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Abstrakt  

Kokultivace dvou (či více) buněčných typů in vitro vedoucí k vytvoření funkční kostní 

tkáně vložitelné do místa poškození by mohla být řešením pro pacienty u nichž jsou aktuálně 

používané metody (jakými jsou například transplantace lidských kostních štěpů) nedostatečné. 

V kokultuře má jeden buněčný typ osteogenní funkci a další angiogenní funkci, protože limit 

difuze O2 a nutných živin je pouze 200 μm, což znamená, že založení cévní sítě in vitro by mělo 

předejít odumření vytvořené kostní tkáně po vložení do pacienta. Vytvoření a pochopení 

fungující kokultury in vitro je nutné pro získání kokultury úspěšné in vivo. 

V této práci jsou shrnuty a srovnány poznatky o vlivu in vitro kokultivace na proliferaci, 

osteogenezi a angiogenezi v kokultuře při použití osteoblastů (či osteoprogenitorů), 

mesenchymálních stromálních buněk odvozených z kostní dřeně (BMSC), nebo 

mesenchymálních stromálních buněk odvozených z tukové tkáně (ADSC) v roli osteogenního 

buněčného typu v kombinaci s různými typy endoteliálních buněk. Z důvodu pochopení vlivu 

kokultivace na tyto procesy je také zařazena kapitola shrnující interakce mezi kokultivovanými 

buněčnými typy. 

 

Klíčová slova 

kokultura, osteogeneze, angiogeneze, in vitro, osteoblasty, BMSC, ADSC  
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Abstract 

Cocultivation of two (or more) cell types in vitro leading to the formation of functioning 

bone tissue, later inserted into the damaged area, could be a solution for patients for whom the 

current methods (e.g. use of human bone grafts) are insufficient. In coculture, one cell type is 

used to accomplish osteogenesis, while the other is used for angiogenesis, because the limit of 

diffusion of O2 and essential nutrients is only 200 μm, which means that establishing a vascular 

network in vitro should prevent the new bone tissue from dying after implantation. Creation 

and understanding of a functioning coculture in vitro are crucial for developing a coculture 

successful in vivo.  

This work summarises and compares information about the influence of in vitro 

cocultivation on proliferation, osteogenesis and angiogenesis in coculture which uses 

osteoblasts (or osteoprogenitors), bone marrow mesenchymal stem cells (BMSC) or adipose 

derived mesenchymal stem cells (ADSC) as it's osteogenic cell type combined with various 

endothelial cell types. In order to understand the impact of cocultivation on these processes, 

one chapter deals with interactions between cocultured cell types.   

 

Keywords 

coculture, osteogenesis, angiogenesis, in vitro, osteoblasts, BMSC, ADSC 
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Seznam zkratek

ADSC   mesenchymální stromální buňky odvozené z tukové tkáně 

ALP  alkalická fosfatáza 

BAD  BCL2 asociovaný agonista buněčné smrti 

BMP-2 kostní morfogenní protein 2 

BMSC  mesenchymální stromální buňky odvozené z kostní dřeně 

CD  diferenciační skupina 

ECFC  endoteliální buňky tvořící kolonie (= podtyp EPC) 

EPC  endoteliální progenitorové buňky 

FBS  fetální bovinní sérum 

FGF-2  fibroblastový růstový faktor 2 

MAPK  mitogenem aktivovaná proteinkináza 

HMEC  lidské mikrovaskulární endoteliální buňky 

HOP  lidské osteoprogenitorové buňky 

HUVEC lidské endoteliální buňky z pupečníkové žíly 

PDGF  růstový faktor odvozený z krevních destiček 

RUNX2 transkripční faktor 2 spojený s Runt 

TGFβ  transformační růstový faktor beta 

VEC  vaskulární endoteliální buňky 

VE-kadherin  vaskulární endoteliální kadherin 

VEGF  vaskulární endoteliální růstový faktor 

VEGFR2 receptor 2 pro vaskulární endoteliální růstový faktor 

vWF  von Willebrandův faktor 
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Úvod 
 

Co si představíte když se řekne hojení kosti? První asociací možná bude člověk s nohou nebo 

rukou v sádře, u kterého právě regenerace poškozené kosti probíhá a výsledkem bude znovu funkční 

tkáň. Někteří pacienti však trpí kostními defekty, které jejich organismus není schopen opravit. 

Důvodem mohou být závažná zranění, infekce, nádory či poškození způsobená ischemií v dané oblasti 

(Simunovic a Finkenzeller 2021). 

Zřejmě nejpoužívanějším řešením je transplantace lidských kostních štěpů, které mohou mít 

rozdílný původ. V případě autologního štěpu dochází k přenosu vlastní pacientovi tkáně (obvyklým 

místem odběru je hřeben kosti kyčelní) do místa poškození. Tato metoda je výhodná zejména proto, 

že nedochází k odmítnutí štěpu z důvodu imunologické nekompatibility. Nevýhodou je však vytvoření 

dvou míst, kde dochází k chirurgickému zákroku. K možným problémům spojených s opravou 

původního defektu (jako je bolest nebo tvorba hematomů) se tak přidá ještě šance na komplikace 

v oblasti, ze které byl štěp odebrán. V neposlední řadě také někdy není autologní štěp vůbec 

realizovatelný, protože třeba děti nemusí mít dostatek vhodné kostní tkáně k odběru. V tomto případě 

může být zvolen alogenní štěp. Ten pochází buď z živého dárce, který například podstoupil operační 

výměnu kloubu, nebo z vhodného zemřelého. Největší nevýhodou je tu možné odmítnutí štěpu díky 

příjemcově imunitní reakci (Vidal et al. 2020). 

Stále tedy existuje prostor ke zlepšení a hledání jiných odpovědí na tento problém. Jednou 

z možností je využití buněčných kokultur. Tato technika je založena na společné kultivaci dvou či více 

různých buněčných typů in vitro s cílem vytvořit tkáň, která bude moci být vložena do poškozeného 

místa v pacientovi, kde dojde k integraci s jeho vlastní tkání a bude tak zajištěna regenerace. K čemu 

je potřeba více různých buněčných typů? Limitní vzdálenost difuze kyslíku a potřebných živin je 200 

μm (Dellaquila et al. 2021), což znamená, že štěp tvořený jen z kostních buněk může odumřít, protože 

k němu pacientovi cévy nestihnou dorůst a prostá difuze nestačí. Z tohoto důvodu by bylo výhodné 

umožnit vytvoření cévní sítě in vitro, která by se napojila na již existující oběh pacienta. 

Při vývoji kosti osifikace probíhá dvěma základními mechanismy, buď jako tzv. desmogenní 

(= intramembránová), nebo chondrogenní. Desmogenní osifikace je založena na přímé diferenciaci 

mesenchymálních kmenových buněk do osteoblastů a je typická pro vznik plochých kostí obličeje 

nebo klíčních kostí. Naopak při chondrogenní osifikaci dochází k diferenciaci na chondrocyty tvořící 

chrupavčitou tkáň, která je až poté nahrazena tkání kostní. Mesenchymální kmenová buňka se 

diferencuje přes osteoprogenitorovou buňku, ze které se díky expresi transkripčního faktoru 2 

spojeného s Runt (RUNX2) stává preosteoblast. Preosteoblast poté začíná exprimovat osterix a zralý 

osteoblast je typický expresí RUNX2 i osterix zároveň (Salhotra et al. 2020). Osteoblast produkuje 
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extracelulární matrix, kterou se postupně obklopí a vzniká osteocyt, který už se nedělí a je zabudován 

do tzv. osteoidu (Huang et al. 2007). 

Součástí mikroprostředí kosti jsou i endoteliální buňky, které udržují osteoprogenitory 

v nediferencovaném stavu, ale v případě poškození tkáně se signalizací podílí na nastartování 

diferenciace do osteoblastů, aby došlo k opravě defektu (Salhotra et al. 2020). Endoteliální buňky jsou 

obecně identifikovány díky expresi molekul z diferenciační skupiny 31 (CD31) (Dellaquila et al. 

2021). Při angiogenezi dochází díky působení angiogenních faktorů (například vaskulárního 

endoteliálního růstového faktoru- VEGF) k dělení endoteliálních buněk, jejich migraci, formování cév 

a nakonec jejich spojení do sítě, která je stabilizována díky pericytům a buňkám hladkého svalstva 

(Mollentze et al. 2021). 

Endoteliální buňky různého původu (například z mikrovaskulatury a makrovaskulatury) se liší 

svým angiogenním potenciálem. Nejpoužívanějšími jsou lidské endoteliální buňky z pupečníkové žíly 

(HUVEC) díky jednoduchosti jejich odběru a kultivace, ale nejedná se o mikrovaskulární buňky 

typické pro kost. Lidské mikrovaskulární endoteliální buňky (HMEC) zejména z dermis jsou 

používány méně často. Nadějnou možností jsou také lidské endoteliální progenitorové buňky (EPC) 

díky vyšší míře proliferace ve srovnání s endoteliálními buňkami  (Simunovic and Finkenzeller 2021). 

Míra osteogeneze, kterou zajišťují osteogenní buněčné typy v kokultuře, je hodnocena pomocí 

raných a pozdních markerů osteogeneze a množství vytvořených vápenatých usazenin. Mezi markery 

rané osteogeneze je řazen RUNX2, který reguluje geny pro další rané i pozdní markery  (Mollentze et 

al. 2021). Těmi ranými jsou alkalická fosfatáza (ALP) umožňující kalcifikaci extracelulární matrix a 

kolagen typu I (Huang et al. 2007), pozdními potom nejhojnější nekolagenní protein kosti osteopontin 

(Mollentze et al. 2021) a osteokalcin, který mění konformaci po vazbě Ca2+ iontů (Hauschka a Carr 

1982). 

Při hodnocení angiogeneze mohou být také využity markery (častým je již zmíněný VEGF). 

Důležitým kritériem je schopnost tvorby struktur podobných tubulům a tvorba sítě. V té je hodnocen 

počet struktur, jejich délka, počet spojů mezi strukturami a případně jsou zaznamenány znaky 

pokročile vytvořené sítě jako jsou třeba buňky exprimující typické molekuly pro pericyty.  

Pro získání kokultury úspěšné in vivo je třeba poznat její chování in vitro. Proto cíly této práce 

bude shrnout a srovnat poznatky o vlivu kokultur využívajících jako osteogenní buněčný typ 

osteoblasty (či osteoprogenitory), mesenchymální stromální buňky odvozené z kostní dřeně a 

mesenchymální stromální buňky odvozené z tukové tkáně s různými typy endoteliálních buněk na 

proliferaci, osteogenezi a angiogenezi v kokultuře in vitro. 
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1. Osteoblasty a osteoprogenitory 
 

Prvními osteogenními buněčnými typy používanými v kokulturách, kterými se zabývá tato 

práce, jsou osteoblasty a lidské osteoblastové progenitorové buňky (HOP). Z mesenchymálních 

kmenových buněk dochází diferenciací ke vzniku osteoprogenitorových buněk, které mohou být dále 

indukovány k diferenciaci do osteoblastů. Zralé osteoblasty lze identifikovat podle exprese 

osteogenních markerů jako je ALP, kolagen I, osteopontin a osteokalcin (Salhotra et al. 2020). Hlavní 

nevýhodou oproti ostatním osteogenním buněčným typům zmíněným v této práci je jejich limitovaná 

schopnost proliferace (Simunovic and Finkenzeller 2021). 

Kokultury mohou být kultivovány buď ve 2D uspořádání (kokultury zmíněné v této práci, 

pokud není zmíněno jinak, byly kultivovány ve 2D), což znamená kultivace buněk adherovaných 

k ploše, nebo ve 3D uspořádání (na nosiči nebo bez; vizte Obr. 1), které by mělo umožnit přiblížit se 

situaci in vivo (Dellaquila et al. 2021). V kokulturách obsahujících osteogenní buněčný typ lidského 

původu, které jsou zmíněny v této kapitole byly jako angiogenní buněčný typ nejčastěji použity 

HUVEC (Inomata a Honda 2019; Leszczynska et al. 2013; Shahabipour et al. 2020; Stahl et al. 2004; 

2005; Steiner et al. 2012; Thébaud et al. 2012; Wenger et al. 2004). Dále také EPC z periferní krve 

(Dohle et al. 2010) a HMEC (Unger et al. 2007). U kokultur zvířecího původu byly použity myší 

mikrovaskulární endoteliální buňky (Barron et al. 2012) a potkaní EPC z kostní dřeně (Giles et al. 

2017).  

 

Obr. 1 Kultivace ve 2D, nebo 3D uspořádání. 3D uspořádání může spočívat v použití nosiče z biomateriálu, 

vytvoření sféroidu/organoidu, nebo využití bioprintingu. Upraveno (Dellaquila et al. 2021). 

 
1.1 Proliferace 
 

Kokultivace osteogenního a angiogenního buněčného typu vede k ovlivnění proliferace buněk. 

