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Anotace

V této praci SOC jsem se zabyvala zkoumanim diferenciace lidskych kmenovych bungk
smérem k hladkému svalu pro ucely tkanového inzenyrstvi. Zjistovala jsem predevSim vliv
rustovych faktori na tento proces. DnesSni tkanové inzenyrstvi usiluje o vytvoreni cévni
nahrady obsahujici bunécnou slozku, kterd by umoznila samoopravitelnost transplantované
nahrady v lidském téle. Zvladnutim problematiky diferenciace kmenovych buné¢k smérem
k hladkému svalu jako zdroje bunék pro vytvofeni této bunécné slozkyse posuneme o krok
blize k modernim a dlouhodobé funkénim cévnim nahraddm, vcetné ndhrady cévy o malém
prisvitu, kterd v soucasné medicing schazi.

Kmenové bunky izolované z tukové tkané jsme kultivovali v dynamickém i ve statickém
prostiedi Vv diferencianim médiu DMEM, obsahujicim rastovy faktor TGF-B produkovany
puvodné fibroblasty, a regula¢ni molekulu BMP4, kterd béhem vyvoje mezodermu podporuje
vaskularizaci kostni tkané. K ¢asti vzorkd jsme piidali také vaskularni endotelovy ristovy
faktor VEGF, ptivodné znam jako produkt bun¢k endotelovych, tedy bunék, které sousedi
Vv cévni sténé s buitkami hladkého svalu. V prvni ¢asti pokusu jsme zjistili, Ze rastovy faktor
VEGF mé v dynamickém prostfedi pozitivni vliv na diferenciaci kmenovych bunék. Ve
druhé casti pokusu jsme testovali ve statickém prostiedi pét typia diferenciacnich médii, které
obsahovaly rizné kombinace tii pivodné sledovanych rastovych faktora TGF-B, BMP-4 a
VEGF, a hledali kombinaci optimélni. Uroven diferenciace bunék po 7 a 14 dnech kultivace
jsme zjistovali jednak na urovni genové exprese specifickych markeri metodou real-time
PCR, rovnéz jsme provadéli pozorovani zafixovanych vzorku vizualizovanych metodou
imunofluorescen¢niho barveni, kde jsme zjistovali rozvinutost cytoskeletalnich struktur o-
aktinu a kalponinu, typickych pro hladky sval. Na zakladé téchto postupt jsem zjistila, Ze
VEGEF rustovy faktor ma pozitivni vliv na diferenciaci kmenovych bun¢k smérem na bunky
Naopak diferenciace kmenovych bunék smérem k endotelu vtomto médiu prakticky
neprobiha.

Prdce byla podporena grantem Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky (grant AZV NV19-
02-00068) a grantem Grantové agentury Ceské republiky (grant GACR 18-01163S).
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Annotation

In my work | focused on human adipose tissue-derived stem cells (ASC) differentiation
towards vascular smooth muscle cells for purposes of tissue engineering. Modern tissue
engineering is attempting to construct the vascular prostheses containing the cell component
that enables their selfrepair in human body. Managing of the stem cell differentiation to the
smooth muscle cells as a source of this cell component will take us one step further to the
developing of the modern and the in long term functional vascular prostheses, including the
small diameter vascular prosthesis, that are not available in current medicine.

The human ASC were cultivated either under static and dynamic conditions in a DMEM
medium supplemented by the following growth factors: transforming growth factor (TGF-p),
originally found to be produced by fibroblasts; bone morphogenetic protein (BMP4), i.e. a
regulatory molecule involved in the mesoderm induction during development and supporting
the vascularization in bone tissue. To one part of cultivated cells we added the vascular
endothelial growth factor (VEGF), originally found to be produced by endothelial cells, i.e.
adjacent cells to the smooth muscle cells in the tunica media of the vascular wall. In the first
part of our work we found out that VEGF has in dynamic system a positive influence on the
stem cell differentiation toward smooth muscle. Subsequently we tested five types of cell
culture medium containing different combinations of three growth factors TGF-, BMP-4
and VEGF. We were searching for the optimal combination. The cell differentiation after 7
and 14 days of cultivation was estimated either at the gene expression level of specific
markers by real-time PCR, or by immunofluorescence staining of specific protein structures
of a-actin and calponin. Potential differentiation of ASC towards endothelial cell type was
also taken into account, but it was not confirmed. We can conclude, that VEGF has a positive
influence on the stem cell differentiation toward smooth muscle. The optimal differentiation
under static conditions was attempt in medium containing the combination of VEGF and
TGFp.

Supported by the Ministry of Health of the Czech Republic (grant No. NV19-02-00068) and by the
Czech Science Foundation (grant No. 18-01163S).
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1 UVOD A CILE PRACE

Kardiovaskularni onemocnéni jsou nejcastéjsi piiCinou umrti v civilizovaném svéte.
Podstoupi-li dnes pacient operaci cévniho systému, kupftikladu transplantaci cévy, bude mu
voperovana synteticka cévni nahrada. U tohoto typu nahrad je vyssi riziko vzniku krevnich
srazenin, které mohou zplsobit az smrt pacienta. Syntetickou nahradu o malém prisvitu
(0,6cm a mensi) z divodu vysokého rizika ucpani vibec nelze pouzit. Navic casem dochazi
k degradaci pouzitého materialu, do patnacti let byva nutna reoperace. Tento postup znamena
predevsim pro mladsSiho pacienta podstoupit vice opera¢nich zakroku, u starSich pacientu je
pak reoperace riskantni ¢i nemozné. Tkanové inzenyrstvi proto usiluje V soucasné dob¢ 0
vytvoreni nové cévni ndhrady na bazi biologické (kuptikladu decelularizovana praseci céva
osazend diferencovanymi lidskymi kmenovymi buiikami), ktera by diky bunééné sloZce byla
samoopravitelnd. Dnes by jiz bylo mozné implantovat pacientovi ndhradu osazenou jeho
vlastnimi cévnimi bunikami, tento postup je vSak nakladny. Biologické nahrady na principu
kmenovych bunék by diky nizké imunogenicité téchto primarné nediferencovanych bunck
poskytovali vyhodu universality pro vSechny typy pacientti. Navic by tak bylo mozno vytvofit
cévni ndhrady o malém prasvitu, které v dneSnich medicinskych podminkach nejsou
dosazitelné. To by otevielo moznost pouziti cévnich nahrad i u détskych pacientl, coz dosud
nebylo mozné.

K vytvofeni biologického cévniho transplantatu obsahujiciho buné¢nou slozku je zapotiebi
roz§ifeni znalosti v oblasti diferenciace kmenovych bunék smérem k bunéénym typum
vytvarejicich cévy. Tim je pravé hladky sval. V této praci se budu zabyvat zkoumanim vlivu
rastovych faktorti na diferenciaci kmenovych bunék smérem k hladkému svalu. Specificky se
budeme zaméfovat na vliv VEGF rustového faktoru, jehoZ ucinky na proces diferenciace
nejsou zatim zcela znamé, byt s nim bunky hladkého svalu v lidskych cévach v prostiedi in
vivo pfichazi do pfimého kontaktu. Rovnéz se budu zabyvat sledovanim a naslednym
porovnavanim Uc¢inkl diferenciatniho média a médii s kombinacemi rastovych faktorti na
proces diferenciace.

Hlavni cile prace:

e Zjistit u¢inek rastového faktoru VEGF na diferenciaci kmenovych bunék tukové tkané
smérem k hladkému svalu.

e Urcit sloZzeni média nejvhodnéjSiho pro diferenciaci tukovych kmenovych bunék
smérem k buiikdm hladkému svalu sledovanim miry exprese specifickych markerti a
tvorby cytoskeletalnich struktur typickych pro hladky sval

V teoretickém uvodu nejprve popisi stavbu lidskych cév a budu se vé€novat ¢astym cévnim
onemocnénim. Dale bych rdda shrnula téma soucasnych cévnich nahrad vcetné jejich vyhod a
nevyhod, piipadné¢ moznosti nového typu biologickych nahrad. RovnéZz se budu zabyvat
vlastnostmi kmenovych bunék vzhledem Kk jejich potencialu pro vyuziti v oboru tkanového
inzenyrstvi, dale nékterymi rustovymi faktory jako jednim z faktort diferenciace bunék.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Cévy v lidském téle

Lidské cévy dodévaji kyslik a potfebné latky vSem tkanim a orgdnim v lidském téle.
Hlavnimi cévnimi komponenty jsou endotelové buiikky (EC, endothelial cells) a vaskularni
bunky hladkého svalu (VSMC, vascular smooth muscle cells). Pouze u vlasecnic bunééna
slozka hladkého svalu chybi. Oba bunééné typy (EC a VSMC) jsou potiebné pro spravné
fungovani cév, zahrnujici kontrolu krevniho tlaku, interakce s bunkkami imunitniho systému a
predavani potfebnych latek z krve do tkani. EC a VSMC jsou zahrnuty v mnozstvi
patogennich procest v cévach, jako je naptiklad ateroskleroza.

Lidské cévy se skladaji ze tii soustiednych vrstev tkani: tunica intima, tunica media a tunica
adventitia (Obr. 2.1). Tloustka kazdé z vrstev je rozdilnad v zavislosti na typu cévy. Tunica
adventitia (alt. tunica externa) je vné&jsi vrstva skladajici se z fibroblasti a kolagenovych
pojivovych tkani (v arteriich rovnéz i z elastickych lamin)(Travnickova, 2018). Adventia je
rovné¢z zdrojem pericyti (v kapilarach a mikrocévach) a adventidlnich cév (kolem velkych
cév), které jsou fakticky mesenchymalni kmenové buiiky schopné diferenciace na dalsi
bunécné typy (Corselli et al., 2012).

