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Abstrakt

Kokultivace dvou (¢i vice) bunéénych typi in vitro vedouci k vytvoreni funkéni kostni
tkané vlozitelné do mista poskozeni by mohla byt feSenim pro pacienty u nichz jsou aktualné
pouzivané metody (jakymi jsou naptiklad transplantace lidskych kostnich §t€pi) nedostatec¢né.
V kokultufe ma jeden bunécny typ osteogenni funkci a dalsi angiogenni funkci, protoze limit
difuze O a nutnych zivin je pouze 200 um, coz znamena, Ze zalozeni cévni sité in vitro by mélo
predejit odumfeni vytvorené kostni tkané po vlozeni do pacienta. Vytvotfeni a pochopeni
fungujici kokultury in vitro je nutné pro ziskani kokultury uspésné in vivo.

V této préci jsou shrnuty a srovnany poznatky o vlivu in vitro kokultivace na proliferaci,
osteogenezi a angiogenezi Vv kokultufe pii pouziti osteoblastll (€i osteoprogenitorl),
mesenchymalnich stromalnich bunék odvozenych zkostni diené (BMSC), nebo
mesenchymalnich stromalnich bunék odvozenych z tukové tkan¢ (ADSC) v roli osteogenniho
bunécéného typu v kombinaci s riznymi typy endotelialnich bunék. Z divodu pochopeni vlivu
kokultivace na tyto procesy je také zatazena kapitola shrnujici interakce mezi kokultivovanymi

bunécnymi typy.
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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 O and essential nutrients is only 200 um, 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.
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Seznam zkratek

ADSC mesenchymalni stromdlni buiiky odvozené z tukové tkané
ALP alkalicka fosfatdza

BAD BCL2 asociovany agonista buné¢né smrti

BMP-2 kostni morfogenni protein 2

BMSC mesenchymalni stromdlni buiikky odvozené z kostni diené
CD diferenciacni skupina

ECFC endotelialni buiiky tvofici kolonie (= podtyp EPC)

EPC endotelialni progenitorové bunky

FBS fetalni bovinni sérum

FGF-2 fibroblastovy rastovy faktor 2

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinaza

HMEC lidské mikrovaskularni endotelialni buiiky

HOP lidské osteoprogenitorové buniky

HUVEC lidské endotelialni buiiky z pupecnikové Zily

PDGF rustovy faktor odvozeny z krevnich desticek
RUNX2 transkrip¢ni faktor 2 spojeny s Runt

TGFp transformacni riistovy faktor beta

VEC vaskularni endotelialni bunky

VE-kadherin vaskularni endotelialni kadherin

VEGF vaskularni endotelialni ristovy faktor

VEGFR2 receptor 2 pro vaskularni endotelialni riistovy faktor

vWF von Willebranduv faktor



Uvod

Co si predstavite kdyz se fekne hojeni kosti? Prvni asociaci mozna bude ¢loveék s nohou nebo
rukou v sadfe, u kterého praveé regenerace poskozené kosti probiha a vysledkem bude znovu funkéni
tkan. Neékteri pacienti vSak trpi kostnimi defekty, které jejich organismus neni schopen opravit.
Dtivodem mohou byt zdvazna zranéni, infekce, nadory ¢i poSkozeni zptisobena ischemii v dané oblasti
(Simunovic a Finkenzeller 2021).

Ziejmé nejpouzivangjSim feSenim je transplantace lidskych kostnich §tépt, které mohou mit
rozdilny ptivod. V piipadé autologniho $tépu dochazi k prenosu vlastni pacientovi tkané (obvyklym
mistem odbéru je hieben kosti kycelni) do mista poskozeni. Tato metoda je vyhodna zejména proto,
ze nedochdzi k odmitnuti §t€pu z divodu imunologické nekompatibility. Nevyhodou je vSak vytvoreni
dvou mist, kde dochézi k chirurgickému zakroku. K moznym problémim spojenych s opravou
puvodniho defektu (jako je bolest nebo tvorba hematomil) se tak prida jesté Sance na komplikace
v oblasti, ze které byl §t€p odebran. V neposledni tfadé také nékdy neni autologni $tép viibec
realizovatelny, protoze tfeba déti nemusi mit dostatek vhodné kostni tkané€ k odbéru. V tomto piipade
muze byt zvolen alogenni §té€p. Ten pochédzi bud’ z Zivého darce, ktery naptiklad podstoupil operacni
vyménu kloubu, nebo z vhodného zemielého. Nejvetsi nevyhodou je tu mozné odmitnuti Stépu diky
pfijemcoveé imunitni reakci (Vidal et al. 2020).

Stale tedy existuje prostor ke zlepSeni a hledani jinych odpovédi na tento problém. Jednou
z moZnosti je vyuZiti bunécnych kokultur. Tato technika je zaloZena na spole¢né kultivaci dvou ¢i vice
riznych bunécnych typtl in vitro s cilem vytvorit tkan, ktera bude moci byt vlozena do poskozeného
mista v pacientovi, kde dojde k integraci s jeho vlastni tkdni a bude tak zajiSténa regenerace. K cemu
je potieba vice riznych bunéénych typt? Limitni vzdalenost difuze kysliku a pottebnych zivin je 200
um (Dellaquila et al. 2021), coZ znamena, Ze §tép tvofeny jen z kostnich bun¢k mlize odumfit, protoZe
k nému pacientovi cévy nestihnou dorlst a prostd difuze nestaci. Z tohoto ditvodu by bylo vyhodné
umoznit vytvoreni cévni sité in vitro, ktera by se napojila na jiz existujici obéh pacienta.

