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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva problematikou spojenou s nedostatecnou regeneraci srdce.
Po jeho poskozeni dochézi ke ztrat¢ kardiomyocytt, tedy bunék v srdci, které se vyviji
pfedev§im v embryondlnim a ¢asném postnatalnim obdobi, ale v dospélosti se jiz nedéli a
nedochazi k jejich obnové. Ztrata kardiomyocytii vede ke zhorSeni funkce srde¢niho svalu a
prispiva k rozvoji kardiovaskularnich chorob, které¢ ptedstavuji vazny zdravotni problém po
celém svété. Navzdory pokrokim v medicin€é zGstdva regenerace srdce velmi
problematickou oblasti, a proto je pfedlozend prace zaméfend pravé na maturaci
kardiomyocytt, tedy na jejich proces zrani. Dobfe maturované kardiomyocyty maji oproti
nedozralym buikam lepSi kontraktilni vlastnosti, ale také jsou schopny interagovat s
okolnimi tkdnémi v srdci a aktivné se zapojovat do procest zmén ve struktufe srdce.
Dutlezitym pomocnikem v této problematice mohou byt také biomaterialy, které poskytuji
bunkam idedlni prostiedi pro jejich rust a diferenciaci. To mlze pozitivné ovlivnit proces
zrani bun¢k, a tim 1 regeneraci srdce. Prakticka ¢ast prace pak byla zamétfena na tvorbu
embryonalnich télisek metodou visicich kapek, suspenzni metodou a pomoci mikrodesti¢ek

AggreWell™800, naslednou kardiomyogenezi a izolaci kardiomyocyti.

Kli¢ova slova: maturace kardiomyocytii, regenerace srdce, kardiovaskularni onemocnéni,

kmenové buniky, kardiomyocyty

ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the issue associated with insufficient heart regeneration.
After its damage, there is a loss of cardiomyocytes, cells in the heart, that develop mainly in
the embryonic and early postnatal period, but in adulthood they no longer divide and do not
regenerate. Their loss leads to the deterioration of cardiac muscle function and contributes
to the development of cardiovascular diseases, which represent a serious health problem
worldwide. Despite advances in medicine, heart regeneration remains a very problematic
area, and therefore, the presented work is focused on the maturation of cardiomyocytes,
specifically on their maturation process. Well-matured cardiomyocytes have better
contractile properties compared to immature cells, but they are also capable of interacting
with surrounding tissues in the heart and actively participating in processes of changes in
heart structure. Biomaterials can also be important aids in this issue, providing cells with an

ideal environment for their growth and differentiation. This can positively influence the cell
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maturation process and thus heart regeneration. The practical part of the thesis was focused
on the formation of embryoid bodies using the hanging drop method, suspension method,
and using AggreWellTM800 microplates, followed by cardiomyogenesis and isolation of

cardiomyocytes.

Keywords: cardiomyocyte maturation, heart regeneration, cardiovascular diseases, stem

cells, cardiomyocytes
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Uvod

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou po celém svété hlavni pricinou umrti a
maji negativni vliv na lidské zdravi a kvalitu Zivota jedinct. Problematikou spojenou s KVO
je nedostatecna regenerace srdce. Lidské srdce se totiz potyké s piekazkou, kdy po jeho
poskozeni dochdzi pouze k omezené regenerani schopnosti, coz vede k postupnému
zhorSovani jeho funkce a Usti v srde¢ni selhani. Naptiklad po srdecnim infarktu dochazi
namisto obnovy funk¢nich kardiomyocyta ke tvorbé jizvy, ¢imz se snizuje vykonnost srdce

a zhorSuje fada symptomd. (Steinhauser a Lee, 2011)

Za ucelem opravy nebo ndhrady poskozeného srdce se vkladd nadéje do vyuziti
funk¢nich biomateriali a biomimetickych scaffoldd, ale vytvofit plné vyzralé a funkcni

srdecni tkan€ in vitro zistava nadale velmi obtizné. (Tenreiro et al., 2021)

Cestu k vyfeseni tohoto problému komplikuje také nedostatek darci pro transplantaci
srdce (HT — Heart Transplant), coz ovlivituje Siroké spektrum faktorti véetné 1ékarskych,
pravnich, kulturnich a etickych aspektii. Je zapotiebi rozsifit nejen stavajici, ale i nové
strategie vybéru darci a zlepsit alternativni metody pro transplantaci. Nachazime se v
situaci, kdy poptavka po vhodnych darcich srdce ptevySuje soucasnou nabidku, coz mize
byt disledkem starnuti populace, zlepSeni celkového pieziti po infarktu myokardu a

pozitivnéjSich vysledkll u pacientd, ktefi trpi srde¢nim selhanim. (Cameli et al., 2022)

Teoretickd Cast predlozené prace se zaméiuje na kardiovaskuldrni onemocnéni a
jejich pficiny, pfiznaky a moZznosti 1écby. Abychom byli schopni vynalézt biomaterial
podporujici maturaci kardiomyocytl, je nejprve dilezité porozumeét zékladni anatomii a
fyziologii srdce, které se vénuje druhd kapitola. DuleZitou soucasti je také regenerace srdce,

struktura kardiomyocytt a jejich samotna maturace.

Praktickd cast prace je zaméfena na vytvofeni kardiomyocytli z embryonalnich
kmenovych bun¢k (ESC) prostfednictvim formace embryondlnich télisek (EBs), a to hned
nekolika metodami (metodou visicich kapek, suspenzni metodou a pomoci mikrodesticek

AggreWell™800.
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I. TEORETICKA CAST
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1 KARDIOVASKULARNI CHOROBY

Navzdory pokroku v terapii a klinickém vyzkumu ptedstavuji KVO hlavni pfi¢inu
nemocnosti, ale také umrtnosti po celém svété. Narozdil od srdecniho onemocnéni (SO)
predstavuji KVO S$irsi kategorii, kterd zahrnuje v§echny typy onemocnéni postihujici srdce
nebo cévy, zatimco SO predstavuje konkrétni podkategorii KVO. Tyto choroby mohou
zpusobit mrtvici, infarkt myokardu (IM), srde¢ni selhani nebo onemocnéni perifernich
tepen. (Parrotta et al., 2020) Ke vzniku srde¢niho selhdni Casto piispiva IM a to tim, Ze
zpisobuje trvalou ztratu kardiomyocytd, zménu struktury srde¢niho svalu, vznik jizev, ale
také zteneni a oslabeni srdeénich stén a vyskyt arytmie. Casové schéma histologickych
zmén srde¢ni tkan¢ je zobrazeno na Obrazku 1. Témé&f ihned po prodélaném infarktu nejsou
pod mikroskopem viditelné Zadné histologické zmény, nicméné v prvnich 30 minutach az 4
hodinach dochéazi na okrajich tkani k jejich zdufeni a ke ztraté glykogenu. V pribéhu
nejblizSich 8 hodin vznikd koagulaéni nekrdéza myokardu, kterd v postizené oblasti
zpisobuje otok. V rozmezi 12 az 24 hodin mizeme pozorovat, jak poskozené tkdn¢ tmavnou
a hromadi se neutrofily'. Po uplynuti prvnich 1 az 3 dni je zni¢eno bunééné jadro, zatimco
v obdobi 3 az 7 dnG makrofagy odstranuji z dané oblasti buiiky, které¢ prosly procesem
apoptdzy. Ve dnech 7 az 10 probiha tvorba granulacni tkané, po které nasleduje usazovani
kolagenu typu I v dané postiZzené oblasti. Nakonec se béhem 2 mésict vytvoti fibrozni tkan

za ucelem nahrady odumftelych bun€k a vznika jizva. (Scafa Udriste ef al., 2023)

Histologické zmény po infarktu myokardu v srdeéni tkani, véetné obdobi 0-10 dni.

Zadné histologické Koagulaéni nekréza Destrukce
zmény myokardu bunééného jadra
3
0,5 - 4 hodin 12-24 hodin 3-7 dni Po 10 dnech
OO ONINOEOEONO»
\ | »
Cas0 l 4-12 hodin l 1-3 dny L 7-10 dni l

Zdufela vldkna na Ztmavnuti Apoptické buriky Tvorba vlaknité
okrajich tkani poskozené tkané vy&isténé makrofagy tkané

Obrdazek 1 Histologické zmény po MI na srdecni tkani (Scafa Udriste et al., 2023)

! Bilé krvinky, které bojuji s infekcemi a cizorodymi latkami v téle. Jsou schopny pohltit a zlikvidovat
mikroorganismy, jako jsou bakterie nebo viry, a hraji klicovou roli v imunitni reakci na infekce. (Malech,
DeLeo a Quinn, 2014)
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Zhodnoceni umrtnosti na KVO podle statistik IHME (Institute for Health Metrics a
Evaluation), Globalni zatéz nemoci z roku 2019 poskytuje pohled na zdravotni situaci ve
svété. Tento trend lze sledovat pomoci pfiloZené mapy umrtnosti na KVO, kde jsou
jednotlivé zemé vyznaCeny podle odstinu barev (Obrdzek 2). Mapa je doprovazena

legendou, ktera napomaha interpretovat miru imrtnosti v jednotlivych statech.

Umrtnost na kardiovaskuldmi onemocnéni, 2019
Odhadovand Gmrinost na kardiovaskulirni onemocnéni® na 100, 000 obyvatel.

e -
-
\
L
g
Mo data 0 100 200 300 400 500
I g
Zidroj dat: ITHME, Globalni zitéZ nemoc (2019) DurWorldinData.org/causes-of-death | CC BY

Pomiamka: Pro modmost smovnini mezi zemémia v Sase je tato metrika v&kové standardizovana®,

1. Kardiovasulérn! onemoonén: Kardiovaskuldmi onemoendni zahrnuji viechna enemocndn srdoe a ofv — vemd infarkin a mrtvice, aterosklerday,
ischemické choroby srdefnd, hypentenznich chorob, kardiomyopatie, revmatickich onemocndni srdec a daBich. Maji tendenci se rozvijet postupnd s
vikemy, zeiména pokud maiji lidé rizikové fakiory, jako je vysoky krevnd tlak, koufend, uw¥ivanl alkoholy, 3pamd strava a mnefisténd ovadudi

2. Vikovd standardizace: Vikova standardizace je dprava, kierd umoSiuje porovnd vat populace s riemou vkovou strukturou tim, #¢ je standardizuje na
spolednou referentnd populaci.

Obrazek 2 Mapa umrtnosti na kardiovaskularni onemocnéni pro cely svét v roce 2019

(https://ourworldindata.org/)

Na jedné stran¢ mame staty jako Peru, Francie, Japonsko a Jizni Korea, které maji
relativné nizké rovné timrtnosti na KVO, konkrétné¢ 77-95 umrti na 100.000 obyvatel. Na
druhé¢ strané jsou staty, jako je Mongolsko, Egypt, Ukrajina a Uzbekistan, které¢ maji vyrazné
vys$$i imrtnost v disledku téchto onemocnéni, konkrétné¢ 518-946 umrti na 100.000

obyvatel.

KVO jsou casto spojena s Zivotnim stylem jednotlivci, jako je strava, fyzicka

aktivita, koufeni a nadmérna konzumace alkoholu. Proto by se strategie snizovani umrtnosti
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na tato onemocnéni mély zaméfovat nejen na zlepSeni piistupu ke zdravotni péci, ale také
na edukaci vetejnosti a podporu zdravéjsiho zivotniho stylu. (Stewart, Manmathan a

Wilkinson, 2017)

Podle grafu (Obrazek 3) pak miizeme sledovat pokrok v imrtnosti na KVO v Ceské
republice, kdy od roku 1990 bylo 541 umrti na 100.000 obyvatel, a sou¢asna uroven z roku
2019 byla 232 umrti na 100.000 obyvatel. Tento pokles je disledkem zlepSeni zdravotni
péce, prevence a zvySeného povédomi vetejnosti o rizicich téchto onemocnéni. Nicméng,
KVO stéle zistavaji hlavni pii¢inou umrti nejen v Ceské republice, ale také ve svété. Proto
je dulezité pokracovat v usili o dalsi snizovani zatéze témito chorobami prostfednictvim

prevence, vzdélavani a poskytovani moderni 1é¢by.