Artery Vein

N Valve

Obr. 2.1: Anatomie tepny (artery) a zily (vein).
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2.1.1 Endotel

Buriky endotelu tvori hlavni slozku vnitini vrstvy lidskych cév tunica intima, ktera ptichazi
do pfimého kontaktu s krvi. Intima se dale sklada z bazalni membrany a pojivové tkang.
Rovnéz miize obsahovat podptlirna vngjsi elastickd lamina. (Travnickova, 2018)

Bunky endotelu, v pifipadé¢ implantovani do lumenu cévni nahrady, zabranuji trombodze a
okluzi transplantatu. Kromé toho podporuji migraci vlastnich EC pfijemce do transplantované
nahrady a formaci neointimy. Tim zvySuji délku Zivotnosti nahrady. (Dimitrievska, Niklason,
2014)

2.1.2 Hladky sval

Buiiky hladkého svalu tvofi hlavni slozku stfedni vrstvy cév tunica media. Media se sklada
zbun¢k VSMC a fibroblasti. Oba ptitomné bunécné typy produkuji extracelularni matrix
prevazné se skladajici zvlaken elastinu a kolagenu (Travnickova, 2018). Zralé a
diferencované bunky hladkého svalu jsou protdhlé a vietenovité, vytvaieji v bunééné kultute
samovoln¢ svazky a pozdé&ji typickou strukturu valll a udoli nazyvanou v literatuie ,.hills and
valleys®. (Campbell 2012)

Hladky sval pfitomny v cévach je schopny kontrakce, ta je ale pomalejsi a zaroven plynulejsi,
nez V pripad¢é svalu kosterniho. V organech je tak hladky sval schopny vyvolat a udrzet
stabilni tonus. Timto zptisobem je upravovan prusvit cévy a nasledn¢ i pritok krve lumenem
cévy. Hladky sval je inervovan autonomnim nervovym systémem, je tedy na vili nezavisly.
(Lodish et al., 2008)

2.2 Onemocnéni cévniho systému

Nejéetndjsi piicinou smrti jsou v CR dlouhodob& nemoci ob&hové soustavy, v roce 2018 staly
za umrtim 40,0 % zemftelych muzi a 46,5 % zemielych zen. Celkem zapficinila onemocnéni
obg&hového systému 43%veskerych umrti v CR za rok 2018 (CSU, 2018).

Zemieli podle pohlavi a priciny smrti, 2008 a 2018
100%
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T0%
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40%
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Celkem MuZi Zeny

Obr. 2.2: Statistické udaje pti¢in umrti v CR v letech 2008 a 2018.

10%

(=]
ES

Podil zemielych daného pohlayi podie pHginy
smrti
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2.2.1 Ateroskleroza

Ateroskleroza je komplexni systémové onemocnéni postihujici cévy tepenného tfecisté (velké
a stfedni). Na patogenezi aterosklerozy se podili komplex po sobé jdoucich udalosti,
zahrnujicich rozvoj chronického =zanétlivého procesu stény arterii jako odpovéd na
hemodynamické poskozovani cévni stény v nejvice naméhanych mistech. To zplsobuje
nejprve dysfunkci cévniho endotelu souvisejici s tvorbou cytokinli, adheznich molekul a
rustovych faktorii. Aktivované endotelové buiiky pfitahuji do mista 1éze monocyty/makrofagy
a T-lymfocyty z krevni cirkulace a bunky vaskularni hladké svaloviny z medie.
Subendotelovy prostor se postupné zvétSuje. Rovnéz dochazi k pohlcovani uvolnéného
cholesterolu makrofagy za vzniku pénovych bunck. Sténa cévy se v misté poskozeni
ztlustuje. Cely proces vyustuje do tvorby ateromu (ateromového platu)(Jaroslav Masopust).
Pti komplikacich a ruptufe ateromového platu vznikd trombus, ktery mize byt nasledné
pfi¢inou infarktu myokardu nebo mozkové mrtvice, v zavislosti na tom, jaké tepny byly
poskozeny. Jedny ztepen nejCastéji trpicich ateroskler6zou jsou pravé koronarni tepny
(Jakubickova, 2017). Vezmeme-li vpotaz i poskozeni jinych tepen po celém téle,
ateroskler6za je zodpovédna téméf za polovinu umrti v Evropé (Chlupac et al., 2009).
Rizikové faktory aterosklerdzy jsou vysledkem interakce Zivotniho stylu jedince s jeho
genetickou vybavou. Rozd€luji se na ovlivnitelné, mezi néz patii z hlavnich rizikovych
faktorii koufeni, hyperlipidémie, hypertenze a diabetes mellitus, a neovlivnitelné, mezi néz
patii vék, muzské pohlavi a geneticka zaté¢z, obvykle vyjadfend pozitivni rodinnou
anamnézou pred¢asné ICHS nebo jiné klinické manifestace aterosklerdzy. (Hradec, Byma,
2007)

2.2.2 Ischemické choroby srdec¢ni (ICHS)

Ischemické choroby srdce jsou onemocnéni srdecniho svalu, a to bud klidova, nebo pii
zvySeni narokl na dodavku kysliku, napt. pfi namaze, vznikajici na podkladé patologickych
zmén koronarniho tecisté. V naprosté vétSiné pripadd je ICHS zpisobena aterosklerozou
vénlitych tepen. VSechny pfiiny vzniku aterosklerdézy a tedy ani ICHS nejsou zndmeé.
Neexistuje proto u¢inna kauzalni lécba, umime pouze do jisté miry odstranovat symptomy a
1écit komplikace. Jsou ale zndmé urcité stavy nebo faktory, které pravdépodobnost vzniku
ICHS a rychlost jejiho rozvoje mnohonasobné zvysuji. Oznacuji se jako rizikové faktory (viz
2.2.1)(Hradec, Byma, 2007). Dle mezinarodni klasifikace zahrnuji ischemické choroby
srde¢ni anginu pectoris, akutni infarkt myokardu, pokracujici infarkt myokardu, nékteré
komplikace nasledujici infarkt myokardu, jiné akutni ischemické choroby srde¢ni a
chronickou ischemickou chorobu srdeéni. (UZIS, 2012)
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2.3 Cévni nahrady

2.3.1 Bypass

Bypass je pfemosténi cévy, kterd jiz nedokaze plnit sviij ucel, resp. hrozi jeji selhdni. Jednim
Z nejcastéjsich bypassu je bypass aortokoronarni. Ten je zptisobem chirurgické 1é¢by ICHS a
provadi se pfemosténim jedné ¢i vice véncitych tepen, resp. jejich vétvi. (Aschermann et al.,
2004).

Chirurgicky bypass je vyuzivan jako bézny zplsob 1é¢by u komplikaci koronéarnich tepen.
Dulezitou soucasti bypassu je volba vhodné cévni nahrady. Idedlni ndhrada by méla byt
mechanicky odolnd, neimunogenicitni, biokompatibilni, dobfe zaclenitelnd do hostitelské
tkané, tromboresistentni, netrombogenicitni, snadno dostupna a uzivatelnd a bez vysokych
finan¢nich néaroktt mna vyrobu (Chlupac et al., 2009). V soucasné dobé nejuzivanéj$im
materidlem pro bypass jsou cévni nahrady autografni, tedy odebrané piimo pacientovi béhem
zakroku.

2.3.2 Biologické nahrady

Dnes uzivané biologické ndhrady bézn€ délime do tii skupin: ndhrady alogenni, autologni a
xenogenni.

Alogenni cévni nahrady jsou biologické nahrady, jejichz darcem je stejny Zivoc¢iSny druh.
Ptestoze v minulosti bylo od pouzivani alogennich ndhrad od zemielych darct upusténo, dnes
byl tento postup znovu oziven a dle né€kterych studii je jejich uziti vyhodngjsi, nez uziti
syntetickych nahrad. (Chlupac et al., 2009)

Autologni cévni ndhrady jsou v soucasnosti nejcastéjSim materidlem uZivanym pro
chirurgické bypassy. Jedna se o transplantaty, jejichz darcem je pfimo pacient. NejcastéjSim
transplantatem v bypassech perifernich tepen a tepen dolnich koncetin je vena saphena
magna. Ta je rovnéz pouzivana pii aortokoronarnim bypassu, piestoze arteria radialis, ¢i
arteria thoracica interna vykazuji lepsi vysledky (Aschermann et al., 2004). Ptes dobré
klinické vysledky je vsak transplantovana vena saphena magna nachylné k ateroskleroze a
intimalni hyperplasii. Krom¢ toho 30-40% pacienti nedisponuje vhodnou vena saphena
magna kvuli predchdzejicim zanétim, operacim, varixim ¢i anatomické nevhodnosti
(Chlupac et al., 2009). Pouziti jinych tepen je bohuzel limitovano nevyhnutelnou morbiditou
darcovskeé tkang. Proto je tieba hledat zdroj cévni nahrady jinde. (Aschermann et al., 2004)

Zdrojem xenogennich nahrad jsou darci jiného zivoc¢isného druhu. U ¢lovéka jsou z divodu
genetické pfibuznosti nejcastéjs$imi darci xenogennich nahrad prasata domaci (sus scrofa f.
domestica).

V soucasné dob€ probiha intenzivni vyzkum v oblasti vyvoje nového typu biologickych
nahrad, tj. ndhrad obsahujicich zivé bunky. Jsou zkoumany riznorodé scaffoldy (tj. ,,leSeni-
podklady vhodné pro osazeni buné¢nymi kulturami), rizné typy bunek a rozlicné podminky
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jejich kultivace. Idealni scaffold musi zajistit podminky pro rust bun€k, jejich migraci a
uziti degradabilnich syntetickych polymert, scaffoldi zaloZzenych na proteinech extracelularni
matriX, ¢i decelularizovanych biologickych tkanich (Dimitrievska, Niklason, 2014). Zajimava
je prace o tvorbé maloprisvitovych cév (Zhou, 2016), ve které autofi vytvorili cévu tvofenou
vrstvou bunék hladkého svalu a endotelu na silikonové trubi¢ce pokryté smési degradabilniho
polymeru polykaprolaktonu a zelatiny. Produkt inkubovali v pulznim dynamickém systému
po dobu osmi tydnii. Béhem této doby byl polymer degradovan, bylo mozno produkt ze
silikonové trubicky sejmout a ovéfit jeho mechanické vlastnosti, které byly podobné
mechanickym vlastnostem cévy.

2.3.3 Syntetické nahrady

Zlaty standard v syntetickych cévnich protézach jiz vice nez 50 let ptfedstavuji polyetylén
tereftalat (PET, Dacron) a expandovany polytetrafluoroetylén (ePTFE)(Obr. 2.3). Tyto
polymery funguji dobie jako ndhrady velkych cév, avSak jejich dlouhodoba priichodnost pfi
nahrad€ cév o malém priméru (< 6 mm) je neuspokojiva. U cév s prisvitem menSim nez 6
mm (napf. korondrni, fibuldrni a tibidlni tepny) se bohuZel zacnou projevovat jejich
nedostatky jako trombogenicita, intimdlni hyperplasie v blizkosti distdlni anastomoézy a
odolnost vici endotelizaci. (Chlupac et al., 2009)

Obr. 2.3: Klinicky uzivané cévni protézy vyrabéné z expandovaného polytetrafluoroetylén (ePTFE) a
z polyetylen tereftalatu (PET). Material protéz je vysoce hydrofobni a v tom stavu, v jakém vychazi
z vyroby, neumoznuje rekonstrukci prirozenych bunéénych vrstev cévni stény.