Pti vyvoji kosti osifikace probihd dvéma zakladnimi mechanismy, bud’ jako tzv. desmogenni
(= intramembranova), nebo chondrogenni. Desmogenni osifikace je zaloZena na piimé diferenciaci
mesenchymadlnich kmenovych bunék do osteoblastli a je typicka pro vznik plochych kosti obliceje
nebo kli¢nich kosti. Naopak pii chondrogenni osifikaci dochazi k diferenciaci na chondrocyty tvofici
chrupavcitou tkan, kterd je aZz poté nahrazena tkani kostni. Mesenchymdlni kmenova buiika se
diferencuje pfes osteoprogenitorovou buiku, ze které se diky expresi transkripéniho faktoru 2
spojené¢ho s Runt (RUNX2) stava preosteoblast. Preosteoblast poté zac¢ina exprimovat osterix a zraly

osteoblast je typicky expresi RUNX2 i osterix zaroven (Salhotra et al. 2020). Osteoblast produkuje
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extracelularni matrix, kterou se postupné obklopi a vznika osteocyt, ktery uz se nedéli a je zabudovan
do tzv. osteoidu (Huang et al. 2007).

Soucasti mikroprostfedi kosti jsou i endotelialni bunky, které udrzuji osteoprogenitory
v nediferencovaném stavu, ale v pfipadé poSkozeni tkan¢ se signalizaci podili na nastartovani
diferenciace do osteoblastil, aby doslo k opravé defektu (Salhotra et al. 2020). Endotelialni bunky jsou
obecné identifikovany diky expresi molekul z diferenciaéni skupiny 31 (CD31) (Dellaquila et al.
2021). Pi1 angiogenezi dochazi diky pulsobeni angiogennich faktorti (naptiklad vaskularniho
endotelialniho ristového faktoru- VEGF) k déleni endotelidlnich bunék, jejich migraci, formovani cév
a nakonec jejich spojeni do sité, ktera je stabilizovana diky pericytim a buitkdm hladkého svalstva
(Mollentze et al. 2021).

Endotelialni buiiky rtizného pivodu (naptiklad z mikrovaskulatury a makrovaskulatury) se 1isi
svym angiogennim potencidlem. Nejpouzivanéj$imi jsou lidské endotelidlni buniky z pupecnikové zily
(HUVEC) diky jednoduchosti jejich odbéru a kultivace, ale nejedna se o mikrovaskularni buiky
typické pro kost. Lidské mikrovaskuldrni endotelidlni buinky (HMEC) zejména z dermis jsou
pouzivany méné Casto. Nadéjnou moznosti jsou také lidské endotelidlni progenitorové buiiky (EPC)
diky vys$si mife proliferace ve srovnani s endotelidlnimi buitkami (Simunovic and Finkenzeller 2021).

Mira osteogeneze, kterou zajiSt'uji osteogenni bunécné typy v kokultute, je hodnocena pomoci
ranych a pozdnich markerti osteogeneze a mnozstvi vytvorenych vapenatych usazenin. Mezi markery
rané osteogeneze je fazen RUNX2, ktery reguluje geny pro dalsi rané i pozdni markery (Mollentze et
al. 2021). Témi ranymi jsou alkalicka fosfataza (ALP) umoziujici kalcifikaci extracelularni matrix a
kolagen typu I (Huang et al. 2007), pozdnimi potom nejhojnéjsi nekolagenni protein kosti osteopontin
(Mollentze et al. 2021) a osteokalcin, ktery méni konformaci po vazb& Ca** iontli (Hauschka a Carr
1982).

Pfi hodnoceni angiogeneze mohou byt také vyuZzity markery (Castym je jiZ zminény VEGF).
Dulezitym kritériem je schopnost tvorby struktur podobnych tubullim a tvorba sité. V té je hodnocen
pocet struktur, jejich délka, pocet spoji mezi strukturami a pfipadné jsou zaznamendny znaky
pokrocile vytvotené sité jako jsou tieba buiiky exprimujici typické molekuly pro pericyty.

Pro ziskéani kokultury uspésné in vivo je tieba poznat jeji chovani in vitro. Proto cily této prace
bude shrnout a srovnat poznatky o vlivu kokultur vyuzivajicich jako osteogenni bunécny typ
osteoblasty (Ci osteoprogenitory), mesenchymalni stromalni buiikky odvozené z kostni diené a
mesenchymalni stromalni buniky odvozené z tukové tkdné s riznymi typy endotelidlnich bunék na

proliferaci, osteogenezi a angiogenezi v kokultuie in vitro.



1. Osteoblasty a osteoprogenitory

Prvnimi osteogennimi bunéénymi typy pouzivanymi v kokulturach, kterymi se zabyva tato
prace, jsou osteoblasty a lidské osteoblastové progenitorové buiky (HOP). Z mesenchymalnich
kmenovych bun¢k dochazi diferenciaci ke vzniku osteoprogenitorovych bunék, které mohou byt dale
indukovany k diferenciaci do osteoblasti. Zralé osteoblasty lze identifikovat podle exprese
osteogennich markert jako je ALP, kolagen I, osteopontin a osteokalcin (Salhotra et al. 2020). Hlavni
nevyhodou oproti ostatnim osteogennim bunéénym typim zminénym v této praci je jejich limitovana
schopnost proliferace (Simunovic and Finkenzeller 2021).

Kokultury mohou byt kultivovany bud’ ve 2D uspotddani (kokultury zminéné v této préci,
pokud neni zminéno jinak, byly kultivovany ve 2D), coz znamena kultivace bun¢k adherovanych
k plose, nebo ve 3D uspotadani (na nosici nebo bez; vizte Obr. 1), které by mélo umoznit ptiblizit se
situaci in vivo (Dellaquila et al. 2021). V kokulturdch obsahujicich osteogenni bunéény typ lidského
puvodu, které jsou zminény v této kapitole byly jako angiogenni bunécny typ nejcastéji pouZzity
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). Dale také EPC z periferni krve
(Dohle et al. 2010) a HMEC (Unger et al. 2007). U kokultur zvifeciho piivodu byly pouzity mysi
mikrovaskularni endotelialni buiiky (Barron et al. 2012) a potkani EPC z kostni dfen¢ (Giles et al.
2017).