U kokultury primárních lidských osteoblastů s HUVEC byla zjištěna statisticky významně vyšší míra 

proliferace ve srovnání s monokulturou osteoblastů (Leszczynska et al. 2013; Steiner et al. 2012). Při 

srovnání kultivace osteoblastů : HUVEC v různých poměrech (1 : 1, 1 : 4 či 4 : 1) vykazovala nejvyšší 
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míru proliferace kultivace v poměru 4 : 1, konkrétně 7. den kultivace více jak 7x větší počet osteoblastů 

než byl pozorován v monokultuře osteoblastů (Leszczynska et al. 2013). Ovlivnění proliferace je ale 

zřejmě v tomto typu kokultury jednosměrné (Leszczynska et al. 2013; Steiner et al. 2012). V kokultuře  

v poměru 1 : 1 byl 5. den kultivace pozorován 1,5x vyšší nárůst množství osteoblastů oproti 

monokultuře osteoblastů a 7. den více jak 2x vyšší nárůst množství osteoblastů oproti monokultuře 

osteoblastů. Naopak u HUVEC v této kokultuře byl 5. den kultivace zachycen nižší nárůst množství 

buněk než v monokultuře HUVEC a 7. den nebyl z hlediska přírůstku množství HUVEC mezi 

kokulturou a monokulturou významný rozdíl. Autoři této studie toto zjištění označili za překvapivé, 

protože očekávali, že osteoblasty produkující VEGF podpoří proliferaci HUVEC (Steiner et al. 2012). 

Lze tedy shrnout, že kokultivace osteoblastů s HUVEC ve zmíněných studiích vedla ke zvýšení míry 

proliferace, ale pouze u osteoblastů. 

Jedním z faktorů ovlivňujících míru proliferace v kokultuře lidských osteoblastů s HUVEC se 

ukázalo být uspořádání kokultury. Pokud při kokultivaci lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 1:1 

byla použita varianta kultivace v nepřímém kontaktu, tak bylo množství nových osteoblastů 

v kokultuře srovnatelné s monokulturou osteoblastů, nebo dokonce mírně nižší. Naopak u kokultivace 

v přímém kontaktu byl nárůst počtu osteoblastů vyšší oproti monokultuře osteoblastů (Steiner et al. 

2012). Kokultivace v přímém kontaktu umožňuje komunikovat mezi buněčnými typy skrze buněčné 

spoje, což by mohlo být jedním z vysvětlení proč byl pozorován vyšší nárůst počtu osteoblastů při 

kultivaci v přímém kontaktu ve srovnání s kultivací v nepřímém kontaktu, kde tento typ komunikace 

není k dispozici. 

Dalším zkoumaným faktorem byla koncentrace fetálního bovinního séra (FBS) použitá 

v kultivačním médiu kokultury lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 1 : 1. U kokultivovaných 

osteoblastů se osvědčilo použití 10% FBS, protože 1% FBS sice významně podpořilo proliferaci 

osteoblastů (v 7. dni více jak 5x vyšší množství nových buněk oproti monokultuře osteoblastů), ale 

způsobilo pokles množství přibývajících HUVEC každý sledovaný den oproti 1. dni. Navíc 

kokultivované HUVEC vykazovaly menší nárůsty počtu buněk oproti monokultuře HUVEC (Steiner 

et al. 2012). Z hlediska proliferace lidských osteoblastů kokultivovaných s HUVEC v poměru 1 : 1 je 

tedy zřejmě vhodnou volbou kokultivace v přímém kontaktu v médiu obsahujícím 10% FBS. 

Kultivace lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 1 : 1 v 1% FBS byla také použita ke studiu 

vlivu kokultury na apoptózu buněk obou buněčných typů. Znovu zde byl pozorován pouze 

jednosměrný efekt. Kokultivované osteoblasty vykazovaly po 2 dnech kultivace (v přímém i nepřímém 

kontaktu) statisticky významně nižší míru apoptózy než monokultura osteoblastů, zatímco 

kokultivované HUVEC se svojí mírou apoptózy nijak nelišily od monokultury HUVEC. U kokultury 

v přímém kontaktu byla zjištěna významně vyšší míra fosforylace proapoptotického proteinu BCL2 



10 
 

asociovaného agonisty buněčné smrti (BAD) oproti monokultuře osteoblastů, zatímco v nepřímém 

kontaktu nebyla míra fosforylace BAD významně odlišná od monokultury osteoblastů (Steiner et al. 

2012). V kokultuře tohoto typu tedy dochází ke snížení míry apoptózy indukované kultivací v 1% FBS, 

ale navrhovaný mechanismus využívající zvýšení fosforylace BAD není zřejmě jediný, protože ke 

snížení míry apoptózy došlo i při kokultivaci v nepřímém kontaktu. 

 

1.2 Osteogeneze 
 
 

Zřejmě nejpoužívanějším markerem rané osteogeneze je ALP. V kokultuře primárních 

lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 4 : 1 byla v průběhu 7 dní pozorována vzrůstající míra 

exprese ALP. Statisticky významně vyšší míra exprese ALP oproti monokultuře osteoblastů byla 

v kokultuře zaznamenána 4. a 7. den kultivace (Leszczynska et al. 2013). V kokultuře primárních 

lidských osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 bylo demonstrováno, že přidání 5 

μg/ml rekombinantního lidského Sonic hedgehog do média vedlo k více jak 2x vyšší míře exprese 

ALP po 24 hodinách kultivace oproti kokultuře bez přidání Sonic hedgehog. Po 14 dnech kultivace 

došlo k poklesu exprese ALP a přidání Sonic hedgehog už nevykazovalo významný vliv (Dohle et al. 

2010). Zvýšená míra exprese ALP v kokultuře oproti monokultuře byla pozorována i při kultivaci ve 

3D uspořádání. U sféroidů tvořených lidskými osteoblasty a HUVEC v poměru 1 : 1 na kolagenovém 

nosiči byla po 48 hodinách kultivace zaznamenána 14x vyšší míra exprese ALP oproti monokultuře 

osteoblastů (Stahl et al. 2004). Pokud byly myší buňky podobné osteoblastům kokultivovány s myšími 

mikrovaskulárními endoteliálními buňkami v poměru 98 : 2 na kalciumfosfátovém nosiči v dynamické 

3D kokultuře, tak exprese ALP dosahovala po 7 dnech 143 % exprese ALP statické kokultury (Barron 

et al. 2012). Kokultivace osteoblastů s angiogenním buněčným typem tedy vede ke zvýšení míry 

exprese ALP ve 2D i 3D uspořádání. Expresi ALP v kokultuře je možné dále zvýšit, konkrétně byla 

použita aktivace signální dráhy Hedgehog a dynamická kultivace. 

Kromě exprese ALP je v kokulturách měřena i enzymatická aktivita ALP. V kokultuře 

primárních lidských osteoblastů s HUVEC v poměrech 1 : 1, 1 : 4 i 4 : 1 byla u HUVEC zjištěna 

zanedbatelná aktivita ALP oproti ALP aktivitě osteoblastů. U kokultur tohoto typu v přímém kontaktu 

byla po 7 dnech kultivace zjištěna významně vyšší aktivita ALP oproti monokultuře osteoblastů ve 

všech studovaných poměrech. Naopak při kultivaci v nepřímém kontaktu nebyl 7. den kultivace 

pozorován statisticky významný rozdíl v aktivitě ALP u žádné z těchto kokultur ve srovnání 

s monokulturou osteoblastů (Leszczynska et al. 2013). Významně vyšší aktivita ALP ve srovnání 

s monokulturou osteogenního buněčného typu byla naměřena také v kokultuře HOP a HUVEC 

v poměru 1 : 2 v přímém kontaktu po 72 hodinách kultivace (Thébaud et al. 2012). Přidání 5 μg/ml 
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rekombinantního lidského Sonic hedgehog do média kokultury lidských primárních osteoblastů a 

lidských EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 vedlo po 14 dnech k významně vyšší aktivitě ALP ve 

srovnání s kokulturou nestimulovanou pomocí Sonic hedgehog (Dohle et al. 2010).  

Enzymatická aktivita ALP byla sledována i ve 3D kokulturách. Ve 3D kokultuře lidských 

osteoblastů tvořících sféroidy s HUVEC v poměru 1 : 1 byla po 48 hodinách pozorována statisticky 

významně vyšší aktivita ALP (konkrétně 6,3x) oproti monokultuře osteoblastů  (Stahl et al. 2004). Ve 

3D kokultuře lidských osteoblastů linie MG-63 s HUVEC v poměru 1 : 4 na mikrovlákenném nosiči 

byla aktivita ALP 5. den více jak 5x vyšší než v monokultuře osteoblastů. 7. a 14. den byl oproti 5. dni 

pozorován pokles aktivity ALP, ale stále byla zaznamenána významně vyšší aktivita než 

v monokultuře osteoblastů (Inomata a Honda 2019). Z výše uvedeného vyplývá, že kokultivace vede 

ke zvýšení aktivity ALP ve 2D i 3D uspořádání. Pro významné zvýšení aktivity ALP ve 

2D kokulturách byl důležitý přímý kontakt a byl zjištěn vliv dráhy Hedgehog také na aktivitu ALP. 

Dalšími sledovanými markery osteogeneze jsou časné markery kolagen I, RUNX2 a marker 

pozdní osteogeneze osteokalcin. V kokultuře primárních lidských osteoblastů s HUVEC byla po dobu 

7 dní sledována vzrůstající exprese kolagenu I, která byla 4. den kultivace statisticky významně vyšší 

u kokultur v poměru 1 : 1 a 1 : 4 oproti monokultuře osteoblastů. 7. den kultivace byla statisticky 

významně vyšší míra exprese kolagenu I detekována u všech testovaných poměrů (1 : 1, 1 : 4 i 4 : 1) 

(Leszczynska et al. 2013). V dynamické 3D kokultuře myších buněk podobných osteoblastům 

s myšími mikrovaskulárními endoteliálními buňkami na kalciumfosfátovém nosiči v poměru 98 : 2 

bylo po 14 dnech kultivace detekováno jen 55 % exprese RUNX2 naměřené ve statické kokultuře 

tohoto typu, což autoři označili za překvapivé (Barron et al. 2012). V kokultuře lidských primárních 

osteoblastů a lidských EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 nemělo přidání 5 μg/ml rekombinantního 

lidského Sonic hedgehog do média žádný významný vliv na expresi osteokalcinu (Dohle et al. 2010). 

Naopak v dynamické 3D kokultuře myších buněk podobných osteoblastům s myšími 

mikrovaskulárními endoteliálními buňkami na kalciumfosfátovém nosiči v poměru 98 : 2 bylo po 

14denní kultivaci pozorováno 1072 % exprese osteokalcinu statické kokultury (Barron et al. 2012). 

Také ve 3D kokultuře lidských osteoblastů linie MG-63 s HUVEC v poměru 1 : 1 na nanokompozitním 

hydrogelu byla pozorována významně vyšší exprese osteokalcinu ve srovnání s monokulturou 

osteoblastů. 14. dne dosáhla exprese osteokalcinu maxima (asi 3x větší míra exprese v kokultuře než 

v monokultuře), 21. den kultivace byl poté zaznamenán pokles (Shahabipour et al. 2020). 

Posledním hodnotícím kritériem osteogeneze v kokultuře je míra mineralizace. U kokultury 

HOP a HUVEC v poměru 1 : 2 v přímém kontaktu byl detekován pozitivní vliv kokultivace na míru 

mineralizace, protože kokultura 21. den kultivace vytvořila větší množství vápenatých usazenin ve 

srovnání s monokulturou HOP (Thébaud et al. 2012). Míru mineralizace kokultury dále lze ovlivnit 
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pomocí Sonic hedgehog. Přidáním 5 μg/ml rekombinantního lidského Sonic hedgehog do média 

kokultury lidských primárních osteoblastů a lidských EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 se podařilo 

navodit významně vyšší míru mineralizace oproti kokultuře bez přidání Sonic hedgehog (Dohle et al. 

2010). 

 

1.3 Angiogeneze 
 

Také při hodnocení úspěšnosti angiogeneze v kokultuře lze využít markery. Nejčastěji 

používaným markerem je VEGF. V kokultuře lidských primárních osteoblastů s lidskými EPC 

z periferní krve v poměru 3 : 2 bylo zjištěno, že primární osteoblasty vykazují po 24 hodinách i 14 

dnech kultivace více jak 4x vyšší míru exprese VEGF ve srovnání s lidskými EPC z periferní krve 

(Dohle et al. 2010). Exprese VEGF v kokultuře primárních lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 

4 : 1 po dobu 7 dní stoupala, ale při žádném měření nebyla detekována významně vyšší míra exprese 

VEGF kokulturou oproti monokultuře osteoblastů. V monokultuře osteoblastů byla pozorována také 

nejvyšší koncentrace VEGF ve formě proteinu, ale kokultury ve všech sledovaných poměrech (1 : 1, 

1 : 4 i 4 : 1 osteoblasty : HUVEC) vykazovaly 4. i 7. den kultivace statisticky významně vyšší 

koncentraci VEGF proteinu ve srovnání s monokulturou HUVEC (Leszczynska et al. 2013). 

V kokultuře primárních potkaních periostálních osteoblastů s potkaními EPC z kostní dřeně bylo 

zaznamenáno, že kokultura obsahující časné EPC (izolované ze 7-10denní kultury) produkuje po 24 

hodinách kultivace významně více VEGF proteinu ve srovnání s kokulturou používající pozdní EPC 

(izolované ze 4týdenní kultury) (Giles et al. 2017). Míru exprese VEGF i množství VEGF proteinu se 

v kokultuře lidských primárních osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 podařilo 

ovlivnit přidáním 5 μg/ml rekombinantního lidského Sonic hedgehog do média. Po 24 hodinách byla 

detekována významně míra exprese VEGF i množství VEGF proteinu ve srovnání s kokulturou bez 

Sonic hedgehog (Dohle et al. 2010).  