2.4 Markery hladkého svalu

Kalponin 1, rovnéz znamy jako bazicky kalponin, je protein kdédovany genem CNNI,
doprovazejici aktinova filamenta. NejspiSe hraje dulezitou roli ve formaci aktinovych
filament a zapojuje se do kontrakci hladkého svalu. (NCBI, 2019)

a-aktin 2 (smooth muscle actin) je kontraktilni protein kodovany genem ACTAZ2, nachazejici
se ve filamentech bunék hladkého svalu. a-aktin 2 je jednim z 6 typl aktinu nachéazejicich se
u cloveka. Je zodpoveédny za kontrakci bunék hladkého svalu ve sténach cév a tedy udrzeni
krevniho tlaku a homeostazy. (NCBI, 2019)
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2.5 Markery endotelu

CD 31 (Cluster of Differentiation 31) je protein kodovany genem PECAMI. Nachazi se
rovnéz na povrchu krevnich desticek, monocytl, neurofilii. Tvoti velkou ¢ast mezibunéénych
spojeni endotelialnich bun¢k. Kodovany protein je ¢lenem nadrodiny imunoglobulint a
pravdépodobné se podili na transmigraci leukocytd, angiogenezi a aktivaci integrinu. (NCBI,
2020)

VEGFR-2 (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2), kdédovany genem KDR, je
endotelovy membranovy receptor pro rastovy faktor VEGF. Jeho funkce, jakozto hlavniho
mediatora VEGF, je vyvolavat u bun¢k endotelu proliferaci, migraci, tubularni morfogenezi a
puceni. (NCBI, 2020)

2.6 Kmenové buiiky

Kmenové buiiky jsou biologické jednotky organismu, zodpovédné za vyvoj a regeneraci tkani
a organovych systému. Jsou schopné diferenciace a dlouhodobé sebeobnovy tkan¢. Proto maji
vysoky potencial v oboru tkanového inzenyrstvi. Jsou-li in vitro nasazeny na vhodny
synteticky nebo ptirodni scaffold (podklad), mohou byt diferencovany smérem k uréitému
bunéénému fenotpu (Bacakova et. al.,, 2018). Zdroje kmenovych bunék jsou budto
tkan¢ dospélych jedinci (napf. kostni dfen, tukova tkan) nebo novorozenct (napf. placenta,
pupecnikova snura)(Dimitrievska, Niklason, 2014). Podle pivodu kmenové bunky urcujeme
jeji ,,potenci®. Stupné ,,potence kmenovych bunék (napt. Skala bunéénych typt, na které je
kmenova bunka schopna diferencovat)jsou nasledovné: 1) totipotentni (schopné diferenciace
na vSechny typy bunék vcetné extraembryonalnich bunék), ii) pluripotentni (schopné
diferenciace na vSechny bunécéné typy vyjma totipotentnich), iii) multipotentni (schopné
diferenciace na vétSinu tkanovych typt), iv) unipotentni (schopné diferencovat pouze na
jediny typ bungk). (Travnickova, 2018)

Kmenové buiikky maji vysoky potencial vyuziti v oboru tkadnového inzenyrstvi, nebot’ maji
vyssi kapacitu proliferace, nizsi tendenci k senescenci a vydrzi vys$§i mnozstvi pasazovani nez
jiz diferencované dospélé bunky. (Atala, 2005)

2.6.1 Diferenciace kmenovych bunék

Kmenové bunky slouzi v lidském téle k opravé a dotvareni jednotlivych tkani. V cilové tkani
pak dochazi v zavislosti na typu kmenové buiiky vlivem prostiedi k jejich proliferaci, zméné
morfologie a diferenciaci. Je tedy pfirozené, ze kmenové bunky jsou velice citlivé na signaly
pfijimané z okoli. Mezi takové vngjsi stimuly mohou patfit vlastnosti a sloZzeni biomaterialu,
na kterém se bunky zachyti a rostou, dale naptiklad magnetické, elektrické a mechanické
stimulace (pro diferenciaci smérem k hladkému svalu je typicky dynamicky systém
natahovani podél jedné osy), nebo slozeni diferencia¢niho média ¢asto obsahujiciho ptidané
rustové faktory (Bacakova et al., 2018). Tyto typy stimulace je mozné a vhodné kombinovat.
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V soucasné dob¢ uzivanou metodou diferenciace kmenovych bunék smérem k buikam
hladkého svalu je kultivace bunék v diferenciacnim médiu obsahujicim ristovymi faktory
TGEFB a BMP4. Tohoto postupu uzivaji ve svych pracich kupiikladu Zhou (Zhou, 2016), Elgin
(Elgin, 2017), nebo Xu (Xu, 2017). Zhou nebo Elcin pro diferenciaci tukovych kmenovych
bunék ASC, Xu pro kmenové buiky zubni diené (dental pulp stem cells). Vrstva hladkého
svalu se v cévé nachazi v bezprostfedni blizkosti vrstvy bun¢k endotelovych. V Prostiedi in
vivo tedy pfichazi b&zné do kontaktu s rustovymi faktory typicky se vyskytujicimi
v mezibunécnych prostorech okoli endotelu. Je tedy logické zkoumat, jaky vliv ma na proces
diferenciace kmenovych bun¢k smérem k hladkému svalu ristovy faktor VEGF, produkovany
endotelovymi bunkami.

2.7 Ristové faktory

Ristové faktory (growth factors, GF) jsou specifické chemické latky bilkovinné povahy
syntetizované buitkami. Slouzi jako lokalni mediatory v misté jejich syntézy. Mohou piisobit
autokrinné, parakrinné€ i endokrinn€. Specificky se vazi na receptory bunéénych membran za
ucelem indukce bunécné proliferace ¢i diferenciace. VéEtSina GF je vyrazné biopotentni, a to
jiz pti nanomolarnich koncentracich. (Frei, 2008)

2.7.1 TGFp

TGFB (Transforming Growth Factor B) je rlstovy faktor syntetizovany Sirokym spektrem
typl tkani. Jde o né&kolik extracelularnich proteinii o délce okolo 110 aminokyselin, které
mohou mit celou fadu funkci. Mohou jak stimulovat bunky k déleni, tak naopak bunééné
déleni inhibovat.  TGFB mé& potencidlni vyznam v embryondlnim vyvoji, bunécné
diferenciaci, hormonalni sekreci a imunitni obrany. Casto jedna syngreticky s faktorem TGFa.
(NIH, 2015)

2.7.2 BMP4

BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) je kostni morpfogeneticky protein, podili se na
casném vyvoji embrya. Vyvojove je velmi konzervativni. U dospé€lého jedince se podili na
vyvoji kosti, chrupavek, zubti, koncetin a opravé zlomenych kosti, rovnéZ se podili i na vyvoji
svali. Muze se také ucastnit nékterych patologickych jevi v kardiovaskularnim systému.
(NCBI, 2020)

2.1.3 VEGF

vaskularni endotelovy rustovy faktor (VEGF, Vascular Endothelial Growth Factor). Je
hlavnim medidtorem angiogeneze, ovSem dosud byl spojovan s vyvojem endotelové casti
cévy. Funkci VEGF je mimo jiné vytvafeni novych krevnich cév béhem embryonalniho
vyvoje a po poranéni. Celkem existuje 5 podskupin rastového faktoru VEGF ( VEGF-A, -B,
-C a-D, aplacenta derived growth factor PDGF). VEGF-A se vyskytuje ve tfech izoformach
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s riznou afinitou k ECM (Tischer, 1991). V této praci se budeme zabyvat G¢inky rustového
faktoru VEGF-A izoformy 165 (dale uz jen VEGF), ktery se vaze na receptor VEGFR-1 a
VEGFR-2 (KDR), ktery je v membrané¢ endotelovych bun¢k. Zd4d se, ze VEGFR-2
zprostfedkovava témeéf vSechny znamé bunééné odpovédi na VEGF. Funkce VEGFR-1 je
mén¢ dobfe definovand, 1 kdyz se predpoklada, ze bude modulovat signalizaci VEGFR-2.
(Karkkainen, 2000)

Dulezitou vlastnosti VEGF je jeho interakce s ECM, tim se reguluje jeho aktualni koncentraci
v extracelularnim prostoru. Vytvaii se tak koncentracni gradient zavisly na okamzité produkci
bun¢k endotelu. To umoznuje regulaci procesu angiogeneze (Gianni-Barrera R, 2020).
V oblasti tkadnového bioinzenyrstvi byl zkouman z hlediska mozné vaskularizace kosti a
chrupavky. VEGF produkované buiikami kostni dieni mize efektivné zvysit vaskularizaci
kostnich nahrad. (Helmrich, 2013)( Gianni-Barrera, 2020)
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Obr. 2.4: Grafické znazornéni VEGF rustovych faktorl a membranovych
receptori  odpovédnych za indikaci jejich pfitomnosti v mezibunécnych
prostorach. Faktor VEGF-A se specificky vaze na receptory VEGFR-1 a VEGFR-
2. Timto ovliviiuje bunécné procesy, jako jsou napi. embryonalni vaskulogeneze,
angiogeneze a proliferace a migrace endotelovych bunck.
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3 MATERIALY A METODY

3.1 Bunky

K pokustim jsme pouzivali kmenové buiiky izolované z tukové tkan¢, bézné oznacované jako
ASC (Adipose Stem Cells), které byly ziskany na oddé€leni plastické chirurgie v nemocnici
Bulovka a z odebraného tuku byly izolovany ve Fyziologickém ustavu AV CR. Béhem
pokusu jsme pracovali se 4. pasazi bunck ASC. Pied pokusem byly bunky kultivovany na
polystyrenovém podkladu v Eaglové minimalnim esencialnim médiu Dulbeccem (DMEM,
Sigma, USA) obohaceném o 10% fetalniho hovéziho séra (FS)(Sebak GmbH, Aidenbach,
Germany).

3.2 Kultivace ve statickém a dynamickém prostredi

Bunky byly za standardnich podminek kultivovany v termostatu (ThermoFisher, Inc., USA)
pii primérné teploté 37°C a obsahu CO, 5%. Po dobu diferencia¢nich pokust byly burnky
kultivovany v médiu DMEM, které je vhodné pro péstovani a diferenciaci smérem
k hladkému svalu. Obohaceni média 0 FS pro ucely diferenciace bylo nizsi, pouze 2%. Dale
byly k médiu pfidany rastové faktory.