2D kultura Nosi¢ z biomaterialu Sféroid/Organoid Bioprinting
i—. _-‘1 1 »
Ll
]

N

Obr. 1 Kultivace ve 2D, nebo 3D uspotadani. 3D uspotfadani miiZze spocivat v pouziti nosice z biomaterialu,

vytvoreni sféroidu/organoidu, nebo vyuziti bioprintingu. Upraveno (Dellaquila et al. 2021).

1.1 Proliferace

Kokultivace osteogenniho a angiogenniho bunécného typu vede k ovlivnéni proliferace bunék.
U kokultury primarnich lidskych osteoblastti s HUVEC byla zjisténa statisticky vyznamné vyss§i mira
proliferace ve srovnani s monokulturou osteoblastii (Leszczynska et al. 2013; Steiner et al. 2012). Pii

srovnani kultivace osteoblasti : HUVEC v riznych pomérech (1 : 1,1 : 4 ¢i4 : 1) vykazovala nejvyssi



miru proliferace kultivace v poméru 4 : 1, konkrétn¢ 7. den kultivace vice jak 7x vétsi pocet osteoblastti
nez byl pozorovan v monokultufe osteoblastl (Leszczynska et al. 2013). Ovlivnéni proliferace je ale
ziejme v tomto typu kokultury jednosmérné (Leszczynska et al. 2013; Steiner et al. 2012). V kokultuie
vpoméru 1 : 1 byl 5. den kultivace pozorovan 1,5x vyS§i narGst mnoZzstvi osteoblastii oproti
monokultufe osteoblasti a 7. den vice jak 2x vys$si narGist mnozstvi osteoblastd oproti monokultuie
osteoblastii. Naopak u HUVEC v této kokultufe byl 5. den kultivace zachycen niz§i nartist mnozstvi
bun¢k nez v monokultute HUVEC a 7. den nebyl z hlediska pfiristku mnozstvi HUVEC mezi
kokulturou a monokulturou vyznamny rozdil. Autofi této studie toto zjiSténi oznacili za prekvapivé,
protoze oc¢ekavali, ze osteoblasty produkujici VEGF podpofi proliferaci HUVEC (Steiner et al. 2012).
Lze tedy shrnout, ze kokultivace osteoblastii s HUVEC ve zminénych studiich vedla ke zvySeni miry
proliferace, ale pouze u osteoblastii.

Jednim z faktort ovliviiujicich miru proliferace v kokultute lidskych osteoblastii s HUVEC se
ukézalo byt usporadani kokultury. Pokud pfi kokultivaci lidskych osteoblasti s HUVEC v poméru 1:1
byla pouzita varianta kultivace v nepfimém kontaktu, tak bylo mnozstvi novych osteoblasti
v kokultufe srovnatelné s monokulturou osteoblastli, nebo dokonce mirn¢€ nizsi. Naopak u kokultivace
v pfimém kontaktu byl narlist po¢tu osteoblasti vy$si oproti monokultufe osteoblastil (Steiner et al.
2012). Kokultivace v ptimém kontaktu umoznuje komunikovat mezi bunécnymi typy skrze bunééné
spoje, coz by mohlo byt jednim z vysvétleni pro¢ byl pozorovan vyssi narist poctu osteoblasti pii
kultivaci v pfimém kontaktu ve srovnani s kultivaci v nepfimém kontaktu, kde tento typ komunikace
neni k dispozici.

Dal$im zkoumanym faktorem byla koncentrace fetalniho bovinniho séra (FBS) pouzita
v kultivaénim médiu kokultury lidskych osteoblasti s HUVEC v poméru 1 : 1. U kokultivovanych
osteoblastil se osvédcilo pouziti 10% FBS, protoze 1% FBS sice vyznamné podpofilo proliferaci
osteoblastil (v 7. dni vice jak 5x vys$§i mnozstvi novych bunck oproti monokultufe osteoblasti), ale
zpiisobilo pokles mnozstvi piibyvajicich HUVEC kazdy sledovany den oproti 1. dni. Navic
kokultivované HUVEC vykazovaly mensi nartisty poctu bunék oproti monokultute HUVEC (Steiner
et al. 2012). Z hlediska proliferace lidskych osteoblasti kokultivovanych s HUVEC v poméru 1 : 1 je
tedy zifejmé vhodnou volbou kokultivace v pfimém kontaktu v médiu obsahujicim 10% FBS.

Kultivace lidskych osteoblasti s HUVEC v poméru 1 : 1 v 1% FBS byla také pouzita ke studiu
vlivu kokultury na apoptéozu bun¢k obou bunécnych typli. Znovu zde byl pozorovan pouze
jednosmérny efekt. Kokultivované osteoblasty vykazovaly po 2 dnech kultivace (v pfimém 1 nepfimém
kontaktu) statisticky vyznamné niz§i miru apoptdézy nez monokultura osteoblastli, zatimco
kokultivované HUVEC se svoji mirou apoptdzy nijak nelisily od monokultury HUVEC. U kokultury

v ptimém kontaktu byla zjiSténa vyznamné vyssi mira fosforylace proapoptotického proteinu BCL2
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asociovaného agonisty bunécné smrti (BAD) oproti monokultuie osteoblastli, zatimco v nepfimém
kontaktu nebyla mira fosforylace BAD vyznamné odliSnd od monokultury osteoblasti (Steiner et al.
2012). V kokultufe tohoto typu tedy dochézi ke snizeni miry apoptdzy indukované kultivaci v 1% FBS,
ale navrhovany mechanismus vyuZzivajici zvysSeni fosforylace BAD neni zifejm¢ jediny, protoze ke

snizeni miry apopt6zy doslo i pii kokultivaci v neptimém kontaktu.