Ve 3D kokultuře lidských osteoblastů a HUVEC tvořících sféroidy v poměru 1 : 1 v přímém 

kontaktu na kolagenovém nosiči byla pozorována více jak 3x vyšší míra exprese receptoru 2 pro VEGF 

(VEGFR2) oproti monokultuře HUVEC. V kokultuře ale byla detekována 3,6x nižší míra exprese 

VEGF než v monokultuře osteoblastů (Stahl et al. 2004). Ve 3D kokultuře lidských osteoblastů linie 

MG-63 s HUVEC v poměru 1 : 4 na mikrovlákenném nosiči bylo 5., 7., i 14. den kultivace detekováno 

významně nižší množství VEGF ve formě proteinu ve srovnání s monokulturou osteoblastů. Autoři 

předpokládají, že k tomu došlo díky tomu, že HUVEC VEGF proteiny absorbovaly (Inomata a Honda 

2019). Toto vysvětlení bylo představeno již dříve, konkrétně bylo navrženo, že HUVEC vytvořené 

proteiny v kokultuře hned po produkci využijí k nastartování intracelulárních signálních kaskád 
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(Grellier et al. 2009a), což by odpovídalo mechanismu tyrosinkinázových receptorů (mezi něž patří i 

VEGF receptory), které jsou po aktivaci endocytovány do buňky. 

Dalšími markery angiogeneze jsou angiogenní faktory angiopoetin 1 a angiopoetin 2. 

V kokultuře lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 1 : 1 byl demonstrován vliv typu kokultivace na 

expresi a množství receptoru pro angiopoetin 1 ve formě proteinu. 3D kokultura využívající 

kolagenový nosič vykazovala po 48 hodinách 6,5x vyšší míru exprese i 3x vyšší množství tohoto 

receptoru ve formě proteinu než 2D kokultura (Stahl et al. 2004). I u těchto markerů byl pozorován 

vliv přidání Sonic hedgehog. Kokultura lidských primárních osteoblastů s lidskými EPC z periferní 

krve v poměru 3 : 2 po přidání 5 μg/ml rekombinantního lidského Sonic hedgehog do média 

vykazovala po 24 hodinách kultivace významně vyšší míru exprese angiopoetinu 1 i angiopoetinu 2 

než kokultura bez přidání Sonic hedghehog. U angiopoetinu 1 bylo statisticky významně vyšší 

množství detekováno po 24 hodinách i ve formě proteinu (Dohle et al. 2010).  

Důležitou podmínkou pro úspěšnou angiogenezi v kokultuře in vitro je schopnost tvorby 

struktur podobných tubulům a jejich organizace do sítí. U kokultur používajících primární lidské 

osteoblasty s HMEC v poměru 4 : 26 i u osteoblastů linie MG-63 s HMEC v poměru 4 : 26 v přímém 

kontaktu byla 18. den kultivace pozorována tvorba struktur podobných tubulům. Překvapivě při přidání 

10 ng/ml VEGF a 50 ng/ml fibroblastového růstového faktoru 2 (FGF-2) nebyla 18. den pozorována 

žádná tvorba těchto struktur. Při kultivaci v nepřímém kontaktu, nebo při přidání sekretomu jednoho 

buněčného typu k monokultuře druhého buněčného typu také nebyla žádná tvorba pozorována (Unger 

et al. 2007). V kokultuře HOP a HUVEC v poměru 1 : 2 v přímém kontaktu byl pozorován pohyb 

HUVEC podél HOP. V monokulturách k žádnému srovnatelnému pohybu nedocházelo. Po 48 

hodinách kultivace byla v kokultuře zaznamenána vytvořená síť ze struktur podobných tubulům 

(Thébaud et al. 2012). V kokultuře primárních lidských osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve 

v poměru 3 : 2 byla také pozorována tvorba struktur podobných tubulům. Pokud ale byl do média 

kokultury přidán inhibitor Sonic hedgehog signalizace cyclopamin (v koncentraci 5, 10 nebo 20 

μmol/l), byla tvorba těchto struktur inhibována a při nejvyšší koncentraci inhibitoru se struktury 

podobné tubulům již téměř netvořily. Naopak při přidání 5 μg/ml rekombinantního lidského Sonic 

hedgehog do média kokultury byla po 24 hodinách i 14 dnech kultivace zaznamenána významně vyšší 

celková délka i plocha struktur podobných tubulům oproti kokultuře bez Sonic hedgehog v médiu 

(Dohle et al. 2010). V kokultuře primárních potkaních periostálních osteoblastů a potkaních EPC 

z kostní dřeně bylo ukázáno, že typ použitých EPC ovlivňuje i tvorbu struktur podobných tubulům. 

Pokud bylo kokultivováno 5000 osteoblastů s 2 x 105 časných EPC, tak kokultura tvořila větší počet 

struktur podobných tubulům s celkovou vyšší délkou oproti monokultuře časných EPC. Naopak 

kokultura 5000 osteoblastů s 2 x 105 pozdních EPC tvořila nižší počet struktur podobných tubulům (i 
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s nižší celkovou délkou) než monokultura pozdních EPC i kokultura využívající časné EPC (Giles et 

al. 2017). 

Tvorba struktur podobných tubulům byla zaznamenána i ve 3D kokulturách. Ve 3D kokultuře 

lidských osteoblastů s HUVEC v poměru 1 : 1 v přímém kontaktu na kolagenovém nosiči obohacené 

o 25 ng/ml VEGF a 25 ng/ml FGF-2 byly zaznamenány struktury podobné tubulům, ale byly významně 

užší a méně organizované než podobné struktury zaznamenané u monokultury HUVEC. Navíc 

obsahovaly i méně oblastí pozitivních na marker endoteliálních buněk diferenciační faktor 31 (CD31) 

(Wenger et al. 2004). Sféroidy HUVEC na kolagenovém gelu vykazovaly minimální tvorbu struktur 

podobných tubulům, která ale byla výrazně zvýšena po přidání 25 ng/ml VEGF a 25 ng/ml FGF-2 do 

kultivačního média. Ve 3D kokultuře primárních lidských osteoblastů s HUVEC ve formě sféroidů 

v přímém kontaktu na kolagenovém nosiči (15000 osteoblastů + 30 sféroidů každý o 500 buňkách na 

0,7 ml kolagenového gelu) ale byla tvorba těchto struktur téměř zcela inhibována i v případě přidání 

angiogenních faktorů. Pokud však byla kokultivace provedena v nepřímém kontaktu, nebo byl 

k HUVEC sféroidům přidán sekretom osteoblastů, tak žádná významná inhibice tvorby struktur 

podobných tubulům ve srovnání s HUVEC sféroidy nebyla pozorována. Větší tvorbu struktur 

podobných tubulům než sféroidy HUVEC vykazovaly sféroidy lidských EPC z pupečníkové krve (při 

přidání VEGF a FGF-2 byla míra tvorby struktur ještě dále zvýšena). V případě kokultivace v přímém 

kontaktu zde ale navíc na rozdíl od kokultury využívající HUVEC nebyla pozorována významná 

inhibice tvorby struktur podobných tubulům ve srovnání se sféroidy EPC (Stahl et al. 2005). Tvorba 

struktur podobných tubulům byla pozorována i u 3D kokultur primárních lidských osteoblastů 

s HMEC nebo osteoblastů linie MG-63 s HMEC v poměru 1 : 6,5 na síti z fibroinu či v poměru 15 : 

85 na jiných typech nosičů (hydroxapatitu, NiTi a trikalciumfosfátu) (Unger et al. 2007). Ve 3D 

kokultuře lidských osteoblastů linie MG-63 s HUVEC v poměru 1 : 4 na mikrovlákenném nosiči byla 

7. den kultivace pozorována tvorba struktur podobných tubulům, které 14. den kultivace vytvořily síť 

(Inomata a Honda 2019). I 3D kokultura lidských osteoblastů linie MG-63 s HUVEC v poměru 1 : 1 

na nanokompozitním hydrogelu vykazovala 3. a 9. den kultivace tvorbu struktur podobných tubulům, 

zatímco monokultura HUVEC v tomto uspořádání žádné struktury podobné tubulům netvořila 

(Shahabipour et al. 2020). Lze tedy shrnout, že tvorba struktur podobných tubulům byla pozorována 

ve 2D i 3D uspořádání v různých typech kokultur používajících jako osteogenní buněčný typ 

osteoblasty nebo osteoprogenitory, ale tvorba sítí byla zaznamenána jen ve dvou výše zmíněných 

kokulturách. 
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2. BMSC 

 
Mesenchymální stromální buňky odvozené z kostní dřeně (BMSC) jsou druhým osteogenním 

typem v této práci a prvním patřícím mezi MSC. S ve zkratce BMSC může znamenat jak stromální, 

tak i kmenové (stem) buňky a obě označení byla dříve používána zaměnitelně, což dnes není 

doporučeno (Viswanathan et al. 2019). MSC ve smyslu mesenchymálních stromálních buněk jsou 

definovány podle 3 základních kritérií: 1) jsou schopny adherovat k plastovému povrchu, 2) exprimují 

povrchové markery CD73, CD90, CD105 nebo CD13, ale neexprimují CD14, CD19, CD31, CD45 a 

HLA-DR (lidský leukocytární antigen třídy DR) a 3) jsou schopny in vitro diferenciace do adipocytů, 

osteoblastů a chondrocytů. Dalšími povrchovými markery pro MSC pocházející z kostní dřeně jsou 

například také CD29, CD44 a CD271 (Mollentze et al. 2021). Navíc byla navržena možnost odlišení 

BMSC podle molekulární identity získané analýzou diferenciální genové exprese. Tato analýza 

odhalila, že BMSC získané ze dvou různých pacientů ze stejné lokace (například z hřebene kosti 

kyčelní) jsou si genovou expresí podobnější než BMSC ze dvou různých lokací u stejného pacienta 

(Zou et al. 2022). Nevýhodou BMSC oproti mesenchymálním stromálním buňkám odvozeným 

z tukové tkáně (ADSC) je větší pravděpodobnost vzniku komplikací po odběru (Rautiainen et al. 

2021). 

Kokultury obsahující BMSC jsou studovány jak ve 2D uspořádání, tak i ve 3D. Nejčastěji 

používaným poměrem v kokulturách zmíněných v této kapitole je 1 : 1 BMSC : angiogenní buněčný 

typ, což platí jak pro kokultury obsahující pouze lidské buňky (Jinling et al. 2014; Liang et al. 2017; 

Nguyen et al. 2020; Piard et al. 2019; Steiner et al. 2012), tak i pro ty, které používají buňky zvířecího 

původu (Ge et al. 2018; Hou et al. 2017; Peng et al. 2019; Steiner et al. 2017; Xu et al. 2020; Zhang et 

al. 2019). Angiogenním buněčným typem ve vybraných kokulturách s BMSC lidského původu jsou 

HUVEC (Chen et al. 2018; Jinling et al. 2014; Li et al. 2010; Nguyen et al. 2020; Piard et al. 2019; 

Steiner et al. 2012; Thébaud et al. 2012; Tsigkou et al. 2010), lidské EPC z kostní dřeně (Liang et al. 

2017), lidské aortální endoteliální buňky (Tsai et al. 2015), lidské MSC odvozené z amnionu (Bian et 

al. 2019) a lidské endoteliální buňky tvořící kolonie (ECFC) (Gawlitta et al. 2011). U BMSC zvířecího 

původu byly také použity HUVEC (Mohammadi et al. 2015; Shen et al. 2019; Zhang et al. 2019), nebo 

EPC z různých zdrojů, konkrétně myší EPC z kostní dřeně (Ge et al. 2018; Hou et al. 2017), myší 

embryonální EPC linie T17b (Steiner et al. 2017), králičí karotidální EPC (Peng et al. 2019) a potkaní 

EPC z kostní dřeně (Xu et al. 2020). 
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2.1 Proliferace 
 

Kokultivace ovlivňuje míru proliferace lidských BMSC. Při kokultivaci lidských BMSC 

s lidskými aortálními endoteliálními buňkami v poměru 1 : 2 (Tsai et al. 2015), s lidskými EPC z kostní 

dřeně v poměru 1 : 1 (Liang et al. 2017), nebo s lidskými MSC odvozenými z amnionu v poměru 1 : 

3 (Bian et al. 2019) byla zjištěna statisticky významně vyšší míra proliferace ve srovnání 

s monokulturou lidských BMSC. Pozitivní vliv kokultivace na míru proliferace byl ve srovnání 

s příslušnými monokulturami ukázán i při využití trikultury lidských BMSC, HUVEC a lidských 

buněk hladkého svalstva pupečníkové žíly v poměru 2 : 1 : 1, stejně jako u tetrakultury (1 : 1 : 1 : 1), 

kde čtvrtým buněčným typem k předchozím zmíněným byly lidské dermální fibroblasty (Wang et al. 

