoleni bez véZného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 zdstdva nedotéeno.

(2) Neni-li sjednano jinak, miZe autor Skolniho dila své dilo uZit &i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zajmy Skoly
nebo Skolského &i vzdélavaciho zafizent.

(3) 3kola nebo $kolské &i vzdélavaci zafizeni jsou opravnény poiadovat, aby jim autor $kolniho dila z vydélku jim dosazeného v souvislosti s
uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavee 2 pfiméfené pfispél na thradu nékladd, které na vytvofeni dila vynaloZily, a to podie
okolnosti aZ do jejich skuteCné vyse; pfitom se pfihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo $kolskym &i vzdélavacim zafizenim z uZiti
$kolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Do kmenovych bunék je v poslednich letech vkladana velka nadéje ve spojitosti s 1écbou
fady nevylécitelnych nemoci. Pro takové vyuZziti maji obrovsky potencial diky tomu, Ze se
jedna o bunky nediferencované, které maji schopnost pifeménit se na jiny typ bunék. Pro-
blémem pfii vyuzivani kmenovych buné€k je pfiprava materialti pro jejich in vitro kultivaci,
které napodobuji prostifedi, v némz se kmenové bunky vyskytuji in vivo. Predlozend di-
plomova prace je proto zaméfena na jeden z parametrti mikroprostfedi niche kmenovych
bunék, konkrétné na povrchové vlastnosti. Vlastnosti niche velmi zasadn¢ ovliviiuji jejich
chovani. V praktické Casti prace je pak vyhodnocen vliv topografie povrchu na diferenciaci

mesenchymalnich kmenovych buné€k a na proliferaci mysich fibroblasti.

Klicova slova: biomateridly, niche kmenovych bunék, povrchové vlastnosti materiald, 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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UvVOD

Tkéanové inzenyrstvi je interdisciplindrni obor, ktery aplikuje principy a metody bioin-
zenyrstvi, materidlovych a biologickych véd smérem k vytvofeni biologickych nahrad,
které obnovi tkané po poskozeni. Obecné principy tkanového inzenyrstvi zahrnuji kombi-
naci zivych bunék s pfirodnim ¢i syntetickym substratem nebo scaffoldem, aby se vytvoril
trojrozmérny zivy konstrukt, ktery je funkéné a strukturalné podobny tkani, ktera ma byt
nahrazena. Mezi nejCastéji vyuzivané bunky v tomto oboru jsou bunky kmenové a to diky
jejich schopnosti samoobnovy a diferenciace na jiny typ bunek. Kmenové bunky ziji u do-
spélych jedinc v mikroprosttedi nazyvaném Niche kmenovych bunék. Pro kultivaci in
vitro a vyuZziti v oblasti tkanového inZenyrstvi je proto diilezité toto prostfedi buitkdm ume-
le vytvoftit. Dnes je jiz znamo, Ze extracelularni matrix niche neslouzi pouze jako opora pro
buiiky, ale podili se na diferenciaci. V teoretické Casti prace jsou rozebrany jednotlivé
vlastnosti (biochemické, geometrické a mechanické) extracelularni matrix a to jak kon-

krétn€ ovlivituji proliferaci a diferenciaci kmenovych bunék.

V praktické ¢asti byl testovan vliv geometrickych vlastnosti (topografie povrchu) na
mezenchymalni kmenové buiky. Konkrétné bylo testovano 7 upravenych polystyrenovych
povrchi, piicemz kazdy povrch mél jinou velikost pord. Mezenchymalni buniky byly kulti-
vovany v médiu indukujicim adipogenni, osteogenni ¢i chondrogenni prostfedi. Diferenci-
ace me¢la byt vyhodnocena pomoci specifickych barveni, avSak experiment musel byt
ukoncen z divodu infekce. Z tohoto diivodu byl vyhodnocen pouze vliv topografie po-
vrchu na morfologii bunék. Vysledky byly vyhodnoceny na zakladé mikrofotografii pofi-
zenych pomoci fluorescenéniho mikroskopu s fazovym kontrastem. Pro vybrané povrchy
byly také potfizeny snimky pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu. Déle byl vy-
hodnocovan vliv topografie povrchu na proliferaci bunécné linie NIH/3T3. Vyhodnoceni

bylo provedeno stejny zplisobem jako v ptipadé mezenchymalnich kmenovych bunék.
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I. TEORETICKA CAST
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1 TKANOVE INZENYRSTVIi

Tkanoveé inZzenyrstvi je interdisciplinarni obor, ktery vyuziva principti a metod bioinZe-
nyrstvi, materidlovych véd a véd o zivé ptirodé k sestaveni biologickych ndhrad slouzicich
pro obnovu nebo zlepseni funkci tkani, které byly poskozené napiiklad vlivem onemocnéni
nebo vlivem traumatickych procesti. Obecnym principem tkafiového inZenyrstvi je kombi-
novani zivych buné€k s pfirozenym nebo syntetickym scaffoldem (leSenim) s cilem vytvo-
feni trojrozmérné struktury, nahrazujici tkan, jez byla poskozena (Kim a Evans, 2005).
Scaffoldy neposkytuji jen mechanickou oporu bunikam, ale také ovliviiuji jejich chovani
jako napf. uchyceni bunék &i jejich proliferaci. Casto jsou vyuzivané kmenové buiky
vzhledem k tomu, ze poskytuji fadu vyhod proti diferenciovanym bunkam (Zippel et al.,
2009). Problematice kmenovych bun¢k bude vénovéana samostatna kapitola. Tkanove inze-
nyrstvi se aplikuje pti 1é¢eni chrupavek, kosti, $lach, vazi, cév, ledvin, mo¢ového méchyie

¢i jater (MedTech Europe).

1.1 Historie

Umélé tkané a organy plné nahrazujici nefunk¢ni byly v celé historii lidstva brany pou-
ze jako mytus ¢i sen. Az v poslednich desetiletich se stala tato vize proveditelnd a byla
zavedena v klinické medicing. Jednim z nejznaméjSich milniki v tkanovém inzenyrstvi
byla transplantace srdce v roce 1967, kterou proved! jihoafricky chirurg Christiaan Bar-
nard. Tento zakrok vyvolal velmi intenzivni a kontroverzni debatu o etickych otdzkach
ohledné transplantacni mediciny (Meyer, 2009). Dalsi diskuze ohledné etiky vyvolal v roce
1997 bizarni snimek mysi s lidskym uchem vyriistajicim na jejich zadech v ¢asopise Plas-
tic and ReconstructiveSurgery. Diky této fotografii vnikla vlna protestli proti genetickému
inZzenyrstvi. Projekt ,,mysi ucho* zacal uz v roce 1989. Doktor Charles Vacanti a jeho tym
péstovali maly kousek lidské chrupavky v biologicky rozlozitelném scaffoldu, ktery byl
sloZzen z 99% kyseliny polyglykolové a 1% kyseliny mlécné. Jako zdroj bunék byla pouZita
chrupavka z kravského kolena. Jelikoz se jim nepodafilo scaffold zdsobovat Zivinami, vo-
perovali ho pod kizi laboratorni mysi (Kruszelnicki, 2006). Etickym problémtim tykajicich

se vyuzivani kmenovych bunék bude vénovana samostatna kapitola.

Jesté vroce 1980 byl termin tkanové inZenyrstvi aplikovan pii pouZivani protetickych
pomucek nebo pii chirurgické manipulaci s tkdni, pouzivani tohoto terminu mélo tedy
velmi malo co docinéni s disciplinou tkanového inZenyrstvi jakou zndme dnes (Vacanti,

2006). V osmdesatych letech 20. stoleti pak vyzkum a vyvoj v oblasti tkanového inzenyr-
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stvi vzlétl a po celém svété bylo ziizeno hned ne€kolik odd€leni biomedicinského inZzenyr-
stvi. V roce 1981 byla naptiklad vytvoirena uméla kaze, kdy byla ptirozena pokozka napo-
dobena silikonovou a dermis kiize pomoci porézniho fibrilarniho kolagenchondroitin sulfa-
tu. Takto vytvofend kiize byla pak Gspésné pouzita k 1é¢be t€zkych popélenin (Nature Bio-
technology, 2000). Dale napiiklad v roce 1991 byly nasazeny chondrocyty na porézni po-
lymerni vlakna, ktera byla uspotadéana ve tvaru pozadované tkdné. Vytvoreny implantat byl
vloZzen mladému pacientu, ktery trpél Polandovym syndromem (absence hrudni kosti).
Tento pacient se stal prvnim ¢lovékem, jemuz byl zaveden synteticky polymerni scaffold
osazeny autolognimi chondrocyty. Metoda byla provedena tiemi ptiivodnimi ¢leny zaklada-
jicimi Spolec¢nost pro tkanové inzenyrstvi (Dr. J. Upton a Drs. J. a C. Vacanti) v détské
nemocnici v Bostonu. 1998 byl pak podobnym postupem vytvoten scaffold pro nahrazeni
¢asti amputovaného palce. Scaffold byl osdzen autolognimi buitkami pacienta ziskanych
pomoci kostni biopsie. Takové studie predstavovaly obrovsky potencial pti rozvoji a vyro-
b¢ néhradnich tkani pro lidi (Vacanti, 2006). V poslednich dvou desetiletich se tedy védci
pokouseli vyvijet prakticky vSechny tkdné lidského téla. Moderni medicina zvysuje lidskou
zivotnost a se starnouci populaci roste potieba darcovskych organd, kterych je nedostatek.
To je jeden zdivodi velkého potencialu tkanového inzenyrstvi z budouciho hlediska

(Olson et al., 2011).

Obrazek 1 Bizarni snimek mysi s lidskym uchem (Vacanti, 2006)
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1.2 Etické problémy vyuzivani kmenovych bunék

Vyzkumy kmenovych bun€k nabizeji velky pfislib pro pochopeni zdkladnich mecha-
nismu lidského vyvoje. Studie kmenovych bun¢k vsak také vyvolavaji etické a politické
spory a to predevsim jedna-li se o bunky lidské embryonalni. Naptiklad ve Spojenych sta-
tech je otdzka, kdy zacina lidsky Zivot, velmi kontroverzni a Gizce spojena s diskusi o potra-
tu. Vyuziti reprogramovani somatickych bunék k produkci indukovanych pluripotentnich
bunék by takovym sporim mohlo piedchazet. AvsSak i zde nastavaji problémy se souhla-
sem darovani materialu a naslednym dohledem nad vyzkumem (Lo a Parham, 2009). Siro-
ka vefejnost byva Casto vystrasena pii vyslechnuti terminu ,.kmenové buiky* a je jedno
zda se jedné o dlouhodobé ovétené kloubni terapie ¢i 1écby zahrnujici autologni nebo alo-
genni transplantaci lidskych bunék. Diky dostupnosti velkého mnozstvi ¢lankt 1 konspiraci
tykajici se tohoto tématu vyvolava nakladani s kmenovymi buiikami u béznych ctenaia
zmatek a spoustu otazek. U kazdého vyzkumu jsou ale velmi peclivé zvazena a posuzova-
na mozna rizika a pfinos pro spolecnost. Pfesun vyzkumu z laboratofe do studii na zvita-
tech a ze zvitat na lidské subjekty vyzaduje zdiivodnéni o budoucim ptinosu a ve vysledku

trva i n¢kolik let nez je dané studie schvalena (King a Periin, 2014).