1.2 Osteogeneze

Ziejm¢ nejpouzivanéjSim markerem rané osteogeneze je ALP. V kokultufe primarnich
lidskych osteoblastt s HUVEC v poméru 4 : 1 byla v prabéhu 7 dni pozorovéana vzristajici mira
exprese ALP. Statisticky vyznamné vyssi mira exprese ALP oproti monokultufe osteoblastii byla
v kokultufe zaznamenana 4. a 7. den kultivace (Leszczynska et al. 2013). V kokultufe primarnich
lidskych osteoblastt s lidskymi EPC z periferni krve v poméru 3 : 2 bylo demonstrovano, Ze ptidani 5
pg/ml rekombinantniho lidského Sonic hedgehog do média vedlo k vice jak 2x vy$si mife exprese
ALP po 24 hodinach kultivace oproti kokultute bez pfidani Sonic hedgehog. Po 14 dnech kultivace
doslo k poklesu exprese ALP a ptidani Sonic hedgehog uz nevykazovalo vyznamny vliv (Dohle et al.
2010). ZvySend mira exprese ALP v kokultufe oproti monokultufe byla pozorovéna i pii kultivaci ve
3D usporadani. U sféroidu tvorenych lidskymi osteoblasty a HUVEC v poméru 1 : 1 na kolagenovém
nosici byla po 48 hodinach kultivace zaznamenédna 14x vyssi mira exprese ALP oproti monokultufe
osteoblastil (Stahl et al. 2004). Pokud byly mys$i buiiky podobné osteoblastim kokultivovany s mySimi
mikrovaskularnimi endotelidlnimi buitkami v poméru 98 : 2 na kalciumfosfatovém nosic¢i v dynamické
3D kokultufe, tak exprese ALP dosahovala po 7 dnech 143 % exprese ALP statické kokultury (Barron
et al. 2012). Kokultivace osteoblasti s angiogennim bunécnym typem tedy vede ke zvySeni miry
exprese ALP ve 2D 1 3D usporadani. Expresi ALP v kokultufe je mozné dale zvysit, konkrétné byla
pouzita aktivace signdlni drahy Hedgehog a dynamicka kultivace.

Krom¢ exprese ALP je v kokulturdch méfena i enzymatickd aktivita ALP. V kokultuie
primarnich lidskych osteoblastt s HUVEC vpomeérech 1 : 1,1 :4 14 : 1 bylau HUVEC zjisténa
zanedbatelna aktivita ALP oproti ALP aktivité osteoblasti. U kokultur tohoto typu v pfimém kontaktu
byla po 7 dnech kultivace zjisténa vyznamné vyssi aktivita ALP oproti monokultuie osteoblastl ve
vSech studovanych pomérech. Naopak pfi kultivaci v nepfimém kontaktu nebyl 7. den kultivace
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v aktivit¢ ALP u Zadné ztéchto kokultur ve srovnani
s monokulturou osteoblastli (Leszczynska et al. 2013). Vyznamné vysSi aktivita ALP ve srovnani
s monokulturou osteogenniho bunééného typu byla namétfena také v kokultufe HOP a HUVEC

v poméru 1 : 2 v ptimém kontaktu po 72 hodinach kultivace (Thébaud et al. 2012). Pfidani 5 pg/ml
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rekombinantniho lidského Sonic hedgehog do média kokultury lidskych primarnich osteoblastii a
lidskych EPC z periferni krve v poméru 3 : 2 vedlo po 14 dnech k vyznamné vyssi aktivit¢ ALP ve
srovnani s kokulturou nestimulovanou pomoci Sonic hedgehog (Dohle et al. 2010).

Enzymatickd aktivita ALP byla sledovana i ve 3D kokulturach. Ve 3D kokultufe lidskych
osteoblasti tvoficich sféroidy s HUVEC v poméru 1 : 1 byla po 48 hodindch pozorovéna statisticky
vyznamn¢ vyssi aktivita ALP (konkrétn€ 6,3x) oproti monokultufe osteoblasti (Stahl et al. 2004). Ve
3D kokultute lidskych osteoblastti linie MG-63 s HUVEC v poméru 1 : 4 na mikrovlakenném nosici
byla aktivita ALP 5. den vice jak 5x vyS$$i nez v monokultuie osteoblastii. 7. a 14. den byl oproti 5. dni
pozorovan pokles aktivity ALP, ale stile byla zaznamendna vyznamné vyssi aktivita nez
v monokultufe osteoblastli (Inomata a Honda 2019). Z vySe uvedeného vyplyva, ze kokultivace vede
ke zvySeni aktivity ALP ve 2D 1 3D uspofaddni. Pro vyznamné zvySeni aktivity ALP ve
2D kokulturach byl dalezity ptimy kontakt a byl zjistén vliv drahy Hedgehog také na aktivitu ALP.