Umrtnost na kardiovaskulami onemocnéni, 2019

Odhadovand Gimrtnost na kardiovaskulirnl onemocnénl’ na 100, 000 obyvatel.
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Obrazek 3 Graf umrtnosti na kardiovaskularni onemocnéni v roce 1990-2019
(https://ourworldindata.org/)
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1.1 Srdec¢ni onemocnéni

SO je vSeobecny termin, zahrnujici celou fadu stavi, které ovliviiuji strukturu a funkci
srdce. Jedna se zejména o ischemickou chorobu srde¢ni 2, srde¢ni infarkt, nebo arytmii srdce
3. Mezi dalsi typické projevy patii srde¢ni dysfunkce a odumirani kardiomyocyti. Ztrata
srdecnich bun¢k pfedstavuje nevratny proces, ktery vede k fibréze a tvorbé jizev. Tato
patologickd zména nasledn€ vyvolava srdecni selhani s postupnymi nasledky. (Parrotta et

al., 2020)

1.2 Pri¢iny a priznaky srdecnich chorob

Piestoze pfesné pficiny vzniku a rozvoje SO nejsou dosud zcela objasnény, vS§eobecné
se uznava, ze na jejich vzniku se podileji jak genetické faktory, tak faktory zivotniho
prostiedi. Rada SO je zptisobena rozsahlym odumiranim kardiomyocytt, pfi¢emz schopnost
dospé€lého srdce nahradit nebo doplnit ztracené kardiomyocyty je velmi omezena. Z toho
vyplyva, ze takova ztrata nevratné poskozuje srdce, postupné zhorSuje jeho funkcnost a

¢asem se vyviji v srde¢ni selhani. (Parrotta et al., 2020)

Riziko SO miize byt dale zvyseno nékterymi faktory zivotniho stylu a také zdravotnim
stavem, jako je vysoky krevni tlak, nadmérna hladina cholesterolu, koutfeni, nadmérna
konzumace alkoholu, pfebyte¢na hmotnost a vysoka hladina cukru v krvi. Pfiznaky SO se
mohou projevovat bolesti nebo nepiijemnymi pocity na hrudi, bolesti horni ¢asti zad a krku,
paleni zahy, dusnost, nevolnost, silnd Unava, zaZivaci potiZe, zavraté, palpitace®, otoky na

koncetinach, btise, nebo v oblasti krénich cév. (Stewart, Manmathan a Wilkinson, 2017)

1.3 Moznosti lécby srdec¢nich chorob

Moznosti 1écby SO zavisi na typu a zdvaznosti onemocnéni. Dulezitou soucasti 1éCby
jsou zdravé Zivotni ndvyKky, jako je strava s nizkym obsahem tukt a soli, pravidelna fyzicka
aktivita, omezeni koufeni a kontrola hmotnosti. Tyto jednoduché zmény mohou sniZit riziko
vyskytu dalSich ptihod SO. V ptipadé, ze samotné zmeny nepiinaseji pozadované vysledky,
je zapotiebi nasadit 1éky k fizeni ptiznakt SO a k prevenci komplikaci, které mohou pomoci
snizit hladinu $patného cholesterolu, snizit hromadéni plaku v tepnach, fedit krev, zabranit

vzniku krevnich sraZenin, zmirnit pfiznaky bolesti na hrudi a snizit krevni tlak. (Rippe, 2019)

2 Ucpané cévy (Parrotta et al., 2020)
3 Abnormalni srde¢ni frekvence (Parrotta et al., 2020)
4 Pocit chvéni v hrudni oblasti (Rippe, 2019)
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V nékterych ptfipadech je potteba chirurgicky zakrok, kdy zafizeni, jako jsou
kardiostimulatory a implantabilni kardiovertery-defibrilatory (ICD), mohou 1é¢it abnormalni
srdec¢ni rytmus. V nékterych piipadech mohou byt nezbytné zakroky, jako je koronarni

bypass nebo HT. (Allen a Felker, 2008)

Lécba srde¢niho selhdni pomoci transplantace je vhodnou cestou pro néckteré
pacienty v pokrocilém nebo kone¢ném stadiu onemocnéni. Statistiky z Globalni observatote
darcovstvi a transplantaci ukazuji, Ze koncem roku 2020 doslo k HT u 2081 pacientl v
zemich Evropské unie, avSak béhem téhoz roku bylo 6352 pacientli na seznamu cekatelt, z
toho 435, tedy 7 %, zemfelo pfed ziskdnim vhodného srdce. Za posledni dvé desetileti se v
Evropé zvysil pocet HT na milion obyvatel o 35 %. Poptavka po transplantacich stale
pfevysuje nabidku, a to zejména kvuli starnuti populace, zvySeného procenta pteziti po
srdeénim infarktu a lep§im prognézadm pro pacienty se srdeCnim selhdnim. Nedostatek
vhodnych darcti pro transplantaci je komplexnim problémem, ktery zahrnuje Iékatskeé,
pravni, nabozenské, kulturni a etické otdzky. V soucasnosti se vynaklada znacné usili k
vylepSeni stavajicich postupli a zkoumani, jaké moznosti pfinasi nové technologie, kdy cilem
je zlepsit bezpecnost béhem uchovavani a prepravy darovaného organu. Slibnym objevem
je moznost provadét darcovstvi po obéhové smrti (DCD) a dal$imi perspektivnimi sméry
vyzkumu, jako je xenotransplantace’, se oteviraji nové moznosti v feSeni nedostatku

dostupnych darcti organd. (Cameli et al., 2022)

5 Zakrok, pfi kterém se nefunkéni organ/tkan piijemce nahrazuje zdravym organem/tkani od jiného
zivocisného druhu, nez je piijemce. (Cooper, 2012)
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2 ZAKLADNI ANATOMIE A FYZIOLOGIE SRDCE

Srdce a ptilehlé cévy maji zasadni ulohu pfi transportu okyslicené krve z plic do celého
téla a pfi navratu odkyslicené krve z téla do plic. Srdce mé kuzelovitou strukturu rozdélenou
na dvé svalové komory a dvé chlopng, které koordinované reguluji smér toku krve. Uginnost
tohoto systému mohou narusit nebo snizit rizné faktory, které ovlivituji nervy zasobujici
srdce, samotny srdecni sval a cévy, které podporuji srdce a sousedni tkan¢. Pochopeni
zakladni struktury srdce slouzi jako zaklad pro porozuméni jeho fyziologickych funkci a

vyvoje kardiovaskularnich poruch. (Shah, Seydafkan a Sheps, 2022)

Jiz zminované cévy jsou dilezitou soucasti kardiovaskularniho systému, konkrétné
tepny, které odvadéji krev ze srdce do téla, a zily, které ji zase vraceji zpét do srdce. Tepny
se skladaji z vnitini vrstvy endotelu, sttedni vrstvy hladké svaloviny a vnéjsi vrstvy pojivoveé
tkané, coz jim umoziuje prizplisobovat se potiebam téla. Arterioly jsou mensi tepny, které
se dale déli na kapilary a umoziuji vyménu latek mezi krvi a tkanémi. Tyto kapilary se
pozdéji spojuji a vytvaieji venuly, které se postupné zvétSuji a spojuji v zily vedouci do
pravé srdecni sin€, odkud je krev pfecerpavana do plic k okysliceni. (Shah, Seydafkan a

Sheps, 2022)

Srdce je obklopeno osrdecnikem, jinymi slovy vazivovym vakem, ktery umoziuje
pohyb srdce s minimalnim tfenim, a dokaze diky n€kolika spojim s okolni tkani udrzet srdce
na misté. Myokard neboli nejtlustsi vrstva srdce, obsahuje svalovou tkan zodpovédnou za
vytvareni stahti. Srde¢ni kostra, vlaknita struktura uvnitt srdce, slouzi jako upeviiovaci bod
pro chlopné a endokard obklopuje vnitini stranu srdce a poskytuje hladky povrch pro priitok
krve. Svalové stahy srdce jsou regulovany pfevodnim systémem, ktery zahrnuje jednak
sinoatridlni (SA) uzel, ale také atrioventrikularni (AV) uzel, Purkyiiova vldkna a Histv
svazek. SA uzel, ktery lezi ve stén¢ praveé sin€ a ma funkci jako kardiostimulétor, dokéaze
samostatné fidit frekvenci srdce, a predev§im iniciuje elektricky impuls, ktery spousti
srdecni stahy. Tento impuls se pak §ifi pfes sing, stimuluje AV uzel, Purkyiiova vlakna 1
Histiv svazek, a nakonec vede ke koordinovanym stahim sini a komor. Tyto slozky
dohromady synchronizuji rytmické pumpovani komor a zarucuji t¢inny pratok krve. Mezi
jednotlivei existuji znaéné rozdily v délce srde¢niho cyklu (tj. v srde¢ni frekvenci), pfi¢emZz

primérnd frekvence se pohybuje kolem 60 tepii za minutu.
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Koronarni tepny, které vychdzeji z kotene aorty, zasobuji srde¢ni sval kyslikem a
zivinami. Na rozdil od ostatnich télnich tepen ziskavaji korondrni tepny krev z aorty, kdyz
je aortalni chlopent béhem diastoly uzaviena. Leva hlavni tepna se vétvi na levou piedni
sestupnou tepnu (LAD) a levou okruzni tepnu (LCX), které zasobuji piedevsim levou
komoru. Prava véncita tepna (RCA) zasobuje pravou komoru i AV uzel a posouva krev

smérem dozadu. (Shah, Seydafkan a Sheps, 2022)

Aorta - srdecnice

Leva plicni tepna
Horni duté Zila
Levé plicni

Prava plicni tepna Ay

Leva sin

Leva atrioventrikularni
- bikuspidalni chlopen

Pravé plicni Zily

Levad komora

Prava sin

Prava atrioventrikularni
- trikuspidalnf
Chlopen - mezi sini a komorou

Chloperi plicnice
Dolni duta Zila Prava komora

Obrazek 4 Vnitini anatomie srdce (hitps://www.symptomy.cz/anatomie/srdce)

Fyziologie srdce se zabyva jeho funkci, a to véetné svalovych staht, elektrické aktivity
a krevniho ob&hu. Zahrnuje také pochopeni srdecniho cyklu, ktery se sklada z faze relaxace,
tedy diastoly, a také z faze kontrakce, tedy systoly. Diky tomu se srde¢ni komory rytmicky
plni a vyprazdnuji krvi, aby byl zachovan neustaly pritok okysli¢ené krve z koronarnich
tepen pro udrzeni své ¢innosti. Tento pritok, nazyvany metabolicka potieba srdce, udrzuje
minimalni srde¢ni vydej, tedy litry krve, které srdce Cerpa za minutu. Srde¢ni vydej zavisi
na zdvihovém objemu, tedy na mnozstvi krve vypuzené z levé komory srdce pti kontrakei,
a srdecni frekvenci, tedy poctu srdeCnich stahi za minutu. Nedostatek minimalniho

srdeéniho  vydeje muize vést k  problémim jako je srdecni  selhani.


https://www.symptomy.cz/anatomie/srdce

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Zdvihovy objem srdce je ovlivnén predtizenim, dotizenim a kontraktilitou. Predtizenim
oznacujeme mnozstvi krve v levé komote pred kontrakei, obvykle umoziuje vyssi zdvihovy
objem. Kontraktilita, kterou urcuje sila srdec¢niho stahu, ovliviiuje zdvihovy objem. Siln¢jsi
kontrakce srdce vede k niz§imu koncovému systolickému objemu, coz je mnozstvi krve

zUstavajici v srdci na konci kontrakce. (Shah, Seydafkan a Sheps, 2022)

2.1 Kardiomyocyty a jejich struktura

Kardiomyocyty ptedstavuji svalové bunky srdce, které zodpovidaji za stalou a
rytmickou kontrakci srdce. Pro udrzeni jejich funkce je dtlezity regulovany a organizovany
cyklus kontrakce a relaxace, ktery vytvaii tlak potfebny k pumpovani krve do celého téla.
Pravé stahovani kardiomyocytl probihajici uvnitt svalu v jednotném rytmu je dalezité pro

zajisténi dostateCného prokrveni prislusnych organti a tkani.