Na vyuZzivani embryonalnich kmenovych bunék existuje mnoho odlisnych nazort. Né-
ktefi védci veti, ze embryo je v pocatecni fazi jen skupinou bunék, které nemaji moralni
status jednotlivce. Dalsi se pak domnivaji, ze Zivot jednotlivce za¢ind oplodnénim a ze
embryo je tedy ¢lovek. Podle tohoto ndzoru ma embryo zajmy a prava, ktera musi byt re-
spektovana. Existuji také nazory, Ze ¢asné embryo si zaslouzi zvlastni respekt jako poten-
cidlni lidska bytost, ale Ze je piijatelné jej pouzit pro urcité typy vyzkumu za predpokladu
dobrého védeckého zdiivodnéni a souhlasu Zeny, kterd darovala embryo vyzkumu (Ghosh

et al., 2016).
V Ceské republice je nakladani s kmenovymi buiikami oSetfeno zakonem ¢&. 296 Sb. O
zajisténi jakosti a bezpecnosti lidskych tkdni a bunck urenych k pouziti u ¢loveéka a o

zmén¢ souvisejicich zakoni (zakon o lidskych tkanich a buiikach).
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2 KMENOVE BUNKY

V soucasné dob¢ se kmenovym buikam (stem cell, SC) vénuje pozornost
v nejruznéjsich souvislostech. Vklada se do nich nadéje, Ze s jejich pomoci by se mohlo
podartit vylécit fadu nevylécitelnych onemocnéni. (Doubek, 2008). Kmenové buiiky jsou
primarni nediferencované bunky, které se mohou pfeménit na jiny typ bunék na zakladé
jejich determinace. Diky této schopnosti se podili na regeneraci opotifebované ¢i poskozené
asti organtl a tkani v téle, stejnd tak mohou obnovovat i samy sebe (Cedikova et al.,
2012). Kmenové buiiky tedy predstavuji v organismu néco jako univerzalni zasobu ,,na-

hradnich dila* pro nejriznéjsi tkané a orgdny (Doubek, 2008).

2.1 Déleni kmenovych bunék z hlediska diferencia¢niho potencialu

Kmenové bunky se mohou dé€lit do n€kolika skupin podle toho, do jakych typti bunck
jsou schopny se diferencovat. Patii sem builky totipotentni, pluripotentni, multipotentni a

progenitorové neboli unipotentni (Cedikova et al., 2012).

2.1.1 Totipotentni

Totipotentni kmenové bunky maji schopnost diferencovat se v libovolné bunky
v lidském téle. Lidsky vyvoj za¢ind spojenim vajicka a spermie za vzniku zygoty. Zygota
projde procesem mitozy a nasledné se déli na dv¢ identické bunky - totipotentni buiiky.
Tento proces se opakuje n€kolikrat po dobu 5 az 6 dni za vzniku nékolika set bunék. Tako-
veé bunky jsou nasledné schopny tvofit celé lidské télo. Totipotentni buiiky jsou idealni pro
bunétné a genove terapie a také pro transplantace a nahrazeni nemocnych bunék nebo tka-
ni. Dulezit¢é do budoucna je odpovédét na vSechny etické otazky tykajici se prace
s totipotentnimi bunikami, ale pfislib acinné 1écby ¢i tplné vylé€eni onemocnéni je dosta-

te¢nym diitvodem pro rozvoj prace s kmenovymi buitkami (Murnaghan, 2015).

2.1.2 Pluripotentni

Jak jiZz bylo zminéno, zygota se déli po dobu 5 aZ 6 dni za vzniku nékolika set bunék.
Zygota se tak dostane do stadia blastocysty. Po této dobé se buiiky totipotentni za¢nou spe-
cializovat do pluripotentnich buné€k, z kterych nasledné vznikaji tfi zarodecné listy, tj. en-
toderm, ektoderm a mezoderm. Po ukonceni embryondlni faze ztraci tyto bunky svoji plu-
ripotenci a mohou se z nich nadale vyvijet pouze urcité¢ typy bunék (Murnaghan, 2015).

Hlavnim rozdilem mezi buiikou totipotentni a pluripotentni je tedy ten, ze buiika totipo-
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tentni mize dat vznik dalSim totipotentnim 1 pluripotetntnim buitkam, kdeZto buiika pluri-
potentni se nemtize vyvinout do buiiky totipotentni (Cedikova et al, 2012). Zname nékolik
typll pluripotentnich bunék: embryondlni kmenové bunky, které jsou izolovany
z blastocysty, embryonalni zarode¢né bunky, které jsou pievzaty z plodi a embryondlni
rakovinné bunky, které jsou izolovany z nadoru vyskytujiciho se v plodu. Stejné jako tomu
je u totipotentnich bunék maji 1 pluripotentni bunky obrovsky potencial pro 1éceni one-

mocnéni a vyuzivani pro transplantace (Murnaghan, 2015).

2.1.3 Multipotentni

Pluripotentni bunky se po case vyvinou do multipotentnich. Multipotentni kmenové
buiiky se mohou diferencovat do dalSich typti bun€k ale jiz v omezené mife. Pro pfedstavu,
multipotentni kmenové bunky vyskytujici se v mozku diferencuji do riznych typt nervo-
vych bunék a krvetvorné buitky mohou vést ke vzniku riznych typt krvinek, ale nemohou
dat vznik mozkovych buitkam. Multipotentni bunky miizeme najit v tkanich dospélych
savcl. Tento typ bunck je velmi uziteCny pfi transplantacich, jelikoz mohou byt izolovany
z tkan¢é Cloveéka a nasledné transplantovany zpét stejnému pacientovi, ¢imz se zabrani
moznym imunologickym problémtim. Uzivani multipotentnich bun€k navic nenese etické

problémy tak jako je tomu u vyuzivani embryondlnich bun¢k (Murnaghan, 2015).

2.1.4 Progenitorové (unipotentni)

Progenitorové kmenové buniky maji ve srovnani s ostatnimi kmenovymi buitkami ome-
zenou schopnost diferenciace. Jak jiz z ndzvu vypliva (unipotentni) davaji vznik pouze

jednomu typu bun¢k (Murnaghan, 2015).

2.2 Déleni kmenovych bunék na zakladé jejich zdroje

Kmenové buitky mohou byt rozdéleny také podle zdroje. V tomto ptipadé je délime na embry-

ondlni a adultni kmenové bunky.

2.2.1 Embryo

Embryonalni kmenové bunky (Embryonic stem cell, ESC) jsou pluripotentni bunécné
linie tvofené z nediferencovanych embryonalnich bunék. Maji témét neomezenou schop-
nost sebeobnovy a diferenciace (Wobus, 2001). ESC mohou byt izolovany z ¢asnych sav-
¢ich embryi a nésledné péstovany v kultuie. ESC diferencuji do celé fady bunéénych typt,

a to bud in vitro, nebo po opétovném vlozeni do hostitelského embrya. Pii péstovani
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v suspenzni kultufe se lidské ESC prvni diferencuji do mnohobunéénych agregatl, tvz.
embryoid bodies (EB), a déale pak dochazi k diferenciaci do tfi zarode¢nych listti (endo-
derm, mesoderm, ektoderm) (Lodish, 2008). Mnohobunééné agregaty maji pluripotentni
vlastnosti. Pokud chceme tyto vlastnosti zachovat, je potieba buiiky udrzovat v nediferen-

covaném stavu, napt. pfidavkem inhibi¢nich faktorti diferenciace.

Existuje nékolik zpiisobi, jak indukovat tvorbu EB z bun¢k ESC. Tti zdkladni metody
jsou v kapalné suspenzni kultute v bakterialnich nddobach, v kultuie v polotuhém prostiedi
methylcelulézy a pomoci metody visicich kapek. Posledni zminénd metoda je jednou
z nejcastéji uzivanych, jelikoz zavésné kapky poskytuji ESC dobré prosttedi pro vytvareni
EB a zaoblené dno kapky umoziluje agregaci. Princip spociva v kultivaci suspenze
v malych kapkach zavéSenych na vicku Petriho misek. Diferenciace buné¢k je pak ovlivné-
na koncentraci bunék v pocatecni suspenzi, velikosti kapky (objem kapky se pohybuje
v rozmezi 20 - 30 ul) a dobou kultivace. Pro ptiklad, pii diferenciaci v neuralni linii se po-
¢ateCni pocet bunck v kapkach pohybuje v rozmezi 400 - 1000 bunék/kapku s dobou kulti-
vace 2 - 4 dny (Ohnuki a Kurosawa, 2013), (Kurosawa, 2007).

2.2.2 Dospély jedinec

Adultni kmenové buiiky (Adult stem cell, ASC), mliZeme nazvat téz jako dospélé ¢i di-
ferencované kmenové bunky, maji stejné zakladni charakteristiky jako vSechny ostatni
kmenové buiky. Adultni kmenova burika je tedy schopna sebeobnovy a diferenciace do
specializovanych bunéénych typa. U lidi je klicovou funkci ASC udrzovat a opravovat
konkrétni tkang, kde jsou umistény. ASC byly nalezeny v mnoha tkanich, ale jejich pocet
je velmi maly. Mohou se nachazet naptiklad v mozku, kizi, kostni dfeni, jatrech ¢i ve sva-
lech (Murnanghan, 2016). Vyuziti ASC pro lécbu je vyhodné, jelikoz mohou byt izolovany
z konkrétniho pacienta. Diky tomu odpada problém s moznym odmitnutim organismu ci-
zich téles. Také z hlediska etickych a moralnich jsou Iépe tolerovany buniky adultni nezli

embryonalni (Types of Adult Stem Cells, 2017).

cey

Kmenové buiiky v dospélosti ziji v mikroprostiedi nazyvaném Niche kmenové buiiky.
Jedna se o prostiedi, kde mohou ASC zit v klidovém reZimu a je zde fizena jejich samoob-
nova a diferenciace (Jhala a Vasita, 2015). Této problematice bude vénovana samostatna
kapitola. V nasledujicich kapitolach budou také rozebrany jednotlivé druhy adultnich kme-
novych bunék.
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2.2.2.1 Mezenchymadlni kmenové buiiky

Mezenchymalni kmenové bunky (Mesenchymal stem cell, MSC) mohou byt ziskany
punkci kostni diené naptiklad z lopatky ¢i kycelni kosti, dale odbérem tukové tkdn€ pomo-
ci liposukce nebo z pupecnikové krve a naslednou kultivaci v in-vitro podminkéch. Takto
ziskané kmenové buiikky maji multipotentni vlastnosti, jsou nediferencované, nekrvotvorné
a maji schopnost tvofit mnoho bunéénych typa, jako jsou bunky kostni tkané (osteoblasty),
buiiky chrupavek (chondrocyty), buiiky Slach (tenocyty), bunky tukové tkdné (adipocyty)
apod. (CellMaGel, 2013).

MSC tvoii populace heterogennich bunek, jejichZ vlastnosti a funkce jsou zavislé na ty-
pu prostiedi, vnémz se vyskytuji. Jejich specifické vlastnosti, jako je velky proliferacni
potencial (Bobis et al., 2006) a schopnost diferencovat do riznych buné¢nych typu, je ¢inni
atraktivnim ndstrojem pro terapeutické aplikace v tkdniovém inZenyrstvi, stejné jako pro
bunécéné a genové terapie (Djouhad et al., 2007). Diky tomu dochézi ke zvySeni poctu kli-
nickych studii zalozenych na pouziti pravé MSC. Celkové 1éceni pomoci MSC je vSak slo-
Zity proces, je dulezitd integrace tkdn¢€ s okolni hostitelskou tkani a diferenciace prostied-
nictvim pfirozenych signdlnich drah. MSC maji schopnost se v¢lenit do riznych tkani nebo
pfi aplikovani infuzi do periferni krve maji schopnost migrovat na konkrétni mista poran¢-
ni. Bobis et al. uvadi ve svém c¢lanku piiklad schopnosti migrace MSC u zvifecich modela
zlomeniny kosti. 7. den po aplikaci se buiiky vyskytovaly po celém mysim téle. 18. den se
pak vétsina bunék nachazela v plicich a jatrech a 35 dni po infuzi se pak zna¢ny pocet bu-
n¢k nachézel v kostech, coz poukazuje na to, ze se U€astnily tvorby kostni hmoty (Bobis et

al., 2006).