Dalsimi sledovanymi markery osteogeneze jsou ¢asné markery kolagen I, RUNX2 a marker
pozdni osteogeneze osteokalcin. V kokultufe primarnich lidskych osteoblastii s HUVEC byla po dobu
7 dni sledovéna vzristajici exprese kolagenu I, kterd byla 4. den kultivace statisticky vyznamné vyssi
u kokultur vpoméru 1 : 1 a 1 : 4 oproti monokultufe osteoblastli. 7. den kultivace byla statisticky
vyznamn¢ vyS$$i mira exprese kolagenu I detekovana u vSech testovanych pomérta (1:1,1:414:1)
(Leszczynska et al. 2013). V dynamické 3D kokultufe mySich bunék podobnych osteoblastim
s mySimi mikrovaskularnimi endotelidlnimi bunikami na kalciumfosfatovém nosic¢i v pomeéru 98 : 2
bylo po 14 dnech kultivace detekovano jen 55 % exprese RUNX2 naméfené ve statické kokultute
tohoto typu, coz autofi oznacili za piekvapivé (Barron et al. 2012). V kokultufe lidskych primarnich
osteoblasti a lidskych EPC z periferni krve v poméru 3 : 2 nemélo pfidani 5 pg/ml rekombinantniho
lidského Sonic hedgehog do média Zadny vyznamny vliv na expresi osteokalcinu (Dohle et al. 2010).
Naopak v dynamické 3D kokultufe mySich bun€k podobnych osteoblastim s mySimi
mikrovaskularnimi endotelidlnimi bunikami na kalciumfosfatovém nosi¢i v poméru 98 : 2 bylo po
l4denni kultivaci pozorovano 1072 % exprese osteokalcinu statické kokultury (Barron et al. 2012).
Také ve 3D kokultute lidskych osteoblastii linie MG-63 s HUVEC v poméru 1 : 1 na nanokompozitnim
hydrogelu byla pozorovana vyznamné vysS$i exprese osteokalcinu ve srovnani s monokulturou
osteoblastil. 14. dne doséhla exprese osteokalcinu maxima (asi 3x vét$i mira exprese v kokultufe nez
v monokultute), 21. den kultivace byl poté zaznamenan pokles (Shahabipour et al. 2020).

Poslednim hodnoticim kritériem osteogeneze v kokultufe je mira mineralizace. U kokultury
HOP a HUVEC v poméru 1 : 2 v pfimém kontaktu byl detekovan pozitivni vliv kokultivace na miru
mineralizace, protoze kokultura 21. den kultivace vytvofila vét§i mnozstvi vapenatych usazenin ve

srovnani s monokulturou HOP (Thébaud et al. 2012). Miru mineralizace kokultury dale 1ze ovlivnit
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pomoci Sonic hedgehog. Pfidanim 5 pg/ml rekombinantniho lidského Sonic hedgehog do média
kokultury lidskych primarnich osteoblastii a lidskych EPC z periferni krve v poméru 3 : 2 se podafilo
navodit vyznamné vyS$i miru mineralizace oproti kokulture bez ptfidani Sonic hedgehog (Dohle et al.

2010).

1.3 Angiogeneze

Také pii hodnoceni UspéSnosti angiogeneze v kokultufe lze vyuzit markery. Nejcasteji
pouzivanym markerem je VEGF. V kokultufe lidskych primarnich osteoblasti s lidskymi EPC
z periferni krve v poméru 3 : 2 bylo zjiSténo, Ze primarni osteoblasty vykazuji po 24 hodinéch i 14
dnech kultivace vice jak 4x vyssi miru exprese VEGF ve srovnani s lidskymi EPC z periferni krve
(Dohle et al. 2010). Exprese VEGF v kokultute primarnich lidskych osteoblastii s HUVEC v poméru
4 : 1 po dobu 7 dni stoupala, ale pfi z&dném méfeni nebyla detekovana vyznamné vyssi mira exprese
VEGF kokulturou oproti monokultufe osteoblastii. V monokultuie osteoblastii byla pozorovana také
nejvyssi koncentrace VEGF ve formé proteinu, ale kokultury ve vSech sledovanych pomérech (1 : 1,
1 :414:1 osteoblasty : HUVEC) vykazovaly 4. i 7. den kultivace statisticky vyznamn¢ vyssi
koncentraci VEGF proteinu ve srovnani s monokulturou HUVEC (Leszczynska et al. 2013).
V kokultufe primarnich potkanich periostalnich osteoblastli s potkanimi EPC z kostni diené bylo
zaznamenano, Ze kokultura obsahujici ¢asné EPC (izolované ze 7-10denni kultury) produkuje po 24
hodinéach kultivace vyznamné vice VEGF proteinu ve srovnani s kokulturou pouzivajici pozdni EPC
(izolované ze 4tydenni kultury) (Giles et al. 2017). Miru exprese VEGF i mnozstvi VEGF proteinu se
v kokultufe lidskych primarnich osteoblastl s lidskymi EPC z periferni krve v poméru 3 : 2 podatilo
ovlivnit pfidanim 5 pg/ml rekombinantniho lidského Sonic hedgehog do média. Po 24 hodinach byla
detekovana vyznamné mira exprese VEGF 1 mnozstvi VEGF proteinu ve srovnani s kokulturou bez
Sonic hedgehog (Dohle et al. 2010).

Ve 3D kokultufe lidskych osteoblastii a HUVEC tvoficich sféroidy v pomé&ru 1 : 1 v pfimém
kontaktu na kolagenovém nosici byla pozorovana vice jak 3x vys§i mira exprese receptoru 2 pro VEGF
(VEGFR2) oproti monokultute HUVEC. V kokultufe ale byla detekovdna 3,6x niz§i mira exprese
VEGF nez v monokultute osteoblastl (Stahl et al. 2004). Ve 3D kokultute lidskych osteoblastil linie
MG-63 s HUVEC v poméru 1 : 4 na mikrovlakenném nosici bylo 5., 7., i 14. den kultivace detekovano
vyznamné niz§i mnozstvi VEGF ve formé proteinu ve srovnani s monokulturou osteoblastii. Autofi
predpokladaji, ze k tomu doslo diky tomu, ze HUVEC VEGF proteiny absorbovaly (Inomata a Honda
2019). Toto vysvétleni bylo predstaveno jiz diive, konkrétné bylo navrzeno, ze HUVEC vytvoiené

proteiny v kokultufe hned po produkci vyuziji k nastartovani intraceluldrnich signdlnich kaskad
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(Grellier et al. 2009a), coz by odpovidalo mechanismu tyrosinkindzovych receptorti (mezi néz patii i
VEGF receptory), které jsou po aktivaci endocytovany do buiiky.