2020). Jakým způsobem bude míra proliferace ovlivněna záleží i na uspořádání kokultury. Ve 2D 

kokultuře lidských BMSC a lidských MSC odvozených z amnionu v poměru 1 : 3 byl nalezen 

významně vyšší podíl BMSC v S fázi oproti monokultuře BMSC při využití kokultivace v nepřímém 

kontaktu, zatímco při využití kokultury v přímém kontaktu byl podíl významně nižší ve srovnání 

s monokulturou (Bian et al. 2019). Zároveň bylo upozorněno i na odlišné chování kokultury ve 2D a 

3D uspořádání. 2D kokultura lidských BMSC a lidských EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 6. den 

kultivace nevykazovala žádný rozdíl v proliferaci oproti příslušné monokultuře, zatímco stejná 

kokultura ve 3D uspořádání 6. den vykazovala statisticky významně vyšší množství BMSC při počítání 

buněk v šesti náhodně vybraných políčkách oproti monokultuře BMSC (Liang et al. 2017). 

V kokulturách s buňkami zvířecího původu byl také popsán vliv na proliferaci. Při 3D 

kokultivaci potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 1 na kolagenovém nosiči byla zjištěna významně 

vyšší míra proliferace BMSC ve srovnání s monokulturou BMSC (Zhang et al. 2019). Tento efekt byl 

pozorován i při přidání sekretomu angiogenního buněčného typu. U monokultury potkaních BMSC 

byla po přidání sekretomu myších embryonálních EPC linie T17b pozorována významně vyšší míra 

proliferace oproti samotné monokultuře BMSC (Steiner et al. 2017). Z hlediska proliferace 

angiogenního buněčného typu byla popsána odlišná situace při kokultivaci a přidání sekretomu 

z BMSC k monokultuře. V kokultuře myších BMSC a myších EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 byl 

pozorován významně vyšší počet EPC v kokultuře na 1 mm2 ve srovnání s monokulturou EPC (Hou 

et al. 2017). Naopak při přidání sekretomu potkaních BMSC k myším embryonálním buňkám linie 

T17b nebyl pozorován žádný významný rozdíl v proliferaci ve srovnání s monokulturou (Steiner et al. 

2017).  

Míra proliferace v kokultuře závisí i na kultivačních podmínkách. Stejně jako v případě 

lidských osteoblastů kokultivovaných s HUVEC i lidské BMSC kokultivované s HUVEC v poměru 1 

: 1 při použití 1% FBS v médiu vykazovaly významně vyšší míru proliferace BMSC oproti 

monokultuře BMSC. Zároveň se v tomto uspořádání oproti prvnímu dni ve všech sledovaných úsecích 
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snižovalo množství přibývajících HUVEC. Od kokultury HUVEC s osteoblasty se však kokultura 

používající BMSC liší při použití 10% séra, protože zde není významný rozdíl v proliferaci ve srovnání 

s monokulturou BMSC (Steiner et al. 2012). Díky tomuto zjištění by bylo vhodné zvážit použití nižší 

koncentrace séra pro tento typ kokultury, ale zároveň je nutné vyvážit pozitivní účinky na proliferaci 

BMSC s minimalizací negativního vlivu na množství HUVEC. Z hlediska vlivu koncentrace kyslíku 

na proliferaci v kokultuře byly hodnoceny jako úspěšnější kokultury lidských BMSC a HUVEC 

v poměru 1 : 1 v normoxických podmínkách, ale i v hypoxických byl pozorován téměř konstatní růst 

po dobu šesti dní. Pro navození hypoxických podmínek se jako vhodná jeví aplikace 

dimethyloxalylglycinu, protože při využití CoCl2 byla pozorována nekrotizace BMSC (Nguyen et al. 

2020). Z výše uvedeného lze tedy vyvodit, že kokultivace BMSC s angiogenním buněčným typem 

vede ke zvýšení míry proliferace ve srovnání s monokulturou BMSC, ale je nutné optimalizovat 

podmínky pro konkrétní kokulturu. 

Angiogenní a osteogenní buněčný typ se ovlivňují i z hlediska míry apoptózy. Kokultura 

lidských BMSC kokultivovaných s HUVEC v poměru 1 : 1 kopírovala zjištění z kokultury lidských 

osteoblastů s HUVEC. Byla pozorována významně nižší míra apoptózy kokultivovaných BMSC 

v přímém i nepřímém kontaktu oproti monokultuře BMSC. Autoři popsali, že u kokultury v přímém 

kontaktu byla detekována významně vyšší míra fosforylace BAD oproti monokultuře BMSC, zatímco 

u kokultury v nepřímém kontaktu se míra fosforylace BAD v kokultuře významně nelišila od 

monokultury BMSC (Steiner et al. 2012). U kokultury potkaních BMSC a myších embryonálních EPC 

linie T17b v poměru 3 : 1  bylo zjištěno, že kokultivované EPC vykazovaly významně nižší míru 

apoptózy než monokultura EPC. Naopak u BMSC v této kokultuře nebyl pozorován žádný významný 

vliv na proliferaci ve srovnání s monokulturou BMSC (Steiner et al. 2017). 

 

2.2 Osteogeneze 
 

BMSC mohou být v kokulturách používány v roli osteogenního buněčného typu. Stejně jako u 

kokultur využívajících osteoblasty i u kokultur s BMSC je důležitým raným markerem osteogeneze 

ALP. U kokultury potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 byla pozorována zvyšující se exprese 

ALP 3. den oproti 1. dni, přičemž maxima dosáhla 7. den. 14. den už byl zaznamenán pokles na 

hodnotu nižší než která byla naměřena 1. den. Ve všech sledovaných časech byla exprese ALP 

v kokultuře statisticky významně vyšší než v monokultuře BMSC (Shen et al. 2019). Při 3D 

kokultivaci potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 1 na kolagenovém nosiči byl při sledování 

exprese ALP 5., 15. a 25. den také pozorován pokles, s minimální expresí 25. den kultivace. Na rozdíl 

od předchozí zmíněné kokultury tu však nebyla v žádném měřeném úseku detekována významně 

odlišná exprese ALP v kokultuře ve srovnání s monokulturou BMSC (Zhang et al. 2019). Při 
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porovnávání koncentrace ALP proteinu v kokulturách králičích BMSC a králičích karotidálních EPC 

byla podle očekávání detekována významně vyšší koncentrace ALP ve formě proteinu u kokultur 

s vyšším/stejným poměrem BMSC : EPC (3 : 1, 2 : 1 a 1: 1) oproti kokulturám s vyšším poměrem 

EPC (BMSC : EPC 1 : 2 nebo 1 : 3) (Peng et al. 2019).  

Kromě kvantifikace množství ALP ve formě mRNA nebo proteinu je v kokulturách 

obsahujících BMSC měřena i aktivita ALP. Významně vyšší aktivita ALP ve srovnání s monokulturou 

lidských BMSC byla naměřena 7. a 14. den v kokultuře lidských BMSC s lidskými MSC odvozenými 

z amnionu v poměru 1 : 3, ale pouze pokud byly kultivovány v nepřímém kontaktu, v přímém kontaktu 

žádný významný rozdíl detekován nebyl (Bian et al. 2019). Naopak v kokultuře lidských BMSC 

s HUVEC v poměru 1 : 2 v přímém kontaktu byla statisticky významně vyšší aktivita ALP oproti 

monokultuře HUVEC v šesti měřeních ze sedmi v rámci 7 dní (Thébaud et al. 2012). V kokultuře 

potkaních BMSC a potkaních EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 byla 7. i 14. den detekována 

významně vyšší aktivita ALP oproti monokultuře BMSC (Xu et al. 2020). U kokultury potkaních 

BMSC a myších embryonálních EPC linie T17b v poměru 1 : 1 v přímém kontaktu byla po 48 

hodinách kultivace zaznamenána statisticky významně nižší aktivita ALP ve srovnání s monokulturou 

BMSC (Steiner et al. 2017). U 3D kokultury potkaních BMSC a HUVEC v přímém kontaktu v poměru 

1 : 1 na kolagenovém nosiči byla 5. a 15. den také změřena významně nižší aktivita ALP než 

v monokultuře potkaních BMSC (Zhang et al. 2019). Vyšší aktivita ALP byla tedy pozorována u obou 

kokultur používajících čistě lidské buňky, ale pro osvětlení potenciálního vlivu kultivace v přímém, 

nebo nepřímém kontaktu by bylo třeba srovnat jednotlivé kokultury při stejných kultivačních 

podmínkách a z důvodu výsledků ze zvířecích kokultur nejlépe při využití 2D i 3D uspořádání.  

V kokulturách s BMSC jsou sledovány i další časné markery, v níže zmíněných jde o RUNX2 

a kolagen typu I. U kokultury lidských BMSC a lidských MSC odvozených z amnionu v poměru 1 : 3 

v nepřímém kontaktu byla 7. i 14. den detekována významně vyšší míra exprese RUNX2 ve srovnání 

s monokulturou, zatímco při kultivaci v přímém kontaktu žádný rozdíl pozorován nebyl (Bian et al. 

2019). Při kokultivaci potkaních BMSC a potkaních EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 byla 14. den 

kultivace zaznamenána o více jak 42 % vyšší exprese RUNX2 ve srovnání s monokulturou potkaních 

BMSC (Xu et al. 2020). Pokud byly potkaní BMSC a HUVEC v poměru 1 : 2 kokultivovány 

v osteogenním médiu, tak exprese RUNX2 byla významně vyšší 3., 7. i 14. den kultivace ve srovnání 

s monokulturou BMSC. Maximální exprese byla detekována 7. den, konkrétně byla více jak 2x vyšší 

ve srovnání s expresí RUNX2 v monokultuře. Exprese kolagenu I byla významně vyšší 1. den (kdy 

byla maximální a více jak 3x vyšší ve srovnání s monokulturou) a 3. den kultivace při porovnání 

s monokulturou BMSC, naopak 7. a 14. den už byla významně nižší. Při použití kokultury v růstovém 

médiu byla exprese kolagenu I 1. den významně nižší než monokultury, všechny ostatní sledované dny 
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se exprese kolagenu I ani RUNX2 nelišila od monokultury BMSC (Shen et al. 2019). Ve 3D kokultuře 

potkaních BMSC a HUVEC v poměru 1 : 1 na kolagenním nosiči nebyla 5., 15. ani 25. den 

zaznamenána významně odlišná exprese RUNX2 ani kolagenu I při srovnání s monokulturou 

potkaních BMSC (Zhang et al. 2019). 

Mezi sledované pozdní markery osteogeneze jsou u kokultur s BMSC zařazeny osteokalcin a 

osteopontin. V kokultuře lidských BMSC a lidských mesenchymálních buněk odvozených z amnionu 

v poměru 1 : 3 byla 14. den zjištěna více jak 3x vyšší míra exprese osteokalcinu při kokultivaci 

v nepřímém kontaktu ve srovnání s monokulturou BMSC. Při kokultivaci v přímém kontaktu žádný 

rozdíl nebyl pozorován (Bian et al. 2019). Ve 3D kokultuře potkaních BMSC a HUVEC v poměru 1 : 

1 na kolagenovém nosiči byla také zjištěna významně vyšší exprese osteokalcinu v porovnání 

s monokulturou BMSC, konkrétně 25. den více jak 5x vyšší exprese ve srovnání s monokulturou 

(Zhang et al. 2019). Exprese osteopontinu byla v kokultuře potkaních BMSC a potkaních EPC z kostní 

dřeně v poměru 1 : 1 o více než 34 % vyšší než v monokultuře potkaních BMSC (Xu et al. 2020). 

Úspěšnost osteogeneze kokultury je také možné ohodnotit díky srovnání tvorby vápenatých 

usazenin s odpovídající monokulturou. Při kokultivaci lidských BMSC s lidskými MSC z amnionu 

v poměru 1 : 3 v nepřímém kontaktu bylo po 14 dnech detekováno obarvením více vápenatých 

usazenin než v monokultuře lidských BMSC (vizte Obr. 2 na další straně) (Bian et al. 2019). U 

potkaních BMSC kokultivovaných s HUVEC v poměru 1 : 2 bylo také po 14 dnech detekováno více 

vápenatých usazenin než v monokultuře potkaních BMSC (Shen et al. 2019). 3D kokultura potkaních 

BMSC a HUVEC v poměru 1 : 1 na kolagenovém nosiči sice vykazovala mezi 5. a 25. dnem sledování 

pomalejší mineralizaci než monokultura potkaních BMSC obohacená o 40 ng/μl kostního 

morfogenního proteinu 2 (BMP-2), ale 25. den byla v kokultuře pozorována vyšší míra mineralizace 

než v monokultuře BMSC i monokultuře BMSC s přidaným BMP-2 (Zhang et al. 2019). Je tedy možné 

shrnout, že použití kokultur obsahujících BMSC je z hlediska tvorby vápenatých struktur úspěšnější 

než samotné monokultury.  

Na osteogenezi má vliv koncentrace kyslíku použitá při kultivaci. V kokultuře lidských BMSC 

a HUVEC  v poměru 1 : 1 bylo demonstrováno, že hypoxické podmínky navozené chemicky mají 

negativní vliv na osteogenní diferenciaci lidských BMSC v osteogenním médiu, protože za těchto 

podmínek ve srovnání s normoxií nevzniká barvitelná vápenatá usazenina ani po 9 dnech kultivace na 

rozdíl od kokultivace pouze v osteogenním médiu. Také exprese ALP i kolagenu typu I byla významně 

vyšší v podmínkách s normální koncentrací kyslíku. Z tohoto důvodu bylo navrženo, že by kokultura 

měla být zpočátku v normoxickém prostředí, aby došlo k navození osteogeneze a teprve poté může být 

krátce použito hypoxické prostředí kvůli podpoře angiogeneze (Nguyen et al. 2020). Naopak 

v kokultuře lidských BMSC s lidskými ECFC v poměru 4 : 1 došlo k dřívější tvorbě vápenatých 
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usazenin v hypoxických podmínkách než u kokultury v normoxii. Je však nutné zmínit, že v tomto 

experimentu byla použita výrazně delší doba sledování, konkrétně 22 dní (Gawlitta et al. 2011). 