Morfologie MSC jesté neni zcela popsana, ale existuje jiz nékolik studii zabyvajicich se
touto problematikou. Jak rozeznat MSC bunky od fibroblasti uvadi ¢lanek Raimondo et al,
2006. Pomoci elektronové mikroskopie byly pozorovany dva ultrastrukturalni rysy, které
MSC odliSuji od fibroblastli a to: excentricky nepravidelné jadro a bohaty vyskyt cyto-
plazmatickych organel, konkrétné predevsim mitochondrii a Golgiho aparatu. Ultrastruktu-
ralni vzhled MSC naznacuje, Ze jsou jiZ v relativné pokrocilém stavu diferenciace. Do roku
2006 byly publikované pouze 4 studie, které poskytovaly informace o ultrastruktuie MSC
a to Zohar et al., 1997; Ghilzon et al., 1999; Colter et al., 2001 a Prockop et al., 2001. Po-
rovnani Raimondovi studie s prvnimi dvéma zminénymi je obtizné kvili odliSnostem ve
kvalité elektronového mikroskopu, napt. v ptipad¢ studie Zohar et al., 1997 nebyla zazna-

menana zadna kvalitni fotografie. Navic bylo pozorovani provadéno jiz ve druhy den kul-
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tivace, v ptipadé Raimondovi studie az 18-24 den. Studie Colter et al., 2001 a Prockop et
al., 2001 se vénuji pozorovani MSC v 15 den kultivace. V obou je vSak uvedeno, ze MSC
jsou binuklearni, coz Raimondova studie vyvraci. Toto pozorovani muize byt disledkem
nepravidelného tvaru jadra. Déle tyto studie uvadé¢ji obsah velkého mnozstvi neidentifiko-
vatelnych vakuol v cytoplasmé. Pozorovani Raimondo et al. ale naznacuji, Ze tyto "neiden-
tifikované vakuoly" jsou ve vétSin¢ pripadu vysledkem dilatace endoplazmatického retiku-
la a Golgiho aparatu. Dale Wu et al., 2003 a Lee et al., 2004 vypozorovali piitomnost
mnoha malych pseudopodii po celém obvodu bunék, které slouzi pro jejich migraci
k potiebné tkani. Pseudopodia byla pozorovéana i ve studii Raimondo et al., 2006 viz. obra-

zek ¢. 2.

Obrazek 2 Fotky MSC vytvorené pomoci elektronového mikroskopu: N - nepravi-
delné jadro, Sipky ukazuji na vyskyt pseudopodii na obvodu
(Raimondo et al., 20006).

2.2.2.2 Hematopoetické kmenové buiiky

Krevni buitky mohou byt rozdéleny do dvou hlavnich tiid: lymfoidni buiiky (T, B a NK
buiiky) a myeloidni bunky (granulocyty, monocyty, erytrocyty). Krevni buitky maji ome-
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zenou Zivotnost: granulocyty né€kolik hodin, krvinky nékolik tydnt, a naptiklad T buiky az
na né¢kolik let. Vzhledem k omezené Zivotnosti musi byt neustdle vytvareno velké mnoz-
stvi ndhradnich bun¢k (Gunsilius et al, 2001). Hematopoetické kmenové bunky (HSC)
davaji vznik novym typlim krevnich buné€k a nachéazeji se v kostni dfeni u dospé€lych savcii.
Z HCS se pak dale mohou vyvinout v jiz zminéné kmenové bunky myeloické a lymfatické

(Lodish, 2008).

2.2.2.3 Kmenové buiiky pupecnikové krve

Pupecnikova krev se nachdzi v pupecni $iiiife novorozenct a v placenté. Jedna se o je-
dine¢ny zdroj hematopoetickych a mezenchymalnich bunék. Vyhodou je jejich dostupnost,
jelikoz se po porodu stdva pupecni $iitira 1 placenta pro matku a plod nepotiebnou. Dalsim
pozitivem pouziti pupecnikové krve jako zdroje SC je nebolestivy odbér a nulova zatéz pro
matku. Pupecnikova krev slouzi k 1écbé prevazné hematologickych onemocnéni jako je
leukémie a lymfomy. Své vyuziti nachazi také pro transplantaci SC po chemoterapiich, kdy
je dulezité¢ obnoveni krvetvorby. Dale se hovoii také o jejich mozném vyuziti pfi 1€cbé
diabetu mellitu 1. typu, lupu erythematodes nebo détské mozkové obrny a perinatalni hy-

poxie (Cedikova et al., 2012).

2.2.2.4 Nervové kmenové buiiky

Nervové kmenové buiikky (NSC) jsou pfitomny nejen béhem embryonalniho vyvoje, ale
také v dospélém mozku vSech druht savch. Podili se na vytvareni funkénich neuronii
v konkrétnich oblastech mozku po cely zivot. NSC jsou schopny diferencovat do typt bu-

n€k, jako jsou neurony, astrocyty a oligodendrocyty (Ma et al., 2009) (Galli et al., 2003).
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3 NICHE KMENOVYCH BUNEK

Kmenové bunky ziji u dospélych jedinc v mikroprostiedi nazyvaném Niche kmeno-
vych bunék (Stem Cell Niche, SCN) (Jhala a Vasita, 2015). In vitro rast kmenovych bun¢k
a regulace jejich chovani je vyzvou pro védce, z tohoto divodu je zddouci vytvofit neco
jako umélé SCN (Jones et al, 2008). Na obrazku €. 3 je zobrazeno schéma typické struktu-
ry SCN, sklada se z kmenovych buné€k, specializovanych bunék, extracelularni matrix
(ECM) a rozpustnych faktorti. Kmenové bunky jsou se specializovanymi buiikami ve spo-

jeni pomoci gap junctions nebo adherens junction (Jhala a Vasita, 2015).

Neurony Rozpustne faktory

Interakce Samoohnova

kmenova buika - ECM <;\
/

Interakce Diferenciace
kmenovi buiika -

rozpustné faktory R b

Extraceluldrni matrix

Kmenové buiiky
Cévy

Gap junctions/

Adherens junction Interakce

kmenova buika -
buiika niche

Migrace
Buiiky niche

Apoptoza

Obrazek 3 Struktura niche kmenovych bunék. Upraveno dle Jhala a Vasita, 2015.

SCN se také vyznamné podili pfi déleni bunék. Kmenové bunky mohou podstoupit sy-
metrické ¢i asymetrické déleni. V ptipadé symetrického déleni dochazi ke vzniku dvou
dcefinych bungk, které zlistavaji v tésném kontaktu s bunikami niche, ty reguluji jejich dife-
renciaci. Pfi asymetrickém déleni pak vznikaji také dvé bunky dcefiné, avSak jedna z nich
se dostane pry¢ z blizkosti bun¢€k niche, tedy i signalnim molekulam, které jsou pomoci
specializovanych bun¢k produkovany a zacne diferencovat. Schéma déleni je zobrazeno na
obrazku ¢. 4. Poté tidi diferenciaci ECM. Diive byla ECM brana pouze jako matrice, ktera
poskytuje predevsim oporu bunék, pozdéji bylo zjisténo, ze hraje velmi dulezitou roli i
v jinych bunéénych procesech. Na tuto vlastnost ECM je potieba myslet 1 pii vytvareni

podobnych podminek pro in vitro péstovani bun¢k (Morrison a Kimble, 2006).
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(a)

(b)

Obrazek 4 Deleni kmenovych bunék v SCN: a) symetrické b) asymetrické,; cervené
a zluté tecky - ristové faktory (Jhala a Vasita, 2015).

3.1 Extracelularni matrix napodobujici strategie pro niche kmenovych

bunék

Biofyzio-chemické vlastnosti ECM, jako je jeji sloZeni, tvar, topografie, tuhost a me-
chanicka pevnost, mohou fidit chovani kmenovych bunék. Se vSemi témito faktory je tfeba
pocitat pfi jejich pestovani in vitro. Poznéni, Ze ECM se podili na fizeni diferenciace SC a
naopak, se uplatnuje pii vyrob¢ scaffoldl (Guilak et al, 2009). Nasledujici kapitoly budou

zaméteny prave na to, jak veskeré vlastnosti ECM ovliviuji diferenciaci SC.

3.1.1 Biochemické vlastnosti

Extracelularni matrix je dynamicka a komplexni sit’ vice nez 100 druht riznych biomo-
lekul, vcetné proteinli, glykoprotein, proteoglykanti uspotfddanych v urcité
trojrozmérné struktute (Davies, 2001). Slozeni ECM pfevazné zavisi na funkci tkané nebo
organu, jejich fyziologickém stavu a véku hostitele. Kolagen, fibronektin, laminin a elastin
jsou jednémi z hlavnich proteinii v ECM. Kolagen je nejhojnéjsi protein a sdili 30 % cel-
kové proteinové hmoty v lidském téle. Hlavni funkce kolagenu je poskytnout pevnost v
tahu, pfimy vyvoj tkan€ a regulace bunééné adheze a migrace (Rozario a DeSimone,

2010). Kolagen hraje dilezitou roli pifi osteogenesi a chondrogenesi MSC (Chen et al.,
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v

2005), (Salasznyk et al., 2005). Druhym nejhojnéjSim proteinem je fibronektin. Ma vazeb-
na mista pro glykosaminoglykany (GAG), integriny, kolageny a dal§i proteiny ECM a
zprostifedkovava piedevsim uchyceni bun¢k (Singh et al., 2010). Fibronektin hraje dtlezi-
tou roli v chondrogenesi MSC (Singh et al., 2012). Laminin se nachdzi zejména v bazalni
membrané ECM. Stejn¢ jako fibronektin, laminin ma také vazebnd mista umoziujici ad-
hezi bunék a jinych proteini ECM. Hraje vyznamnou roli pfi tvorbé a udrzovani cévni
struktury, proto je velmi uzite¢ny v tkailovém inzenyrstvi pro tvorbu scaffoldi (Ponce et
al., 1999). Proteoglykany se podili pii vazbé ristovych faktorti a cytokini a zadrzovani

vody. GAG mohou vyvolat osteogenni diferenciaci v kostni dfeni (Badylak, 2002).

Biochemické vlastnosti ECM maji vliv na uchyceni kmenovych bunék uvniti SCN, na
jejich uvolnéni a v neposledni fad¢ také na jejich diferenciaci v konkrétni typy bunck. Jed-
nou z moznosti jak vytvotit kmenovym buitkdm jejich pfirozené prostiedi SCN je decelula-
rizace ECM (Badylak et al., 2009), (Pei et al., 2002). Naptiklad v roce 2008 Ott et al. pro-
vedli decelularizaci krysiho srdce. Decelulorizované srdce nasledné osadili srde¢nimi bun-
kami novorozencu §ténat a kultivovali v bioreaktoru. Vyuziti takového postupu umoznilo
difrenciaci bunék v kardiomyocyty aniz by bylo zapotiebi indukujicich ¢inidel v mediu.
Stejny postup pak pouzili vyzkumnici Massachusetts General Hospital v roce 2016 na lid-
skych srdcich. Pro danou studii bylo vyuzito 73 darcovskych srdci, kterd nebyla vhodna
pro transplantaci. Ziskané srde¢ni scaffoldy byly osazeny pluripotentnimi kmenovymi
buiikami, které by mohly pochazet z potenciondlnich pfijemcii. V bioreaktoru byly simulo-
vany podminky Zivého organismu a to pomoci napf. sloZzeni media ¢i vyvijenim tlaku. Po
14 dnech kultivace dokéazali pomoci elektrické stimulace funkénost tkang, jelikoz doslo ke
kontrakci komory. Nevyhodou vyuziti této technologie je, ze se jednotlivé decelulizované
scaffoldy li§i na zakladé darce (Massachusetts General Hospital, 2016). Re$enim takového
problému muiZe byt syntéza scaffoldli z ptirodnich proteinti jako jsou jiz zminény kolagen,
fibronektin, elastin ¢i smisenim téchto proteini se syntetickymi polymery, vzhledem
k rychlé degradaci a Spatné mechanické pevnosti piirodnich proteinti. Nevyhodou syntetic-
kych polymert je pak mala interakce s buikami. Cheng et al., 2014 vyuzili napt. zesiténé-
ho kolagenu typu I, ktery kovalentn¢ navazaly pomoci karbodiimidu na chitosan-
polykaprolakton (PCL) a vytvofili scaffold pro diferenciaci bun¢k kostni dfené potkant
v osteogenni linii. Battista et al., 2005 se vénoval vlivu materidlového slozeni scaffolda

(pt1 pouziti kolagenu, fibronektinu a lamininu) na rast bunck a diferenciaci. Vysoké kon-
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centrace kolagenu inhibovali kavitaci 1 diferenciaci. Laminin naopak podporoval diferenci-

aci bun¢k v kardiomyocyty.