Kultivace bun¢k pro prvni ¢ast pokusu (uréeni vlivu VEGF na diferenciaci) probihala ve
statickém 1 dynamickém systému paralelné ve dvou sadach diferenciacnich médii:

DMEM + BMP4 + TGFp
DMEM + BMP4 + TGFB + VEGF

Pro druhou ¢ast pokusu (uréeni nejvhodnéjsi kombinace rustovych faktorti pro diferenciaci),
ktera byla pouze statickd, jsme sestavili nasledujici média:

DMEM
DMEM + TGFB
DMEM + TGFp + BMP4
DMEM + TGFp + VEGF
DMEM + VEGF

Koncentrace uzitych faktor v kombinaci s DMEM byly nasledovné: 2,5 ng/ml pro TGFp a
BMP4; 10ng/ml pro VEGF.

V dynamickém 1 statickém systému byly bunky kultivovany v objemu 1,5ml média. 1ml
média byl vzdy po tiech dnech nahrazen Cerstvym.
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3.2.1 Nasazovani bunék na podklady

Z kultivaéni nadoby s bunikami jsme nejprve odsali médium a builkky jsme oplachli
fyziologickym roztokem pufrovanym fosfaty (PBS). Poté jsme buiky oddélili od podkladu
pomoci roztoku trypsin + EDTA, ktery jsme nechali v termostatu pfi teploté 37% po domu 5
minut pusobit. Vizualné jsme pod optickym mikroskopem zkontrolovali, zda jsou buiky
kvantitativné oddéleny od podkladu. Poté jsme zastavili proces trypsinizace priddnim média.
Bunécnou suspenzi jsme prenesli do centrifugacni zkumavky a centrifugovali pti 300G po
dobu 5 minut. Po odsani supernatantu jsme bunéény pelet zfedili inkuba¢nim médiem a
pomoci stroje Vi-CELL™ Cell XR Viability Analyzer (Beckman Coulter, Inc.) jsme zjistili
pocet bunék v 1 mililitru suspenze a jejich viabilitu. Nasledné jsme bunky nasadili do
kultiva¢nich médii na podklady v koncentraci 20 000 bun&k/cm? v piipadé statického systému
a 40 000 bungk/cm® v piipadé systému dynamického.

Ve statickém systému byly buiky nasazeny a déale kultivovany na polystyrenovych
24jamkovych destickach (Techno Plastic Products, Switzerland)(Obr. 3.1, Obr. 3.2).

V dynamickém systému probéhla kultivace na elastickych silikonovych komurkach
ST-CH-04 (B-Bridge International, Inc.)(Obr. 3.3, Obr. 3.4). Pro usnadnéni adheze bun¢k
bylo dno komurek pokryto vrstvou fibronektinu (Human, Natural, Corning, USA).
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Obr. 3.1: Polystyrenova 24jamkova desti¢ka uréena Obr 3.2: Znazornéni tvaru dna jamky typu F
pro kultivaci ve statickém systému; tvar jamek typu F;

plocha jamky 1,864cm?; maximalni objem média 3ml;

doporuéené pouzivané mnozstvi média 0,5-1ml;

vhodna pro presna optickda méfeni, svétlo neni

ovlivnéno geometrickou stavbou jamky; (Techno

Plastic Products, Switzerland)
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Obr. 3.3: Silikonova elasticka komurka typu Obr 3.4: Rozméry silikonovych komirek
ST-CH-04 urcena ke  kultivaci  bunck typu ST-CH-04; tloustka membrany dna
Vv dynamickém systtmu STREX (B-Bridge komurky 0,1mm; plocha dna komurky 4

International, Inc.) cm?

3.2.2 Kultivace v dynamickém systému STREX

Kultivace bun¢k v dynamickém systému je jeden ze zpusobl simulace podminek in vivo.
V zivém téle je hladky sval cévy ptirozené pulzujici krvi natahovan. Pro podporu diferenciace
na hladky sval je tedy typické vystaveni mechanickému stresu natahovanim, ktery jsme
zajistili kultivaci bun€k v dynamickém systému STREX Automated Cell Stretching System
model STB-140-04 (B-Bridge International, Inc.). Pfistroj je plné automatizovany systém
umoznujici volbu frekvence natahovani a amplitudu relativniho prodlouzeni.

Pred nasazenim do dynamického systému jsme vzorky jiZ nasazené na silikonovych
komirkach nejprve prekultivovali ve statickych podminkach po dobu 1 dne, aby mély bunky
dostatek ¢asu k uplné adhezi k podkladu. Vzorky bun€k byly vlozeny do dynamického
systému az poté, co dosahly uplné konfluence, tedy vytvoftily souvislou vrstvu.

Dynamicky systému STREX, simulujici dynamické podminky in vivo, byl pfed pokusem
nalezit¢ sterilizovan a celd kultivace probihala ve sterilnim prostiedi. Zaroven byl cely
dynamicky systém umistén v inkuba¢nim termostatu. Dynamicky systém provadél periodické
natahovani ve sméru jedné osy samplitudou relativniho prodlouzeni 5% a frekvenci
natahovani 0,5Hz. Pribéh natahovani byl plynuly, sinusoidni ( sinusoidal wave pattern).

Do dynamického systému byly postupné nasazeny dvé sady vzoru:

Po 4 hodinach (1.den) od poc¢atku natahovani byla u prvni sady vzorku frekvence zvySena na
1Hz. Z této prvni sady jsme provedli odbéry vzorkl v ¢asech 15 a 30 minut od zvySeni
frekvence natahovani.

Po 96 hodinach (5.den) od pocatku natahovani byla i u druhé sady vzorka frekvence zvysena
na 1Hz. Ze druhé sady jsme provedli odbér vzorkli v ¢ase 30 minut od zvyseni frekvence
natahovani.
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Stretch Unit

Chamber length adjusting knob:

Use the knob to adjust the distance of chamber
brackets to maintain tension on the chamber. The
bottom of the chamber shouid be taut.

System coolant inlet and outlet valves:
Be sure to supply cool water when in operation.
Failure to do so may lead to overheating inside the

incubator or motor bumout.
Connectors:
Use Connector Cable to connect Control
Unit to Stretch Unit
Strain Chamber Brackets:
= — Each chamber is mounted on four pins,
two pins on each bracket.
— Mounting Stage:
s P | Brackets sit on top of the stage
"fﬁ'q W fad .
Alignment Pins:
Hoids Strain Chamber Brackets in place

Obr. 3.5 Schéma pracovni jednotky STREX STB-140-04. Popisky: Chamber length adjusting knob: Use the
knob to adjust the distance of chamber brackets to maintain tension on the chamber. The bottom of the chamber
should be taut. - Knoflik ovladani délky komiirky: Pouzijte knoflik k upraveni vzdalenosti mezi Celistmi
pfistroje k ipravé tenze na komirce. Dno komurky by mélo byt napjaté. System coolant inlet and outlet valves:
Be sure to supply cool water when in operation. Failure to do so may lead to overheating inside the incubator or
motor burnout. - Vstup a vystup chladici kapaliny: Ujistéte se, Ze ptistroj v chodu je vZdy chlazen. Neuéinite-li
tak, miZe se piehiivat inkubator a motor. Connectors: Use Connector Cable to connect Control Unit to Stretch
Unit. - Konektory: Pouzijte konektorovy kabel k propojeni pracovni jednotky a fidici jednotky. Strain Chamber
Brackets: Each chamber is mounted on four pins, two pins on each bracket. Celisti p¥istroje: Kazda komiirka je
uchycena na ¢tyfech koli¢cich, dva kolicky na kazdé celisti. Mounting Stage: Brackets sit on top of the stage.-
MontaZni konzoly: Celisti jsou nasazeny na vrchu konzol. Alignment Pins: Holds Strain Chamber Brackets in
place. - Prichytné koliky: Drzi ¢elisti pfistroje na spravném misté..
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Control Unit Front Panel

Start and Stop Button:
Use to start or stop the stretching action.

Main Power Switch

8 Water Pump Switch:
| Use to tum on and off the pump that circulates water

to cool the motor.

Strain Ratio:
Use upper and lower buttons to increase
and decrease stretch ratio

Strain Frequency Selector:
Use upper and lower buttons to adjust cycle frequency.

Control Unit Back Panel

Control Connector:
This cable supplies electriicity from the
Control Unit to the Stretch Unit.

System coolant inlet & outlet valves:
Be sure to supply cool waterwhen in
operation. Failure o do so may lead to
overheating inside the incubator or motor

bumout.
| Fuse case cover Reservoir coolant inlet & outiet valves:
Power Cable Outlet for 110 Volts: Attach a large flask or simiar type of
Use the Power Cable to connect the Control reservoir filled with cold water.
Unit to a power source.

Obr. 3.6 Schéma fidici jednotky STB-140-04. Popisky: Start and Stop Button: Use to start or stop the
stretching action. - Tlaéitka Start a Stop: PouZijte k zahajeni nebo zastaveni natahovani. Main Power Switch. -
Hlavni vypina¢. Water Pump Switch: Use to turn on and off the pump that circulates water to cool the motor. -
Vypina¢ vodni pumpy: Pouzijte k zapnuti a vypnuti pumpy, ktera cirkulaci vody ochlazuje motor. Strain Ratio:
Use upper and lower buttons to increase and decrease stretch ratio. - Pomér nataZeni: Pouzijte horni a spodni
tlacitko k zvySeni a snizeni poméru natahovani. Strain Frequency Selector: Use upper and lower buttons to
adjust cycle frequency. - Vybér frekvence natahovani: Pouzijte horni a spodni tlac¢itko k nastaveni frekvence
natahovani. Control Connector: This cable supplies electricity from the Control Unit to the Stretch Unit. -
Ridici kabel: Tento kabel napaji pracovni jednotku proudem z fidici jednotky. System coolant inlet & outlet
valves: Be sure to supply cool water when in operation. Failure to do so may lead to overheating inside the
incubator or motor burnout.- Vstup a vystup chladici kapaliny: Ujistéte se, ze pfistroj v chodu je vzdy chlazen.
Neucinite-li tak, mize se prehiivat inkubator a motor. Reservoir coolant inlet & outlet valves: Attach a large
flask or similar type of reservoir filled with cold water.- Vstup a vystup chladici kapaliny z rezervoaru:
Ptipojte velkou baiiku nebo podobnou nadobu naplnénou studenou vodou. Fuse case cover.- Kryt pojistky.
Power Cable Outlet for 110 Volts: Use the Power Cable to connect the Control Unit to a power source.- Zdifka
na 110 V napadjeci kabel (v naSem ptipad¢ pouzit pfistroj s konfiguraci na 230 V): Pouzijte napajeci kabel
k ptipojeni fidici jednotky ke zdroji napéti.
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3.3 Real-Time PCR

Real-Time PCR je velice citliva metoda, kterou zjistujeme miru exprese genu jednotlivych
proteinti produkovanych bunikou. Lze ji tedy pouzit i ke stanoveni miry exprese specifickych
markerd, tedy ke sledovani procesu diferenciace kmenovych bun¢k smérem k jednotlivym
bunécnym podtyptim. V této praci jsme sledovali miru diferenciace smérem k hladkému svalu
a k endotelu.