Dalsimi markery angiogeneze jsou angiogenni faktory angiopoetin 1 a angiopoetin 2.
V kokultute lidskych osteoblastii s HUVEC v poméru 1 : 1 byl demonstrovan vliv typu kokultivace na
expresi a mnozstvi receptoru pro angiopoetin 1 ve formé& proteinu. 3D kokultura vyuzivajici
kolagenovy nosi¢ vykazovala po 48 hodinach 6,5x vyssi miru exprese i 3x vysS§i mnozstvi tohoto
receptoru ve formé proteinu nez 2D kokultura (Stahl et al. 2004). I u téchto markerti byl pozorovan
vliv pfidani Sonic hedgehog. Kokultura lidskych primérnich osteoblastii s lidskymi EPC z periferni
krve vpoméru 3 : 2 po pfidani 5 pg/ml rekombinantniho lidského Sonic hedgehog do média
vykazovala po 24 hodinéach kultivace vyznamné¢ vys$s$i miru exprese angiopoetinu 1 i angiopoetinu 2
neZ kokultura bez pfidani Sonic hedghehog. U angiopoetinu 1 bylo statisticky vyznamné vyssi
mnozstvi detekovano po 24 hodinach i ve formé proteinu (Dohle et al. 2010).

Dulezitou podminkou pro Uspé$nou angiogenezi v kokultufe in vitro je schopnost tvorby
struktur podobnych tubulim a jejich organizace do siti. U kokultur pouzivajicich primarni lidské
osteoblasty s HMEC v poméru 4 : 26 1 u osteoblastl linie MG-63 s HMEC v poméru 4 : 26 v pfimém
kontaktu byla 18. den kultivace pozorovana tvorba struktur podobnych tubulim. Prekvapive pii pfidani
10 ng/ml VEGF a 50 ng/ml fibroblastového rtistového faktoru 2 (FGF-2) nebyla 18. den pozorovana
Zadna tvorba téchto struktur. Pti kultivaci v nepfimém kontaktu, nebo pfi pfidani sekretomu jednoho
bunécného typu k monokultuie druhého bunééného typu také nebyla Zadna tvorba pozorovana (Unger
et al. 2007). V kokultute HOP a HUVEC v poméru 1 : 2 v pfimém kontaktu byl pozorovan pohyb
HUVEC pod¢él HOP. V monokulturdch k Zadnému srovnatelnému pohybu nedochéazelo. Po 48
hodinach kultivace byla v kokultufe zaznamenéana vytvofena sit’ ze struktur podobnych tubulim
(Thébaud et al. 2012). V kokultufe primarnich lidskych osteoblastl s lidskymi EPC z periferni krve
v poméru 3 : 2 byla také pozorovana tvorba struktur podobnych tubuliim. Pokud ale byl do média
kokultury pfidan inhibitor Sonic hedgehog signalizace cyclopamin (v koncentraci 5, 10 nebo 20
umol/l), byla tvorba téchto struktur inhibovdna a pii nejvyssi koncentraci inhibitoru se struktury
podobné tubuliim jiz témét netvotily. Naopak pii pfidani 5 pg/ml rekombinantniho lidského Sonic
hedgehog do média kokultury byla po 24 hodinach i 14 dnech kultivace zaznamenana vyznamné vyssi
celkova délka i plocha struktur podobnych tubulim oproti kokultufe bez Sonic hedgehog v médiu
(Dohle et al. 2010). V kokultufe primarnich potkanich periostalnich osteoblasti a potkanich EPC
z kostni dfené bylo ukazano, Ze typ pouzitych EPC ovlivituje i tvorbu struktur podobnych tubuliim.
Pokud bylo kokultivovano 5000 osteoblastii s 2 x 10° ¢asnych EPC, tak kokultura tvofila vétsi pocet
struktur podobnych tubulim s celkovou vyssi délkou oproti monokultuie casnych EPC. Naopak

kokultura 5000 osteoblastii s 2 x 10° pozdnich EPC tvofila niz§i pocet struktur podobnych tubulim (i
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s niz$i celkovou délkou) nez monokultura pozdnich EPC i kokultura vyuZzivajici casné EPC (Giles et
al. 2017).