Dal$imi vyznamnymi latkami SCN, které reguluji chovani kmenovych bunék, jsou rlis-
tové faktory. Pfi kultivaci a pasaZzovani ESC je Zadouci, aby si buiiky zachovaly nediferen-
ciovany stav a byly i1 nadale schopny diferenciace na jakykoliv typ bunék. Naptiklad ESC
indukované z lidskych fibroblast pottebuji pro udrzeni svého stavu fibroblastovy rastovy
faktor (FGF). FGF je poté klicovym prvkem media (Levenstein et al., 2006). Vyskyt riisto-
vych faktori v mediu znamena kontinualni pfisun téchto latek SC, coz se vyrazné lisi od in
vivo podminek. Re$enim je zhotoveni poréznich scaffoldi, které umoziiuji postupné uvol-
novani latek. Hackett et al., 2010 pfipravili porézni implantaty s cilem obnoveni funkce
poranéné michy. V této studii byly vyuzivany multipotentni nervové SC izolované
z hlodavct (z plodu 1 dospélych jedincti). Pomoci elektrospiningu bylo vytvofeno porézni
leSeni z polykaprolaktonu (PCL) a kolagenu. Porézni povaha nanovldken umoznila fizené
uvoliovani FGF-2 a nervového rustového faktoru (NGF) pro zvySeni proliferace a diferen-

ciace nervovych kmenovych bunék.

Jelikoz je organismus velmi komplexni systém, je velmi dulezité znat vSechny souvis-
losti pfi napodobovani ptirozeného prostiedi pro SC. Znat vliv biochemickych vlastnosti je
dualezity, stejné tak se ale nesmi zapomenout na roli geometrickych a mechanickych vlast-

nosti, které se na tizeni osudu bun¢k bezpochyby také podile;ji.

3.1.2 Geometrické vlastnosti

Pro vytvofeni pfirozeného prostfedi SC je nezbytné znat i spojitost mezi diferenciaci a
chybi v béznych 2D kulturach je trojrozmérnost SCN. Bunky v téle dale zaujimaji charak-
teristicky tvar podle své funkce a umisténi. Tvar bun¢k ovlivituje strukturu SCN a naopak

(Jhala a Vasita, 2015).

Tvar buiiky se v pribéhu vyvojovych procesit méni, v umélém prostiedi pak miize byt
fizen 3D leSenim s riznymi geometrickymi prvky. Jednou z moznosti regulace tvaru je
nastavenim hustoty leseni, tedy velikosti port, kterd mize byt fizena stupném zesiténi le-
Seni. Napft. vysoce zesiténé hydrogely uzaviraji buiiky do kruhovitého tvaru, mén¢ zesiténé
pak umoznuji jejich Sifeni, coZ ma pak vliv na jejich chovani (Kloxin et al., 2009). Kawano
et al., 2013 vyvinuli polystyrenové leseni s voStinovymi vzory s riznou velikosti port a

zkoumali jejich vliv na diferenciaci lidskych MSC. SC podstupovaly osteogenezi v ptipade
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kdy byly pory mensi nez velikost bunék, velikost porh srovnatelna s velikosti bunék pak
davala vznik myogenetickym bunkdm. Dale kultivovali NSC na vostinovych filmech
s riznou velikosti pora (3, 5, 8, 10, 15 pm), kdy mensi pory (3 pum) udrzovaly kmenové
buiiky v nediferencovaném stavu, naopak tomu bylo u poru vétsich (Kawano et al., 2013).
Stejné tak diivéjsi studie Yang et al., 1999 prokdzala vliv tvaru buné¢k na diferenciaci.
MSC byly péstovany na poréznich polykarbonatovych membranach. V ptipad¢ port o ve-
likosti mensi nez velikost bunék nedochdzelo k diferenciaci, u pért vétsich pak bunky pie-
chazely do podélného protdhlého tvaru - diferenciace na buiiky hladkého svalstva. Dale
pak Li et al., 2012 potvrdili diferenciaci NSC na neurony, astrocyty a oligodendrocyty pti
pouziti scaffoldu z hyrogelu methakrylamidu a chitosanu s vétSimi pory. Dal$im faktorem
ovlivityjici chovani buné¢k je hustota jejich o¢kovani. Studie Eyckamns et al., 2012 tento
vliv prokazala na lidskych MSC, kdy pfi pouZiti vy$si hustoty seti (85 000 bungk / cm?)
dochazelo k chondogenni a adipogenni diferenciaci v porovnani s niz§i hustotou (5000

bun&k / cm?).

3.1.2.1 Topografie povrchu jako reguldtor chovani SC

Nové nanotechnologie ndm dnes poskytuji mnoho moznosti pti syntéze biomateriali a
scaffoldli. Mikro a nanoskopické zmény ECM niche mé pfimy vliv na rtst SC i jejich dife-
renciaci (Martinez et al., 2009). Bunky pouzivaji transmembranové aktin-integrinové ad-
hezni komplexy jako mechanosenzory ke zkoumani tuhosti extracelularniho prostedi. Da-
le tyto komplexy zprostiedkovavaji adhezi, spousti signalizaci a remodeluji ECM (Gerecht
et al., 2008). Vyhodou dosazeni diferenciace pomoci vhodné topografie je, ze odpadé pou-
ziti indukénich faktord (Seunghan et al., 2009). Nékolik studii ukazalo, ze SC déavaji pred-
nost rastu na povrchu tvofeném nanovlakny nez na povrchu rovném. Napiiklad Cheng et
al., 2013 zkoumali osteogenni diferenciaci MSC na nanovldknech z PCL a na klasickém
plochém povrchu, k lepsi proliferaci bun¢k dochédzelo na vldknitém povrchu. Diferenciace
pak byla ovlivnéna také uspotadanim vlaken, vlakna orientovana v jednom sméru podpo-
rovala ostegenezi vice nez vlakna orientovana kiizové. DalSim parametrem ovliviiujicim
diferenciacni potencidl by mohl byt primér nanovldken. Ve studii Christopherson et al.,
2009 byly kultivovany neuralni progenitorové kmenové buiiky na lamininovych vldknech
potazenych polyethersulfonem (PES) o riznych primérech a to 283 + 45 nm,
749 £ 153 nm a 1452 + 312 nm. Vldkna o priméru 283 nm zvysila diferenciaci na oligo-
dendrocyty o 40 % a vlakna o priméru 749 nm podporovala diferenciaci na neurony o

20 % ve srovnani s kultivaci na klasickych polystyrenovych povrsich. Vliv topografie
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povrchu na diferenciaci potvrzuje 1 vyzkum Seunghan et al., 2009 kde pouzili jako scaffold
nanotrubicky oxidu titanicitého (TiO;) na zaklad¢ jeho dobré biokompatibility s cilem po-
uziti pro 1écbu v ortopedické oblasti. Demonstrovali, ze velikost nanotrubicek TiO; regu-
lovala diferenciaci lidskych MSC smérem k osteoblastové linii a to v nepfitomnosti osteo-
gennich induk¢nich faktorti. Testovali nékolik primérti nanotrubicek, pricemz struktury
s prumérem 30 nm podporovaly pouze adhezi bunék bez zietelné diferenciace, zatimco
struktury s primérem trubicek o priméru 70 az 100 nm indukovaly diferenciaci osteoblas-
th. DalSim typem topografie ovliviiujici bunééné chovani jsou tvz. nanopilary
(viz. obr. €. 5). Ahn et al., 2013 testovali vliv riznych nanotopografickych povrchii
s vysokou pfesnosti na diferenciaci lidskych MSC, zejména vliv hustoty nanopilar na adi-
pogenezi a osteogenezi. Jako podklad pro buiiky byl pouzit polyuretan (PUR). Nékolik
ruznych typti povrchii bylo nakombinovano na jedno kryci sklicko, ¢imz odpadaji odchyl-
ky vysledkl pfi pouZiti riznych bunéénych Sarzi a také slozeni média. Kazda nanopilara
méla stejnou Sitku 700 nm, vzdalenosti mezi nimi byly nastavené na 1,2; 2,4; 3,6 a 5,6 um.
Tvary bunék byly vice zaoblené v pripadé povrchi s vyssi hustotou nanopilar a naopak pii
nizsi hustoté¢ zaujimaly bunky vétsi plochu. Vzhledem k tomu Ze i tvar souvisi s diferenci-
aci, dochéazelo v pfipad¢ zaoblenych bunék k uptfednostiiovani adipogenni linie zatimco
v ptipad¢ bun€k zaujimajici vetsi plochu osteogenni linie. Odlisny tvar a stavbu bun¢k mi-
zeme videét na obrazku ¢. 6, kde jsou zobrazena aktinova vldkna bunék. Se zvétSujici se

vzdalenosti nanopilar dochazi k vyraznéjsi tvorbé vlaken.

Obrazek 5 Nanopilary (Johnson, 2011).
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Obrazek 6 Snimky aktinovych viaken bunék porizené fluorescencnim mikroskopem pro
Jjednotlivé vzdalenosti nanopilar. Graf zavislosti produkce F-actinu pro jednotlivé typy

substratu. Upraveno dle Ahn et al., 201 3.

Dalsim faktorem ovlivitujici osud nediferencovanych bunck je geometrické usporadani
nanopilar. N&které studie prokazaly, ze v pfipad€ neuspoifddané symetrie nanopilar podpo-
ruje osteogenezi v porovnani s plochym povrchem ¢i symetrickym ¢tvercovym vzorem.
Dalby et al., 2007 tuto skute¢nost testovali na povrchu z polymethylmetakrylatu (PMMA),
jako geometrii rozlozeni nanopilar pouzili hexagonalni, ¢tvercové, mirné neusporadané
¢tvercové a ndhodné pole. K vyssi produkei osteopontinu a osteokalcinu (indikace osteo-
geneze) dochézelo v pfipadé pouziti mirn€ nepravidelného ctvercového vzoru. Tuto sku-
tecnost prokazali 1 Tsimbouri et al., 2013, kdy mirné neuspotadana geometrie opet podpo-
rovala ostegenezi, v ptipad¢ symetrického ¢tvercového vzoru dochazelo ke snizovani me-
tabolické signalizaéni aktivity, ktera stoji za fenotypovymi zménami v buiikach. Ctvercova
symetrie tedy naopak udrZovala buiiky v nediferencovaném stavu. V obou studiich bylo

testovani provedeno na lidskych MSC.

Testovani vlivu topografie na diferenciaci bude vénovana cast praktické prace, kdy bylo

testovano nékolik typt povrchil s riizné velkymi pory.
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3.1.3 Mechanické vlastnosti

Vlastnosti ECM niche se 1i$i v zavislosti na umisténi a funkci tkané, vzhledem k tomu,
ze kazdému typu bunck vyhovuje jiné prostiedi. Mezi takové proménné fadime i mecha-
nické vlastnosti (tuhost a napéti). Od doby vyvoje a po celou dobu Zivota organismu jsou
bunky téla neustdle vystavovany riznym mechanickym podnétim piisobenim svalovych
sil, gravitace, krevniho toku a dalSim fyzikdlnim procesim. Interakce mezi bunkami
a mechanickymi faktory jsou rozhodujici pro zdravi a funkci tkani a organt v téle, také se
ptedpoklada, Ze hraji dileZitou roli v riznych onemocnénich, jako je ateroskler6za, osteo-
artritida a osteoporoza (Guilak et al., 2009). Naptiklad bunky chrupavky jsou vice funk¢ni,
pokud jsou péstovany pii mechanickém zatizeni (Jhala a Vasita, 2015). Nasledujici podka-
pitoly budou vénovéany prevazné vysledkim studii o testovani tuhosti a mechanického za-

tizeni na chovani SC.

3.1.3.1 Tuhost jako reguldtor chovani kmenovych bunék

Vétsina studii k pochopeni Gc¢inku tuhosti na chovani kmenovych bunék je provedena
pomoci MSC, protoze jsou schopny diferencovat do bunék (osteocyty, chondrocyty, myo-
cyty), které maji vyrazné odlisnou tuhost ECM. Ke zméndm tuhosti ECM dochazi jiz
v procesu diferenciace. Yu et al., 2010 kultivovali lidské MSC kostni dfen¢ v adipogennim
a osteogennim prostredi, pficemz byly méfeny elastické moduly pomoci mikropipetové
aspirace. Kontrolni vzorky neprokazaly zadnou vyraznou zménu modulu v priabéhu celého
experimentu a hodnoty se pohybovaly kolem 450 Pa. U bunék podstupujici osteogenezi
dosahoval Younglv modul témét dvojndsobné vysSich hodnot nez u reference, konkrétné
byl modul zvySen z 457 + 88 Pa na 890 + 219 Pa. Bunky kultivované v adipogennim me-
diu vykazovaly jen mirny nartst modulu (671 + 158 Pa) a po ustaleni se hodnota pohybo-
vala nize nez tomu bylo u kontrolnich vzorki (420 + 52 Pa). Tyto zmény tuhosti pii dife-
renciaci byly inspiraci dal§im vyzkumnikim pro vyuziti tuhosti podkladu pro kultivaci

jako regulatoru chovani SC.