Struktura kardiomyocytl je jedinecnd, vysoce specializovand a komplexni.
Kardiomyocyty dospélych jedincii obsahuji centrdlné¢ umisténd jadra a ztraci schopnost
déleni, tedy pii poskozeni srdce nejsou schopny sebeobnovy. Jsou to velké, valcovité,
rozvétvené buiky, které jsou spojeny pomoci interkalarnich desticek. Tyto desti¢ky obsahuji
gap junctions neboli mezerovité spoje, které slouzi pro rychly pfenos malych molekul, ionti
a elektrickych impulsit mezi sousednimi buiikami, coz umoziiuje synchronizaci ak¢énich

potenciall a koordinovanou kontrakci srdce. (Slaats, Schwach a Passier, 2020)

Zejména rodina proteind gap junction konexinl (Cx) je ve vyvoji srdce vyznamna a
poruchy regulace exprese Cx nebo posttranslacni Gpravy struktury mohou vést k fatalnim

arytmiim nebo perinatalni imrtnosti. (Stoppel, Kaplan a Black, 2016)

Struktura téchto bun€k se sklada ze svazki myofibril, tedy ty¢inkovitych jednotek
uvnitt buniky, které jsou tvofeny opakujicimi se tiseky sarkomer z tlustych a tenkych vlaken,
tzv. myofilament, které se béhem kontrakce vzajemné pohybuji. Rada tenkych vlaken
obsahuje bilkovinu aktin a fada silnych vladken obsahuje myozin. (Slaats, Schwach a Passier,
2020) Jejich soucdsti jsou mimo jiné mitochondrie, které produkuji zna¢né mnozstvi
adenosintrifosfatu (ATP) a myoglobinu, ktery uchovéava energii potiebnou pro svalovou
kontrakci. Kazdé naruSeni jejich struktury nebo funkce mize vyvolavat Sirokou §kélu

patologickych stavii, véetné selhani srdce.
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Pokud jsou bunky izolovany, dochazi k pteruseni jejich spojeni, coz znamena, Ze
jsou izolované bunky castecné propustné. Proto je potieba kardiomyocyty z dospélého
myokardu izolovat v médiu bez Ca>" a posléze je v ném také udrzovat, dokud se neopravi
poskozené membrany. V opacném piipad¢ by hrozilo, ze bunky budou pfetizeny vysokym
mnozstvim Ca®*, coz vede k hyperkontrakcim a nédsledné smrti. Buniky si po izolaci
zachovavaji svou charakteristickou strukturu, ale pokud nejsou elektricky stimulovany, tak
se za¢nou béhem nékolika dni v kultivovaném prostiedi pozvolna zmensovat. (Woodcock a

Matkovich, 2005)
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3 REGENERACE SRDCE

Regenerace srdce je zasadni oblasti pro 1écbu SO, ale regeneracni odezva je v porovnani
s mnoha jinymi tkdnémi, jako jsou jatra, plice, kosti nebo klize velmi mald. Pochopeni
prekazek tohoto procesu je klicové, zejména proto, ze srdce se po infarktu nebo jiném
poskozeni nedokaze samo regenerovat. Hlavni pfic¢inou srde¢niho selhani je pravé odumirani
kardiomyocytl, které ma za nésledek snizeni Cerpaci funkce srdce a vyznamné ptispiva k

celosvétové timrtnosti.

Ackoli srdce savcl md omezenou regeneracni schopnost, nizsi organismy, jako jsou
napiiklad mloci, dokazou sva srdce regenerovat velmi u¢inn€é. U téchto organismil
prochézeji kardiomyocyty v blizkosti mista poranéni procesem dediferenciace, po kterém
nasleduje proliferace a diferenciace v nové kardiomyocyty. Tyto noveé vzniklé srdecni
myocyty se zacleni do stavajiciho myokardu, coz vede k uplné regeneraci srdce, ptipadné na

srdci zlstavaji pouze lehké zndmky poranéni. (Steinhauser a Lee, 2011)

Skutecnost, ze srdce se po jeho poSkozeni nedokaze samo regenerovat, ptivedla védce
k intenzivnimu vyzkumu, jehoZ cilem bylo obnovit trvale poskozenou srde¢ni tkan. Slibnym
smérem v tomto regenera¢nim procesu je vyuziti kmenovych bunék (kterym bude vénovana
cela samostatna kapitola 5 KMENOVE BUNKY) a bezbunéénych terapii. Dalii studie se
zaméfuji na interakce mezi builkami, které tvoii jizvu a srde¢nimi progenitory s cilem
pochopit, jak jejich vzdjemnd komunikace ovlivituje proces obnovy srdce. (Laflamme a

Murry, 2011)

3.1 Rozdily mezi zralymi a nezralymi kardiomyocyty

Zralé a nezralé kardiomyocyty se odliSuji v mnoha ohledech, véetné struktury, funkce
a metabolismu. Z hlediska morfologie jsou nezralé¢ kardiomyocyty pii kultivaci in vivo
tyCinkovitého tvaru, obdobné jako jejich dosp€lé protéjSky, zatimco pii kultivaci in vitro
maji nezralé kardiomyocyty zaobleny tvar a rozprostiraji se vSemi sméry. Dospélé
kardiomyocyty si v kultufe zachovéavaji valcovitou a protdhlou podobu. V obou piipadech
je velikost bun€k velmi dulezitym parametrem, protoze ma vliv na §ifeni impulsu, maximalni

rychlost depolarizace akéniho potencidlu a celkovou kontraktilni silu.

Tuto morfologickou variabilitu provazi také rozdily ve struktufe sarkomer, pficemz
zralé buniky maji vysoce organizovanou strukturu sarkomer, na rozdil od neuspoiadané

struktury nezralych kardiomyocytli. Kromé toho maji zralé kardiomyocyty navic T-tubuly,
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které usnadnuji elektrickou excitaci a iniciaci, coz je odliSuje od jejich nezralych protéjski,

které T-tubuly neobsahuji.

Dalsi vyznamny rozdil se projevuje v mitochondridlnich vlastnostech, kde zralé
kardiomyocyty maji pravidelné€ rozmisténé mitochondrie s vét§im objemem, coz piispiva k
jejich zvySené metabolické kapacité, oproti tomu nezralé kardiomyocyty obsahuji

nepravidelnou sit’ mitochondrii v cytoplazmé, ktera zabird mensi ¢ast objemu burky.

Elektrofyziologicky projevuji zralé¢ kardiomyocyty vyss$i zdvihovou frekvenci,
negativnéjsi klidovy membranovy potencidl a vyspé€lejsi systém spojeni vzruchu a
kontrakce, coz vede k jejich vyssi kontrakéni sile ve srovnani s nezralymi kardiomyocyty.

(Yang, Pabon a Murry, 2014)

3.1.1 Schopnost proliferace

Nezralé kardiomyocyty vykazuji v ranych fazich vyvoje silnou schopnost proliferace
a obnovy, coz souvisi s jejich vysokou potfebou rustu a bunééného deleni. Naopak s
postupnym zranim tato schopnost proliferace klesa, a tak jsou zralé kardiomyocyty prevazné
v klidovém stavu a déli se pouze ziidka. Tato omezena schopnost regenerace je klicova,
protoze nedostatecnd obnova poSkozené srdecni tkan€¢ mulze negativné ovlivnit kvalitu

Zivota pacientll s onemocnénim srdce. (Yang, Pabon a Murry, 2014)

Pro regeneraci srdce je velmi diilezité mit dobfe maturované kardiomyocyty, které
prosly procesem zrani a vyvoje do stavu, kdy jsou plné funkéni a schopny efektivné
vykonéavat svou ulohu v srde¢ni tkani. Touto problematikou se podrobnégji zabyvam v

kapitole 4 MATURACE KARDIOMYOCYTU.

3.2 Biomaterialy podporujici regeneraci srdce

V oblasti tkanového inZenyrstvi se vyuziva nékolik druhi biomaterialii, jako jsou
scaffoldy, hydrogely nebo nosi¢e. Buiiky vyuzivaji tyto biomateridly k obnové a regeneraci
tkéni, zatimco biomateridly poskytuji podporu riznych procest, jako je adheze, proliferace

a diferenciace bunék.

Pti feSeni problému spojenych s regeneraci srde¢ni tkané je dulezité, aby struktura a
vlastnosti materialu co nejvice napodobovaly pfirozené vlastnosti srde¢ni extracelularni
matrix (ECM), a vytvafely prostiedi, které podporuje bunéCnou Zivotaschopnost.

Biomaterialy uréené k 1écbé srdce by meély byt predevSim biokompatibilni, tedy dobte
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snasené télem, a biodegradabilni, tedy schopné se postupné rozkladat, aby nezatézovaly
organismus. Dale by mély mit podobné mechanické vlastnosti jako nativni svalova tkan,
umoznovat integraci bunék a minimalizovat nepiiznivé reakce okolniho prostfedi. Je také

dualezité, aby uvoliiovaly bioaktivni latky v pfimétené rychlosti.

V soucasnosti jsou k dispozici rizné piirodni (fibrin, alginaty, kolagen, chitosan) a
syntetické¢ polymery (polyglykolova kyselina, polyuretan a jejich derivaty), které maji
vlastnosti podobné tém, které¢ jsou Zadouci pro srdecni tkanové inzenyrstvi. Tyto materialy
spliuji jiz zmiflovanou podminku biokompatibility, maji vhodnou strukturu, mechanické

vlastnosti a rozkladaji se v téle ptirozenym zptisobem.

Kromé samotnych biomateridl se zkoumaji jednak regenera¢ni faktory, které se
mohou navzédjem kombinovat a podpofit tak 1é€bu srdecni tkéné, ale také faktory podporujici
preziti bun€k v prostiedi po infarktu. Dtlezitym aspektem je 3D struktura biomaterialu, ktera
umoznuje prenos zivin a kysliku, tvorbu cévnich struktur a podporuje pfirozené procesy
hojeni tkané¢.

Vzhledem k tomu, Ze je srdecni tkan kvili kontraktilnim vlastnostem vystavena
riznym mechanickym silam, jako je stlaCovani a tah, je dulezité, aby biomaterialy odolavaly
mechanickym deformacim. Mimo jiné by také mély byt schopny vést elektricky proud, coz

je nezbytné pro spravnou funkci srdce. (Scafa Udriste ef al., 2023)
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Obrazek 5: Prehled klicovych faktoru pro regeneraci srdecni tkané (Scafa Udriste et al., 2023)
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4 MATURACE KARDIOMYOCYTU

Maturace kardiomyocytt je dlouhodoby proces, oznaCovan jako posledni faze vyvoje
srdce, kdy se fetalni kardiomyocyty odvozené z lidskych pluripotentnich kmenovych bun¢k
(hPSC-CM) vyvijeji v dospélé kardiomyocyty. Dochazi ke zméndm v genové expresi,
bunécné morfologii, funkci a metabolismu. VSechny tyto transformace pfipravuji srdce na

efektivni, t¢inné a trvalé srdeCni kontrakce po celou dobu zivota. (Guo a Pu, 2020)

Jednou ze zmén v genové expresi je prepinani izoforem, které mohou ovlivnit funkci a
mnozstvi proteint v burice. Podle studii na modelech zvitat se béhem embryonalniho vyvoje
kardiomyocyty vyznacuji expresi pomalé izoformy kosterniho svalu a nasledné po narozeni
se prepinaji na expresi izoformy srde¢ni, kterd byla rovnéz prokazéna i béhem vyvoje
lidského srdce. Nezbytnou soucasti je také modulace nekodujicich RNA, ktera sehrava roli
v regulaci genové exprese a muze ovliviiovat kontrolni mechanismy v prubéhu vyvoje a
zrani kardiomyocytd. Regulace transkripénich faktorG je jednou z dalSich zmén, ktera
ovliviluje, jaké geny jsou v daném okamziku aktivovany nebo potlacovany. Sekvenovani
RNA v jednotlivych buitkach umoznilo rozkryt slozitost a heterogenitu bunék béhem
diferenciace a identifikovat transkripcni faktory spojené s dozravanim (Karbassi et al., 2020)
mezi které fadime naptiklad Gata4, Ha2, Mef2C, Nkx2-5 a Tbx5 (Dal-Pra, Hodgkinson a
Dzau, 2019)

Morfologické zmény se tykaji pfechodu od nezralé struktury k dospélé, vcetné
vicejaderné bunky, které se prodluzuji a stavaji se cylindrickymi s dobfe organizovanymi
sarkomerami a vyvinutym sarkoplazmatickym retikulem, zatimco fetalni, nezralé
kardiomyocyty jsou jednojaderné, mensi a zaujimaji spiSe kulovity tvar s neuspofadanymi
sarkomerami. RovnéZ nastava zména v uspofadani a velikosti bunéénych komponent, jako
je jadro, mitochondrie a jiZ zminované sarkomery, které pfedstavuji zdkladni kontraktilni
jednotky svalovych bunck. (Karbassi et al., 2020) K funkénimu zrani patii vyvoj
kontraktilnich vlastnosti, elektrofyziologickych vlastnosti a schopnosti manipulace s

vapnikem, ktera slouzi k udrzeni sily a trvani srde¢ni kontrakce.
Metabolické zrani se béhem vyvoje ¢lovéka vyrazné méni. Diivodem je, Ze z pocatku
ziskavaji nezralé kardiomyocyty energii z aktivni anaerobni glykolyzy, ale postupem casu a

s dozravanim kardiomyocyti vyuzivaji pfevazné B-oxidaci mastnych kyselin, dychaci
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fetézec a oxidativni fosforylaci, coz vede ke zvysené spotiebé kysliku a produkei oxidu

uhli¢itého. Mimo jiné se rozviji metabolismus lipidii a regulace biogeneze mitochondrii.