 

 

Obr. 2 Srovnání množství obarvených vápenatých usazenin v monokulturách a kokultuře. V kokultuře lidských 

BMSC s lidskými MSC z amnionu v poměru 1 : 3 v nepřímém kontaktu (Kokultura) bylo po 14 dnech 

pozorováno více vápenatých usazenin než v monokultuře BMSC (BMSC mono) nebo monokultuře MSC 

z amnionu (AMSC mono). Upraveno (Bian et al. 2019). 

 

2.3 Angiogeneze 
 

Významným markerem využívaným pro hodnocení angiogeneze je VEGF. V kokultuře 

lidských BMSC s lidskými MSC odvozenými z amnionu v poměru 1 : 3 v nepřímém kontaktu byla 

14. den zjištěna více jak 2x vyšší míra exprese VEGF i více jak 2x větší množství VEGF proteinu ve 

srovnání s monokulturou BMSC. Pokud ale byla kokultivace provedena v přímém kontaktu, tak nebyl 

pozorován žádný rozdíl v expresi ani množství VEGF proteinu v kokultuře ve srovnání 

s monokulturou BMSC (Bian et al. 2019). Při použití kultivace v přímém kontaktu v kokultuře 

lidských BMSC a lidských EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 nebyl pozorován žádný rozdíl 

v koncentraci VEGF receptoru VEGFR2 ve srovnání s monokulturou EPC (Liang et al. 2017). 

Sekretom kokultury myších BMSC a myších EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1 v nepřímém kontaktu 

vykazoval významně vyšší množství VEGF proteinu než sekretom monokultury myších BMSC (Ge 

et al. 2018). U kokultury potkaních BMSC a myších embryonálních EPC linie T17b v poměru 3 : 1 

v přímém kontaktu také nebyl pozorován statisticky významný rozdíl v množství VEGF ve formě 

proteinu oproti monokultuře BMSC (Steiner et al. 2017). Ve 2D kokulturách obsahujících BMSC se 

zdá, že dochází ke zvýšené produkci VEGF jen při kultivaci v nepřímém kontaktu a v přímém tedy 
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dochází k ovlivnění angiogeneze jiným způsobem. Ve 3D kokultuře potkaních BMSC a HUVEC 

v poměru 1 : 1 v přímém kontaktu ale byla po 24, 16 i 48 hodinách zaznamenána významně vyšší 

koncentrace proteinu VEGFR2 ve srovnání s monokulturou HUVEC (Mohammadi et al. 2015), což 

by mohlo ukazovat na roli VEGF i v přímém kontaktu. Bylo by třeba udělat více studií s různými 

buněčnými typy ve 3D uspořádání a porovnat s těmi ve 2D, aby bylo možné zjistit, jestli jde o fenomén 

specifický pro 2D uspořádání. 

Kromě VEGF jsou v kokulturách sledovány i další markery ukazující na pozitivní vliv 

kokultivace na angiogenezi. V kokultuře lidských BMSC a lidských EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 

1 bylo zjištěno statisticky významně větší množství receptoru pro růstový faktor odvozený z krevních 

destiček (PDGF) ve formě proteinu ve srovnání s oběma příslušnými monokulturami (Liang et al. 

2017). V kokultuře lidských BMSC a lidských mesenchymálních buněk odvozených z amnionu 

v poměru 1 : 3 byla 14. den sledována významně vyšší míra exprese angiogeninu ve srovnání 

s monokulturou BMSC (Bian et al. 2019). Při kokultivaci myších BMSC a myších EPC z kostní dřeně 

v poměru 1 : 1 v nepřímém kontaktu bylo v kokultuře detekováno významně více CD31 a von 

Willebrandova faktoru (vWF) ve formě mRNA i proteinu než v monokultuře EPC. Pokud ale byl 

k monokultuře EPC přidán sekretom BMSC a anti-VEGF protilátka, došlo k výraznému snížení 

množství mRNA i proteinu CD31 i vWF oproti monokultuře EPC se sekretomem BMSC kam 

protilátka přidána nebyla, což ukazuje na provázanost s drahou VEGF (Ge et al. 2018).  

Dalším krokem po zjištění produkce angiogenních markerů je zhodnocení schopnosti kokultury 

tvořit struktury podobné tubulům a sítě. Kokultivace lidských BMSC s HUVEC umožňuje tvorbu sítí 

tvořených strukturami připomínajícími tubuly (Chen et al. 2018; Jinling et al. 2014; Thébaud et al. 

2012; Tsigkou et al. 2010; Xiao et al. 2018), které monokultura HUVEC tvořit nedokáže (Jinling et al. 

2014; Li et al. 2011; Xiao et al. 2018). Sítě jsou tvořeny ve 2D i 3D uspořádání kokultury (Jinling et 

al. 2014). Ve 3D kokultuře lidských BMSC a HUVEC v poměru 1 : 1 na fibrinovém nosiči byly 

zejména v oblastech spojů sítě detekovány buňky pozitivní na neurální gliový antigen 2, který ukazuje 

na diferenciaci v pericyty, které jsou spojovány s vysokou kvalitou sítě. V odpovídajících 

monokulturách žádné buňky pozitivní na neurální gliový antigen 2 nalezeny nebyly (Pill et al. 2018). 

Ve srovnání s kokulturami HOP a HUVEC (Thébaud et al. 2012) i ADSC a HUVEC (Jinling et al. 

2014) ale byly sítě hodnoceny jako méně organizované. Naopak při porovnání s HUVEC 

kokultivovanými s lidskými MSC z pupeční šňůry, lidskými indukovanými pluripotentními 

kmenovými buňkami, nebo lidskými embryonálními kmenovými buňkami nebyl mezi sítěmi žádný 

rozdíl (Chen et al. 2018). Lidské BMSC jsou schopny v kokultuře s HUVEC úspěšně tvořit sítě ze 

struktur připomínajících tubuly, ale při rozhodování mezi nimi a ADSC jsou v tomto ohledu ADSC 

zřejmě lepší volbou. 
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Tubulární struktury dokážou tvořit i kokultury obsahující buňky zvířecího původu. Příkladem 

mohou být králičí BMSC kokultivované s králičími karotidálními EPC v poměru 1 : 1, 1 : 2 či 1 : 3 

(Peng et al. 2019) nebo 3D kokultura potkaních BMSC a HUVEC v poměru 1 : 4 (Mohammadi et al. 

2015).  

Ke zlepšení angiogeneze v kokultuře bylo navrženo použití hypoxických podmínek. 

V kokultuře lidských BMSC a HUVEC v poměru 1 : 1 byl pozorován kladný efekt hypoxických 

podmínek navozených přidáním 0,5 mmol/l dimethyloxalylglycinu. Ten se projevil významně vyšší 

expresí endoteliálního markeru vWF ve srovnání s jinými hypoxickými podmínkami i samotnou 

kultivací v osteogenním médiu, což souviselo i s výraznějším zbarvením oproti ostatním podmínkám 

při detekce v rámci imunohistochemické analýzy vWF (Nguyen et al. 2020). Při kokultivaci lidských 

BMSC s lidskými ECFC v poměru 4 : 1 ale nebyla při zavedení hypoxie (2-5 % O2) pozorována tvorba 

prevaskulárních struktur, zatímco v normoxii ano (Gawlitta et al. 2011). Myslím, že by bylo vhodné 

zjistit jestli by se neúspěšnost organizace buněk opakovala i v kokultuře s HUVEC.   
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3. ADSC  
 

Mesenchymální stromální buňky odvozené z tukové tkáně (ADSC) jsou třetím uváděným 

osteogenním typem v této práci. Pro jejich definici jsou používána stejná pravidla jako u BMSC, jejich 

další povrchové markery identifikovatelné průtokovou cytometrií jsou například CD10, CD29 či CD44 

(Mollentze et al. 2021). Významnou výhodou lidských ADSC je možnost jejich získání liposukcí, 

která poskytuje dostatečné množství buněk a vykazuje nižší riziko komplikací po odběru než například 

odběr lidských BMSC (Rautiainen et al. 2021). Ve dvou níže zmíněných studiích používajících lidské 

buňky byly použity ADSC odebrané z prsní tkáně (Mutschall et al. 2020; Steiner et al. 2012), dvě 

přesný původ buněk nezmiňují (Pill et al. 2018; Genova et al. 2019) a ostatní využily ADSC 

pocházející z abdominální oblasti (Jinling et al., 2014; Kook et al., 2018; Mokhtari-Jafari et al., 2021; 

Rohringer et al., 2014). Lidské ADSC odebrané z gluteální oblasti vykazovaly významně úspěšnější 

osteogenní diferenciaci než lidské abdominální ADSC (Iwen et al. 2014), ale v kokultuře nebyly 

použity v žádné ze zmiňovaných studií.  

Stejně jako u předchozích typů i zde mohou být kokultury typu 2D a 3D. Byla zde testována i 

3D kultivace v perfuzním bioreaktoru (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Z hlediska poměrů buněk se zdá 

optimálním poměr 1 : 1 ADSC : angiogenní typ (Zhao et al. 2012; Mutschall et al. 2020). Ve 

zmíněných kokulturách obsahujících lidské buňky jsou nejčastěji používaným angiogenním buněčným 

typem HUVEC (Jinling et al. 2014; Kook et al. 2018; Pill et al. 2018; Mutschall et al. 2020; Mokhtari-

Jafari et al. 2021; Steiner et al. 2021), potom jsou také používány lidské ECFC (Rohringer et al. 2014) 

a HMEC (Genova et al. 2019). Ve vybraných zvířecích kokulturách byly použity buď endoteliální 

buňky z mikrovaskulatury mozku neonatálních myší (Cun et al. 2015; Xie et al. 2016), nebo potkaní 

vaskulární endoteliální buňky (VEC) z pupečníkové krve (Zhao et al. 2012). 

 

3.1 Proliferace 
 

Stejně jako v jiných typech kokultur i v kokulturách používajících ADSC je nutné řešit 

proliferaci. U 2D kokultur používajících jen lidské buněčné typy byla zjištěna statisticky významně 

vyšší míra proliferace než v odpovídajících monokulturách (Genova et al. 2019; Mutschall et al. 2020). 

V prvním případě šlo o významně vyšší míru proliferace v kokultuře  lidských ADSC s HMEC 

v poměru 1 : 1 oproti monokultuře HMEC po 24 hodinách kultivace (Genova et al. 2019). V druhém 

případě poté šlo o významně vyšší proliferaci kokultury lidských ADSC s HUVEC po 7 dnech 

kultivace v poměru 3 : 1 oproti monokulturám HUVEC i ADSC, nebo v poměru 1 : 3 ve srovnání 

s monokulturou ADSC. Po 14 dnech kultivace vykazovaly vyšší míru proliferace oproti monokultuře 

ADSC i HUVEC všechny poměry ADSC : BMSC (3 : 1, 1 : 1 a 1 : 3) (Mutschall et al. 2020). Naopak 



24 
 

ve 3D kokultuře lidských ADSC s HUVEC v poměru 1 : 3 na nanovlákenném nosiči ze směsi 

polykaprolaktonu a želatiny nebyl 7. den kultivace nalezen žádný významný rozdíl v proliferaci mezi 

kokulturou a monokulturou ADSC (Kook et al. 2018). Bylo by tedy vhodné se vlivem kokultivace při 

použití ADSC zabývat ve 3D kokulturách používajících jiné nosiče a jiné angiogenní buněčné typy. 

Je možné proliferaci v kokultuře ovlivnit? U 3D kokultury lidských ADSC a HUVEC v poměru 

2,5 : 1 nebyl nalezen žádný rozdíl v proliferaci mezi dynamickou a statickou kokulturou (Mokhtari-

Jafari et al. 2021). Kultivace lidských ADSC s HMEC v poměru 1 : 1 v růstovém médiu ve srovnání 

s osteogenním médiem také nevykazovala významný rozdíl (Genova et al. 2019). Přidání 60 μg/ml 

BMP-2 nemělo vliv na proliferaci ADSC ani HUVEC v kokultuře lidských ADSC a HUVEC 

v poměru 1 : 1, ale snižovalo míru apoptózy HUVEC oproti kokultuře bez přidání BMP-2 (Steiner et 

al. 2021). Významný pozitivní vliv na proliferaci mělo pouze přidání 100 ng/ml VEGF v kokultuře 

lidských ADSC a HUVEC v poměru 1 : 1, konkrétně na množství ADSC ve srovnání s kokulturou bez 

přidání BMP-2 (Steiner et al. 2021). Z těchto zjištění tedy vyplývá, že pozitivní ovlivnění proliferace 

bylo zjištěno jen při přidání VEGF. 

 

3.2 Osteogeneze 
 

ADSC jsou nadějným osteogenním buněčným typem. Toto tvrzení lze ilustrovat zjištěním, že 

po 30denní kokultivaci lidských ADSC a HMEC v poměru 1 : 1 byl detekován více jak 2x vyšší 

celkový součet délky mineralizované tkáně ve srovnání s odpovídající monokulturou (Genova et al. 