Tvorba struktur podobnych tubuliim byla zaznamenéna i ve 3D kokulturach. Ve 3D kokultute
lidskych osteoblasti s HUVEC v poméru 1 : 1 v pfimém kontaktu na kolagenovém nosi¢i obohacené
025 ng/ml VEGF a 25 ng/ml FGF-2 byly zaznamendany struktury podobné tubulim, ale byly vyznamné
uzsi a méné organizované nez podobné struktury zaznamenané u monokultury HUVEC. Navic
obsahovaly 1 méné¢ oblasti pozitivnich na marker endotelidlnich bunék diferenciacni faktor 31 (CD31)
(Wenger et al. 2004). Sféroidy HUVEC na kolagenovém gelu vykazovaly minimalni tvorbu struktur
podobnych tubulim, ktera ale byla vyrazné zvysena po ptidani 25 ng/ml VEGF a 25 ng/ml FGF-2 do
kultivaéniho média. Ve 3D kokultufe primarnich lidskych osteoblasti s HUVEC ve form¢ sféroidu
v piimém kontaktu na kolagenovém nosici (15000 osteoblastti + 30 sféroid kazdy o 500 bunikach na
0,7 ml kolagenového gelu) ale byla tvorba téchto struktur témét zcela inhibovéna i v piipad¢ ptidani
angiogennich faktorti. Pokud vsSak byla kokultivace provedena v nepiimém kontaktu, nebo byl
k HUVEC sféroidim piidan sekretom osteoblastl, tak zddnd vyznamnd inhibice tvorby struktur
podobnych tubulim ve srovndni s HUVEC sféroidy nebyla pozorovana. Vétsi tvorbu struktur
podobnych tubuliim neZ sféroidy HUVEC vykazovaly sféroidy lidskych EPC z pupecnikové krve (pfi
piidani VEGF a FGF-2 byla mira tvorby struktur jesté dale zvysSena). V ptipad¢ kokultivace v pfimém
kontaktu zde ale navic na rozdil od kokultury vyuZivajici HUVEC nebyla pozorovana vyznamna
inhibice tvorby struktur podobnych tubulim ve srovnani se sféroidy EPC (Stahl et al. 2005). Tvorba
struktur podobnych tubulim byla pozorovana i u 3D kokultur primérnich lidskych osteoblastil
s HMEC nebo osteoblastii linie MG-63 s HMEC v poméru 1 : 6,5 na siti z fibroinu ¢i v poméru 15 :
85 na jinych typech nosi¢t (hydroxapatitu, NiTi a trikalciumfosfatu) (Unger et al. 2007). Ve 3D
kokultute lidskych osteoblastl linie MG-63 s HUVEC v poméru 1 : 4 na mikrovlakenném nosici byla
7. den kultivace pozorovana tvorba struktur podobnych tubuliim, které 14. den kultivace vytvofily sit
(Inomata a Honda 2019). I 3D kokultura lidskych osteoblastt linie MG-63 s HUVEC v poméru 1 : 1
na nanokompozitnim hydrogelu vykazovala 3. a 9. den kultivace tvorbu struktur podobnych tubultim,
zatimco monokultura HUVEC v tomto uspofadani Zadné struktury podobné tubulim netvotila
(Shahabipour et al. 2020). Lze tedy shrnout, Ze tvorba struktur podobnych tubulim byla pozorovana
ve 2D 1 3D uspofadani v riznych typech kokultur pouzivajicich jako osteogenni bunécny typ
osteoblasty nebo osteoprogenitory, ale tvorba siti byla zaznamenéana jen ve dvou vysSe zminénych

kokulturach.
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2. BMSC

Mesenchymalni stroméalni buniky odvozené z kostni diené (BMSC) jsou druhym osteogennim
typem v této praci a prvnim patficim mezi MSC. S ve zkratce BMSC miize znamenat jak stromalni,
tak i kmenové (stem) buiikky a ob&é oznaCeni byla diive pouzivana zaménitelné, coz dnes neni
doporuceno (Viswanathan et al. 2019). MSC ve smyslu mesenchymalnich stromalnich bunék jsou
definovany podle 3 zékladnich kritérii: 1) jsou schopny adherovat k plastovému povrchu, 2) exprimuji
povrchové markery CD73, CD90, CD105 nebo CD13, ale neexprimuji CD14, CD19, CD31, CD45 a
HLA-DR (lidsky leukocytarni antigen tfidy DR) a 3) jsou schopny in vitro diferenciace do adipocyti,
osteoblastii a chondrocyt. Dal$imi povrchovymi markery pro MSC pochazejici z kostni diené jsou
napiiklad také CD29, CD44 a CD271 (Mollentze et al. 2021). Navic byla navrzena moznost odliSeni
BMSC podle molekularni identity ziskané analyzou diferencialni genové exprese. Tato analyza
odhalila, ze BMSC ziskané ze dvou riznych pacientll ze stejné lokace (naptiklad z hiebene kosti
kycelni) jsou si genovou expresi podobnéjsi nez BMSC ze dvou rtiznych lokaci u stejného pacienta
(Zou et al. 2022). Nevyhodou BMSC oproti mesenchymalnim stromalnim buiikdm odvozenym
z tukové tkané (ADSC) je vétsi pravdépodobnost vzniku komplikaci po odbéru (Rautiainen et al.
2021).

Kokultury obsahujici BMSC jsou studovany jak ve 2D uspotfadani, tak 1 ve 3D. NejcCastéji
pouzivanym pomeérem v kokulturach zminénych v této kapitole je 1 : 1 BMSC : angiogenni buné¢ny
typ, coz plati jak pro kokultury obsahujici pouze lidské bunky (Jinling et al. 2014; Liang et al. 2017,
Nguyen et al. 2020; Piard et al. 2019; Steiner et al. 2012), tak 1 pro ty, které pouZzivaji buiiky zvifeciho
puvodu (Ge et al. 2018; Hou et al. 2017; Peng et al. 2019; Steiner et al. 2017; Xu et al. 2020; Zhang et
al. 2019). Angiogennim bunénym typem ve vybranych kokulturdch s BMSC lidského piivodu 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 kostni dfen¢ (Liang et al.
2017), lidské aortalni endotelidlni buiiky (Tsai et al. 2015), lidské MSC odvozené z amnionu (Bian et
al. 2019) a lidské endotelialni buiiky tvofici kolonie (ECFC) (Gawlitta et al. 2011). U BMSC zvitfeciho
ptuvodu byly také pouzity HUVEC (Mohammadi et al. 2015; Shen et al. 2019; Zhang et al. 2019), nebo
EPC z rGznych zdrojii, konkrétné mysi EPC z kostni diené (Ge et al. 2018; Hou et al. 2017), mysi
embryonalni EPC linie T17b (Steiner et al. 2017), krali¢i karotidalni EPC (Peng et al. 2019) a potkani
EPC z kostni diené (Xu et al. 2020).
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2.1 Proliferace