Vzhledem k tomu, Ze nepfetrzité cyklické kontrakce kardiomyocytl jsou zavislé na
extrémné vysokém mnoZzstvi energie, je ziejmé, Ze se jednd o narocny proces. V srdci
dospélého cloveéka se odhaduje denni obmeéna na 12 mola ATP, coz odpovida ptiblizné 6 kg
molekul ATP, kter¢ je tfeba denné syntetizovat pro zajisténi normalni funkce srdce. (Slaats,

Schwach a Passier, 2020)

Této problematice je vzhledem k defektiim zrani kardiomyocytt, jejich negativnimu
vlivu na regeneraci myokardu a moznému podilu na vzniku srde¢nich onemocnéni vénovana

zvySena pozornost. (Karbassi et al., 2020)

4.1 Faktory ovliviiujici maturaci kardiomyocyti

Trva roky, nez lidské kardiomyocyty dozraji do dospélé formy, at’ uz jde o tvar,
velikost, metabolické vlastnosti, slozeni molekul nebo fyzikélni funkce in vivo. Existuje
n¢kolik faktorti, které napomahaji a usnadiiuji zrani téchto bunék a jsou dulezité pro jejich

vyvoj a funkénost. (Yang, Pabon a Murry, 2014)

4.1.1 Extracelularni matrix

Interakce s ECM pfispiva ke strukturadlnimu, funkénimu a elektrofyziologickému
vyvoji kardiomyocyti. ECM ma jakozto zakladni slozka srdecni tkdné podstatnou tlohu
nejen pii vyvoji srdce, ale také pfi udrZzovani homeostazy a odpovédi na poSkozeni srdce.
Mimo jiné byla ECM oznacena jako vyznamny faktor béhem hypertrofie a maturace
kardiomyocytl v neonatalnim obdobi, a stejné tak pii1 vyvoji pln€ vyvinutych kardiomyocytt
v dospélosti. Pfi vytvatfeni syntetickych scaffoldi podporujicich maturaci kardiomyocyti je
dilezité napodobovat jejich nativni prostredi, tedy ECM srde¢ni tkané. Zajimavosti je, Ze
me&kéi ECM u synteticky vytvorenych scaffoldli poskytuje vEétSi a organizovangj$i gap

junctions nez tvrdsi a tuzsi povrchy. (Herron et al., 2016)

Dale bylo naptiklad zjisténo, Ze je na tuhych substratech naruSeno zrani neonatélnich
srdecnich bungk, zatimco substrat s tuhosti podobné nativni tkdni podporoval prouzkovani
ve svalovych myotubulech. Tuhost ECM také ovliviiuje uchyceni injektovanych kmenovych
bunék v poskozeném myokardu, coz je spojené s jeho obnovenim. (Forte et al., 2012) Pokud

se zvysi tuhost substratu, na kterém jsou bunky kultivovany, mize dojit ke zvySené expresi
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genll souvisejicich se starnutim srdce, ¢imz lze ovlivnit proces zrani kardiomyocyta.

(Scuderi a Butcher, 2017)

4.1.2 Metabolicky stav

Disledkem environmentalnich a bunéénych zmén dochdzi béhem embryonalniho,
fetdlniho a postnatalniho vyvoje k riznym metabolickym stimulacim. Tyto zmény maji vliv
na metabolické procesy bunék, které mohou podpofit nebo dokonce iniciovat proces zrani
kardiomyocytt. Pokud je vyvijejici se srdce vystaveno koncentracim metaboliti v déloze,
které se v normalnich fyziologickych podminkéach nevyskytuji v tak vysokych hodnotach,
muze to mit nepfiznivy vliv na kardiomyocyty nebo celkovou funkci srdce v dospélosti.

(Slaats, Schwach a Passier, 2020)

Metabolismus zajiStuje potfebnou energii pro vysoce aktivni kontraktilni
kardiomyocyty, tedy pro takové, které zajist'uji stah svalu. Vzhledem k tomu, Ze jednotlivé
zasahy zpusobuji rizné projevy zrani, lze predpokladat, ze aktivaci vice signaliza¢nich

systému dochazi k posileni procesu zrani. (Karbassi et al., 2020)

4.1.3 Elektrické a mechanické signaly

Elektrické a mechanické stimulace patii mezi pfirozené mechanismy, které
napomahaji k vyvoji funk¢ni, zralé srdec¢ni tkdné a mimo jiné pomahaji fidit maturaci
kardiomyocytl. Béhem vyvoje jsou kardiomyocyty vystaveny stalym mechanickym
podnétiim, které ptisobi na srde¢ni tkan. Mezi takové podnéty fadime napiiklad plnéni srdce
a jeho postupné protahovani, které podporuje vyrovnani kardiomyocytl a zlepSuje jejich
kontraktilni funkci. Mezi dalsi typy podnéth patii hemodynamické sily vyvolané pratokem
krve a piisobeni maturacnich faktorti, coZ zahrnuje samovolné kontrakce cytoskeletu béhem

srdec¢niho vydaje. (Scuderi a Butcher, 2017)

Elektricka stimulace je v nativni tkani fizena prostfednictvim vymény iontd mezi
intracelularnim a extracelularnim prostiedim skrze napétové fizené iontové kandly a miize
tak dochéazet k rozvoji fenotypu kardiomyocytl, ktery je obdobou fenotypu dospélého
jedince. Ke stanoveni zralosti kardiomyocytii v tkdni se uplatiiuji parametry, jako je
elektrické Sifeni a sila kontrakce. (Stoppel, Kaplan a Black, 2016a) Elektricka stimulace in
vitro vede k rychlej$imu dozravani kardiomyocyt odvozenych z kmenovych bunék béhem

relativné kratké doby. Buniky mohou byt elektricky stimulovany bud’to béhem diferenciace
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nebo az po jejim dokonceni. Fenotyp kardiomyocytl je pak ovlivnén dobou a frekvenci

elektrické stimulace. (Hong ef al., 2023)

V soucasnosti existuji bioreaktory, které kombinaci elektrické a mechanické
stimulace napodobuji komplexni signalni prostiedi vyskytujici se in vivo, coz muze vést ke
kardiomyocytim podobnym jako u dospélého ¢lovéka.

Funk¢nost kardiomyocytli odvozenych zkmenovych bunék vsak stile neni
srovnatelnd s udrovni funkCnosti nativni srdecni tkan€. V dusledku toho mnoho
kardiomyocytl odvozenych z kmenovych bun¢k vykazuje nezraly, fetalni fenotyp. (Stoppel,

Kaplan a Black, 2016)

Nad¢je na regeneraci dospélého lidského srdce po infarktu zistdva miziva, protoze
obnova kardiomyocytli probihd velmi pomalu. Slibnym feSenim pro 1é€bu poSkozeného
myokardu by mohlo byt tkanové inZenyrstvi srdce. Kultivovanim kmenovych bunék na
vodivych polymerech Ize zvysit jejich diferenciaci vzhledem k elektrickym vlastnostem
téchto substrat, coz miize vést k expresi kliCovych srde¢nich proteint, jako je Cx43, a
nasledné usnadnit elektrické spojeni a kontraktilitu bun¢k. Piestoze jsou antibakteridlni a
antioxidaéni vlastnosti vodivych polymerti v oblasti tkafiového inZenyrstvi lakavé, kvuli
jejich nerozlozitelnosti a potencialni cytotoxicité pii vysokych koncentracich jsou pro
dlouhodobé¢ pouziti nevhodné. Biologicky neodbouratelné zbytky mohou vyvolat zanétlivou
reakci, ktera mtize vést k imunitnimu odmitnuti, a proto je nezbytné, aby byl vodivy polymer
biodegradabilni, vnitiné¢ vodivy a také moznost vodivost polymeru ptizptsobit tak, aby co
nejlépe napodoboval elektrické vlastnosti myokardu. Doposud nebyl vyvinut material, ktery
by odolaval neustalym cyklim kontrakce a relaxace po celou dobu své ptirozené Zivotnosti

jako myokard. (Ul Haq et al., 2021)

4.2 Vyznam zrani kardiomyocyti pro vyvoj srdce

Proces zrani kardiomyocytt je kriticky proces ve vyvoji srdce, ktery pfipravuje organ
na vykonn¢ a vytrvalé pumpovani po cely zivot. Béhem vyvoje srdce dochézi k postupnym
zméndm Vv urovni exprese genu, umisténi a funkci riznych iontovych kanalh v

kardiomyocytech, které nakonec dosahnou zralého stavu. (Guo a Pu, 2020)

Embryonalni a fetalni kardiomyocyty prochéazeji silnou proliferaci, aby se vytvotily
zralé srde¢ni komory schopné zvladnout narocné podminky plodu v pritbéhu jeho vyvoje.

Naproti tomu postnatalni kardiomyocyty se pfestavaji délit a zahajuji hypertroficky rust, kdy
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se v pripad¢ vystaveni zvySené zatéze zvétSuje namisto poctu spise velikost samotnych
kardiomyocytt. Tento proces ovliviluje vice signalnich drah, které v této fazi fidi proliferaci
kardiomyocytl. (Zhao et al., 2020) V pribéhu postnatalniho zrani dochézi k hlubokym
morfologickym a funkénim zménam v srdci. I po delsi kultivaci in vitro zGstavaji
kardiomyocyty odvozené z kmenovych bun¢k fetdlni, a proto je hlavnim cilem vyzkumu,
ktery se zabyva maturaci, vyvinout takové metodiky, pomoci kterych by kardiomyocyty
odvozené z kmenovych bun¢k mohly dozrat a potencidlné regenerovat srdce, ale také aby

byly uzite¢né pro modelovani nemoci a screening l1é¢iv. (Tampakakis a Mahmoud, 2021)

4.3 Vyuziti kardiomyocyti pro objevovani 1éCiv a testovani toxicity

Vyvoj kardiomyocyti odvozenych zindukovanych kmenovych bunék (iPSC)
umoznuje modelovani kardiotoxicity zplsobené riznymi [éCivy, coz milZze vést k

identifikaci pacientll nachylnéjsich k nezddoucim ucinkam.

Aktudlné se mnoho vyzkumi spoléhd na zvifeci modely, jako jsou geneticky
modifikované mySi. Avsak, pii pouziti téchto modelt vznikaji zadvazné druhové rozdily,
jelikoz mysi srdce bije az 10x rychleji nez lidské a ma krat$i akéni potencidly tvotené
odlisnymi iontovymi kandly. Existuje tedy nenaplnéna potieba lepsich modelovych systémi
pro lidska srde¢ni onemocnéni, kde mohou iPSC hrat klicovou roli a tuto mezeru zaplnit.
Poskytuji totiZ neomezeny zdroj zdravych i nemocnych lidskych kardiomyocytl, coz
umoznuje vyzkumnikiim studovat srdecni onemocnéni na urovni bunck. (Sinnecker,

Laugwitz a Moretti, 2014)

4.4 Vyuziti kardiomyocyti pro modelovani chorob, vcetné dédi¢nych

srde¢nich chorob a srdeéniho selhani.

Kardiomyocyty odvozené z iPSC jsou klicové pro modelovani srde¢nich onemocnéni,
véetné dédicnych srde¢nich chorob a srde¢niho selhani, jako je arytmogenni kardiomyopatie
pravé komory nebo syndrom dlouhého QT (LQTS) (Van Mil et al., 2018), kdy QT je zkratka
pro interval pfedstavujici usek na zaznamu z elektrokardiogramu (EKG), ktery znazoriuje
dobu, béhem které se srde¢ni sval dobiji mezi jednotlivymi udery. Pravé u LQTS je tento
casovy interval prodlouzeny, coz vede ke zvySenému riziku nepravidelného srde¢niho rytmu

a k moznému vzniku arytmii, které mohou ohrozit zivot. (Zareba a Cygankiewicz, 2008)
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specifické pro pacienta, nesouci mutace pro konkrétni onemocnéni, coz umoznuje propojeni
genotypu s fenotypem a vytvaieni personalizovanych platforem pro testovani 1éCiv a
individualni 1é¢bu pacientli. Prestoze maji odlisné vlastnosti ve srovnani s dospélymi
kardiomyocyty, iPSC-CM poskytuji cenné ndstroje pro studium srdecnich chorob a
zkoumani 1é¢iv. V porovnani s lidskymi embryonalnimi kmenovymi buiikami nebo modely
kmenovych bun¢k odvozenych z organi maji kardiomyocyty vytvorené z iPSC nékolik
vyhod, protoze iPSC lze generovat z riznych snadno dostupnych bunéénych zdroja, vCetné

buné¢k z kiize, moci a krve. (Van Mil et al., 2018)

Modelovani lidskych srde¢nich onemocnéni in vitro umoziuje identifikovat
molekularni a funkéni mechanismy, které mohou vést k objeviim novych terapeutickych
postupil. V roce 2008 byly vytvofeny prvni linie iPSC od pacientil s genetickymi srde¢nimi
chorobami, coz otevielo moznosti vytvareni in vitro modelti onemocnéni. (Parrotta et al.,