2019). 

Vliv kokultivace na osteogenezi je i v kokulturách s ADSC sledován pomocí měření raného 

markeru osteogeneze ALP. V kokultuře obsahující lidské ADSC a HUVEC v poměru 1 : 1 byla po 3 

dnech kultivace zjištěna významně vyšší míra exprese ALP ve srovnání s monokulturou ADSC 

(Steiner et al. 2021). Při kokultivaci lidských ADSC s HUVEC v poměru 1 : 1 byla navíc pozorována 

i nejvyšší míra exprese ALP ze sledovaných poměrů (1 : 3, 1 : 1 a 3 : 1) (Mutschall et al. 2020). 

Významně vyšší množství ALP bylo detekováno i ve formě proteinu 4., 7. a 14. den kultivace 

v kokultuře potkaních ADSC s potkaními VEC v poměru 1 : 1 oproti monokultuře ADSC i kokulturám 

v poměru 1 : 3 a 3 : 1 (Zhao et al. 2012). Aktivita ALP v kokultuře lidských ADSC s HUVEC po dobu 

7 dní stoupala a 7. den byla její hodnota vyšší než v monokultuře ADSC u všech zkoumaných poměrů 

ADSC : HUVEC (3 : 1, 1 : 1 i 1 : 3) (Mutschall et al. 2020). Z hlediska vlivu na ALP se ukázala být 

vhodná dynamická kultivace v perfuzním bioreaktoru, která více jak 7x zvýšila aktivitu ALP ve 

3D kokultuře lidských ADSC a HUVEC v poměru 2,5 : 1 ve srovnání se statickou kokulturou. 

Pozitivně působila i třicetiminutová předkultivace ADSC s 10 nmol/l 1α,25-dihydroxyvitaminu D3. Po 

14 dnech kultivace kokultura složená z takto předkultivovaných ADSC s HUVEC vykazovala více jak 
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43x větší míru exprese ALP než kokultura s ADSC bez předkultivace (Mokhtari-Jafari et al. 2021). 

Naopak přidání BMP-2 (60 μg/ml) ani VEGF (100 ng/ml) do média žádný vliv na expresi ALP 

v kokultuře ADSC a HUVEC v poměru 1 : 1 nemělo (Steiner et al. 2021). Je tedy možné shrnout, že 

kokultivace zvyšuje množství i aktivitu ALP, které je dále možné zvýšit například dynamickou 

kokultivací nebo přidáním 1α,25-dihydroxyvitaminu D3. 

Dalšími sledovanými markery rané osteogeneze jsou BMP a RUNX2. U kokultury lidských 

ADSC a HMEC v poměru 1 : 1 byl potvrzen předpoklad, že v osteogenním médiu dochází k významně 

vyšší expresi BMP-2 než u kokultury v růstovém médiu (Genova et al. 2019). Ve 3D kokultuře myších 

ADSC a endoteliálních buněk z mikrovaskulatury mozku neonatálních myší v poměru 1 : 1 na 

kolagenovém nosiči byl po 7 dnech kultivace v hypoxii pozorován nárůst exprese BMP-2 ve srovnání 

s monokulturou v normoxii (Xie et al. 2016). RUNX2 se kromě regulace osteogeneze zapojuje také 

do inhibice adipogeneze (Mollentze et al. 2021) a ve 3D kokultuře lidských ADSC s HUVEC na nosiči 

ze směsi kopolymeru kyseliny mléčné a glykolové,  β- trikalciumfosfátu a polykaprolaktonu v poměru 

2,5 : 1 dochází po 14 dnech ke 12x vyšší expresi tohoto markeru ve srovnání s monokulturou ADSC. 

Naopak k významnému snížení exprese RUNX2 došlo, pokud byly lidské ADSC a HUVEC 

kultivovány v dynamické kokultuře místo statické (Mokhtari-Jafari et al. 2021).  

Osteokalcin, osteopontin a osteonektin jsou sledovanými markery pozdní fáze osteogeneze. U 

kokultury potkaních ADSC a potkaních VEC v poměru 1 : 3, 1 : 1 i 3 : 1 byl osteokalcin kvalitativně 

detekovatelný po 14 dnech kultivace, zatímco v příslušných monokulturách žádný detekován nebyl 

(Zhao et al. 2012). Exprese všech tří markerů byla významně vyšší ve 3D kokultuře lidských ADSC a 

HUVEC v poměru 2,5 : 1 na nosiči ze směsi kopolymeru kyseliny mléčné a glykolové,  β- 

trikalciumfosfátu a polykaprolaktonu oproti monokultuře ADSC. Osteokalcin i osteopontin vykazovali 

po 14 dnech kultivace více jak 2,8x vyšší míru exprese oproti monokultuře. Osteonektin byl v této 

kokultuře exprimován dokonce 4,2x více jak v monokultuře (Mokhtari-Jafari et al. 2021). U kokultury 

potkaních ADSC a potkaních VEC v poměru 1 : 3  bylo po 14 dnech kultivace zjištěno statisticky 

významně vyšší množství osteokalcinu ve formě proteinu ve srovnání s monokulturou ADSC (Zhao 

et al. 2012).  

Exprese osteopontinu a osteonektinu může být ovlivněna kultivačními podmínkami. Při 

dynamické kultivaci 3D kokultura lidských ADSC a HUVEC v poměru 2,5 : 1 exprimovala 2,1x více 

osteopontinu než statická 3D kokultura (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Stejně jako u výše zmiňovaného 

BMP-2 došlo i u osteopontinu k významnému zvýšení míry exprese při kokultivaci lidských ADSC a 

HMEC v poměru 1 : 1 v osteogenním médiu ve srovnání s kokultivací v růstovém médiu (Genova et 

al. 2019). Na expresi osteopontinu a osteonektinu měla ve 3D kokultuře vliv také 30 minutová 

předkultivace ADSC s 10 nmol/l 1α,25-dihydroxyvitaminu D3. Po 14 dnech kokultivace těchto ADSC 
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s HUVEC v poměru 2,5 : 1 došlo k detekci 2,8x vyšší míry exprese osteopontinu a 2,6x vyšší míry 

exprese osteonektinu ve srovnání s kontrolou bez předkultivace (Mokhtari-Jafari et al. 2021).  

 

3.3 Angiogeneze 
 

V rámci hodnocení angiogeneze je sledován angiogenní faktor VEGF, který je exprimován jak 

v monokultuře lidských ADSC, tak i v monokultuře lidských ECFC, ale u ADSC je jeho exprese více 

jak 8x vyšší (Rohringer et al. 2014). Exprese VEGF je také významně vyšší v případě kokultur ve 

srovnání s monokulturami a to jak v kokulturách obsahujících jen lidské buňky (Genova et al. 2019; 

Mokhtari-Jafari et al. 2021), tak i v kokulturách myších buněk (Cun et al. 2015; Xie et al. 2016). 3D 

kokultury lidských ADSC a HUVEC v poměru 1 : 1 na fibrinovém nosiči vykazují oproti kokulturám 

lidských BMSC a HUVEC ve stejném poměru a stejných podmínkách 14. a 21. den statisticky 

významně vyšší expresi VEGF (Pill et al. 2018). Expresi VEGF lze ovlivnit i způsobem kultivace. Při 

dynamické 3D kultivaci lidských ADSC s HUVEC v poměru 2,5 : 1 byla pozorována 1,2x vyšší míra 

exprese VEGF než při kultivaci statické (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Více jak 2x větší míra exprese 

byla detekována při kultivaci lidských ADSC s HMEC (1 : 1) v osteogenním médiu oproti růstovému 

médiu (Genova et al. 2019) a také při 3D kultivaci myších ADSC s endoteliálními buňkami 

mikrovaskulatury mozku neonatálních myší (1 : 1) v 2% koncentraci kyslíku na kolagenovém nosiči 

oproti příslušné monokultuře endoteliálních buněk v normoxii (Xie et al. 2016). V kokulturách 

využívajících ADSC tedy dochází ke zvýšení exprese VEGF oproti monokulturám. Podpořit expresi 

zřejmě můžeme dynamickou kultivací, kultivací v osteogenním médiu nebo kultivací v hypoxických 

podmínkách. 

CD31, VEGFR2 a vaskulární endoteliální kadherin (VE-kadherin) jsou řazeny do skupiny 

markerů angiogeneze, které značí diferenciaci do endoteliálního buněčného typu (Pill et al. 2018; 

Rautiainen et al. 2021). Při srovnání 3D kokultur na fibrinovém nosiči byla u kokultury lidských 

BMSC a HUVEC v poměru 1 : 1 detekována významně vyšší míra exprese VEGFR2 než u kokultury 

1 : 1 lidských ADSC a HUVEC. Naopak míra exprese CD31 a VE-kadherinu byla u těchto kokultur 

srovnatelná (Pill et al. 2018). U 3D kokultury myších ADSC s myšími endoteliálními buňkami 

mikrovaskulatury mozku neonatálních myší (1 : 1) na kolagenovém nosiči byla exprese VE-kadherinu 

významně vyšší při kultivaci ve 2 % kyslíku oproti normoxii (Xie et al. 2016).  

Jedním z dalších faktorů ovlivňujících angiogenezi je FGF-2, který je významně více 

exprimován ve 3D kokultuře myších ADSC s endoteliálními buňkami z mikrovaskulatury mozku 

neonatálních myší v poměru 1 : 1 na kolagenovém nosiči ve srovnání s příslušnou monokulturou (Cun 

et al. 2015). To samé platí i pro PDGF a transformační růstový faktor β (TGFβ) v 1 : 1 kokultuře 

lidských ADSC a HMEC. Pokud navíc byla kultivace provedena v osteogenním médiu, tak došlo k 
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detekci více jak 2x vyšší míry exprese PDGF a více jak 3x vyšší míry exprese FGF-2 ve srovnání 

s kokulturou v růstovém médiu (Genova et al. 2019). U 3D kokultury myších ADSC s myšími 

endoteliálními buňkami mikrovaskulatury mozku neonatálních myší (1 : 1) na kolagenovém nosiči 

byla exprese PDGF i TGFβ významně vyšší při kultivaci v hypoxickém prostředí ve srovnání 

s normoxií (Xie et al. 2016). 

Důležitým kritériem pro zhodnocení úspěšnosti angiogeneze v kokultuře je schopnost tvorby 

struktur podobných tubulům a jejich uspořádání do sítí. 3D kokultura lidských ADSC a HUVEC i 

monokultura HUVEC s přidaným sekretomem lidských ADSC na fibrinových nosičích jsou po 4 

týdnech schopny tvořit struktury podobné tubulům. Stabilní síť se z nich však tvoří jen v kokultuře, 

což autoři zdůvodňují potřebou přímého kontaktu mezi buněčnými typy (Rohringer et al. 2014). 

Z hlediska tvorby sítí v kokulturách lidských buněk bylo zjištěno, že se buď tvoří sítě jen v kokulturách 

a monokultury endoteliálního typu žádné sítě netvoří (Rohringer et al. 2014; Kook et al. 2018; Pill et 

al. 2018), nebo kokultura tvoří kvalitnější sítě (z pohledu celkové délky a počtu spojů mezi strukturami 

podobnými tubulům) než monokultura (Genova et al. 2019). U 3D kokultury myších ADSC s 

endoteliálními buňkami z mikrovaskulatury mozku neonatálních myší v poměru 1:1 byla také tvořena 

kvalitnější síť než v monokultuře (Cun et al. 2015). 

Při srovnání kokultur lidských ADSC a HUVEC s lidskými BMSC a HUVEC můžeme vidět 

potenciální výhodu použití ADSC. Obě kokultury v poměru 1 : 1 ve 3D uspořádání na fibrinovém 

nosiči dokážou tvořit sítě, které zůstanou stabilní po dobu 3 týdnů sledování (Pill et al. 2018), ale síť 

vytvořená ve 3D upořádání na kolagenovém nosiči kokulturou ADSC a HUVEC byla hodnocena jako 

více organizovaná než ta, kterou tvořila kokultura obsahující BMSC (obě také v poměru 1 : 1) (Jinling 

et al. 2014). Kokultury s ADSC na fibrinovém nosiči (vizte Obr. 3 na další straně) byly popsány jako 

jasně lepší i z hlediska celkové délky sítě, počtu jednotlivých struktur podobajících se tubulům a spojů 

mezi nimi (Pill et al. 2018). Oba typy kokultur v poměru 1 : 1 ve 3D uspořádání na fibrinových nosičích 

po 3 týdnech v oblasti spojů struktur podobných tubulům obsahují srovnatelný počet buněk 

exprimujících neurální gliový faktor, jehož exprese ukazuje na diferenciaci do pericytů, které jsou 

znakem pokročile uspořádané sítě (Rohringer et al. 2014; Pill et al. 2018). V monokulturách tyto buňky 

nejsou detekovatelné vůbec (Pill et al. 2018). V kokultuře lidských ADSC a HUVEC zřejmě dochází 

k indukci tvorby kvalitnější sítě než v kokultuře obsahující BMSC, ale domnívám se, že by bylo 

vhodné tyto dva buněčné typy srovnat ještě při kokultivaci s jinými buňkami než jsou HUVEC. 
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Obr. 3 Srovnání tvorby sítí kokulturami a monokulturou HUVEC. Kokultura ADSC s HUVEC (Koku ADSC) tvoří 14. 

den kultivace hustější a organizovanější síť než kokultura BMSC s HUVEC (Koku BMSC). Monokultura HUVEC (Mono 

EC) organizovanou síť netvoří ani 14. den kultivace. Upraveno (Pill et al. 2018). 