3.3.1 lzolace MRNA z bunék kultivovanych na silikonovych komurkach

Po vyjmuti silikonovych komtirek z dynamického systému STREX jsme buniky oplachli PBS
a oddélili od podkladu 300ul roztoku trypsin + EDTA. Po péti minutové trypsinizaci
probihajici pfi teploté 37°C jsme bunéénou suspenzi stabilizovali pfidanim 900ul kultivaéniho
média DMEM obohaceného 10% FS. Suspenzi jsme ptenesli do centrifuga¢ni zkumavky a
centrifugovali 5 min pfi 300G. Pelet bunék jsme rozsuspendovali v solubilizaénim médiu kitu
Total RNA Purification Micro Kit (Norgen Biotek) a tim jsme narusili bunééné membrany
véetné membrany jaderné. Déle jsme postupovali dle ndvodu. Principem izolace je vysrazeni
MRNA etanolem z roztoku solubilizovanych bunék a nasledné zachyceni vysrazené mRNA
na izola¢ni kolon¢. Opétovné uvolnéni mRNA jsme provedli promytim elu¢nim roztokem bez
etanolu. Ziskané vzorky jsme skladovali pfi teploté -80°C.

3.3.2 lzolace MRNA z bunék kultivovanych v polystyrenovych desti¢kach

Izolace byla provadéna obdobné jako izolace zbunék kultivovanych na silikonovych
komurkach. Byla vSak vynechana faze trypsinizace, solubiliza¢ni roztok byl aplikovan na
oplachnuté buiiky pfimo ve 24jamkové polystyrenové desticce.

3.3.3 Reverzni transkripce

mRNA je vysoce nestabilni a nelze ji proto pfimo pouzit i k provedeni RT-PCR. Proto je
mRNA obsaZena ve vzorku pfevedena procesem reverzni transkripce na stabilni cDNA.

Reverzni transkripce byla povadéna kitem Omniscript Reverse Transcription Kit (205113,;
Qiagen, Hilden, Germany) s pouzitim random hexametrt z Kitu ProtoScript First Strand
cDNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Inc, Ipswich, MA, USA) v celkovém objemu
20pl. Vzorky byly ttikrat nafedény sterilni vodou a zamrazeny pfi teploté -20°C.

3.3.4 Vlastni méreni RT-PCR

Miru exprese sledovanych gent jsme urcili cyklickou polymerazovou reakci, pti niz dochazi
k exponencialnimu nardstu ptvodniho mnozstvi cDNA ve vzorku. CDNA byla pii pokusu
kvantifikovana v reak¢ni smési ¢isté vody (RNAse free water), mastermixu 5xHOT FIREPol
Probe gqPCR Mix Plus (ROX)(08-36-00001; Solis BioDyne, Tartu, Estonia) a genové
specifické proby (TagMan Gene Expression Assays, 4331182; Thermo Fisher Scientific).
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Specifické proby obsahuji smési F-primerti, R-primerd a hydrolyzaéni sondu znacenou
fluorescencni znackou FAM. Pouzili jsme hydrolyzaéni TagMan proby specifické pro
sledované geny: CNN1 (sonda Hs 00154543 ml), ACTAZ2 (sonda Hs00909449 m1l),
PECAM1(sonda Hs01065282_m1), KDR(sonda Hs00911700_m1). Referen¢nim genem pro
pokus byl gen B2M (sondaHs00187842_m1). Vzorek templatové cDNA vstupoval do reakce
V pocateénim mnozstvi 2ul, vzorek byl doplnén reakéni smési na celkovy objem 20ul. Pti
pipetovani jsme postupovali podle schématu na ptibalovém letdku k pouzivanému
mastermixu 5xHOT FIREPol (Obr. 3.7).

Reakce probihala na 96jamkovych reakénich destickach (Well optical reaction plate, (Applied
Biosystems™; Thermo Fisher Scientific) po dobu ¢tyficeti cykli. Pro provedeni métfeni byl
pouzit stroj Viia™ 7 Real-time PCR Systém (Applied Biosystems™; Thermo Fisher
Scientific).

Recommended gPCR reaction mix:

Component 10 plirxn 20 plirxn Final conc.

&x HOT FIREPal® Probe

Universal gPCR Mix 2 4l 1x
Primer Forward

(10 pmoliyl) | 02404 pl 0.4-0.8 pl | 200-400 n |
Primer Reverse

(10 pmolipl) | 02404 pl _ 0408 pl | 200-400 nM |
Probe _ ® pl | Xl | 100-250nM |
OPTIOMAL: UNG I | it
(Uracil-N-glycosylase) *H | X | XU
OPTIOMAL: 100% ) )

OMSO | variable _ variable | Up to 10%
DNA template ' | Variable'  Varable' | ‘Variable'
H.O PCR grade _ upto 10 pl up to 20 pl _
Total _ 10 pl | 20 pl

T Conc. of cDNA 0.1 pe syl -10 ngsfpl ; gDMA 10 paful = 4 nglpl

Obr. 3.7 SloZeni reakéni smési vstupujici do reakce pii RT-PCR (podle Data Sheet
5x HOT FIREPol® Probe Universal gPCR Mix Silos BioDyne). Pii pokusu jsme
pracovali s Gdaji pro smés o vysledném objemu 20pl.
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https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs01065282_m1?CID=&ICID=&subtype=
https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00187842_m1?CID=&ICID=&subtype=

3.3.5 Analyza dat

Vyhodnoceni Real-time PCR je zaloZena na konceptu Ct hodnoty (Ct jako cycle of treshold,
cyklus prahu). Ct hodnota oznacuje cyklus, kdy dochazi k narustu fluorescence nad prah
pozadi, které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena detektorem. Cislo tohoto
cyklu je zaznamenano a dale vyuzivano pravé jako Ct hodnota. Obecné plati, Zze ¢im je
Ct niz8i, tim niz8i byla pGvodni koncentrace templatové cDNA sledovaného genu. Relativni
exprese jednotlivych genii byla spogitana jako 272", kde ACt jsme stanovili jako rozdil
sledovaného genu vuci genu referen¢nimu, tedy genu -2 mikroglobulinu ( B2M).

Kazda hodnota je primérem 4-6ti experimentdlnich bodi ze dvou az tifi nezavislych
biologickych vzork. Data jsou prezentovana jako praimeér + stfedni chyba prumeéru.

3.4 Vizualizace bunék

Vizualizace bun¢k je dilezitou metodou zkoumani bunééného materidlu. Pomoci metody
imunofluorescenéniho barveni jsme sledovali miru rozvinutosti struktur typickych pro hladky
sval a endotel.

3.4.1 Fixace bunék

Fixace je jednim z dualezitych mezikrokd pifi vizualizaci bunék a vzdy predchazi
imunofluorescen¢nimu barveni.

Od dosud zivych kultur usazenych na podkladu jsme odsali médium a jednou az dvakrat jsme
oplachli PBS, to jsme poté odsali (neni nutné¢ dokonalé odsati). Buiikky jsme fixovali 70%
roztokem ledového etanolu, ktery jsme na bunky nechali piisobit pfi teploté -20°C po dobu 10
minut. Etanol jsme odsali a jiz umrtvené buniky jsme naposledy oplachli PBS. Zafixované
buiiky jsme i nadale uchovavali v PBS, abychom zabrénili vysychani.

3.4.2 Imunofluorescen¢ni barveni

Imunofluorescenéni barveni jsme provadéli jiz na fixovanych buinikach. Pfed zacatkem
procesu jsme perforovali cytoplazmatickou membrana bunék 20 minutovou inkubaci v
roztoku TRIS.

U bunék jsme imunofluorescencni barvili markery hladkého svalu a markery endotelu.
Nejprve jsme namichaly roztoky protilatek specificky se vazicich na sledované proteiny:

Kalponin: monoklonalni Anti-Calponin 1 (Thermo Fisher scientific, USA), vyprodukovana
vV mysi, v fedéni 1:200

CD 31: monoklonalni (Orbiene Technologies Inc., Estonsko), vyprodukovano v mysi, fedéni
v poméru 1:200
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KDR: monoklonalni Anti-VEGFR-2 (Life Span BioSciences Inc., USA), vyprodukovano
vV mysi, fedéni v poméru 1:200

U druhé ¢asti pokusu (urceni nejvhodné€jsi kombinace rastovych faktori pro diferenciaci)
jsme vizualizovali i struktury a-aktinu:

a-aktin: monoklonalni Anti-oo Smooth Muscle Actin (Sigma Aldrich, USA), vyprodukovano
vV mysi, fedéni v poméru 1:200

Roztoky s primarnimi latkami jsme nechali ptsobit na buné¢ny material pies noc, poté jsme
roztok odsali a buniky opléchli.

Namichali jsme roztok PBS a sekundarni fluorescencné znacené protilatky Alexa 488 (Anti-
Mouse) v poméru 400:1. Sekundarni protilatku jsme nechali vazat na primarni po dobu jedné
hodiny v prostiedi bez piistupu svétla. Poté jsme buiky oplachli PBS a dale skladovali
Vv temném prostiedi V lednici pti teploté 4°C.

3.4.3 Barveni bunéc¢nych jader

Pro vizualizaci bunéénych jader jsme pouzivali fluorescenéni barvivo Hoechst #33258
(Sigma-Aldrich, MO, U.S.A). Barvivo Hoechst nepatii do Skaly imunofluorescenénich
barviv, nebot’ se specificky vaze ptimo na molekuly nukleovych kyselin.

Pted pfimou aplikaci barviva na pfedem fixované builky jsme namichali roztok Hoechst a
PBS v poméru 1:250. Namichany roztok jsme pied aplikaci uchovavali v prostfedi bez
piistupu svétla.

Od bun¢k zafixovanych a adherovanych k podkladu jsme odsaly PBS zabranujici vysychani.
K buikam jsme pfidali pfedem namichany roztok Hoechst, ktery jsme nechali plsobit bez
pristupu svétla po dobu 10 minut. Poté jsme preparat jedenkrat oplachli PBS.

3.5 Fotografovani

Zafixované nabarvené vzorky jsme fotografovali za pouziti optického mikroskopu Olympus
IX51 s invertovanym systémem optiky s fluorescen¢ni lampou Olympus U-RFL-T.