2020)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

5 KMENOVE BUNKY

Jedna se o nevyvinuté bunky, které jsou schopny diferencovat ve specializované typy
bunék a maji schopnost sebeobnovy prostiednictvim bunécného déleni. (Zakrzewski et al.,
2019) Dokazou také za vhodnych podminek regenerovat poskozenou tkan, a diky tomu
pfedstavuje vyzkum kmenovych bun¢k moznost pochopeni zdkladnich mechanismu
lidského vyvoje a diferenciace, a zaroveinl maji potencial v 1é€beé srdecnich onemocnéni a
poranéni tim, ze poskytnou zdroj novych kardiomyocyta pro regeneraci srdce. Lze je mimo
jiné vyuzivat k testovani toxicity a objevovani 1éCiv, coz umoziuje piesnéjsi a efektivné;si

testovani. (Lo a Parham, 2009)
5.1 Déleni na zakladé diferencia¢niho potencialu

5.1.1 Totipotentni

Totipotentni buitky maji na zaklad¢ své schopnosti diferenciace do v§ech typl bunck
v téle nejvyssi potencidl ze vSech kmenovych bunék. Jedina burka totiz dokaze vytvofit
kompletni Zivotaschopné embryo, véetné vlastniho embrya, mimotélni tkan¢, jako je
placenta, a dal$i extraembryondlni podptirné tkan¢. Jednou z ptirozenych totipotentnich
bunck je pozdni zygota vznikajici po oplozeni vajicka spermii, ale také blastomery, které
pozdéji tvoii blastocystu. V procesu vyvoje kardiomyocytli nejsou tyto buiky piimo
zapojeny, protoZze se vyskytuji pouze v ranych stadiich embryonalniho vyvoje, ale svou
strukturou zaroven slouzi jako zdroj pluripotentnich bunck, které se do nich béhem

embryonalniho vyvoje diferencuji. (Zakrzewski ef al., 2019)

5.1.2 Pluripotentni

Pluripotentni kmenové bunky jsou buiiky se schopnosti sebeobnovy a diferenciace
do vSech tii zadrode¢nych vrstev, ale nedokazou se diferencovat v mimotélni tkané€, a tim
padem nemohou tvofit embrya. Patfi mezi n€ embryonalni kmenové buniky (ESC), nebo také

iPSC. (Zakrzewski et al., 2019)

Monovrstvy kardiomyocytli odvozenych z lidskych pluripotentnich kmenovych
bunc¢k (hPSC-CM), které byly dosud vytvoteny, vykazuji nezraly strukturdlni a funkéni
fenotyp podobajici se tomu embryondlnimu, a maji tak omezenou pouzitelnost pro vyzkum
a regeneraci srdce. (Herron ef al., 2016) Védci zamysli, Ze diky diferenciaci pluripotentnich

bunék na specializované buiiky by mohly byt vyuZity k transplantaci. (Volarevic et al., 2018)
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5.1.3 Multipotentni

Multipotentni kmenové bunky jsou bunky, které maji omezené&jsi schopnost
specializace nez pluripotentni buiiky, ale mohou se diferencovat do specifickych typi bunck
v ramci dané bunécné linie. Piikladem jsou hematopoetické kmenové bunky, které davaji za
vznik riznym typtim krevnich bunék. Jakmile se hematopoetickd kmenova buiika zacne
diferencovat, stdva se oligopotentni bunikou a jeji schopnost diferenciace je omezena na

bunky urcité linie.

Maji vyznamnou roli ve vyvoji, regeneraci a ochran¢ tkani. Pouzivaji se pti léCbe
onemocnéni, jako jsou poranéni michy, zlomeniny kosti, autoimunitni choroby, problémy s

tvorbou krve a zachovani plodnosti. (Zakrzewski et al., 2019)

5.1.4 Unipotentni

Unipotentni kmenové buiiky jsou buriky se schopnosti diferencovat pouze do jednoho
konkrétniho typu bun¢k a to opakované. Pfikladem mohou byt dermatocyty. (Zakrzewski et

al., 2019)
5.2 Déleni na zakladé zdroje bunék

5.2.1 Embryonilni kmenové buiiky

ESC jsou specifickym typem pluripotentnich kmenovych bunék, které jsou odvozeny
z vnitini ¢asti embrya v raném stadiu blastocysty. Pro ESC je typicka schopnost diferencovat
se v jakykoli typ bun€k vSech tfi embryonalnich zarode¢nych vrstev, kterymi je endoderm,
mezoderm a ektoderm. Tato unikatni vlastnost dé€ld embryonalni kmenové bunky cennymi
pro védecky a I¢katsky vyzkum, a to zejména v oblasti regenerativni mediciny a modelovani

nemoci. (Rippon a Bishop, 2004)

Vyznamnou vlastnosti je také samovolné obnovovani, kdy ESC disponuji schopnosti
neomezeného ristu a mnoZeni bez procesu starnuti, aniz by ztratily svlij nediferencovany
stav. Kromé toho byly ESC zkoumdany pro svlij potencial v oblasti klinickych terapii,

modelovani genetickych onemocnéni a oprav bunék. (Zakrzewski et al., 2019)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 32

5.2.1.1 Eticky problém ESC

Eticky problém spojeny s ESC spociva v tom, Ze proces jejich ziskavani zahrnuje
destrukei lidskych embryi. Tato skute¢nost pfedstavuje hlavni omezeni ve vyvoji klinickych

terapii zalozenych na lidskych embryonalnich kmenovych bunkéch. (Volarevic et al., 2018)

Diskuze o zacatku lidského Zivota byva obvykle doprovazena otdzkami ohledné
potratli. Potencidl embryi vyvinout se v lidskou bytost je spojen s procesem, kdy jsou
embrya ve vhodné hormonalni fazi implantovana do d€lohy zeny, coz umoznuje, aby se

embryo uhnizdilo, vyvinulo se v plod, a nakonec se stalo zivé narozenym ditétem.

Nazory na moralni status embrya jsou riznorodé. Nékteti povazuji embryo za osobu
s rovnocennymi zajmy a pravy jako dospé€ly clovek ¢i narozené dité. Z tohoto hlediska mtze
byt odstranéni blastocysty a vnitini bunééné hmoty za ti€elem ziskani linie embryonalnich

kmenovych bunék vnimano jako forma vrazdy.

Jini v&fi, ze moralni vyznamnost embrya se objevuje az v pozd¢jsim stadiu vyvoje
nez pii oplodnéni. Mnozi zastavaji také nazoru, ze rané embryo si jako potencialni lidska
bytost zaslouzi zvlastni uctu, ale zaroven povazuji za pfijatelné vyuZzit embrya pro urcité
typy vyzkumu, a to za ptfedpokladu, Ze existuje odpovidajici védecké odivodnéni,

informovany souhlas darovatele a peclivy dohled. (Lo a Parham, 2009)

5.2.2 Buiiky dospélych tkani (multipotentni)

Buiiky dospélych tkani predstavuji bunky pfitomné v pupecniku ¢i v placenté a
mohou nést ndzvy jako somatické nebo postnatalni kmenové bunky. (Pessina a Gribaldo,
2006) Maji schopnost prochdzet mnohonisobnym bunéénym délenim a zaroven si

zachovavaji nediferencovany stav, coZ jim umoziuje se obnovovat.

Kromé schopnosti sebeobnovy hraji dospélé tkanové buiiky roli v pfirozenych
opravnych procesech organismu a pfispivaji k regeneraci poskozenych nebo starnoucich
tkani. Jejich tlohou je mimo jiné udrzovat tkaiovou homeostazu, a mohou vytvaret pouze
omezené spektrum bunéénych typt, které souviseji s tkani, ze které pochazeji. (Gurusamy

etal.,2018)

Proliferacni doba somatickych kmenovych bunék je oproti ESC delsi a 1ze je zpétné
ptevést do pluripotentniho stavu. To je mozné diky pfenosu jadra dospélého jedince do

cytoplazmy oocytu nebo také fuzi s pluripotentni buiikou. Na rozdil od embryonalnich
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kmenovych bunék vsak 1ze dospélé tkanové buiiky ziskat z vlastniho té€la nebo od dospélych
darcti, coz snizuje etické obavy spojené s vyzkumem embryondlnich kmenovych bunék.

(Zakrzewski et al., 2019)

Ptikladem mohou byt hematopoetické kmenové bunky umisténé v kostni dfeni, které
mohou diferencovat do vSech tii typt krevnich bun¢k a také do nervovych kmenovych
bungk, jaternich bun¢k a kardiomyocytd. V soucasnosti jsou tyto bunky vyuzivany k 1écbé
hematologickych zhoubnych nadora a ke zmirnéni vedlejsich ucinkli chemoterapie pii 1€cbé

rakoviny. (Lo a Parham, 2009)

Vzhledem k omezenému potencidlu diferenciace jsou za optimalni alternativu

povazovany indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC). (Volarevic ef al., 2018)

5.2.3 Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC)

Mezi nedavné inovace patii vyvoj indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék
(iPSC) s vlastnostmi podobnymi vlastnostem ESC. Vznikaji pfevedenim dospélych
somatickych bun¢k do stavu pluripotence a vyuzivaji genové upravy k opravé genetickych
defekt v kmenovych bunkach. Tato metoda se vyhyba etickym obavam, které jsou spojeny
s vyuzivanim embryonalnich kmenovych bunék, protoZe iPSC nepfedstavuji niceni embryi.

(Zakrzewski et al., 2019)
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

e Formace embryonalnich té¢lisek z mysich embryonalnich kmenovych buné¢k metodou

visicich kapek.

e Formace embryonalnich télisek zmySich embryondlnich kmenovych buné¢k

suspenzni metodou.

e Formace embryonalnich télisek z mysSich embryonalnich kmenovych bun¢k pomoci

mikrodesticek AggreWell™800.
e Kardiomyogeneze mysSich embryonélnich kmenovych bunék.

e Izolace kardiomyocytu.
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7 MATERIAL A METODIKA
7.1 Bunéc¢né linie

Pro formaci EBs byla pouzita buné¢na linie mySich embryonalnich kmenovych bun¢k
ES R1. (Nagy et al., 1993) V ramci experimentu byla pouzita také geneticky modifikovana
linie bunék ES RI1. Genetickd modifikace predstavuje upravu genetického materialu
organismu, napiiklad mysi, prostfednictvim specifickych zmén v jeji DNA. Pfi tomto
procesu miize dochazet k ptidani, odebrani nebo upravé specifickych genti za ucelem ziskani
uréitych vlastnosti nebo charakteristik. Geneticky modifikované organismy se casto
pouzivaji ve vyzkumu ke studiu funkce genti, k modelovani lidskych genetickych chorob a
ke zkoumani riznych biologickych procest. (Lin, 2008) Pro ucely této bakalatské prace byly
vyuzivané buiiky s oznaenim HGS. Pro transfekci byl pouzit vektor (MHC-neor/pGK-
hygro). Selekénim genem pro transfekované bunééné linie pro selekci kardiomyocyti byl
gen pro enzym aminoglykosid fosfotransferazu umoziujici rezistenci kardiomyocytti vici
antibiotiku G418. VSechny ostatni typy bunck v pfitomnosti antibiotika umiraji, proto jsou
tedy HG8 vhodné pro izolaci diferencovanych kardiomyocytl. Takto izolované

kardiomyocyty mohou byt vyuzity pro dalsi studie.

Samotna transfekce neprobihala na Centru polymernich systému, ale modifikované
buiiky byly ziskdny diky spolupréci s Ptirodovédeckou fakultou Masarykovy univerzity

v Brné.

7.2 Kultiva¢ni médium

ES médium (Embryonic Stem cell medium) je specialni kultivacni médium, které se
pouzivé pro udrzovani a zaroven také diferenciaci embryondlnich kmenovych bun¢k (ES).
Zékladem ES média jsou ziviny a dal§i latky pottebné pro rist buné€k, jako jsou

aminokyseliny, vitaminy, mineraly, sacharidy a rastové faktory.