ZjednodusSené by se dalo fici, ze mékky podklad, napodobujici mozek, je neurogenni,
tuzs$i podklad, napodobujici svaly, je myogenni a pomérn¢ tuhy podklad, napodobujici
kost, je osteogenni. Na obrazku ¢. 7 (A) jsou zobrazeny hodnoty elasticity (tuhosti substra-
tu) pro jednotlivé tkan¢ (1 kPa - mozkova tkan, 10 kPa - svalova tkan, 100 kPa - kostni
tkan). Engler et al., 2006 vyuZili jako substrat pro buiiky (MSC) gelovy systém, elasticitu

fidili pomoci zesiténi gelu, kovalentnim pfipojenim kolagenu I a tlouStky substratu (h).
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Obrazek ¢. 7 (B) zobrazuje jednotlivou morfologii bun€k pro dané elasticity. V ptipade
pouziti mekkého substratu (0,1 - 1 kPa) bunky dosahuji spise rozvétveného tvaru podobné-
ho buiitkam nervovym. U substratu napodobujici svalovou tkan (8 - 17 kPa) zaujimaji bun-
ky spiSe vietenovity tvar, jez je typicky pro myoblasty. U substratu tuhého (25 - 40 kPa),
zaujimala buiika tvar mnohouhelniku a miiZzeme vidét jistou podobnost s osteoblasty. Stej-
n¢ tak studie Khatiwala et al., 2007 potvrdila vliv elasticity substratu na diferenciaci. Pro
kultivaci pouzili substrat z polyethylenglykolu (PEG) s upravenymi mechanickymi vlast-
nostmi. Byla sledovédna hladina alkalické fosfatazy a produkce osteokalcinu, coz je indika-
tor osteogenni diferenciace. K vyssi produkci dochazelo prokazatelné u tuzsich hydrogeli

(423,9 kPa) nez tomu bylo u mékkych hydrogelt (13,7 kPa).

A Elasticita substritu
& .K.I'E.V. ’ Mozek Sval Kost
1 kPa 10 kPa 100 kPa
A A E_a a 4
h { ticky substrt (E)
} -
_ 8-17I<Pa 25 - 40 kPa

24 h 4h

96 h

Obrazek 7 (A) Hodnoty elasticit jednotlivych tkani. (B) Zobrazeni morfologie bu-
nék na jednotlivych substrdtech s odlisSnou elasticitou po 4, 24 a 96 hodinové kul-

tivaci. Upraveno dle Engler et al., 2006.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

Tuhost substratu hraje dilezZitou roli také pfi udrZzovani kmenovosti bunék. Jak jiz bylo
zminéno, mnoho dospélych tkani v lidském téle si diky SCN uchovava SC, které jsou po-
tfebné hlavn& pii regeneraci tkéni a nahrazovani odumftelych bun&k. Cerstvé izolované SC
maji dobrou regeneracni kapacitu, ktera se ale v prib&hu kultivace vytraci a buiiky tak po-
stupné ztraci sviij diferenciacni potencial. Naptiklad bunky izolované ze svalového SCN
podporuji regeneraci kosternich svalll pfi transplantaci u mysi, v piipad¢ transplantace bu-
né¢k kultivovanych na standartnim plastickém substratu se regeneracni vlastnosti snizuji
vlivem ztraty kmenovosti a vzniku progenitord. Bylo zjisté€no, Ze v ptfipad€ pouziti substra-
tu s tuhosti podobné svalové tkani si SC zachovavaji svoji kmenovost a schopnost sebeob-

novy lépe nez v pripad¢ bézné kultivace (Gilbert et al., 2011).

Ackoliv existuje nekolik studii prokazujici vliv tuhosti na diferenciaci, neplati to ve
vsech ptipadech, vzhledem k tomu, ze urcité tkiné¢ mohou mit podobnou tuhost, jako jsou
naptiklad svaly a ktize. Ve studii Boonen et al., 2009 zkoumali vliv samotné substratové
elasticity nebo v kombinaci s proteinovym potahem na primarni proliferaci a diferenciaci
myoblastl, byly zde tedy integrovany vlastnosti jak mechanické tak biochemické. Testo-
vani bylo provedeno na polyakryloamidovych gelech s riznou tuhosti (3, 14, 21, 48, 80
kPa) za pouziti mySich MSC. Bylo zjisténo, Ze tuhost substratu ovliviiovala pouze prolife-
raci bunék (nejlepsi proliferace byla dosazena u substratu s tuhosti 21 kPa), nikoliv dife-
renciaci. Spontanni diferenciace na svalové bunky bylo dosazeno, kdyz byla vlakna pota-
zena proteinovou vrstvou (kolagenem IV, poly-D-lysinem a lamininem). Myogeneze byla
vyhodnocena na zéklad¢ sledovani exprese markert MyoD a MHC. Dalsi podobné vy-
sledky o vlivu mechano-biochemickych faktorti byly zvetejnény ve ¢lanku Saha et al.,
2008. Zde byl posuzovan ucinek tuhosti substratu spolu s pouzitim séra s rozpustnymi sig-
nalnimi molekulami na diferenciaci NSC izolovanych z dospélych krys. Stejné jako tomu
bylo v pfechozi uvedené studii, byla pomoci Gipravy tuhosti ovlivnéna piedev§im prolifera-
ce bunék. Nejlepsi proliferace byla pii tuhosti substritu podobné mozkové tkéni.
I piesto Ze v ptipadé pouziti substratu s elasticitou podobnou mozku byla indukovana ex-
prese B-tubulinu III (marker neurogeneze) bylo pro UspéSnou diferenciaci nutnosti dodani
séra. Dale pak byla sledovdna produkce GFAP (marker glidlnich bunék). V ptitomnosti
séra pak meékc¢i gely (0,1 az 0,5 kPa) podporovaly neurogenezi, zatimco tvrdsi gely
(1 az 10 kPa) indukovaly diferenciaci na glilni buiiky. V jiné podobné studii byly vyrobe-
ny scaffoldy z kolagenu s dvéma riznymi tuhostmi substratu. Dale pak byla sledovana

diferenciace pii Upravé scaffoldi pomoci glykosaminoglykanii (kyselina hyaluronova,
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chondroitinsulfat). Jak bylo ocekavano, mékké leseni (0,5 kPa) zvysilo expresi SOX9
(marker chondrogeneze), zatimco tuhé leseni (1,5 kPa) zvysilo expresi RUNX2 (marker
osteogeneze). Po Uprave scaffoldl byla pak diferenciace zesilena - kyselina hyaluronova
podporovala chondrogenezi a chondroitinsulfat podporoval osteogenezi. Pouzitim tako-

vych scaffoldii odpada nutnost kultivace v diferenciacnich mediich (Murphy et al., 2012).

Shrnuti toho jak tuhost substratu ovliviiuje chovani kmenovych bun¢k je uvedeno

v tabulce €. 1.

Tabulka 1 Shrnuti vlivu tuhosti substratu na kmenové buiiky,

upraveno dle Jhala a Vasita, 2015.

Tu- <0, 0,1-1 1 2-5 6,1 1-10 >25
host — 25 kPa kPa kPa kPa kPa kPa
SC | kP
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endo-
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MSC  bunéc- geneze, adi- )
geneze diferenci- geneze geneze
ného pogeneze
ace
cyklu
lepsi
lepsi
udrzo- : sebeob-
sebeob- glidlni
Ostat vani : : nova, osteo-
nova, diferenci-
ni kmeno- svalové geneze
neuroge- : ace _
vosti progenito-
neze
ry

3.1.3.2 Mechanické namahdani jako regulator kmenovych bunék

Mechanickym naméahanim a jeho vlivem na chovani bunék se zabyva obor mechanobio-
logie. V organismu jsou mechanicky namahané ptedev§im bunky chrupavek a kosti, diky
tomu je této regulaci vénovana pozornost v oblasti 1é¢eni chorobnych procesi jako je oste-
oporoza, aterosklerdza a osteoartritida (Jacobs et al., 2010). Vyznamnym indik4torem pii
mechanickém zatézovani je produkce ECM. MSC pii cyklickém tlaku zacnou produkovat
pfedevsim glykosaminoglykany, proteoglykany, kolagen a to v zavislosti na velikosti

a trvani aplikovaného tlaku (Angele et al., 2003). Studie Huang et al., 2004 prokazala G¢i-
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nek cyklického zatézovani na kralici MSC, bunky byly kultivovany na agarovém substratu.
Vzorky byly podrobeny sinusovému zatizeni o 10 % deformaci po dobu 4 hodin za den,
zatézovani bylo aplikovano po dobu 3, 7 a 14 po sob¢ jdoucich dntli. U vzork byla indiko-
vana produkce TGFb, coz je indukéni faktor pro chondrogenezi. Cyklické zatéZovani tedy
vyvolavalo samo o sobé chondrogenezi, ¢imz se predeslo potieb¢ rastovych faktora, které
jsou jednak drahé tak maji mnohdy kratkou Zivotnost. Jednoduché schéma bioreaktoru, ve
kterém bylo mechanické zatéZzovani provadéno je uvedeno na obrazku ¢. 8. Dalsi moznosti
jak ovlivnit diferenciaci je mechanické protahovani. Wu et al., 2013 studovali mechanické
protahovani v souvislosti s 1écbou osteoporozy. Studie byla provedena na potkanich MSC,
vzorky byly podrobeny cyklickému protahovani o 5 a 10 % dvakrat denné po dobu 4 ho-
din. V ptipadé 10 % protahovani byla zaznamendana aktivita alkalické fosfatazy (ALP), coz
je indikace osteogeneze, jiz po 3 dnech. Dalsi zajimava studie byla provedena skupinou
Yourek et al., 2010 kde byl testovan vliv smykového napéti vyvolany tekutinou na lidské
MSC. Vzorky byly podrobovany smykovému napéti v jednoduchém bioreaktoru (systém
paralelnich deskovych pratokovych komor). Bylo potvrzeno, ze proud tekutiny podporuje
osteogenni diferenciaci vzhledem k aktivit¢ ALP a expresi gent BMP-2 a osteopontinu.
Navic tento ucinek byl vyraznéjsi u vzorkl bez osteogennich medii, coz by opét eliminova-
lo pottebu ristovych faktora a dalSich chemickych latek. Urcit vSak ptresnou hodnotu smy-
kového napéti vhodného pro nejefektivnéjsi ostegenezi je velmi obtizné, vzhledem k velké

Skéle pouzivanych substratli a typ bunék.