Rovnéz jsme k fotografovani bun€k vyuzivali konfokalniho mikroskopu Leica TCS (True
Confocal Scanner) SP8 s argonovym a UV laserem. Byl pouzit software Leica application
suite X (LAS X).
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4 \/YSLEDKY A DISKUSE

4.1 Vliv VEGF na diferenciaci bunék

U jednotlivych vzorki bun¢k Kultivovanych v diferencia¢nim médiu s ptidavkem rtstového
faktoru VEGF a bez ngj a to jak ve statickém, tak dynamickém systému, jsme sledovali
diferenciaci bun¢k smérem k hladkému svalu. Zaroven jsme také sledovali, zda po ptidani
VEGTF, ktery je rastovym faktorem produkovanym buiikami endotelu, nedojde i1 ke zvySené
diferenciaci smérem k endotelovému bunéénému typu.

4.1.1 VIiv VEGF na tvorbu markerua hladkého svalu

Metodou RT-PCR jsme urcovali miru exprese specifickych geni mRNA Vv porovnani s mirou
exprese referen¢niho genu B2M. Sledovali jsme pfedev§im miru exprese genli zodpovédnych
za syntézu proteintll, jejichz struktury jsou specifick¢é pro buiiky hladkého svalu. Timto
markerem diferenciace kmenovych bun€k byl v naSem piipadé piedevsim protein kalponinl
(gen CNN1), ktery je markerem pozdnéjsi diferenciace smérem k hladkému svalu.

K samotné tvorbé cytoskeletalni struktury kalponinu, typické struktury pro buiniku hladkého
svalu, dochazi diky kultivaci v diferencia¢nim médiu i nezavisle na dynamické stimulaci.
Zjistili jsme, ze pii kultivaci ve statickém kultivaénim systému V polystyrenovych destickach
proces tvorby kalponinové struktury neni prokazatelné¢ ovlivnén ptitomnosti ristového
faktoru VEGF. To jsme prokazali jak na trovni RT-PCR (Obr. 4.1), tak vizualnim
sledovanim struktury po imunofluorescenénim obarveni vzorkt (Obr. 4.4, Obr. 4.5).

Pfi kultivaci v dynamickém systému jsme metodou RT-PCR zjistili, ze v prvni fazi
dynamické stimulace (odbér po 15 minutach od zvyseni frekvence natahovanil.den kultivace)
je uroven exprese CNN1 za pritomnosti VEGF signifikantné zvySena, naopak pfi pozdéjsim
odbéru vzorku (po 30 minutdch od zvySeni frekvence natahovanil.den kultivace) dochazi
k relativnimu poklesu miry exprese CNN1 u vzorki s VEGF (Obr. 4.2). Tento priub&h exprese
MRNA je standardni odpovédi bunky na dynamickou stimulaci. Nejprve dochazi
K bezprostiedni zméng, zpravidla prudkému narustu exprese v fadu minut, pozdgji k Gtlumu,
nakonec dojde k ustanoveni stabilni rovnovahy odpovidajici trvalym narokiim burniky za dané
situace (napf. Chlupa¢, 2014). V naSich pokusech jsme pii dlouhodobé kultivaci bunck
V dynamickém systému (odbér 5.den) u vzorkt kultivovanych s pfidanym VEGF sledovali
vice nez dvounasobné zvySenou expresi CNN1 (Obr. 4.3). Tento rozdil vypovida o
dlouhodobé zmén€ v metabolismu buiiky, ktera je disledkem jeji diferenciace smérem
k hladkému svalu. Piedevsim je vSak dulezité tento vysledek porovnat S rozvojem proteinové
struktury kalponinu v kultivovanych bunikach. U dlouhodobé kultivovanych bunék jsme
zjistili zfeteln€ rozvinutéjsi strukturu kalponinového cytoskeletonu u vzorka kultivovanych
v piitomnosti VEGF (Porovnani Obr. 4.8 a Obr. 4.9).
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Obr. 4.1: Graf relativni miry exprese CNNI1 u
vzorkli odebranych 1. a 5. den kultivace ve
statickém prostiedi.

M VEGF -
[ VEGF +

Obr. 4.2: Graf relativni miry exprese CNN1 u
vzorki  odebranych 1. den kultivace
V dynamickém prostiedi. Odbéry provedeny 15
a 30 minut po zvyseni frekvence natahovani.

B VEGF -
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Obr. 4.3: Graf relativni miry exprese CNN1 u
vzorkli odebranych 5. den  kultivace
vV dynamickém prostiedi.
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Obr. 4.4: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace Obr. 4.5: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace
ve statickém systému v diferencianim médiu bez ve statickém systému v diferenciacnim médiu s pfidanym
pridaného VEGF riistového faktoru. Zvétseni 63x. VEGF rtstovym faktorem. ZvétSeni 63x.

Obr. 4.6: Struktura kalponinovych vlaken 1.den kultivace Obr. 4.7: Struktura kalponinovych vlaken 1.den kultivace
Vv dynamickém systému STREX v diferenciaénim médiu Vv dynamickém systému STREX v diferenciaénim médiu
bez ptidaného VEGF rustového faktoru. ZvétSeni 63x. s ptidanym VEGF rustovym faktorem. ZvétSeni 63x.

Obr. 4.8: Struktura kalponinovych vlaken 5. den Kkultivace Obr. 4.9: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace
V dynamickém systétmu STREX v diferencianim médiu V dynamickém systétmu STREX v diferenciatnim médiu
bez pridaného VEGF rustového faktoru. Zvetseni 63x. s pfidanym VEGF rtstovym faktorem. ZvétSeni 63x.
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4.1.2 VIliv VEGF na tvorbu markeria endotelu

U odebiranych vzorkii bunéného materidlu kultivovaného v dynamickém 1 statickém
systétmu jsme sledovali miru exprese markerii endotelu, konkrétné KDR a PECAMI.
Metodou RT-PCR jsme pozorovali miru exprese sledovanych gent vuéi expresi referen¢niho
genu B2M.

U obou genu jsme zjistili stejny vzorec proméenlivosti miry exprese. Zjistili jsme, ze vlivem
dlouhodobé¢ kultivace v diferenciacnich médiich exprese gent klesa. Pti kultivaci ve statickém
prostiedi nejprve stoupd mira exprese gend u vzorkil kultivovanych v médiu s VEGF, u
pozdéjsich odbért (odbér 5. den) je naopak exprese genti u bun¢k s VEGF nizsi (Obr. 4.14,
Obr.4.17). V piipadé kultivace v dynamickém systému je exprese geni PECAMI1 a KDR
signifikantné niz§i u bunek kultivovanych s VEGF, a to ve vSech fazich odbéra (Obr.4.15,
Obr. 4.16, Obr. 4.18, Obr. 4.19).

V ptipadé¢ statické i dynamické kultivace jsme vSak pomoci metody RT-PCR zjistili u vSech
odebranych vzorkd velmi nizkou miru exprese obou sledovanych gend, a to jak v médiu
s VEGF, tak bez néj. To jsme ové&fili i imunofluorescenéné (Obr. 4.10, Obr. 4.11, Obr. 4.12,
Obr. 4.13). Na zakladé tohoto zjisténi jsme miru diferenciace kmenovych bun¢k smérem
k bunkam endotelu oznacili za zanedbatelnou.

VEGF - VEGF +

Obr. 4.11.: Vizualizace VEGFR-2 5.den
kultivace ve statickém systému v diferencia¢nim
médiu s pfidanym VEGF rustovym faktorem.
ZvétSeni 63x

Obr. 4.10: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace
ve statickém systému v diferenciaénim médiu bez
VEGEF rustového faktoru. Zvétseni 63x

VEGF - VEGF +

Obr. 4.12: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace Obr. 4.13: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace
V dynamickém systému STREX v diferencia¢nim V dynamickém systému STREX v diferenciacnim
médiu bez VEGF rastového faktoru. Zvétseni 63x. médiu s pfidanym VEGF rdstovym faktorem.

ZvétSeni 63x.
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Obr. 4.14 : Graf relativni miry exprese
KDR u vzorkii odebranych 1. a 5. den
kultivace ve statickém prostiedi.

Obr. 4.15: Graf relativni miry exprese
KDR u vzorkt odebranych 1. den kultivace
v dynamickém prostiedi. Odbéry
provedeny 15 a 30 minut po zvySeni
frekvence natahovani.

m VEGF-

[0 VEGF+

33

Obr. 4.16 : Graf relativni miry exprese
KDR u vzorkih odebranych 5. den
kultivace v dynamickém prostiedi.
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Obr. 4.17: Graf relativni miry exprese PECAM1
u vzorkd odebranych 1. a 5. den kultivace ve
statickém prostiedi.
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Obr. 4.18: Graf relativni miry exprese PECAM1
u vzorkd odebranych 1. den kultivace
V dynamickém prostfedi. Odbéry provedeny 15 a
30 minut po zvySeni frekvence natahovani.
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Obr. 4.19 : Graf relativni miry exprese
PECAMI1 u vzorkll odebranych 5. den kultivace
v dynamickém prostiedi.
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4.2 Vybér optimalni kombinace ristovych faktoru pro
diferenciaci

K uréeni rustovych faktort vhodnych k diferenciaci kmenovych bun¢k do hladkého svalu
jsme bunky kultivovali ve statickém systému po dobu dvou tydni. Zvolili jsme celkem pét
typti diferencia¢nich médii na baizi DMEM, ovSem s pfidavkem odlisnych rtstovych faktora,
nebo jejich kombinaci: 1) TGFB + BMP4, 2) TGFp + VEGF, 3) TGFp, 4) VEGF a jako
kontrola 5) DMEM bez riistovych faktort. Timto zptisobem jsme sledovali pét typt vzorka.
Odbéry byly provadény 7. a 14. den kultivace. Tedy jsme ziskali k porovnani celkem deset
typt vzorki. Odebrané vzorky jsme porovnavali z hlediska miry diferenciace bunék
sledovanim tvorby proteinovych struktur typickych pro hladky sval (struktur a-aktinu a
kalponinu) a endotel (CD3l1, VEGF receptor2), ktomu jsme pouzivali metodu
imunofluorescen¢niho barveni proteint. Paralelné¢ jsme zjistovali miru exprese téchto
proteinti na irovni mRNA. Tedy expresi gend typicky hladkosvalovych (ACTA2, CNNI1) i
endotelovych (PECAM1 a KDR). Adhezi bunék k podkladu jsme ovétili vizudlné
imunofluorescenénim obarvenim vinkulinu, proteinu fokalni adheze. Timto zpusobem jsme
zjistili, Ze buiiky jsou po ¢trnactidenni kultivaci dobie adherované k podkladu (Obr. 4.20,
Obr. 4.21).