Při zkoumání vlivu podmínek kultivace na tvorbu sítí byly identifikovány 3 faktory, kterými je 

možné ji ovlivnit. Prvním byla v kokultuře lidských ADSC s HMEC (1 : 1) kultivace v osteogenním 

médiu. Kokultura v tomto uspořádání vykazovala větší celkovou délku sítě a vyšší počet spojů struktur 

podobných tubulům ve srovnání s kokulturou v růstovém médiu (Genova et al. 2019). Druhým 

faktorem je zavedení hypoxického prostředí. Ve 3D  kokultuře myších ADSC s endoteliálními 

buňkami mikrovaskulatury mozku neonatálních myší (1 : 1) na kolagenovém nosiči byly při použití 

2% kyslíku detekovány 4x delší a 2x širší struktury podobné tubulům ve srovnání s kokulturou 

v normoxii (Xie et al. 2016). Třetím faktorem je přidání VEGF do 3D kokultury. Přidání 50 ng/ml 

VEGF do 3D kokultury lidských ADSC a HUVEC (1 : 3) na nanovlákenném nosiči ze směsi 

polykaprolaktonu a želatiny vedlo k tvorbě hustější sítě než když k přidání VEGF nedošlo (Kook et al. 

2018). Pokud však kultivace byla prováděna ve 2D uspořádání (v poměru 1 : 3 i 1 : 1), tak přidání 50 

ng/ml ani 100 ng/ml VEGF (a ani 60 μg/ml BMP-2) nemělo na tvorbu sítí v tomto typu kokultury 

žádný vliv (Kook et al. 2018; Steiner et al. 2021).  
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4. Interakce v kokultuře 
 

V předchozích kapitolách byl popsán vliv kokultivace na proliferaci, osteogenezi a angiogenezi 

v různých typech kokultur v přímém i nepřímém kontaktu. Co ale umožňuje aby tyto procesy byly 

ovlivněny? Zdá se, že odpovědí je obousměrná interakce mezi buněčnými typy, do které jsou zapojeny 

buněčné spoje, parakrinní faktory a extracelulární váčky. 

 

4.1 Buněčné spoje 
 

Prvním typem buněčných spojů spojených s osteogenezí a angiogenezí v kokultuře jsou 

adhezní spoje složené z proteinů kadherinů. V kokultuře lidských BMSC a HUVEC bylo zjištěno, že 

po 48 hodinách kokultivace BMSC i HUVEC vykazují významně vyšší expresi neurálního kadherinu 

a obsahují významně více neurálního kadherinu ve formě proteinu než odpovídající monokultury. 

Blokace neurálního kadherinu protilátkou (10 μg/ml) vedla ke statisticky významnému snížení míry 

exprese ALP i kolagenu I ve srovnání s kontrolní kokulturou bez protilátky (Li et al. 2010). 

V kokultuře lidských BMSC a HUVEC v poměru 1 : 3 bylo demonstrováno, že VE-kadherin je 

exprimován pouze u endoteliálního buněčného typu, monokultura BMSC ani BMSC v kokultuře ho 

neexprimují. Při kokultivaci bylo detekováno mezi 6. a 14. hodinou kultivace jen velmi málo VE-

kadherinu v oblasti buněčných spojů a množství začalo narůstat až po 18. hodině. Naopak u 

monokultury HUVEC byl VE-kadherin v oblasti spojů detekován po celou dobu kultivace. Autoři 

tento fenomén vysvětlují tím, že ztráta VE-kadherinu z oblasti spojů zřejmě umožní buňkám pohyb 

nutný k vytvoření endoteliální sítě, ve které poté zase dojde k návratu VE-kadherinu do oblasti spojů, 

aby byla vytvořená síť stabilní (Li et al. 2011). Tato hypotéza je založena na zjištění, že fosforylace 

VE-kadherinu zajištěná skrze VEGF signální dráhu je jedním z mechanismů (Adam et al. 2010) 

umožňujících rozpad komplexu obsahujícího VE-kadherin v oblasti spojů (Weis et al. 2004). Ve 

3D kokultuře lidských MSC (autoři nespecifikují přesně jakého typu) a HUVEC (1 : 1) na fibrinových 

vláknech byla detekována vyšší míra exprese VE-kadherinu při kokultivaci MSC a HUVEC ve 

vzdálenosti 200 μm než 400 μm (Piard et al. 2019), což by mohlo potvrzovat, že adheze pomocí VE-

kadherinu je důležitá právě pro udržení již vytvořené sítě. Přesun VE-kadherinu ale zřejmě není 

jediným důležitým faktorem, protože při aplikaci neutralizačních protilátek namířených proti němu 

nedošlo k inhibici pohybu kokultivovaných HUVEC, zatímco jejich aplikace proti VEGF zabránila 

tvorbě sítě (Li et al. 2011). 

Dalším typem spojů v kokultuře v přímém kontaktu jsou vodivé spoje. Konexin 43, jeden 

z proteinů tvořících vodivé spoje, produkují lidské BMSC (Villars et al. 2002), primární lidské 

osteoblasty (Hager et al. 2009; Herzog et al. 2014) i HUVEC (Hager et al. 2009; Villars et al. 2002). 
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V kokultuře potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 byla po 24 hodinách v kokultuře zaznamenána 

významně vyšší míra exprese konexinu 43 než v obou odpovídajících monokulturách (Fan et al. 2018). 

V kokultuře lidských BMSC a HUVEC v poměru 1 : 2 byl konexin 43 ve formě proteinu detekován 

v oblasti spojů buněk pozitivních na vWF s buňkami negativními na vWF, tedy zřejmě mezi HUVEC 

a BMSC (Villars et al. 2002). Také v kokultuře potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 byl konexin 

43 pozorován v oblasti kontaktu BMSC a HUVEC a byla zde prokázána možnost tvorby funkčních 

vodivých spojů (Fan et al. 2018). V kokultuře primárních lidských osteoblastů s HUVEC byla 

detekována exprese konexinu 43 na rozhraní mezi buňkami obou buněčných typů (Leszczynska et al. 

2013). Při kokultivaci primárních lidských osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve v poměru 3 : 2 

byl pozorován zvyšující se počet konexinů 43 v perinukleárních oblastech po 4 týdnech kokultivace 

(v době formování struktur podobných tubulům) oproti počtu po 1 týdnu kokultivace. V oblastech, kde 

se struktury podobné tubulům zapojovaly do tvorby sítí byly pozorovány okolo jader konexinové 

konglomeráty (Herzog et al. 2014).  

Význam vodivých spojů pro osteogenezi v kokultuře je možné osvětlit díky funkční inhibici 

vodivých spojů pomocí  18 α-glycyrrhetinové kyseliny (100 μmol/l). V kokultuře primárních lidských 

osteoblastů s HUVEC (1 : 1) byla pozorována částečná inhibice exprese ALP, konkrétně se jednalo o 

4,6 ± 10,9% inhibici ALP exprese (vyjádřeno jako procento z přírůstku ALP exprese v kokultuře oproti 

monokultuře osteoblastů) (Hager et al. 2009). Kokultura HOP a HUVEC v poměru 1 : 2 vykazovala 

po 48 hodinách až 30% pokles exprese ALP oproti kokultuře bez inhibitoru. Na expresi RUNX2 však 

nebyl nalezen žádný vliv (Guillotin et al. 2008). Absence vlivu inhibice vodivých spojů na RUNX2 

byla pozorována i v kokultuře potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2, zároveň zde nebyl 

pozorován žádný vliv inhibice ani na expresi osteokalcinu (Fan et al. 2018). V kokultuře lidských 

BMSC a HUVEC v poměru 1 : 2 s inhibitorem byla 3. i 6. den kultivace zaznamenána statisticky 

významně nižší aktivita ALP než v kokultuře bez inhibitoru (Villars et al. 2002). Také v kokultuře 

potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 byla detekována významně nižší ALP aktivita (1. – 14. 

den) než v kokultuře bez inhibitoru. Navíc v tomto typu kokultury byla po aplikaci inhibitoru 

pozorována 7. a 14. den kultivace i významně nižší míra tvorby vápenatých usazenin než v kokultuře 

(Fan et al. 2018).  

Z hlediska vlivu na angiogenezi bylo v kokultuře potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 

zjištěno, že po 24 hodinách kultivace s siRNA proti mRNA konexinu 43 kokultura vykazovala 

významně nižší míru exprese VEGF i nižší množství VEGF proteinu oproti kontrole bez siRNA. Při 

inhibici mRNA pro konexin 43 pomocí siRNA bylo zjištěno, že se míra exprese VEGF nemění přímo 

se snižujícím se množstvím konexinu 43, proto bylo navrženo, že VEGF není transportován skrze 

vodivé spoje, ale jeho exprese je regulována pomocí jiných transportovaných molekul. Jednou z těchto 
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molekul se ukázala být miRNA-200b, protože struktury podobné tubulům se ale tvořily po 24 hodinách 

kultivace pouze v kokultuře, kde byl aplikován antisense oligoribonukleotid sloužící jako inhibitor 

miRNA200b, v kokultuře bez inhibitoru ne (Fan et al. 2018). 

V kokultuře potkaních BMSC s HUVEC v poměru 1 : 2 byl navržen mechanismus využívající 

miRNA-200b (vizte Obr. 4). V tomto případě je prvním důležitým faktorem TGFβ, který je sekretován 

HUVEC. TGFβ aktivují receptory na BMSC, čímž je spuštěna dráha vedoucí k transportu miRNA-

200b přes vodivé spoje do HUVEC. V BMSC dojde ke snížení koncentrace miRNA200b, což 

umožňuje zvýšení exprese VEGF vedoucí k podpoře osteogenní diferenciace. V HUVEC přijaté 

miRNA-200b inhibují expresi genů spojených s migrací a tvorbou sítě ze struktur podobných tubulům. 

Jedním z nich je gen kódující VEGF receptor VEGFR2, což by mělo znamenat, že HUVEC nebudou 

významně ovlivněny VEGF produkovaným BMSC (Fan et al. 2018). 

 

 

Obr. 4 Navržený mechanismus působení miRNA-200b. HUVEC produkují TGFβ, které aktivují přesun miRNA-200b 

z BMSC přes vodivé spoje, což vede k podpoře osteogenní diferenciace BMSC a inhibici angiogenních genů HUVEC. 

Upraveno (Fan et al. 2018). 
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4.2 Vliv parakrinních faktorů a extracelulárních váčků 
 

Produkce parakrinních faktorů je jedním z typů buněčné komunikace a proto byla navržena 

jako další možný mechanismus vlivu kokultivace. V kokultuře lidských BMSC s lidskými EPC 

z kostní dřeně v poměru 1 : 1 byl sledován vliv PDGF. Při předkultivaci po dobu 6 dní s PDGF-BB (2 

ng/ml) vykazovala kokultura 3. den významně vyšší míru proliferace než kokultura bez předkultivace 

a při blokování PDGF receptorů neutralizační protilátkou (20 ng/ml) byla míra proliferace statisticky 

významně snížena oproti kontrolní kokultuře bez neutralizační protilátky. Působení PDGF by mohlo 

být potenciálně spojeno s Notch signalizační drahou, protože při blokaci Notch dráhy bylo v kokultuře 

ve 2D i 3D uspořádání detekováno významně méně receptorů pro PDGF (ve formě proteinu) oproti 

kontrole. Při předkultivaci s PDGF-BB se v kokultuře ve 2D uspořádání navíc významně zvedlo 

množství proteinů zapojených do Notch signalizace ve srovnání s kokulturou bez předkultivace (Liang 

et al. 2017). Druhým zkoumaným faktorem z hlediska proliferace byl IGF-1 v kokultuře myších 

BMSC s myšími EPC z kostní dřeně v poměru 1 : 1. IGF-1 v kokultuře produkují oba buněčné typy, 

ale BMSC produkovaly více jak 8x větší množství IGF-1 proteinu než EPC. Přidání 100 ng/ml IGF-1 

významně zvýšilo množství buněk v monokultuře EPC oproti kontrole, což vedlo k hypotéze, že 

zvýšení míry proliferace v kokultuře by mohlo být spojeno právě s IGF-1. Při transfekci siRNA proti 

IGF-1 do BMSC byla v kokultuře pozorována významně nižší míra proliferace EPC oproti kontrolní 

kokultuře. Stejný výsledek byl pozorován i při transfekci siRNA proti IGF-1 receptoru do EPC 

určených ke kokultivaci či při použití neutralizační protilátky proti IGF-1 (1 μg/ml). Působení IGF-1 

zde bylo spojeno s PI3K/AKT kaskádou (PI3K je zkratkou fosfatidylinositol-3-kinázy a AKT je 

označením pro proteinkinázu B) (Hou et al. 2017). 