Mechanické napéti tedy zptsobuje produkci ECM a diferenciaci MSC na osteoblasty ¢i
chondrocyty. Buiiky veskeré vnéjsi podnéty vnimaji, takZe 1 mechanické signdly ovliviiuji
jejich nasledné chovéani. Neni ale viibec jednoduché napodobit in vivo podminky SCN,
vzhledem k tomu Ze v organismu hraje roli n¢kolik faktort jako naptiklad napéti, deforma-

ce, stres, tlak a tok tekutin, které se navic v ¢ase méni.
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Huang et al., 2004.
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4 DIAGNOSTIKA DIFERENCIACE

Jiz vime, Ze diferenciaci bunck ovlivituje nékolik faktori, které byly zminény
v ptedchozich kapitolach. Dulezité je tedy znat postupy, jak spravné posoudit vlastnosti a
vzhled bunék a na zéklad¢ toho vyhodnotit jakou diferenciacni drahu podstupuji. Jednou ze
sledovanych vlastnosti je morfologie bun¢k, pomoci niz mize byt vyhodnocen zdravotni
stav (apoptické, nekrotické téliska) ¢i jejich tvar. Pro posouzeni morfologie slouzi flu-
orescencni mikroskop a klasicky opticky mikroskop (Machado a Fleck, 2010). Morfologii
je mozné dale posoudit pomoci kryosekéni techniky, kdy jsou bunky ve zmrazeném mediu
umistény do kapalného dusiku a nasledné nafezany na Cryotomu. Metodou pro posuzovani
histologie je barveni bun¢k, kdy dochézi k interakci daného barviva s urcitou ¢asti tkané.
Pro posouzeni adipogeneze se pouziva napiiklad barvivo Oil Red O (Dvorakova et al.,
2008) pomoci kterého jsou obarveny lipidové kapicky (obsahujici triglyceridy, neutralni
lipidy a cholesterol), jeZ jsou pfitomné pievazné v adipocytech (Sigma-Aldrich, 2014).
Diferenciace v osteoblasty se identifikuje pomoci barviva Alizarin Red (Dvorakova et al.,
2008). Toto barvivo se pouziva jiz desetileti pro pozorovani mineralizovanych tkani, jeli-
koz se specificky vaze na vapnik (Gregory et al., 2004). Pfitomnost vapniku je také proka-
zatelna pomoci barveni dle Kossa (Bonewald et al., 2003). Chondrogenni diferenciace by-
va rozpoznana pomoci barveni Mayerovym barvivem (dikaz kolagenu) a Alcianovou

modii (diikaz glykosaminoglykantl) (Dvorakova et al., 2008).

Vsechny buiikky mnohobunééného organismu jsou vybaveny stejnou genetickou infor-
maci, obsahuji tedy totoznou DNA. Odlisnost jednotlivych buné€k je dana aktivitou jednot-
livych genti. Svalova builka nepotiebuje exprimovat stejné geny jako napiiklad nervova a
naopak, proto dochazi k jejich vypnuti. Vyjimkou jsou tvz. house-keeping geny, které po-
ttebuje kazda bunka ke svému fungovani (Diferenciace a epigenetika, JihoCeska univerzita
v Ceskych Budgjovicich). Na zakladé této informace miizeme sledovat diferenciaci prave
podle exprese gentl, které jsou pro kazdy typ bunék typické, napt. RUNX2 pro osteogene-
zi, SOX9 pro chondrogenezi apod. (Murphy et al., 2012). V tomto pifipadé se vyuzivaji
metody jako je qRT-PCR a elektroforéza, které budou blize rozebrany v nasledujicich ka-

pitolach.

4.1 ¢RT-PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném ¢ase qRT-PCR (Real-time quan-

titative polymerase chain reaction) je technologie kterd umoznuje amplifikaci specifickych
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sekvenci DNA tisic az miliénkrat za pouziti sekvencné specifickych oligonukleotidd, te-

pelné stabilni DNA polymerazy a tepelného cyklu. Cely proces probihd v termocykleru. U

klasické PCR metody nasleduje po poslednim cyklu post analyza a to elektroforéza kdy

dochdzi k detekci az findlniho produktu. V piipadé qRT-PCR neni elektroforéza potieba,

jelikoz se méii produkt v kazdém cyklu. Kvantifikace amplifikovaného produktu se ziska-

va za pouziti fluorescencnich sond nebo fluorescencnich barviv vazanych na DNA a né-

stroji PCR v redlném case, které méii fluorescenci pii prubehu kazdého tepelného cyklu

(Ginzinger, 2002), (Real-time PCR handbook, 2012). Existuji tfi hlavni kroky, které tvofi

kazdy cyklus qRT-PCR, pticemz se reakce obecn¢ provadeji po dobu 40 cyklu:

Denaturace: V této fazi dochazi ke zvySeni teploty vzorku obvykle na 95 °C a do-
chazi k naruSeni sekundarni struktury DNA, dojde tedy k rozvolnéni dvousroubovi-
ce na jednotlivé fetézce (Real-time PCR handbook, 2012).

Annealing: Zde dochazi k navazani primera na fetézec DNA. Primer volime podle
toho, jaky usek na DNA je potieba identifikovat. Reakéni smés je ochlazena na
50 - 60 °C (presna teplota zavisi na teploté tani primerll), coz umozni navazani
primeru na fetézec pomoci vodikovych mistkii. Primery slouzi jako vychozi bod
pro syntézu DNA, jelikoZ DNA polymeraza, kterd zahajuje kopirovani fetézce, se
muze navazat pouze k dvojitému fetézci DNA.

Extending: V tomto kroku dochazi k navyseni teploty na 72 °C, coz umozni nava-
zani DNA polymerazy. Jednotlivé DNA baze obsazeny v roztoku zac¢nou tvofit
vldkno na zdklad¢ komplementarity bazi. Vysledkem je novy fetézec DNA (What
is PCR?, 2016).

Vyhodnoceni celého procesu je provadéno pomoci grafu zavislosti intenzity fluorescen-

ce na poctu cyklil (viz obr. ¢. 9)


http://www.yourgenome.org/facts/what-is-pcr-polymerase-chain-reaction

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

0.08
0.07 i
0.06
0.05 .
0.04
0.03 .
0.02

Fluorescence

0.01 :
0.00 -—-—ort—c—.—l—-—"’:'ﬁ#

-0.01

-4 -6 -8 20 22 24 26 28 30 32 34
Cykly

Obrazek 9 Graf zavislosti intenzity fluorescence na poctu cyklu (Bustin, 2005).

4.2 Elektroforéza

U klasické PCR metody nasleduje po poslednim cyklu post analyza a to elektroforéza
(ELFO). Pro analyzu DNA je nejcastéji vyuzivana gelovda ELFO. Vhodnou matrici pro tuto
metodu je polyakrylamidovy gel a to diky jeho porézni struktuie. Obecnym principem je
oddé€leni molekul v gelovém elektrickém poli na zdklad¢ jejich odlisnych nabojl. Pfi umis-
téni do elektrického pole se nabité biomolekuly pohybuji smérem k elektrod¢ s opacnym

nabojem kvili fenoménu elektrostatické pfitazlivosti. Relativni mobilita jednotlivych mo-

vvvvvv

vvvvvv

lekuly vzorku odd€li v gelové matrici, je nutné viditeln¢ zjistit jejich polohu. Toho se do-
séhne barvenim pomoci Cinidla vhodného pro vzorek. Pro barveni DNA usekl se pouziva
naptiklad chlorid stfibrny ¢i ethidium bromid. Vyhodnoceni se provadi pomoci velikostni-

ho markeru, ktery se nanasi na gel spole¢né se vzorkem (Magdelin, 2012).


http://library.umac.mo/ebooks/b28050459.pdf
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Obrazek 10 Obrazek zndzornujici DNA fragmenty oddélené pomoci gelové ELFO.

Délka fragmentii DNA se porovnd s markerem obsahujicim fragmenty znamé dél-

ky. (What is gel electrophoresis?, 2016).
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

e Diferenciace mezenchymélnich kmenovych bun¢k do adipogenni, osteogenni a
chondrogenni linie.

e Vyhodnoceni vlivu topografie povrchu na morfologii mezenchymalnich kmeno-
vych bung¢k.

e Vyhodnoceni vlivu topografie povrchu na proliferaci bunééné linie NIH/3T3.
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6 MATERIAL A METODIKA

6.1 Testované povrchy s odliSnou topografii

Pro testovani vlivu topografie povrchu na diferenciaci MSC byly pouzity polystyrenové
Petriho misky s upravenym povrchem, které byly ptipraveny na Ustavu fyziky a materia-
lového inZenyrstvi Fakulty technologické, Univerzity Tomase Bati ve Zling. Testovano
bylo celkem 7 modifikaci viz. publikace Wrzecionko et al., 2017. Jednotlivé povrchy se

lisily ve velikosti port.
6.2 Bunécéné kultury a medium

Pro dany experiment byla pouzita buné¢na linie mezenchymalnich kmenovych bun¢k
(MSc). Experimenty s MSc byly provedeny ve spolupraci s Ustavem experimentélni biolo-
gie Prirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity. Pro zajisténi diferenciace byly MSc

kultivovany ve 3 diferenciacnich prostiedich:

e Pro indukci adipogeneze: a-MEM médium s obsahem teleciho séra (BioSera, Francie)

v koncentraci 10 %. Médium déale obsahovalo antibiotika Penicilin/Streptomycin
v koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), 0,5 uM dexamethazonu,
50 uM indomethacinu a 0,5 mM isobuthylmethylxanthinu (Sigma).

e Pro indukci osteogeneze: a-MEM médium s obsahem teleciho séra (BioSera, Francie)
v koncentraci 10 %. Médium dale obsahovalo antibiotika Penicilin/Streptomycin v
koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), 0,01 uM dexamethazonu,
200 uM askorbatu-2-fosfatu (Fluka, St Louis, MO) a 10 mM B-glycerol-fosfatu (Sig-
ma).

e Pro indukei chondrogeneze: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, PAA La-

boratories GmbH, Rakousko) sobsahem antibiotik  Penicilin/Streptomycin
v koncentraci 1 % (GE Healthcare HyClone, Velka Britanie), 0,1 uM dexamethazonu,
40 pg/ml proline mix (Sigma), 50 pg/ml askorbatu-2-fosfatu (Fluka, St Louis, MO)
a 10 pg/ml TGF-B3 (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Na vybranych povrsich byla také kultivovana buné¢né linie mySich embryonélnich fib-
roblastti NIH/3T3 (ATCC CRL-1658, USA). Jako kultivacni médium bylo pouzito DMEM
(PAA Laboratories GmbH, Rakousko). K médiu pak bylo ptidano 10% fetalniho teleciho
séra (BioSera, Francie) a antibiotika — Penicillin/Streptomycin (100pg/ml) (PAA Labora-
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tories GmbH, Rakousko). Ob& bunétné linie byly kultivovany pii teplot¢ 37 °C

v inkubatoru s fizenou atmosférou (5 % CO,) a za vysoké relativni vlhkosti.

6.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Pii experimentu byl vyuzivan biologicky inkubator Heracell 150i (Thermo Scientific,
USA), déle laminarni box s fizenou cirkulaci vzduchu HER Asafe KSP (Thermo Scientific,
USA), fluorescen¢ni mikroskop s fadzovym kontrastem Olympus IX 81 (Olympus, Japon-
sko), rastrovaci elektronovy mikroskop Phenom G2 (Edlin), centrifuga Eppendorf 5702 R
(Eppendorf, Némecko), tkanovy plastik (TPP, Svycarsko), automatické pipety a mikropi-
pety (Eppendorf, Némecko).

6.4 Experiment

Nasledujici podkapitoly obsahuji jednotlivé kroky experimentu, které byly provedeny

pfi testovani diferenciace MSc a proliferace linie NIH/3T3 na modifikovanych povrsich.

6.4.1 Kultivace mezenchymalnich bunék

MSC bunky byly nasazeny na Petriho misky s upravenym povrchem. Celkem bylo tes-
tovano 7 modifikaci v 5 opakovanich a jako reference slouzily obycejné Petriho misky.
Buiiky byly vysety v koncentraci 1 x 10° bundk/cm®. Adipogenni, osteogenni a chondo-
genni médium bylo pfidano po tydnu kultivovani. V prabchu celé kultivace (14 dni) byla

provadéna vyména média a to 2x tydné.

6.4.2 Kultivace mysSich fibroblasti

Bunécéna linie NIH/3T3 byla péstovana v kultiva¢ni nadobé (T75, TPP), pred trypsini-
zaci byl stav bun¢k zkontrolovan pomoci mikroskopu. Z kultivacni nddoby bylo nasledné
odsato medium, aniz by doSlo k poskozeni adherovanych bunék. Buiiky byly oplachnuty
fosfatovym pufrem (PBS) o koncentraci 0,2 ml/cm? (odstran&ni zbytkil média a séra). Na-
sledng byl pufr odsat a do kultivaéni nadoby byl pfidan trypsin o koncentraci 0,1 ml/cm?
(doslo k preruseni vazeb bunka-buitka a bunika-plastik). Kultivaéni nadoba s trypsinem
byla umisténa na 15-20 minut do inkubatoru. Po tuto dobu byly bunky kontrolovany pod
mikroskopem a po uvolnéni bun¢k bylo do nadoby piidano stejné mnozstvi media jako
trypsinu. Vznikly roztok byl odsan do centrifugaéni zkumavky. Zkumavka byla vlozena do
pfedem vytemperované centrifugy, pficemz centrifugace probihala 3 minuty pfi otdckach

100 rpm. Po centrifugaci byl odsat vznikly supernatant a buiiky usazené na dn¢ zkumavky
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byly pomoci média nafedény na koncentraci 1.10° bun&k/ml média. Buiiky linie NIH/3T3
byly péstovany pouze na vybranych povrsich (povrch 4, 5, 6 a 7). Bunky byly vysety na
jednotlivé Petriho misky v koncentraci 2.10° bunék/ml média. Misky byly pfipraveny ve 3
opakovanich plus reference. Buiiky byly kultivovany v inkubatoru po dobu 2 dnii. Prolife-

race a stav bun¢k byl kontrolovan pomoci mikroskopu s fazovym kontrastem.