Obr. 4.20: Reprezentativni obrazek
struktury  vinkulinu, proteinu fokalni
adheze, u bung&k  kultivovanych
v diferenciaénim médiu DMEM
Foceno 14.den kultivace. Zvétseni 63x.

Obr. 4.21: Reprezentativni obrazek
struktury  vinkulinu, proteinu fokalni
adheze, u bungk kultivovanych
v diferenciatnim  médiu S kombinaci
rustovych faktord TGFB + VEGF. Foceno
14.den kultivace. Zvétseni 63x.




4.2.1 Detekce miry diferenciace bunék metodou RT-PCR

K nejvyssi mife exprese genit CNN1 a ACTA2 dochazelo u bun¢k kultivovanych
v kombinovaném médiu obsahujicim rustové faktory TGBB + VEGF. Exprese ACTA2 byla
jiz po sedmidenni kultivaci relativné vysokda, prakticky na urovni diferencované
hladkosvalové bunky (Obr. 4.22). Exprese CNN1 stoupala postupné, béhem druhého tydne
kultivace dochazelo k signifikantnimu zvyseni exprese oproti hodnotam naméfenych 7. den
kultivace (Obr. 4.23).

U vzorkl kultivovanych v samotném diferenciaénim médiu DMEM a v médiu s pfidanym
VEGF byla mira exprese CNNI1, jakozto markeru diferenciace smérem k hladkému svalu,
signifikantné niz8i. Dokonce po druhém tydnu kultivace jesté klesla (Obr. 4.23). Naopak mira
exprese markeru endotelu PECAM1 v téchto vzorcich byla velmi nizka, po dvoutydenni
kultivaci mirné stoupla (Obr. 4.24). Z toho lze soudit, Ze tato média diferenciaci do hladkého
svalu ve statickém systému dlouhodobé nepodporuji, naopak dochazi ke slabému posunu ve
prospéch bun¢k endotelovych.

Zajimavé jsou také vysledky zjisténé pro KDR, gen pro VEGF receptor (Obr. 4.25). U vzorkl
bun¢k kultivovaného v médiu DMEM + VEGF béhem kultivace v druhém tydnu mira exprese
tohoto genu stoupala, podobné jako u PECAM1(Obr. 4.24). Ovsem signifikantné nejvyssich
hodnot dosdhla v kombinovaném médiu obsahujicim rastové faktory TGFB + VEGF,
podobné jako markery hladkého svalu. Nelze tedy vyloucit, ze dochédzi k mirné tvorbé
receptoru pro VEGF 1 u hladkého svalu.

Srovnéani miry exprese markerd hladkého svalu a endotelu v médiu obohaceném kombinaci
rastovych faktora TGBP + VEGF je zcela ziejmé ze souborného obrazku (Obr. 4.26).
Na obrazku je zaroven dobfie vidét rozdil mezi expresi casného markeru diferenciace a-aktinu
a pozdgjsiho markeru kalponinu. Marker a-aktin dosahuje maximalni exprese jiz sedmy den
kultivace a pozdéji produkce tohoto genu spiSe klesa (rozdil neni signifikantni). Exprese
kalponinu naopak dosahuje maximalni hodnoty az po 14ti dnech kultivace a toto zvySeni je
vice nezli dvojndsobné a signifikantni. Lze predpokladat, Ze k expresi pozdnich markert
diferenciace bude dochazet jeste pozdéji. OvSem k uplné diferenciace by bylo pravdépodobné
tieba i splnéni dalsich kultivaénich podminek, jako je naptiklad dynamicka stimulace. Naopak
zjisténé hodnoty exprese marketii endotelu PECAM1 a KDR byly v porovnani s hodnotami
exprese CNN1 a ACTA2 velmi nizké. Z toho lze usuzovat, ze toto diferenciacni médium
nejsilnéji podporuje diferenciaci bunék ASC do hladkého svalu.

36



Relativni exprese mRNA

ACTAZ2

Relativni exprese mRNA

80
60 T
40 [ mday 7
M dayl4
20 T T
0 .
DMEM TGF+BMP TGF +VEGF TGF VEGF
Obr. 4.22: Porovnani miry exprese ACTA2 (genu mRNA pro syntézu a-
actinu) u vzorkt kultivovanych v riiznych typech diferenciaénich médii.
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Obr. 4.23: Porovnani miry exprese CNN1 (genu mRNA pro syntézu proteinu
kalponin) u vzorkd kultivovanych v riznych typech diferenciaénich médii.
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Obr. 4.24: Porovnani miry exprese PECAMI (genu mRNA pro syntézu CD 31) u
vzorkt kultivovanych v riznych typech diferencia¢nich médii
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Obr. 4.25. Porovnani miry exprese KDR (genu mRNA pro syntézu endotelového

receptoru pro VEGF rlstovy faktor) u vzorkd kultivovanych v riznych typech
diferencia¢nich médii.
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Obr. 4.26. Porovnani miry exprese markeri hladkého svalu (ACTA2 a
CNN1) a markerii endotelu (PECAM1 a KDR) vbunék kultivovanych
v diferenciacnim médiu s pfidavkem rlstovych faktor optimalnich pro
diferenciaci do hladkého svalu. (TGFp + VEGF)
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4.2.2 Detekce miry diferenciace metodou imunofluorescen¢niho barveni

Paralelné¢ s molekuldrné genetickymi metodami jsme provadéli detekci miry diferenciace
bun¢k na zaklad¢ vizualniho pozorovani vzorkli. K tomuto ucelu jsme bunky péstované
Vv jednotlivych typech médii zafixovali a obarvili specifickymi primarnimi protilatkami
metodou imunofluorescencniho barveni. Tyto preparaty jsme pak prohlizeli pod
mikroskopem.

Diky vizualizaci proteinovych struktur metodou imunofluorescenéniho barveni jsme byli
schopni pozorovat tvorbu typickych struktur cytoskeletonu, tvofeného vlakny a-aktinu a
kalponinu uvniti fixovanych bunéénych preparatti. Toto pozorovani jsme provadeli pro buiky
kultivované ve vSech péti typech médii odebranych 7.den (Obr. 4.27, Obr. 4.28) a 14. den
(Obr. 4.29, Obr. 4.30). Vyvoj proteinovych struktur typickych pro endotel byl pod urovni
detekce.

Vysledky ztéto casti pokusu jsou plné v souladu s vysledky molekularné-biologickymi.
Proteinové struktury vlakny a-aktinu a kalponu byly v médiich obsahujicich VEGF dobie
vyvinuté. Nejvyssi rozvinutosti struktu typickych pro hladky sval jsme dosahli pti Kultivaci
v médiu s pfidanymi rastovymi faktory TGFB + VEGF. Podobné jako u vysledki
z molekularné biologické ¢asti pokusu jsme zjistili tvorbu struktury vlaken ¢asného markeru
diferenciace a-aktinu jiz 7.den (Obr. 4.27). Nejvyvinutéjsi strukturu aktinu jsme zaznamenali
u vzorku bunék, ktery byl kultivovan v kombinovaném médiu obsahujicim rastové faktory
TGEB + VEGF. (Obr. 4.27: E). Bunky na tomto vzorku mély dobte vyvinuté fokalni adheze,
byly polygonalni a mirné€ protahlé, odpovidajici bézné morfologii bunék hladkého svalu. Jeste
vyraznéji se vyvoj aktinového cytoskeletonu projevil po dvoutydenni kultivaci (Obr. 4.29: E).
V médiu obsahujicim pouze VEGF (Obr. 4.29: C) se a-aktin hromadil vyrazné spiSe jako
lobulérni kolem jadra. Relativné vyrazna, i kdyz slabs$i struktura a-aktinu se vyvijela také
v kombinovaném médiu TGFB + BMP4 (Obr. 4.29: D). Struktura pozdnéjsiho markeru
kalponinu byla v 7.den  (Obr. 4.28) vizualizovana slabé a pln¢ se vytvofila teprve po dvou
tydnech kultivace (Obr. 4.30), nejvyraznéji téz u vzorku bunék, ktery byl kultivovan
vV kombinovaném médiu obsahujicim ristové faktory TGFB + VEGF (Obr. 4.28: E, Obr.
4.18: E). Po dvou tydnech kultivace si u obou typli barveni miZeme vSimnout paralelniho
usporadani vlaken do svazkd, ktera je typicka pro hladky sval (Obr. 4.29, Obr. 4.30).

Zajimavé je porovnani nasich vysledku s praci Jianga (Jiang, 2019), ktery kultivoval kmenové
bunky zubni dfené v diferenciacnim médiu obohaceném ristovym faktorem TGFp a sledoval
vliv diferenciace bun€k smérem k hladkému na proces signalizace specifické kanonické Wnt
drahy. Zjistil, ze po 14ti dnech kultivace byla utlumena exprese nékterych rastovych faktori
jako naptiklad TGFp a VEGF. Z toho Ize usoudit, Ze tyto ristové faktory se diferenciace
kmenovych bunék zubni dfeni Gcastni.
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Obr. 4.27: Vyvoj cytoskeletalni struktury a-aktinu 7.den od pocatku kultivace.
Imunofluorescencni fotografie bunék péstovanych v péti odlisSnych typech diferenciacnich
médii na bazi DMEM s ptfidavkem odlisSnych ristovych faktort, nebo jejich kombinaci:
TGFB (B), VEGF (C), TGFp + BMP4 (D), TGFp + VEGF (E) v porovnani s kontrolou
bez rustovych faktort: DMEM (A). Zvétseni 20x.
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Obr. 4.28: Vyvoj cytoskeletalni struktury kalponinu 7.den od pocatku Kkultivace.
Imunofluorescencni fotografie bunék péstovanych v péti odlisnych typech diferenciacnich
médii na bazi DMEM s pfidavkem odliSnych ristovych faktordi, nebo jejich kombinaci:
TGFB (B), VEGF (C), TGFB + BMP4 (D), TGFB + VEGF (E) v porovnani s kontrolou
bez ristovych faktori: DMEM (A). Zvétseni 20x.
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Obr. 4.29: Vyvoj cytoskeletalni struktury a-aktinu 14.den od pocatku Kkultivace.
Imunofluorescencni fotografie bunék péstovanych v péti odlisnych typech diferenciacnich
médii na bazi DMEM s piidavkem odlisnych rastovych faktori, nebo jejich kombinaci:
TGFB (B), VEGF (C), TGFp + BMP4 (D), TGFp + VEGF (E) v porovnani s kontrolou
bez ristovych faktori: DMEM (A). Zvétseni 20x.
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Obr. 4.30: Vyvoj cytoskeletalni struktury kalponinu 14.den od pocatku Kkultivace.
Imunofluorescencni fotografie bunék péstovanych v péti odlisSnych typech diferenciacnich
médii na bazi DMEM s ptfidavkem odlisSnych ristovych faktort, nebo jejich kombinaci:

TGFB (B), VEGF (C), TGFp + BMP4 (D), TGFp + VEGF (E) v porovnani s kontrolou
bez rustovych faktort: DMEM (A). Zvétseni 20x.
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5 ZAVER

Zjistili jsme, ze ptitomnosti VEGF rustového faktoru v diferenciacnim médiu dochéazi u
bun¢k kultivovanych v dynamickém prostfedi K vy$si mife exprese genu pro tvorbu
kalponinu, markeru diferenciace smérem k hladkému svalu. Rovnéz je u takto kultivovanych
bunék patrnd vyssi rozvinutost kalponinovych cytoskeletalnich struktur. Celkové Ize tedy fici,
ze tukové kmenové bunky prokazuji vyssi miru diferenciace smérem k hladkému svalu pii
kultivaci v dynamickém prostiedi za piitomnosti VEGF rustového faktoru Zaroven jsme
prokazali, ze rustovy faktor VEGF nepodporuje vtomto systému diferenciaci smérem
k bunkam endotelu.