Vliv faktorů byl sledován i z hlediska osteogeneze v kokultuře. Kokultura lidských BMSC a 

lidských aortálních endoteliálních buněk v poměru 1 : 2 ukázala vliv endothelinu 1, který v této 

kokultuře produkují pouze endoteliální buňky. U BMSC dvou ze tří dárců předkultivace s 0,01 μmol/l 

endothelinu po dobu 2 pasáží znamenala významně zvýšenou expresi ALP a osteokalcinu oproti 

kontrole, u všech tří potom byla sledována významně vyšší tvorba vápenatých usazenin než u BMSC 

bez předkultivace. Působení endothelinu 1 bylo spojeno s AKT drahou (Tsai et al. 2015).  

V kokultuře primárních lidských osteoblastů s HUVEC (1 : 1) byla jako nejdůležitější dráha 

ovlivňující expresi ALP definována p38 MAPK (odvozeno z mitogenem aktivovaná proteinkináza) 

dráha. Kokultivace s HUVEC neměla vliv na aktivitu ALP promotoru, ale v kokultuře se po 48 

hodinách kultivace prodloužil poločas mRNA na 19,9 hodin oproti 6 hodinám v monokultuře 

osteoblastů. Autoři tedy předpokládají, že při kokultivaci dochází k posttranskripční stabilizaci ALP 

mRNA spojené s p38 MAPK drahou (Hager et al. 2009). V kokultuře potkaních BMSC s potkaními 

EPC v poměru 1 : 1 bylo zjištěno, že v kokultuře je významně vyšší míra fosforylace p38 oproti 
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monokultuře BMSC a při inhibici p38 dochází v kokultuře k významně nižší tvorbě vápenatých 

usazenin ve srovnání s kontrolní kokulturou (Xu et al. 2020). V kokultuře lidských ADSC s lidskými 

MSC odvozenými z amnionu (1 : 1, 1 : 2, nebo 1 : 3) se při použití vyššího poměru MSC odvozených 

z amnionu zvyšovalo množství fosforylovaných ERK1/2 (zkratka pro kinázy regulované 

extracelulárním signálem) MAPK, ale ne p38. Při inhibici ERK1/2  MAPK dráhy došlo k významnému 

snížení exprese ALP, RUNX2, osteokalcinu i adiponektinu (asociovaného s osteogenní diferenciací 

ADSC) oproti kontrole (Wang et al. 2018). Později byl v tomto typu kokultury identifikován vliv 

adaptorového proteinu s motivem leucinového zipu, který ale může plnit svou funkci pouze při funkční 

ERK1/2 MAPK dráze (Wang et al. 2020b). Jako potenciální kandidát na ovlivnění osteogeneze byl 

dále vybrán protein BMP-2 produkovaný HMEC i HUVEC. Při inhibici BMP-2 pomocí siRNA 

v kokultuře lidských BMSC s HMEC (1 : 1) byla detekována významně nižší ALP aktivita než 

v kontrolní kokultuře (Kaigler et al. 2005).  

Kokultura HOP a HUVEC (1 : 2) tvoří po 48 hodinách kultivace síť ze struktur podobných 

tubulům. Podobná síť je vytvořena i při kultivaci HUVEC se sekretomem z kokultury, ale ne při 

kultivaci HUVEC se sekretomem monokultury HOP či u samotné monokultury HUVEC. Autoři tedy 

usuzují, že v kokultuře dochází k uvolňování solubilních faktorů důležitých pro tvorbu sítě. V tomto 

typu kokultury je významná produkce VEGF pouze u HOP, ale HUVEC v kokultuře produkují 

významně více VEGF receptoru VEGFR2 oproti monokultuře. Blokace VEGFR2 (0,5 μg/ml 

neutralizační protilátky) v kokultuře nevedla k inhibici tvorby sítě a naopak přidání exogenního VEGF 

(20 ng/ml) do monokultury HUVEC nevedlo k indukci tvorby sítě. Blokace VEGFR2 však vedla 

k významnému poklesu exprese ALP i kolagenu I oproti neinhibované kokultuře (Grellier et al. 

2009b). V kokultuře lidských BMSC a HUVEC v poměru 1 : 3 ale použití neutralizační protilátky 

proti VEGF (20 μg/ml) stačilo k inhibici tvorby sítě ze struktur podobných tubulům (Li et al. 2011). 

Faktory zmíněné díky svému vlivu na proliferaci v kokultuře jsou také zapojeny do 

angiogeneze. Kokultura lidských BMSC s lidskými EPC z kostní dřeně při předkultivaci po dobu 6 

dnů s PDGF-BB (2 ng/ml) vykazovala významně vyšší množství vytvořených struktur podobných 

tubulům oproti kontrole. Při blokování PDGF receptorů neutralizační protilátkou (20 ng/ml) byl 

naopak jejich počet významně nižší oproti neinhibované kokultuře (Liang et al. 2017). Ve 3D 

kokultuře myších ADSC s mikrovaskulárními endoteliálními buňkami z mozků neonatálních myší (1 

: 1) na kolagenovém nosiči byl pozorován významný nárůst v délce i množství struktur podobných 

tubulů po přidání IGF-1 (50 ng/ml) oproti kontrole. V kokultuře s přidaným IGF-1 byla detekována 

významně vyšší exprese PDGF-BB a FGF-2 (oproti kokultuře bez IGF-1), u kterých si autoři myslí, 

že jsou použity k atrakci ADSC ke strukturám podobným tubulům a indukci diferenciace ADSC do 

pericytů (Lin et al. 2017).  
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Posledním navrženým mechanismem komunikace buněk v kokultuře je použití 

extracelulárních váčků. Při fluorescenčním označení potkaních BMSC a HUVEC (4 : 1) byly v oblasti 

struktur podobných tubulům pozorovány oblasti duální fluorescence, které autoři považují za oblasti, 

kde dochází ke komunikaci díky extracelulárním váčkům (Mohammadi et al. 2015). Při 3D kultivaci 

MSC na fibrinových vláknech ve vzdálenosti 400 μm od HUVEC (1 : 1) byly izolovány váčky s vyšším 

obsahem proteinů ve srovnání s kultivací ve vzdálenosti 200 μm. Autoři předpokládají, že na vyšší 

vzdálenost mezi buňkami je preferovaným typem komunikace právě tvorba extracelulárních váčků 

(Piard et al. 2019). Monokultura myších BMSC je schopna přijímat extracelulární váčky (5 μg/ml) 

z monokultury myších EPC z kostní dřeně. 7. a 14. den kultivace s váčky byla zjištěna významně nižší 

tvorba vápenatých usazenin než u kontrolní kultury, ale po 14 dnech kultivace byl po přidání váčků 

pozorován významný pozitivní vliv na proliferaci BMSC oproti BMSC bez přidání extracelulárních 

váčků (Qin a Zhang 2017). Není však jasné, jestli by myší EPC tyto váčky produkovaly i při 

kokultivaci. 

 

  



35 
 

Závěr  

Kokultivace buněk in vitro by mohla být jedním z přístupů umožňujících studovat kostní regeneraci in 

vitro a stimulovat regeneraci kostní tkáně v případech, kde ji pacientův organismus není schopen 

v dostatečné míře sám zajistit. Cílem této práce bylo shrnout dostupné poznatky a srovnat vliv 

kokultivace na proliferaci, osteogenezi a angiogenezi v kokulturách in vitro používajících jako 

osteogenní buněčný typ osteoblasty (či osteoprogenitory), BMSC, nebo ADSC. V kapitole Interakce 

v kokultuře byly zmíněny interakce, které by mohly vliv kokultivace vysvětlit. 

Pozitivní vliv na míru proliferace osteogenního buněčného typu v kokultuře ve srovnání 

s monokulturou byl zaznamenán v kokulturách používajících osteoblasty, BMSC i ADSC. 

V kokultuře osteoblastů s HUVEC byl pozorován pouze v přímém kontaktu, zatímco u kokultur 

obsahujících BMSC byla významně vyšší míra proliferace oproti monokultuře popsána v přímém i 

nepřímém kontaktu (při kultivaci lidských BMSC s MSC odvozenými z amnionu v poměru 1 : 3 

dokonce pouze v nepřímém kontaktu). Byl také popsán vliv dalších faktorů na proliferaci kromě 

kokultivace v jednotlivých kokulturách, např. koncentrace FBS (10% FBS vhodné pro kokulturu 

s lidskými osteoblasty, zatímco pro kokulturu BMSC potenciálně lepší použití 1% FBS), přidání BMP-

2 a VEGF. 

Z hlediska hodnocení osteogeneze v kokultuře byla pozorována zvýšená míra exprese časného 

markeru osteogeneze ALP v kokultuře oproti monokultuře osteogenního buněčného typu 

v kokulturách obsahujících osteoblasty, BMSC i ADSC. Výjimkou byla 3D kokultura potkaních 

BMSC s HUVEC (1 : 1 na kolagenovém nosiči), kde nebyl zaznamenán žádný rozdíl. Zvýšená aktivita 

ALP oproti monokultuře osteogenního buněčného typu byla zjištěna v kokulturách používajících 

osteoblasty i BMSC. U kokultur s BMSC v přímém kontaktu byly dvě výjimky využívající BMSC 

zvířecího původu, proto si myslím, že by zde bylo vhodné srovnat kokultury při využití stejných 

kultivačních podmínek. Zvýšená exprese pozdního markeru osteogeneze osteokalcinu byla 

pozorována v kokulturách využívajících jako osteogenní buněčný typ osteoblasty, BMSC i ADSC. 

Dále byl zmíněn vliv kokultivace na expresi dalších markerů (např. RUNX2, kolagenu typu I nebo 

osteopontinu) a další vlivy kromě samotné kokultivace (dynamická kokultivace, kultivace 

v osteogenním médiu, předkultivace s různými faktory). Vyšší míra mineralizace v kokultuře oproti 

monokultuře osteogenního buněčné typu byla popsána v kokulturách využívajících osteoblasty, HOP, 

BMSC i ADSC. Byl zmíněn pozitivní vliv přidání 5 μg/ml rekombinantního lidského Sonic hedgehog 

na tvorbu vápenatých usazenin do kokultury lidských osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve (3 : 

2) a dva opačné pohledy na prospěšnost použití hypoxie při kokultivaci využívající lidské BMSC. 
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Angiogeneze v kokultuře byla popsána nejdříve pomocí změn v expresi proangiogenních 

faktorů. Vyšší míra exprese VEGF oproti monokulturám byla popsána v kokulturách s BMSC i 

v kokulturách s ADSC. V kokulturách využívajících BMSC byla vyšší míra exprese VEGF i vyšší 

množství VEGF popsáno pouze při kokultivaci v nepřímém kontaktu, ale ve 3D kokultuře potkaních 

BMSC s HUVEC (1 : 1) bylo zaznamenáno významně více receptoru VEGFR2 oproti monokultuře 

HUVEC, proto si myslím, že by bylo vhodné se zaměřit na více kokultur ve 3D uspořádání, aby bylo 

možné zjistit, jestli jde pouze o fenomén typický pro 2D kultivaci. U kokultur využívajících osteoblasty 

byla představena hypotéza endocytózy přijatých HUVEC i s receptory, která by měla vysvětlovat nižší 

koncentraci VEGF v kokultuře oproti monokultuře osteoblastů. Dále byl zmíněn vliv kokultivace i na 

další angiogenní faktory. 

Tvorba struktur podobných tubulům i jejich organizace do sítí byla popsána u kokultur 

obsahujících osteoblasty, osteoprogenitory, BMSC i ADSC. V kokulturách využívajících BMSC, nebo 

ADSC byly detekovány buňky exprimující neurální gliový antigen 2 (typický pro diferenciaci do 

pericytů) ukazující na vyšší kvalitu sítě. Sítě tvořené kokulturou BMSC s HUVEC však byly 

hodnocené jako méně organizované než sítě tvořené kokulturami HOP s HUVEC, nebo ADSC 

s HUVEC. Myslím, že by však bylo vhodné srovnat tvorbu sítí i v kokulturách využívajících jiný 

angiogenní buněčný typ než HUVEC. Také byl popsán pozitivní vliv dalších faktorů na tvorbu struktur 

podobných tubulům kromě samotné kokultivace, například přidání 5 μg/ml rekombinantního lidského 

Sonic hedgehog do média kokultury lidských osteoblastů s lidskými EPC z periferní krve (3 : 2)  a 

pozitivní vliv přidání 50 ng/ml VEGF na zvýšení hustoty sítě při 3D kokultivaci lidských ADSC 

s HUVEC (1 : 3). 

Na závěr byly v kapitole Interakce v kokultuře představeny příklady, které by se mohly podílet 

na odlišnostech pozorovaných při kokultivaci. Byla to předpokládaná funkce ztráty VE-kadherinu 

z oblasti buněčných spojů v pohybu endoteliálních buněk a navržený mechanismus podpory 

osteogenní diferenciace BMSC díky transportu miRNA-200b přes vodivé spoje. Z hlediska vlivu 

parakrinních faktorů byl představen kladný vliv předkultivace s PDGF-BB spojený s Notch drahou a 

IGF-1 (spojované s PI3K/AKT drahou) na proliferaci i angiogenezi v kokultuře. U osteogeneze byl 

zmíněn kladný vliv předkultivace s endothelinem a význam MAPK drah (například posttranskripční 

stabilizace ALP mRNA jako důsledek aktivace p38 MAPK dráhy). Poslední zmínka patřila 

předpokládanému využití extracelulárních váčků, které by mohly být preferovaným způsobem 

komunikace na větší vzdálenosti. 
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