Linie ES R1 byla kultivovana v nediferencovaném stavu na Petriho miskach pro
tkanové kultury potazenych 0,1 % Zelatinou (Sigma Aldrich, USA). Pro kultivaci bylo
pouzito kompletni ES medium se slozenim: Dulbecco's Modified Eagle's Medium, 15 %
fetalniho teleciho séra, 100 U ml! penicilinu, 0,1 mg ml! streptomycinu, 100 mM roztoku
neesencialnich aminokyselin (vSe od Thermo Fisher, Waltham, MA, USA), 0,05 mM 2-
merkaptoethanolu (Sigma, St. Louis, MO, USA) a 1000 U ml™! LIF (Leukemia inhibitory
factor) (Gibco, MA, USA). V soucasnosti je LIF jednim z kliCovych faktorG branicich
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diferenciaci mysich ESC. Na butice se vaze na heterodimericky receptor slozeny z LIF-
receptoru a gp130. Po vazbé na receptor se aktivuji signdlni drahy, které hraji roli pravé pti

udrzovani pluripotence. (Niwa, 2007)

Formace EBs byla provedena v kompletnim ES médiu bez ptfitomnosti bunécného
kultiva¢niho média LIF. Bez pfitomnosti tohoto faktoru zaénou kmenové bunky spontanné
diferencovat. Rovnéz je LIF spojovan i s inhibici kardiomyogeneze. Proto je velmi dilezité
pouzivat pro formaci EBs LIF free média. (Veseld et al., 2010) Bézn¢ je médium
kombinovéano s dalsimi faktory, jako je naptiklad inzulin, ktery zvySuje vyuzitelnost

kardiomyocytl pro vyzkum lé¢iv a nemoci. (Guo a Pu, 2020)

Kultivace vytvorenych EBs probihala v médiu DMEM-F12 (1:1) bez pfitomnosti séra
s nasledujicim sloZenim: 100 U ml™! penicilinu, 0,1 mg ml™! streptomycinu a dopInék inzulin-
transferrin-selen (ITS) (vSe od spolecnosti Thermo Fisher, Waltham, MA, USA). ITS je
hojné vyuzivany komer¢ni dopln€k pro udrzovani rustu, diferenciace a regulaci proliferace

kmenovych bunék. (Liu et al., 2019)
7.3 Experiment

7.3.1 PasaZzovani kmenovych bunék
Pasazovani bunék se pouziva k jejich premisténi z jedné kultiva¢ni nadoby do jiné,
kdy cilem je udrZet buniky v aktivnim stavu a umozZnit jejich dalsi rist a vyvoj. Jedna se o

dileZitou techniku pii kultivaci kmenovych bunék, protoZze umoziiuje udrzovat bunécnou

kulturu v konstantnim stavu a poskytuje dostatek bun¢k pro rizné experimenty a aplikace.

Pro ptipravu kmenovych bunék pro dalsi kultivaci je tteba postupovat podle urcitého
postupu. Nejprve bylo odstranéno staré kultivaéni médium z nadoby, ve které byly kmenové
buiikky umistény. Dilezitym krokem je oplachnuti bunék roztokem PBS o koncentraci 0,2
ml/cm? (fosfatovy pufr), ktery zajisti odstranéni zbytkii starého média. Dale byl ptidan
enzymaticky roztok trypsin-EDTA v koncentraci 0,1 ml/cm? ktery slouzi k uvolnéni bun&k
z povrchu kultivaéni naddoby, a po dobu cca 5 minut se nechal plsobit. Mezitim byla
pfipravena nova Petriho miska s ES médiem, které bylo ptfedehiato na teplotu 37 °C. Do
puvodni Petriho misky s buiikami bylo pfidano médium ve stejném nebo vysSim objemu,

nez byl pfidan trypsin-EDTA a za pomoci automatické pipety byl obsah peclivé promichén.
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Do nové misky byla pfidan podil bunécné suspenze a byla vlozena do inkubatoru,
kde se nasledn¢ buiiky nechaji riist az do dosazeni pozadovaného stavu, kdy pokryji téméf
cely povrch kultivaéni nadoby (cca 80 % konfluence). Zbytek suspenze byl pfenesen do
zkumavKky, kterd byla vlozena na 200G a 4,5 minut do centrifugy. Po centrifugaci se bunécna
suspenze rozdéli na dve vrstvy, a to na supernatant, coz je nadbytecna tekutina, a pellet, coz
je shromdzdéni bunék na dné¢ zkumavky. Nasledné byl opatrné odsén supernatant a piidalo
se ur¢ité mnozstvi nového média a opét byl obsah diikladné promichan. Takto pfipravena

bunécna suspenze byla nasledné vyuzita pro formaci EBs.

7.3.2 Pocitani bunék pres Biirkerovu komiirku

Biirkerova komurka je laboratorni nastroj pouzivany pro pocitani bunck a
mikroskopickou analyzu bunééného riistu a déleni. Skli¢ko je vyrobeno z prithledného skla
nebo plastu a mé malé komurky, které jsou rozdéleny pomoci miizky. Tyto malé komurky

maji znamy objem a lze je pouzit k urceni bunécné koncentrace ve vzorku.

Pti pouziti Biirkerovy komurky byla pfipravend suspenze nejprve dikladné
promichéna a za sklicko byla pfenesena suspenze. Samotné pocitdni bunék probihalo pod
mikroskopem, kde miizka na skli¢ku umoziuje snadné spocitani poctu bunék v daném

objemu.

Na zéklad¢ tohoto vypoctu byla vypoctena celkova bunécna koncentrace v suspenzi.

n

—_— %7
c*xvx*h

b ...pocet bunék na 1 pul

n ... poCet bunék

c ...pocCet Ctverct (25)

v ...plocha ¢tverce (0,04 mm3)

h ... hloubka komirky (0,1 mm?)

Z ...objem média, které bylo pridano

Tato metoda je velmi uZitecna pro rtizné experimenty, kde je potieba urcit
koncentraci buné€k, naptiklad pfi testovani U€innosti 1€kt nebo pii sledovani bunécné

proliferace a rastu. (Vojtek, b.r.)
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7.3.3 Formace embryonalnich télisek

Embryonalni téliska (EBs) jsou trojrozmérné shluky bunék, které simuluji ranou fazi
vyvoje embrya. Jsou zasadni pro diferenciaci ESC do riznych bunécnych typt, vcetné
kardiomyocytl. (Zeevaert et al., 2020) Tato schopnost je klicovym faktorem pro jejich

vyuziti v bunécné transplantaci a tkanovém inzenyrstvi. (Khoo et al., 2005)

Diferenciace EBs zacind agregaci ESC, kdy velikost tcliska zdvisi na mnozstvi
bunék, které se zpocatku samovolné shlukuji pomoci bunécnych adheznich receptort.
Prvnim znakem diferenciace je vytvoreni vrstvy primitivniho endodermu na povrchu EB.
Bunky PE dale diferencuji ve visceralni a parietalni endoderm s bazalni membranou, ktera
oddéluje PE vrstvu od nediferencovanych bunék uvnitt EBs a podporuje piezivani
sousednich bun¢k. Buiiky bez kontaktu s bazalni membranou podléhaji apoptoze, coz vede

k vytvoteni cystickych dutin ve vétSiné EBs. (Bratt-Leal, Carpenedo a McDevitt, 2009)

Béhem embryondlniho vyvoje dochdzi k tvorbé embryondlnich télisek v procesu
zvaném gastrulace. Gastrulace je proces, pii kterém se duta koule bunék, ktera tvofi blastulu,
zaCina diferencovat do specializovanéjSich bungk, které se rozvrstvuji napfi¢ vyvijejicim se

embryem. (Britannica, The Editors of Encyclopaedia. "Somite.")

Dochazi k vytvoteni tii zékladnich zarode¢nych vrstev, kterymi jsou endoderm,
ektoderm a mezoderm. Buniky migruji skrze primitivni pruh a pohybuji se lateralné, aby
vytvotily dvé nové vrstvy bunék. Prvni vrstvou je endoderm, list buné€k, ktery vytlacuje
hypoblast a nachdzi se v sousedstvi Zloutkového vacku. Druhd vrstva buné€k, tedy mezoderm,
je vyplni jako stfedni vrstva. Buiiky epiblastu, které neprosly primitivnim pruhem, se stavaji
ektodermem. Kazda z téchto zarodec¢nych vrstev dava za vznik ur€itym typiim tkéni a organti
v téle. (Lumen Learning. "Embryonic Development.") Formace EBs mize byt provedena

n¢kolika niZe uvedenymi zplsoby.

7.3.3.1 Metoda visicich kapek

Metoda visicich kapek je jednou z technik vedoucich k vytvofeni embryonalnich
télisek. Embryonalni kmenové bunky, které jsou suspendovany v kultivaénim ES médiu bez
obsahu LIF se pfenasi v podobé kapicek na vi¢ko Petriho misky, kdy koncentrace buné¢k je
400 bunek/35 pl kapku. (Skopalova et al., 2021) Tyto kapi¢ky jsou ndsledné peclive
pfeneseny nad PBS, kter¢ je na dn€ misky. Formace EBs probiha po dobu 5 dni.
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Morfologie télisek je ndsledné kontrolovana pod mikroskopem. Bunééné interakce v
jednotlivych kapkéch jsou klicové pro vytvorfeni trojrozmérné struktury, ktera simuluje

pravé embryonalni télisko.

Tato metoda je vhodné pro vyzkum regenerativni mediciny, kde jsou pluripotentni
buiiky vyuzivany k nahrad¢ poskozenych tkéni a organti. Vyhodou této metody je, ze
umoznuje efektivni kultivaci pluripotentnich buné¢k a vytvareni télisek s vysokou podobnosti
s pfirozenymi embryonalnimi télisky. Nicméné nevyhodou mize byt, Ze vytvoreni vhodné

kultury je naro¢né a vyZaduje peclivou praci.

Obrazek 6 Formace EBs metodou visicich kapek

7.3.3.2 Suspenzni metoda

Dalsi vyuZivanou technikou pro tvorbu EBs je suspenzni metoda. Pfi tvorbé EBs
touto metodou je diilezité pouzit misky s hydrofobnim povrchem, aby bylo zabranéno adhezi

bunék na povrch. Casto se pro tuto metodu vyuzivaji misky s bakterialni upravou.
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Obrazek 7 Bakteriologicky plastik a antiadherentni Petriho misky

Dalsi moznosti, jak zamezit adhezi bun€k je potazeni misky vrstvou agaru (0,5 %),
ktery je vyuzivan pii mikrobiologickych kultivacich. Pro vytvofeni EBs suspenzni metodou
byly pouzity i anti-adherentni misky Nunclon™ Sphera™ Dishes (Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA) ur¢ené specidlné¢ pro formaci 3D struktur. V momenté, kdy neni buitkdm

umoznéno adherovat, zaénou se pfirozen¢ shlukovat a tvofit agregaty.

Obrazek 8 Bakteriologicky plastik potazeny vrstvou agaru
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Téliska se stejné jako v ptipadé metody visicich kapek formuji po dobu 5 dnil
v kultivaénim ES médiu bez obsahu LIF. Kazdy druhy den je médium obménéno. Obecné
se vyuzivd koncentrace kmenovych bundk o hustoté 103-10° bunék/ml. Pro formaci

v suspenzni metodé v predlozené praci byla vyuzita koncentrace 3.10° — 5.10° bun&k/ml.

V porovnani s piredchozi metodou umoziuje suspenzni metoda vytvorit veEtsi
mnozstvi télisek, umoznuje jednodussi manipulaci a snadnéji kontroluje proces tvorby
télisek. Nicméng, i tato metoda vyzaduje peclivou manipulaci a sterilni podminky béhem
celého procesu, aby se zabranilo kontaminaci bun¢k. Nevyhodou oproti metod¢ visicich

kapek je pak vznik télisek, které nemaji homogenni velikost.

7.3.3.3 AggreWell desticky

AggreWell desticky pfedstavuji inovativni nastroj ve formé neadhezivniho plastiku,
ktery umoznuje efektivni tvorbu EBs o pozadované velikosti. Navic jsou tyto desticky

kompatibilni pro Siroké spektrum bunéénych typua.