Podle miry exprese genl pro tvorbu a-actinu a kalponinu, markert diferenciace smérem k
hladkému svalu, a uGrovné rozvinutosti struktur téchto proteinti, jsme nejvyssi miru
diferenciace smérem k hladkému svalu pii kultivaci ve statickém prostiedi pozorovali u bunék
kultivovanych v diferenciaénim médiu s kombinaci ristovych faktordt TGFf a VEGF.

Mizeme tedy uzavfit, Ze rustovy faktor VEGF-A (izoforma 165) ma pozitivni vliv na
diferenciaci bunék ASC smérem k hladkému svalu. Kultivace kmenovych bun¢k ASC
v médiu DMEM s ptidavkem rtstovych faktorti v kombinaci TGFP a VEGF je tedy vhodnym
prostfedim, pro jejich diferenciaci.
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7 SEZNAM OBRAZKU A GRAFU

Obr. 2.1: Anatomie Anatomie tepny (artery) a zily (vein). Dostupné z:
http://www.kardiosystem.websnadno.cz/Cevy.html

Obr. 2.2: Statistické udaje pii¢in Gmrti v CR vletech 2008 a 2018. Dostupné z:
https://www.czso.cz/csu/czso/aktualni-populacni-vyvoj-v-kostce

Obr. 2.3: Klinicky uzivané cévni protézy vyrabéné z expandovaného polytetrafluoroetylén
(ePTFE) a Z polyetylen tereftalatu (PET). Dostupné z:
https://www.fgu.cas.cz/departments/biomaterialy-a-tkanove-
inzenyrstvi?publicationsCount=120

Obr. 2.4: Grafické znazornéni VEGF ristovych faktori a membranovych receptort
odpovédnych za indikaci jejich pfitomnosti v mezibunéénych prostorach. Dostupné z:
http://manspub.com/ojs3/index.php/AMMR/article/view/26

Obr. 3.1: Polystyrenova 24jamkova desticka urCena pro kultivaci ve statickém systému
(Techno Plastic Products, Switzerland). Dostupné z:
https://www.tpp.ch/page/bilder/Produkte/TC-plates/plates-all_463.jpg?m=1557880768

Obr 3.2: Znazornéni tvaru dna jamky typu F. Dostupné z:
https://www.tpp.ch/page/bilder/picto/F-Kalotte.jpg?m=1557880698 &

Obr. 3.3: Silikonova elasticka komurka typu ST-CH-04 urcena ke kultivaci bunék
V dynamickém syst¢tmu STREX (B-Bridge International, Inc.). Dostupné z:
https://strexcell.com/wp-content/uploads/2018/11/SC04-1018-STB-150-User-Manual.pdf

Obr. 3.4: Rozméry silikonovych komirek typu ST-CH-04. Dostupné z:
https://strexcell.com/wp-content/uploads/2018/11/SC04-1018-STB-150-User-Manual.pdf

Obr. 3.5 Schéma pracovni jednotky STREX STB-140-04. Cell Stretching SystemModel #
STB-140-10User Manual. Dostupné z: https://www.manualslib.com/manual/1485287/Strex-
Stb-140-10.html#product-STB-140-10

Obr. 3.6 Schéma fidici jednotky STB-140-04. Cell Stretching SystemModel # STB-140-
10User Manual. Dostupné z: https://www.manualslib.com/manual/1485287/Strex-Stb-140-
10.html#product-STB-140-10

Obr. 3.7: Slozeni reak¢éni smési vstupujici do reakce pii RT-PCR (podle Data Sheet 5x HOT
FIREPol®  Probe Universal qPCR  Mix Silos BioDyne). Dostupné z:
http://www.medibena.at/media/Solis/manual19/sb_08-17
gp_data_sheet_hot_firepol_probe_universal_gpcr_mix.pdf
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Obr. 4.1: Graf relativni miry exprese CNN1 u vzorkll odebranych 1. a 5. den kultivace ve
statickém prosttedi. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.2: Graf relativni miry exprese CNNI1 u vzorkii odebranych 1. den kultivace
vV dynamickém prostiedi. Odbéry provedeny 15 a 30 minut po zvyseni frekvence natahovani.
Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.3: Graf relativni miry exprese CNNI u vzorkll odebranych 5. den kultivace
vV dynamickém prostiedi. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.4: Struktura kalponinovych vlaken 5. den Kultivace ve statickém systému
Vv diferenciacnim médiu bez pfidaného VEGEF riistového faktoru. Foto autor.

Obr. 4.5: Struktura kalponinovych vldken 5. den kultivace ve statickém systému
v diferenciacnim médiu s pfidanym VEGF rtstovym faktorem. Foto autor.

Obr. 4.6: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace v dynamickém systému STREX
v diferenciacnim médiu bez ptidaného VEGF riistového faktoru. Foto autor.

Obr. 4.7: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace v dynamickém systému STREX
Vv diferenciacnim médiu s pfidanym VEGF ristovym faktorem. Foto autor.

Obr. 4.8: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace v dynamickém systému STREX
v diferenciacnim médiu bez ptidaného VEGEF riistového faktoru. Foto autor.

Obr. 4.9: Struktura kalponinovych vlaken 5. den kultivace v dynamickém systému STREX
v diferenciacnim médiu s pfidanym VEGF rtstovym faktorem. Foto autor.

Obr. 4.10: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace ve statickém systému v diferenciatnim
médiu bez VEGF rustového faktoru. ZveétSeni 63x. Foto autor.

Obr. 4.11: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace ve statickém systému v diferenciatnim
médiu s pfidanym VEGF ristovym faktorem. ZvétSeni 63x. Foto autor.

Obr. 4.12: Vizualizace VEGFR-2 5.den Kkultivace v dynamickém systému STREX
v diferencia¢nim médiu bez VEGF rustového faktoru. ZvétSeni 63x. Foto autor.

Obr. 4.13: Vizualizace VEGFR-2 5.den kultivace v dynamickém systému STREX
Vv diferenciacnim médiu s pfidinym VEGF rtstovym faktorem. ZvétSeni 63x. Foto autor.

Obr. 4.14: Graf relativni miry exprese KDR u vzorkt odebranych 1. a 5. den kultivace ve
statickém prostiedi. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.15: Graf relativni miry exprese KDR u vzorkli odebranych 1. den kultivace
vV dynamickém prostfedi. Odbéry provedeny 15 a 30 minut po zvySeni frekvence natahovani.
Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.16: Graf relativni miry exprese KDR u vzorkli odebranych 5. den kultivace
v dynamickém prostiedi. Autorem grafu autor prace.
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Obr. 4.17: Graf relativni miry exprese PECAM1 u vzorkli odebranych 1. a 5. den kultivace
ve statickém prostiedi. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.18: Graf relativni miry exprese PECAMI1 u vzorkid odebranych 1. den kultivace
vV dynamickém prostiedi. Odbéry provedeny 15 a 30 minut po zvySeni frekvence natahovani.
Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.19: Graf relativni miry exprese PECAMI1 u vzorki odebranych 5. den kultivace
vV dynamickém prostiedi. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.20: Reprezentativni obrazek struktury vinkulinu, proteinu fokalni adheze, u bun¢k
kultivovanych v diferenciaénim médiu DMEM . Foceno 14.den kultivace. Zvétseni 63x. Foto
autor.

Obr. 4.21: Reprezentativni obrazek struktury vinkulinu, proteinu fokalni adheze, u bun¢k
kultivovanych v diferenciaénim médiu s kombinaci ristovych faktorit TGF + VEGF. Foceno
14.den kultivace. ZvétSeni 63x. Foto autor.

Obr. 4.22: Porovnani miry exprese ACTA2 (genu mRNA pro syntézu a-actinu) u vzorkd
kultivovanych v riznych typech diferencia¢nich médii. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.23: Porovnani miry exprese CNN1 (genu mRNA pro syntézu proteinu kalponin) u
vzorkd kultivovanych v riznych typech diferencia¢nich médii. Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.24: Porovnani miry exprese PECAMI (genu mRNA pro syntézu CD 31) u vzorku
kultivovanych v riznych typech diferencia¢nich médii. Autorem grafu autor préce.

Obr. 4.25: Porovnani miry exprese KDR (genu mRNA pro syntézu endotelového receptoru
pro VEGF rlstovy faktor) u vzorkd kultivovanych v riznych typech diferenciacnich médii.
Autorem grafu autor prace.

Obr. 4.26: Porovnani miry exprese markertt hladkého svalu (ACTA2 a CNN1) a markert
endotelu (PECAM1 a KDR) ubun¢k kultivovanych v diferenciatnim médiu s ptidavkem
rustovych faktord optimalnich pro diferenciaci do hladkého svalu. (TGFP + VEGF). Autorem
grafu autor préace.

Obr. 4.27: Vyvoj cytoskeletalni struktury a-aktinu 7. den od pocatku kultivace. Foto autor.
Obr. 4.28: Vyvoj cytoskeletalni struktury kalponinu 7. den od poc¢atku kultivace. Foto autor.
Obr. 4.29: Vyvoj cytoskeletalni struktury a-aktinu 14. den od pocatku kultivace. Foto autor.

Obr. 4.30: Vyvoj cytoskeletalni struktury kalponinu 14. den od pocatku kultivace. Foto autor.
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