6.4.3 Barveni bunék a fluorescen¢ni mikroskopie

Po 3 tydenni kultivaci mély byt MSc na Petriho miskach obarveny ptislusnymi barvivy
pro vyhodnoceni diferenciace. Pfed timto krokem musel byt vSak experiment pfedcasné

ukoncen kvili infekci MSc bunék. Dale v§ak bude zminén zamysleny postup barveni:

e Diukaz adipogeneze: Identifikace diferenciace v adipogenni linii méla byt provedena

pomoci barviva Oil Red O (Sigma). Buitky mély byt zafixovany 10 % formaldehydem
po dobu 30 minut. Dale mély byt promyty a dehydratovany 60% isopropanolem po do-
bu 2-5 minut a nabarveny roztokem Oil Red O dle protokolu vyrobce a kontrastné na-
barveny Mayerovym Hematoxylinem (BioOptica, Milan, Italy).

e Dtukaz osteogeneze: Diferenciace méla byt prokdzana barvenim pomoci Alizarin Red a

barvenim podle Kossa. Pro barveni Alizarin Red mély byt bunky zafixovany 70% le-
dové chladnym ethanolem po dobu 15 minut. Dale mély byt promyty destilovanou vo-
dou a obarveny barvivem Alazarin Red (Sigma) a po 5-10 minutach opét dukladné
promyty. Pro barveni podle Kossa mély byt buiikky opét zafixovany ethanolem po dobu
15 minut. Po promyti destilovanou vodou mély byt buniky inkubovany v 5 % dusi¢nanu
sttibrném (Sigma) pod UV svétlem po dobu 30 minut. Nasledné mély byt opét pro-
plachnuty destilovanou vodou a pokryty 5% thiosirdanem sodnym (Lachema, Brno,
Ceska Republika) na 2 minuty a opé&t proplachnuty.

e Diikaz chondrogeneze: V tomto ptipadé mély byt buniky zafixovany acetonem po dobu

10 minut. Obecna struktura chondrogenni tkdné méla byt prokazdna Mayerovym bar-
vivem Haematoxylin/Eosin (BioOptica, Milan, Italy). Glykosaminoglykanové usazeni-

ny mély byt barveny 1% Alcianovou modii (Sigma) v 3 % roztoku kyseliny octové.

Vysledky mély byt vyhodnoceny pomoci fluorescenéniho mikroskopu s fazovym kon-

trastem.

Po objeveni infekce byly MSC zafixovany a nabarveny barvivem ActinRed (Life Tech-
nologies, USA) a barvivem Hoechst 33258 (Molecular Probes, Carlsbad, CA). Barvivo

ActinRed se vaze na proteiny, které jsou obsazeny v cytoskeletu buné¢k a Hoechst pak pro-
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stupuje do jader buné€k, kde se vaze na DNA. Postup byl nasledujici: Z Petriho misek bylo
odsato médium a poté byly buiiky zafixovany pomoci 4 % formaldehydu (mnozstvi 1 ml
na misku) po dobu 15 minut. Po uplynuti doby byl formaldehyd odsat a misky byly pro-
plachnuty 1 ml PBS. Po odsati PBS byl na misky napipetovan 0,5 % Triton, doba piisobeni
byla 5 minut, a nasledné byl opét odsan. Nasledoval proplach pomoci PBS (3x kazd4 mis-
ka). Poté bylo do misky napipetovano 1 ml PBS a ptidany barviva, AcktinRed v mnozstvi
1 kapky/ml a Hoechst v koncentraci 30 pl/ml. Petriho misky byly ponechany v inkubétoru
po dobu 30 minut a po uplynuti doby byl jejich obsah odsan. Na zavér byl na kazdou mis-
ku ptridan opét 1 ml PBS. Morfologie bun¢k pak byla sledovana pomoci fluorescen¢niho

mikroskopu s fazovym kontrastem.

Z dtivodu infekce MSc byla testovana i proliferace bunécnych linii mysich fibroblastt

na modifikovanych povrsich. Postup barveni i vyhodnoceni byl stejny jako v ptipadé MSc.

6.4.4 Skenovaci elektronova mikroskopie

Morfologie obou bunécnych linii byla pozorovana také pomoci skenovaci elektronové
mikroskopie (SEM). U elektronového mikroskopu jsou na rozdil od svételného nahrazeny
fotony elektrony a sklenéné cocky nahrazeny elektromagnetickymi. Elektronovy mikro-
skop ma vyssi rozliSovaci schopnost diky tomu, ze elektrony maji kratsi vlnovou délku,
nez je tomu u viditelného svétla. U elektronového mikroskopu miizeme dosahnout az

1 000 000 x zvétSeni (Cais, 2015).
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7 VYSLEDKY

Vzhledem k vyskytnuvsi se infekci MSC v prubéhu experimentu nemohla byt vyhodno-
cena diferenciace MSc bunék v dané bunééné linie. Tato kapitola tak bude vénovana pouze
vyhodnoceni vlivu topografie povrchli na proliferaci a morfologii bun¢k. Vysledky jsou
prezentovany v podob¢ mikrofotografii pofizenych pomoci fluorescenéniho mikroskopu s

fazovym kontrastem a pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu.

7.1 Vyhodnoceni vlivu modifikovanych povrchii na linii mezenchymal-

nich kmenovych bunék

V naésledujicich obrazcich jsou vzdy uvedeny v levé casti mikrofotografie zobrazujici
cytoskelet bun€k (konkrétné aktinova vldkna) a v levé ¢asti pak tomu odpovidajici jejich
jadra. Na obrazku 11 vidime morfologii MSC kultivovanych na referencnich miskach.

V ptipadé reference buiiky zaujimaly ploSny a ovalny tvar.
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Aktinova vlakna Jadra bunék

200 ym

D)

Obrazek 11 Mikrofotografie MSC péstovanych na referencnich miskdch porizené

pomoci fluorescencniho mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.

Obrazek 12 zachycuje morfologii MSC na modifikovaném povrchu 1. Vzhledem
k tomu, ze tato modifikace se nejméng lisila od reference, byla o¢ekavana i jistd podobnost
morfologie bun¢k. Buiky i zde zaujimaji ploSny a ovalny tvar. Z teoretické ¢asti vime, ze
tvar buné€k také souvisi s diferenciaci. Pfipad, ze buniky maji kulovity ¢i ovalny tvar, miZze
znamenat zachovani kmenovych bun¢k v nediferencovaném stavu. Vezmeme-li v ivahu
vzhled adipocytl, které jsou pravé kulovité, miZzeme 1 uvazovat o diferenciaci bunék do
adipogenni linie. Vzhledem k vyskytu infekce ale nemohou byt tyto vysledky potvrzeny a

jsou pouze spekulativni.
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Aktinova vlakna Jadra buné€k

200 um 200 pm

D)

Obrazek 12 Mikrofotografie MSC (povrch 1) porizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.

Na obrazku 13 je zobrazena morfologie testovaného povrchu 2. Zde jiz zaCina byt
vzhled mirn€ odlisny na rozdil od reference. Bunky zaujimaji tvar mnohothelniku a mi-

zeme zde vidét podobnost s osteoblasty.
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Aktinova vlakna Jadra buné€k

200 um 200 pm

Obrazek 13 Mikrofotografie MSC (povrch 2) porizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.

Mikrofotografie v obrdzku 14 zobrazuji vzhled bunék na modifikovaném povrchu
¢islo 3. Vidime, Ze se zvétSujici se velikosti porti, dochazi také k vétsi odliSnosti morfolo-
gie bunck oproti referenci. Buniky zaujimaji protdhlejsi tvar nez v ptedchozich ptikladech,

svym vzhledem mohou pfipominat myocyty.
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Aktinova vlakna Jadra buné€k

200 pm 200 pm

D)

Obrazek 14 Mikrofotografie MSC (povrch 3) porizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu. A), C) zachycuji aktinova vlakna, B), D) zobrazuji jadra bunék. Zvét-
Seni mikrofotografii je 100x.

Nasledujici obrazky 15 - 17 obsahuji mikrofotografie MSC kultivovanych na povrsich
4 - 6. Kvalita pofizenych fotografii klesa s rostouci poérovitosti povrchli. Pomoci flu-
orescen¢ni mikroskopie dochazi k pofizovani snimki osvétlenim spodni ¢asti Petriho mi-
sek, vzhledem k tomu muze byt vidén na nékterych snimcich i vzhled dané topografie,
ktery narusuje celkovy vzhled buiiky. Nicméné pro posouzeni tvaru bunck jsou mikrofoto-
grafie dostacujici. S rostouci velikosti poéri mizeme fict, ze dochéazi k protahovani bunék.
V nékterych  pfipadech buiky zaujimaji tvar podobny nervovym  builkdm
(napt. obrazek 15 C) nebo obrazek 16 A)). Tato podobnost je ale Cisté nahodna, jelikoz

z k neurogenezi dochazi jen v ptipad¢, jsou-li diferencovany NSC.
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Aktinova vlakna Jadra bunék

D)

Obrazek 15 Mikrofotografie MSC (povrch 4) porizené pomoci fluorescencniho

mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.
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Aktinova vlakna Jadra buné€k

200 ym 200 pm

D)

Obrazek 16 Mikrofotografie MSC (povrch 5) porizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.
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Aktinova vlakna Jadra buné€k

200 pm

D)

Obrazek 17 Mikrofotografie MSC (povrch 6) porizené pomoci fluorescencniho
mikroskopu. Zvétseni mikrofotografii je 100x.

Mikrofotografie potizené pro povrch 7 v této praci zvetejnény nejsou, jelikoz dosahova-
ly velmi $patné kvality. Z toho diivodu bylo zrealizovano foceni pomoci skenovaciho elek-
trického mikroskopu. Na obrazku 18 vidime potizené snimky pro A) referenci, B) povrch 5
a C) povrch 7. Vzhled bunék kultivovanych na referenci je na snimku ze SEM shodny se
snimkem pofizenym pomoci mikroskopu fluorescencniho, bunika zaujima plosny tvar. Je
vSak tfeba konstatovat, Ze postup fixace vyrazné ovlivituje vzhled bun¢k. Na snimku C)
pak vidime MSC rostouci na povrchu 7 a je zde i dobfe zobrazena topografie povrchu

s velkymi pory.
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g J: lapping
100 pm { n BSD Full

Obrazek 18 Mikrofotografie MSC porizené pomoci elektronového mikroskopu.
A) Reference, B) Povrch 5, C) Povrch 7.
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7.2 Vyhodnoceni vlivu modifikovanych povrchi na proliferaci bunécné

linie NIH/3T3

Na modifikovanych povrSich Petriho misek byla také sledovéana proliferace bunééné li-
nie NIH/3T3. Fibroblasty jsou jiz diferencované bunky a zaujimaji nejcasteji hvézdicovy
tvar. Vzhledem k tomu nebyla zmé&na morfologie na povrSich o¢ekavana. Na obrazku 19
jsou zobrazeny snimky pofizené fluorescencnim mikroskopem pro referenci a vSechny
testované povrchy. Na vSech snimcich si mizeme vSimnout podobného mnozstvi bunék,
zadny z povrchil tedy nepodporoval ¢i inhiboval rast této bunééné linie. Morfologie bun¢k
se nicmén¢ lisila.