Proces tvorby EBs zacina béznym pasazovanim bunck a vypoctem jejich mnozstvi
pomoci Biirkerovy komurky. Nasledné je na plastik pfidano 500 pl antiadherentniho
roztoku, ktery napomaha ke shlukovani bun¢k a zabratuje jejich pfilnuti ke sténé jamky. Po
5 minutdch je roztok odstranén a je potfeba dbat na to, aby v jamkach nezlistaly Zadné
bubliny. Desticky obsahuji 300 mikrojamek s tim, Ze v kazdé jedné mikrojamce je obsaZeno
400 bunek spolecné s médiem, které je potieba kazdy den vymeénit, aby byla zachovana
zivotaschopnost bunék. Cely tento proces trva pfiblizn€ 5 dni, kdy vysledkem jsou
embryonalni téliska, ktera jsou vhodna pro dalsi vyzkum a aplikace v oblasti testovani 1éCiv,
regenerativni mediciny a v oblasti bunééného vyvoje. Oproti béZnym metodam jsou desticky
AggreWell navrzeny tak, aby umoziovaly pfesnou kontrolu tvorby EBs, coz pfispiva k

tvorbé homogennich télisek.
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Obrazek 9 Prazdné mikrojamky AggreWell desticky, zvétseni 40x

7.3.3.4 Kardiomyogeneze

Po vytvoreni EBs (proces zpravidla 5 dnll) se vyseji na tkanovy plastik potazeny
0,1% zelatinou. Z jedné misky (bakteriologickd, bakteriologickd s agarem a antiadherenti
misky Nunclon™ Sphera™ Dishes) ve které byly tvofeny EBs se vytvoii 2 aZ 3 misky o
stejné velikosti. V ptipad¢ télisek z AggreWell desticky se vzdy téliska z 1 strukturované
jamky vyseji na 3,5 cm Petriho misku. Prvni den se jiz hotova téliska kultivuji ve smési ES
média bez LIF a DMEM-F12 (1:1) s obsahem ITS. Nésledujici den, po adhezi EBs, se
médium vymeéni za €ist¢ DMEM-F12 (1:1) s obsahem ITS. Médium se pak méni podle
potieby, zpravidla kazdy druhy den. Nejdiive po 12 aZ 13 dnech od pocatku tvorby EBs (cca
7 dnti od vyseti EBs na tkanovy plastik) 1ze pod mikroskopem pozorovat tepajici oblasti, coz

znadi pritomnost kardiomyocytt. (Vesela et al., 2010)

7.3.3.5 Purifikace kardiomyocytii

Béhem diferenciace EBs ndm vznika riznoroda populace buné¢k. (Murry a Keller,
2008) Diferenciaci pomoci EBs vznikaji kardiomyocyty, které 1ze detekovat podle jejich
spontanni tepajici aktivity, av§ak nevyhodou je, Ze vytéznost kardiomyocytl tohoto procesu
je nizka, pro mysi ESC se pohybuje okolo 1-3 % a pro lidské ESC dokonce <1 %. (Murry a
Keller, 2008) Pro dalsi vyuziti vzniklych kardiomyocytl je potieba vyselektovat jejich Cistou
populaci. Jednou z moZnosti je vzniklé kardiomyocyty pod mikroskopem mechanicky

oddé¢lit. (Ban, Bae a Yoon, 2017) Tato metoda najde vyuziti pro purifikaci kardiomyocyt
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vytvofenych z nemodifikované bunécné linie ES R1. Pro odd¢leni tepajicich oblasti miize
byt naptiklad vyuzita Spicka od automatické pipety (200 ul), kdy se mechanicky pterusi
adhezivni spoje mezi bunkami a nasledné¢ se odd€lena ¢ast nasaje do pipety a pienese na

novou misku s nachystanym médiem (Sykorova, 2012)

Dal§i moznosti pro purifikaci kardiomyocytii je izolace zalozena na genetické
modifikaci. (Ban, Bae a Yoon, 2017) Tuto metodu vyuzijeme pro GMO bunky HGS. Jak
bylo zminéno vyse, linie HG8 je rezistentni vii¢i piisobeni antibiotik G418. Po 14 dnech
kultivace diferenciace EBs se do kultivacniho media ptida 0,3-0,4 mg/ml G418. Selekce trva
6 dnt, pficemz médium se méni po 3 dnech, nebo v ptipadé potieby. Po 6denni selekci se
odsaje médium a pfidaji se 2 ml 0,3 % roztoku kolagendazy (DMEM + antibiotika +
kolagenaza) (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) a kultivujeme 30 minut v inkubétoru.
Poté se obsah lehce promicha pipetou a pievede do zkumavky. Bunky se nechaji
sedimentovat v inkubatoru po dobu 15-30 minut. Po sedimentaci se odsaje médium a pelet
bun¢k se vyseje na misku potazenou 0,1 % Zelatinou do smési DMEM-F12 s obsahem ITS
a ES media bez LIF (v poméru 1:1). Adheze kardiomyocytii je kontrolovana pod

mikroskopem.
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8 DISKUZE A VYSLEDKY

Celosvétovym problémem ve zdravotnictvi jsou praveé kardiovaskularni poruchy, které
jsou spojené s nedostateCnou regeneraci srdce po jeho poskozeni. Namisto zregenerované
funkéni svaloviny dochazi ke ztraté kardiomyocytl a nasledné tvorby jizveni. (Steinhauser
a Lee, 2011) Z toho ditvodu je potieba se touto problematikou vice zabyvat a v nejlepSim
piipadé ptipravit biomaterial, ktery podpoii maturaci kardiomyocyti a tim i regeneraci

poskozeného srdce.

Cilem této prace bylo porozumét dilezitosti maturace kardiomyocytd, kterda muze
potencidlné podpofit obnovu poskozené srde¢ni tkdné. Bylo provedeno n¢kolik metod
formace EBs zmysSich embryondlnich kmenovych bunék. Néslednou kardiomyogenezi
ziskanych télisek 1ze po uspe€Sném pokusu pozorovat tepajici oblasti, které znaci ptitomnost
kardiomyocytt. (vlastni slova) Kardiomyocyty lze pak izolovat a pouzit pro dalsi
experimenty, naptiklad pro sledovani interakci mezi kardiomyocyty a biomaterialem, coz
zahrnuje napiiklad vliv samotného biomateridlu na jejich adhezi ¢i maturaci. V této praci
bylo ale zatim primarnim tkolem naucit se spravnou manipulaci pii praci s kmenovymi
buiikami a osvojit si techniky tvorby EBs. VSechny metody formace EBs byly provedeny
minimélné ve tiech opakovanich. Ukolem bylo také vybrat nejvhodngjsi metodu pro formaci
EBs. U télisek, kterd se jevila jako nejlepsi, byla sledovana nasledna kardiomyogeneze,

tvorba erytroidnich shluki a tepajici oblasti.

8.1 Formace embryonalnich télisek metodou visicich kapek

V oblasti formace embryondlnich télisek patfi tato metoda mezi nejpouZivanéjsi, i
pfesto, Ze se da povaZovat za velmi obtiZznou a problematickou. Bylo provedeno nékolik
pokust, pii kterych byly objeveny vyhody, jako je napiiklad moznost vytvorit homogenni
téliska pravé diky vypoctenému mnoZstvi bun€k, které jsou obsazeny v jednotlivych
kapkach zavéSenych na vicku Petriho misky. Mimo jiné pfindsi tato metoda rlizna omezeni
a nevyhody, jako je naptiklad Casovd narocnost nebo potieba precizni manipulace s
kapickami.

Cilem bylo vytvofit homogenni téliska s dobrou morfologii, ale jak mizeme na
Obrazku 10 pozorovat vznikla EBs, toto ocekavani nesplituji, protoZe nedrzi celistvy tvar a

pobliz vzniklého téliska se vyskytuji oddélené mensi shluky bunék. To znamena, zZe se ndm

nepodafilo EBs formovat tak, aby mohly byt vyuzity k dalSimu postupu, coz muize byt
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zpusobeno napiiklad nespravnou a zdlouhavou manipulaci s bunéénou suspenzi. Morfologie

télisek byla pozorovéana po 5 dnech pomoci inverzniho mikroskopu.

Obrazek 10 EBs vytvorend metodou visicich kapek, linie ESRI, zvétseni 100x

8.2 Formace embryonalnich télisek suspenzni metodou

8.2.1 Bakteriologicky plastik

Tato metoda slouzi jako vcelku jednoduchy ndastroj pro formaci EBs. Mezi vyhody
patii moznost vytvorit pomérné velké mnozstvi télisek, naopak nevyhodou je, Ze se bunky
mohou rozlozit nerovnomérné, a tak Casto vznikaji téliska, kterd nejsou homogenni, tedy

nemaji stejny tvar a velikost.

Byly pouzity bunécné linie ESR1 a také HGS, kdy na obrazku 11 mizeme pozorovat
vznikla EBs po 5 dnech, pfi zvétSeni 40x a 100x, ktera jsou sice v hojném poctu, ale nejsou

homogenni.
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HG8

40x

100x

Obrdazek 11 Formace EBs vytvorend suspenzni metodou na bakteriologickém plastiku,
linie ESRI a HGS, zvétseni 40x a 100x

Spravné by vytvorenad EBs neméla adherovat na povrch bakteriologického plastiku.

Na Obrazku 12 mizeme vidét, jak to vypada, kdyz buiky k povrchu ptilnou.

Obrazek 12 Troubleshooting — prilnuta EBs na bakteriologicky plastik, zvétseni 40x
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8.2.2 Bakteriologicky plastik potaZeny agarem

Dalsi z moznosti, jak zabranit bunkdm, aby nepfilnuly na povrch bakteriologického
plastiku je potazeni povrchu 0,5% agarem, ktery zajisti, Ze se buiiky na povrch nepfichyti a

zac¢nou se shlukovat, tim padem budou tvofit EBs.

Na Obrazku 13 mtzeme pozorovat buiiky po 5 dnech, pfi zvétSeni 40x a 100x, kdy
op¢t vzniklo velké mnozstvi télisek, kterd ale nejsou homogenni. Navic téliska vytvorena
touhle metodou nemély hezky kulaty a kompaktni tvar, a tedy nebyly vyuZity k dal§imu
kroku.

ESR1 HG8

Obrazek 13 Formace EBs vytvorena suspenzni metodou na bakteriologickém plastiku potazenym
agarem, linie ESRI1 a HGS, zvétseni 40x a 100x

8.2.3 Anti adhezivni plastik

Stejnym postupem byla provedena také formace EBs na anti adhezivnim plastiku
(Nunclon™ Sphera™ Dishes) s buné¢nou linii ES R1 a HGS, ktery mé specidlni povrchovou

upravu, kterd by méla minimalizovat adhezi bunék k substratu.

Na Obrazku 14 muzeme vidét mikrofotografii pofizenou po 5 dnech, kde je hned
nekolik vytvorenych EBs. Zvetejnény jsou pouze mikrofotografie pro EBs tvofena z linie

HGS, jelikoz u linie ES R1 piekvapivé k Zadné formaci ani shlukovani nedoslo.
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Do tvorby EBs na Nunclon™ Sphera™ Dishes byla vkladana velké nad¢je, jelikoz
zde nehrozi adheze bun¢k a manipulacni postup je velmi jednoduchy. Nevyhodou je, ze

poftizeni takto upraveného plastiku je pomérné nakladné a tvoti se nehomogenni téliska.

Obrazek 14 Formace EBs vytvorena suspenzni metodou na anti adhezivnim plastiku
(Nunclon™ Sphera™ Dishes), linie HGS, zvétseni 40x a 100x

8.3 Metoda AggreWell desticek

I pres to, Ze tato metoda patii mezi ty nakladngjsi, zajist'uje nendroénou manipulaci a
usnadiiuje préci. Jedna jamka desticky AggreWell obsahuje celkem 300 mikrojamek, kdy
v kazdé z nich vznikaji téliska, kterd neadheruji na sténu jamky a jsou homogenni. Jak lze
vidét na Obrazku 15, téliska jsou homogenni. T¢liska vytvofena touto metodou byla
vyhodnocena jako nejlepsi a byla nasledné vyseta na pozelatinovany plastik. Naadherovana

téliska byla pozorovéana kazdy den pod inverznim mikroskopem.
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ESR1 HG8

Den 1 - 40x

Den 5 - 40x

L S S — e o - — 00T Em

Den 5 - 100x

200 um

Obrdazek 15 Formace EBs vytvorenych pomoci AggreWell, linie ESRI a HGS,
zvetSeni 40x a 100x

8.4 Kardiomyogeneze

Srdce ptedstavuje prvni funkcéni organ embrya obratlovcl. Ackoli se jeho vyvoj
zahajuje brzy, kardiogeneze je vysoce regulovany proces, ktery zahrnuje diferenciaci bunék
(kardiomyogenezi) a jejich naslednou specializaci, prostorovou integraci a koordinaci
pomoci nékolika signdlnich drah. Tyto drahy ovliviiuji jednotlivé faze bunécné diferenciace,
coz ma zasadni vyznam pro fizeni vyvoje kardiomyocyti z pluripotentnich kmenovych

bunék. (Leitolis ef al., 2019)

8.4.1 Kardiomyogeneze s bunécnou linii ESR1

Pro sledovani procesu kardiomyogeneze byly zvoleny EBs bunécéné linie ESR1,
vytvoiena na AggreWell destickach, jelikoz se nam z morfologického hlediska jevila jako
nejlepsi. Zaroven je to velmi spolehliva metoda a manipulace s vytvofenymi EBs je pfijemna

a efektivni.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Na obréazku 16 vidime snimky které byly potizeny pii riznych zvétSenich, konkrétné
40x a 100x, a zachycuji EBs v riiznych fazich procesu kardiomyogeneze. T¢liska zacinaji
od prvniho dne adherovat na povrch plastiku a postupné diferencuji do raznych typa bunék,
vcetné bun¢k srdecni svalové tkan€, tedy kardiomyocytii. Vytvotené kardiomyocyty se poté
organizuji do struktur, které jsou podobné srdecni tkani a zacinaji se rytmicky stahovat.

Préavé tyto tepajici oblasti jsou diikazem ptitomnosti kardiomyocytl ve vytvoienych EBs.

Cely proces trval dohromady 16 dni. Nejprve se po dobu 5 dnt tvofila EBs na jiz
zminovanych AggreWell destickach, nasledné byla pfenesena na pozelatinovy plastik a
zacal proces kardiomyogeneze, ktery trval 11 dni. Pod mikroskopem byla EBs pozorovéana
kazdy den a na Obrazku 16 mizeme pozorovat priab¢h kardiomyogeneze zaznamenany ve
dnech 1, 5 a 11. Posledni den tohoto procesu, tedy den 11, se ocekéavalo, Ze budeme moci

pozorovat tepajici oblasti.
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40x 100x

Denl

500 pum

Den5

500 pm:

Den 11

Obrazek 16 Sledovani procesu kardiomyogeneze bunécné linie ESRI v rozmezi 11 dnii pri zvétSeni
40x a 100x
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8.4.2 Kardiomyogeneze s bunécnou linii HG8

V tomto ptipadé byl postup stejny jako v predeslé kapitole 8.4.1, ale tentokrat
s bunéc¢nou linii HG8. Na Obrazku 17 mizeme pozorovat jednotlivé faze kardiomyogeneze

ve dnech 1,5 a 11 pii zvétSeni 40x a 100x.

Na vrchnim snimku mtzeme pii zvétSeni 40x vidét mikrodesticku AggreWell pod
mikroskopem, na které jsou jiz vytvorend EBs. Pii zvétSeni 100x je patrné, ze télisko drzi
celistvy tvar. V pribéhu procesu kardiomyogeneze se buniky postupné diferencuji v rizné

typy bunék, véetné kardiomyocyti.

200 pm

Den5 Den1

Den 11

Obrdazek 17 Sledovani procesu kardiomyogeneze bunécné linie HG8 v rozmezi 11 dnii pri zvétSeni

40x a 100x
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8.4.3 Erytropoéza

EBs jsou trojrozmérné agregaty diferencujici do tfech zarodecnych listl, kterym je
ektoderm, endoderm a mezoderm. Jelikoz se vytvorena EBs diferencuji do riznych typa
bunék, je velmi narocné urcit presny podil jednotlivych typt bunck v téliskéach.
Kardiomyocyty tvoii pouze opravdu malou ¢ast z celkové bunécné populace v EBs, a to
prumérné 3 %. To znamena, ze vétSinu bunék v téliskach tvofi jiné typy bunck, napiiklad

fibroblasty, endotelidlni buiikky nebo prave erytrocyty. (Zeevaert et al., 2020)

V lidském téle se kazdou vtefinu odehrava proces zvany erytropoéza, kdy se za takto
kratky Cas vytvoii 2 miliony novych cervenych krvinek neboli erytrocytii. Tento slozity
proces se sklada z n€kolika fazi diferenciace a vyvoje, dokud nedojde k vytvoteni zralych
erytrocytli. V posledni fazi dochazi k vyrazné transformaci membrany erytrocyti, ktera
erytrocytim dava charakteristicky bikonkavni tvar, a nasledné cirkuluji tyto buiiky krevnim

obéhem, dokud nejsou eliminovany systémem makrofagt. (Zivot et al., 2018)

V kontextu s diferenciaci EBs mize byt pfitomnost ¢ervenych shlukii znamkou, ze
diferenciace opravdu uspéSné probihd. Erytrocyty postupné dozravaji a organizuji se, coz
naznacuje posun diferenciace ke specializovanym bunéénym typlim. (Bratt-Leal, Carpenedo

a McDevitt, 2009)

Tak, jako je tepajici oblast ukazatelem kardiomyogeneze, tak je tvorba Cervenych
shlukli ukazatelem erytropoézy. Pozorovani tvorby erytroidnich shlukii mtize byt jednou
z moznosti, jak urcit, zda n&jaky material vykazuje embryotoxicitu. Napiiklad ve studii
Humpolicek et al. sledovali vliv vodivych polymeri polyaninilinu a polypyrrolu na EBs
vytvofenych z mySich embryonélnich kmenovych bunék. Timto dostali cenné informace o
mozném embryotoxickém efektu u materiald, které maji vzhledem ke své vodivosti velky
potencidl vyuziti v tkdlovém inZenyrstvi jako substrat pro kardiomyocyty. (Humpolicek et

al., 2018)

Na Obrazku 18 mizeme ve vyzna¢eném Cerveném kruhu sledovat tvorbu
erytroidnich shluki pfi zvétSeni 40x a 100x, které znaci pritomnost cervenych krvinek. Ke
kultivaci byly pouzity EBs vytvotfené z bunécéné linie HG8 z AggreWell desticek, a k tvorbé

shlukt doslo 11. den od kultivace.
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40x 100x

Obrazek 18 Tvorba cervenych erytroidnich shluki, 11. den kultivace EBs z AggreWell, linie HGS.

8.5 Izolace kardiomyocyti

Proces kardiomyogeneze byl ukoncen 16 den od pocatku diferenciace (5 dnti formace
télisek + 11 dnti kultivace naadherovanych télisek v ITS médiu). Jelikoz byly na kultiva¢nich
miskach pozorovany tepajici oblasti, znacici vyskyt kardiomyocytl, pieslo se na samotny
proces izolace a purifikace kardiomyocytl. Postup je podrobnéji popsan v kapitole 7.3.3.5
Purifikace kardiomyocytl. Izolovany byly pouze kardiomyocyty vytvoifené z GMO bunék
HGS, jelikoz je to manipulacné piivétivejsi nez mechanické oddéleni, které by muselo byt
provedeno v piipadé bun€k ES RI1. Vyselektované karidomyocyty pak byly vysety na
pozelatinovanou Petriho misku a jejich adheze byla kontrolovana pod mikroskopem. Jak jiz
bylo zminéno, vytéznost kardiomyocytl je v tomto ptipadé velmi nizka (1-3 %), proto tedy
nebyl zaznamenan vysoky pocet kardiomyocytli na misce. Na obrazku 19 mizeme vidét

kardiomyocyty odvozené z HG8 po 1denni kultivaci.
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Obrazek 19 Kardiomyocyty odvozené z bunck HGS, zvétseni 100x



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

ZAVER

V ramci piedlozené prace jsme se zaméftili na problematiku nedostatecné regenerace
srdce po jeho poskozeni, coz je stav spojeny se ztratou kardiomyocytd. Tyto buiiky,
zodpovédné za kontrakci srdce, se v dospélosti jiz nedéli, coz ztézuje pfirozenou regeneraci
srdce a vede ke zhorSeni srdecni funkce. Nasim cilem bylo 1épe porozumét procesu maturace
kardiomyocytl, tedy zrani téchto bunck, ktery ma na regeneraci srdce vyznamny vliv. Dobie
maturované kardiomyocyty se vyznacuji nejen lepSimi kontraktilnimi vlastnostmi ve
srovnani s nedozralymi buitkami, ale také schopnosti interagovat s okolnimi tkdnémi v srdci

a aktivné se zapojovat do procest, které ovliviiuji strukturu srdce.

Praktickd cast prace byla zaméfena na formaci embryondlnich télisek (EBs)
z bunécné linie ES R1 a HG8 pomoci metody visicich kapek, suspenzni metody a metody
divodu potieby precisni manipulace, ale vyhodou této metody je, ze umoznuje tvorbu
homogennich télisek diky pfesnému davkovani bunck v jednotlivych kapkach. Naopak
suspenzni metoda umoziuje vytvofit veétsi mnozstvi télisek, ale spiSe s nehomogenni
morfologii. Za nejefektivngjsi metodu byla oznacena metoda formace EBs pomoci
mikrodesticek AggreWell ™800, které umoziiovaly pomé&mé snadnou manipulaci a

vysledkem byla homogenni a celistva téliska, ktera byla nasledné vyuzita k dalSimu postupu.

Po vytvotfeni homogennich EBs byl sledovan proces kardiomyogeneze, kdy se buriky
diferencovaly do mnoha typa buné€k, véetné kardiomyocytl. Tento proces trval dohromady
16 dni, kdy prvnich 5 dni se formovaly téliska na mikrodestickach AggreWell, nasledné byla
pfenesena na Zelatinovy plastik a byl sledovan proces kardiomyogeneze. Po uplynuti 11 dni
byl experiment ukoncen, kdy tepajici oblasti vytvofenych EBs byly ditkazem pfitomnosti

kardiomyocytl, které byly nasledné purifikovany a izolovany.

[zolovéany byly kardiomyocyty z geneticky modifikovanych bun¢k HGS, které byly
vysazeny na Petriho misku s poZelatinovanym povrchem a sledovala se jejich adheze pod
mikroskopem. Vzhledem k nizkému vytézku kardiomyocyti, které ¢ini zhruba 1-3 % nebylo
zaznamenano velké mnoZzstvi bunék na misce. Mimo jiné bylo moZzno v pribéhu
kardiomyogeneze pozorovat shluky Cervenych krvinek, které jsou dikazem uspéSného

procesu diferenciace bunék.
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M
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RCA
Cx
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hPSC-CM
1PSC
LSQT
EKG
LIF
ITS
PBS
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Kardiovaskularni onemocnéni

Heart Transplant (transplantace srdce)
Embryonalni kmenové bunky
Embryonalni téliska

Srde¢ni onemocnéni

Infarkt myokardu

Institute for Health Metrics a Evaluation
Implantabilni kardiovertery-defibrilatory
Darcovstvi po obéhové smrti
Sinoatrialni uzel

Atrioventrikularni uzel

Levé pfedni sestupna tepna

Leva okruzni tepna

Prava véncita tepna

Gap junction konexinti
Adenosintrifosfat
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Dulbecco's Modified Eagle Medium



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 65

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1 Histologické zmény po MI na srdecni tkani (Scafa Udriste et al., 2023)........... 12
Obrazek 2 Mapa umrtnosti na kardiovaskularni onemocneni pro cely svét v roce 2019
(https://OUrWOVIAINAALA.OF /) «.....ooeeneeeeeeeeeeee ettt e e e e saveeeaaeeens 13
Obrazek 3 Graf umrtnosti na kardiovaskularni onemocnéni v roce 1990-2019
(https://OUrWOPIAINAAIA.OF /) ......oooeeeeeeeeeeeeee ettt e e saveeesaaeeens 14
Obrazek 4 Vnitini anatomie srdce (https://www.symptomy.cz/anatomie/srdce) ................. 18
Obrazek 5: Prehled klicovych faktoru pro regeneraci srdecni tkané (Scafa Udriste et al.,
2023) ettt a bbbt ettt e bt ettt e bt et et e be et 23
Obrazek 6 Formace EBs metodou ViSicich Kapek...............c..ooocueieeieeeciiieiieiecieeeeeenieens 40
Obrazek 7 Bakteriologicky plastik a antiadherentni Petriho misky ...........cccoevvvevvveenunnn. 41
Obrazek 8 Bakteriologicky plastik potazeny vistvou agari ..............ccccceveeeveeeceenceeeneennne. 41
Obrazek 9 Prazdné mikrojamky AggreWell desticky, zvetSeni 40X ..........cccceeeveeeevceeennnnnn. 43
Obrazek 10 EBs vytvorend metodou visicich kapek, linie ESRI, zvétseni 100x................... 46
Obrazek 11 Formace EBs vytvorend suspenzni metodou na bakteriologickém plastiku, linie
ESRI a HGS8, ZVEISENT 40X @ TOOX ... 47
Obrazek 12 Troubleshooting — prilnutd EBs na bakteriologicky plastik, zvétseni 40x ....... 47
Obrazek 13 Formace EBs vytvorend suspenzni metodou na bakteriologickém plastiku
potazenym agarem, linie ESRI a HGS, zvétSeni 40x @ 100X ..........ccoeveveevceeenceeiniieenneann. 48
Obrazek 14 Formace EBs vytvorena suspenzni metodou na anti adhezivnim plastiku
(Nunclon™ Sphera™ Dishes), linie HGS, zvétSeni 40x a 100X .........cccueeveeeeeceeeenieeennnnnn. 49
Obrdazek 15 Formace EBs vytvorenych pomoci AggreWell, linie ESRI a HGS, zvétseni 40x
A TO0X ittt e h e et ettt b e et enbaeene e 50

Obrdazek 16 Sledovani procesu kardiomyogeneze bunécné linie ESRI v rozmezi 11 dnii pri
ZVELSENT FOX A TOOX ...ttt ettt 52

Obrdazek 17 Sledovani procesu kardiomyogeneze bunécné linie HGS8 v rozmezi 11 dnu pri
ZVELSENT FOX A TOOX ...ttt st 53

Obrdazek 18 Tvorba cervenych erytroidnich shluku, 11. den kultivace EBs z AggreWell, linie
HGE. .ottt 55

Obrdazek 19 Kardiomyocyty odvozené z bunek HGS, zvetSeni 100x ...........cccevceeveeceennenne. 56