Aktinova vlakna Jadra bunék

200 ym
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) 200 um ] % 200 pm

Obrazek 19 Mikrofotografie NIH/3T3 porizené pomoci fluorescencniho mikro-
skopu. A), B) Reference,; C), D) Povrch 4, E), F) Povrch 5; G), H) Povrch 6, 1), J)
Povrch 7. Zvetseni mikrofotografii je 100x.
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Na obrazku 20 jsou zobrazeny snimky pofizené elektronovym mikroskopem pro linii
fibroblast. Snimky byly pofizeny pro A) referenci, B) povrch 4, C) povrch 5, D) povrch 6
a E) povrch 7. Na mikrofotografii C) a D) si mizeme povSimnout, jak bunky prorustaji i
skrz pory a neproliferuji pouze na povrchu substratu. Na snimku E) je pak vidét i rist uv-

nitt porh.

100 pm
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Obrazek 20 Mikrofotografie NIH/3T3 porizené pomoci elektronového mikrosko-
pu. A) Reference, B) Povrch 4, C) Povrch 5, D) Povrch 6, E) Povrch 7.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

8 DISKUZE

Kmenové bunky jsou primdrni nediferencované bunky, mohou obnovovat samy sebe
nebo mohou diferencovat na jiny typ bunck. Diky t€émto vlastnostem se piirozené podili na
regeneraci tkdni v organismu. To je hlavni diivod, pro¢ se jim v posledni dobé vénuje tolik
pozornosti. Pomoci kmenovych bunék by se mohly v budoucnu 1é¢it ¢i minimalné zmirnit
priznaky fady nemoci. Pro vyzkum jsou cCasto pouzivané kmenové bunky ziskané
z dospélych jedinct, napiiklad mesenchymalni kmenové buiiky, vzhledem k tomu, Ze tim
odpadé tada etickych otdzek tykajicich se embryondlnich kmenovych bun¢k. Mesenchy-
malni kmenové buitky mohou byt ziskany jednoduSe punkei kostni diené z lopatky nebo
kycelni kosti ¢i odbérem tukové tkan¢ pomoci liposukce. Mesenchymalni kmenové bunky
jsou schopny diferencovat v rizné bunééné typy jako jsou napft. osteoblasty, chondrocyty
¢i adipocyty. Pro zakladni i1 aplikovany vyzkum je velmi dilezité buiikdm nastavit co nej-
vhodné&jsi podminky v in vitro experimentech, v nejleps$im piipadé podminky pfipominajici
jejich ptirozené prostfedi. V dospélosti ziji kmenové buiikky v mikroprostfedi nazyvaném
niche kmenovych bunék, které tidi jejich osud. Vlastnosti extracelularni matrix tohoto mi-
kroprosttedi a to jak biochemické, tak geometrické a mechanické, ovliviiuji osud kmeno-

vych bunék (napf. diferenciaci a délent).

V této praci byl testovan vliv geometrickych vlastnosti. Mezenchymadlni buniky mély byt
diferencovany do adipogenni, osteogenni a chondrogenni linie pomoci standartnich proto-
kolt pro jejich diferenciaci a soucasné zjisStovano, zda dojde k ovlivnéni diferenciace 1
pomoci povrchovych vlastnosti (pfedev§im topografii) kultivacniho substratu. Z divodu
infekce mezenchymadlnich kmenovych bunék musel byt experiment pted¢asné ukoncen a
byl vyhodnocovan pouze vliv topografie na morfologii bunék. To, ze topografie mize
slouzit jako regulator diferenciace, bylo jiz dokazano né€kolika vyzkumy, z nichZ jsou né-
které zvetejnény i v teoretické ¢asti prace, konkrétné kapitola 3.1.2.1 ,, Topografie povrchu
jako reguldtor chovani kmenovych bunék®. Zde bylo zminéno né€kolik studii, jako napfi-
klad stude Cheng et al., 2013, kterd zkoumala osteogenni diferenciaci a bylo zjisténo, ze
bunky Iépe proliferuji na vlaknitém povrchu nez na plochém. Testovany byly lidské me-
zenchymalni kmenové buiiky. Dalsi jiz zminénou studii byla od skupiny védct Ahn et al.,
zde byl testovan vliv hustoty nanopilar. Tvary bunék byly vice zaoblené v ptipad¢ povrchii
s vy$$i hustotou nanopilar a naopak pii niz$i hustoté zaujimaly bunky vétsi plochu.
V ptipadé zaoblenych bunék probihala diferenciace do adipogenni linie zatimco v ptipadé

bun¢k zaujimajici vetsi plochu osteogenni linie. V této diplomové praci byly konkrétné



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

testovany povrchy s odliSnou velikosti pérti. Na pofizenych mikrosnimcich pro jednotlivé
povrchové modifikace mizeme sledovat odlisSnou morfologii bun¢k. Builky zaujimaly na
povrsich s mensimi pory spiSe plosny a ovalny tvar, se zvétSujici se velikosti port pak do-
chézelo k jejich protahovani. Jednim z projevu diferenciace je zména tvaru bunék a mohly
bychom ptedpokladat, Ze 1 v tomto piipad¢ tomu tak bude. Dalo by se tedy fici, Ze povrchy
s mensimi pory indukovali diferenciaci bunék v adipocyty, u povrchl s pory vétSimi by
pak mohlo dochdzet k indukci osteoblastl a chondrocytli. Vzhledem k tomu ale ze byl ex-
periment ukoncen jeste pred specifickym barvenim bunék, které mélo slouzit k identifikaci
danych bunécnych linii, jsou vysledky pouze prvotni a bude nutné experiment provést
znovu. Xu et al., 2016 testovali také vliv porovitych struktur na MSC ale na upraveném
titanovém povrchu. Builkky na povrSich kultivovali v pfitomnosti normdlniho média a
v pfitomnosti osteogenniho média. Experimentalni vysledky ukazaly, Ze topografie drama-
ticky podporuje adhezi MSC péstovanych na povrchu, ale tvar, morfologie a Sifeni bunék
nebyly vyznamné ovlivnény. Tyto vysledky se neshoduji s vysledky této prace. Jednim
z diivodd pro¢ tomu tak je, mize byt materidlova odliSnost substratd. Dalsi studie zabyva-
jici se vlivem porovitosti na diferenciaci byla zvefejnéna v praci Oh et al., 2010. Testovali
leSeni pfipravené z polykaprolaktonu (PCL) s velikosti porti od 90 do 400 um. Vliv veli-
kosti porti byl aplikovan na diferenciaci tukovych kmenovych bun¢k na chondrogenni dife-
renciaci. Jako nejpfiznivéj$i prostiedi pro chondrogenezi bylo vyhodnoceno leseni
s velikosti pora 370-400 um. Porézni scaffold miize byt pripraven také z materialu, ktery je
organismu vlastni. Choi et al., 2010 pfipravili leSeni z lidskych tukovych bunék. LeSeni z
lidské tukové tkdn¢ obsahovalo slozky extracelularni matrix véetné kolagenu a bylo vyro-
beno v rtiznych makroskopickych tvarech s otevienou pérovou mikrostrukturou a vysokym
stupném vzajemného propojeni. Testované leSeni podporovalo proliferaci tukovych kme-
novych bunék a mohlo by byt velkym piislibem pro mnoho klinickych aplikaci, zejména u

pacientl vyZadujicich regeneraci meékkych tkani.

Dale byl v praktické ¢asti vyhodnocen vliv modifikovanych povrchli na proliferaci bu-
nécné linie NIH/3T3. Na vSech snimcich (viz. obrazek 19) si miizeme vSimnout podobného
mnozstvi bunék, zadny z povrchi tedy nepodporoval ¢i inhiboval riist této bunécné linie.
Fibroblasty jsou jiz diferencované builky, proto na vnéjsi podminky nereaguji tak citlivé
jako buiiky kmenové. Vyrazna zména morfologie nebyla tedy ocekavana, nicméné urcita
odliSnost byla zaznamenana. Na mikrofotografiich pofizenych pomoci elektronového mi-

kroskopu (obrazek 20) pak byl zaznamenan rast bunék skrz pory.
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Geometrické vlastnosti substratu bezpochyby ovliviiuji diferenciaci kmenovych bunék,
nicméné pii jejich péstovani in vitro je tieba pochopit i dalsi souvislosti jako jsou mecha-
nické a biochemické vlastnosti. Jen tak mohou byt vytvofeny co nejptirozenéjsi podminky
pro kultivaci. Schopnost fidit diferenciaci kmenovych bunék je v tkanovém inZenyrstvi
velmi dualezita pti vytvareni umélych tkani, vzhledem k tomu Ze jsou odlisné tkané tvotreny
riznym typem bunék. Vyuziti kmenovych bunék pro 1é€bu je Casto zatim jen na vyzkumné
urovni, proto je potfeba se timto tématem nadale zabyvat a ziskdvat nové poznatky

v moznostech fizeni osudu bunék.
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ZAVER

Tkéanové inZenyrstvi je obor, ktery na zédklad€ svych obecnych principi vytvari ptirodni
¢i syntetické substraty a scaffoldy, které jsou funkéné a strukturdlné podobné tkani, ktera
ma byt nahrazena. Mezi nejcastéji vyuzivané bunky v tomto oboru se fadi buiiky kmenové,
a to diky jejich schopnosti samoobnovy a diferenciace na jiny typ bun€¢k. Kmenové bunky
ziji u dospélych jedincti v mikroprostfedi nazyvaném niche kmenovych bun€k a pro kulti-
vaci in vitro je dulezité jeho umélé vytvoreni. Proto byla teoretickd ¢ast predlozené diplo-
mové prace vénovana pievazné vlastnostem extracelularni matrix niche kmenovych bun¢k

a to konkrétné vlastnostem biochemickym, geometrickym a mechanickym.

Cilem praktické €asti bylo vyhodnoceni vlivu topografie povrchu na diferenciaci me-
zenchymalnich kmenovych bunék. Testovano bylo 7 upravenych polystyrenovych po-
vrchil, které byly piipraveny na Ustavu fyziky a materialového inzenyrstvi Fakulty techno-
logické, Univerzity Tomase Bati ve Zlin€. Jednotlivé povrchy se liSily velikosti port. Me-
zenchymalni bunky byly kultivovany v médiu indukujicim adipogenni, osteogenni ¢i
chondrogenni prostiedi. Z divodu infekce vSak musel byt experiment pfedcasne€ ukoncen a
byl vyhodnocen pouze vliv topografie na morfologii bunék. Vysledky byly vyhodnoceny
na zakladé¢ mikrofotografii potfizenych pomoci fluorescenéniho mikroskopu s fdzovym
kontrastem a skenovaciho elektronového mikroskopu. Potizené snimky prokéazaly vliv po-
vrchovych vlastnosti na morfologii. Buiikky zaujimaly na povrSich s men$imi pory spise
plosny a ovalny tvar, pii zvétSujici se velikosti port pak dochdzelo k jejich protahovani.
Vysledky byly vice komentovany v diskuzi pfedlozené prace. Dale byl vyhodnocen vliv
topografie povrchu na proliferaci bunééné linie NIH/3T3. Vyhodnoceni bylo provedeno
stejny zpisobem jako v pfipadé¢ mezenchymalnich kmenovych bunék. Vyznamny vliv na
rust této bunééné linie nebyl zaznamenan. Vhledem k tomu, Ze fibroblasty jsou jiz diferen-
cované buiiky, nereaguji na vn¢jsi podminky tak citlivé jako bunky kmenové. Vélky rozdil

v morfologii bunck tedy nebyl ocekavan.
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ALP
DNA
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ECM
ESC
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HSC
MSC
NGF
NIH/3T3
NSC
qRT-PCR
PCL
PES
PMMA
PUR

SC

SCN

Adultni kmenové buiiky
Alkalicka fosfataza
Deoxyribonukleova kyselina
Embryoid bodies

Extracelularni matrix
Embryonalni kmenové bunky
Fibroblastovy rustovy faktor
Glykosaminoglykany
Hematopoetické kmenové buiky
Mezenchymalni kmenové bunky
Nervovy rastovy faktor

Linie mysich fibroblastl
Nervové kmenové buiiky
Kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Polykaprolanton
Polyethersulfon
Polymethylmetakrylat
Polyuretan

Kmenové bunky

Niche kmenovych bunék
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