Kokultivace ovlivituje miru proliferace lidskych BMSC. Pii kokultivaci lidskych BMSC
s lidskymi aortalnimi endotelidlnimi bunkami v pomeéru 1 : 2 (Tsai et al. 2015), s lidskymi EPC z kostni
dfen¢ v poméru 1 : 1 (Liang et al. 2017), nebo s lidskymi MSC odvozenymi z amnionu v poméru 1 :
3 (Bian et al. 2019) byla zjiSténa statisticky vyznamné vyS$i mira proliferace ve srovnani
s monokulturou lidskych BMSC. Pozitivni vliv kokultivace na miru proliferace byl ve srovnani
s prislusnymi monokulturami ukazéan i pii vyuziti trikultury lidskych BMSC, HUVEC a lidskych
bun¢k hladkého svalstva pupecnikové zily v poméru 2 : 1 : 1, stejné jako u tetrakultury (1 : 1:1: 1),
kde ¢tvrtym bunéénym typem k pfedchozim zminénym byly lidské dermalni fibroblasty (Wang et al.
2020). Jakym zpisobem bude mira proliferace ovlivnéna zalezi i na uspotéddani kokultury. Ve 2D
kokultuie lidskych BMSC a lidskych MSC odvozenych z amnionu v poméru 1 : 3 byl nalezen
vyznamné vys$si podil BMSC v S fazi oproti monokultuie BMSC pii vyuziti kokultivace v neptfimém
kontaktu, zatimco pfi vyuziti kokultury v pfimém kontaktu byl podil vyznamné nizsi ve srovnani
s monokulturou (Bian et al. 2019). Zéaroven bylo upozornéno 1 na odlisné chovani kokultury ve 2D a
3D usporadani. 2D kokultura lidskych BMSC a lidskych EPC z kostni dfené v poméru 1 : 1 6. den
kultivace nevykazovala zadny rozdil v proliferaci oproti pfisluSné monokultufe, zatimco stejna
kokultura ve 3D uspofadani 6. den vykazovala statisticky vyznamné vy$$i mnoZzstvi BMSC pfi pocitani
bunék v Sesti ndhodné vybranych poli¢kach oproti monokulture BMSC (Liang et al. 2017).

V kokulturach s buitkami zvifeciho ptivodu byl také popsan vliv na proliferaci. Pii 3D
kokultivaci potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 1 na kolagenovém nosici byla zji§téna vyznamné
vy$$i mira proliferace BMSC ve srovnani s monokulturou BMSC (Zhang et al. 2019). Tento efekt byl
pozorovan i pfi pfidani sekretomu angiogenniho bunééného typu. U monokultury potkanich BMSC
byla po pfidani sekretomu mySich embryonalnich EPC linie T17b pozorovana vyznamné vyssi mira
proliferace oproti samotné monokultufe BMSC (Steiner et al. 2017). Z hlediska proliferace
angiogenniho bunécného typu byla popséna odlisnéd situace pii kokultivaci a pfidani sekretomu
z BMSC k monokultufe. V kokultufe mySich BMSC a mySich EPC z kostni dfen¢ v poméru 1 : 1 byl
pozorovéan vyznamné vys$si pocet EPC v kokultuie na 1 mm? ve srovnani s monokulturou EPC (Hou
et al. 2017). Naopak pfi ptidani sekretomu potkanich BMSC k mySim embryonalnim bunkam linie
T17b nebyl pozorovan Zadny vyznamny rozdil v proliferaci ve srovnani s monokulturou (Steiner et al.
2017).

Mira proliferace v kokultufe zavisi i na kultivaénich podminkach. Stejn¢ jako v ptipade
lidskych osteoblastii kokultivovanych s HUVEC i lidské BMSC kokultivované s HUVEC v poméru 1
: 1 pfi pouziti 1% FBS v médiu vykazovaly vyznamné vy$si miru proliferace BMSC oproti

monokultute BMSC. Zaroven se v tomto uspotfadani oproti prvnimu dni ve vSech sledovanych usecich
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snizovalo mnozstvi pfibyvajicich HUVEC. Od kokultury HUVEC s osteoblasty se vSak kokultura
s monokulturou BMSC (Steiner et al. 2012). Diky tomuto zjisténi by bylo vhodné zvazit pouziti nizsi
koncentrace séra pro tento typ kokultury, ale zaroven je nutné vyvazit pozitivni u¢inky na proliferaci
BMSC s minimalizaci negativniho vlivu na mnozstvi HUVEC. Z hlediska vlivu koncentrace kysliku
v poméru 1 : 1 v normoxickych podminkéch, ale 1 v hypoxickych byl pozorovan témét konstatni rist
po dobu Sesti dni. Pro navozeni hypoxickych podminek se jako vhodnad jevi aplikace
dimethyloxalylglycinu, protoze pti vyuziti CoClz byla pozorovana nekrotizace BMSC (Nguyen et al.
2020). Z vyse uvedeného lze tedy vyvodit, ze kokultivace BMSC s angiogennim bunéénym typem
vede ke zvySeni miry proliferace ve srovnani s monokulturou BMSC, ale je nutné optimalizovat
podminky pro konkrétni kokulturu.

Angiogenni a osteogenni bunéény typ se ovliviluji i z hlediska miry apoptdzy. Kokultura
lidskych BMSC kokultivovanych s HUVEC v poméru 1 : 1 kopirovala zjisténi z kokultury lidskych
osteoblasti s HUVEC. Byla pozorovana vyznamné niz8i mira apoptézy kokultivovanych BMSC
v pfimém 1 nepfimém kontaktu oproti monokultufe BMSC. Autofi popsali, ze u kokultury v pfimém
kontaktu byla detekovana vyznamné vyss§i mira fosforylace BAD oproti monokultuie BMSC, zatimco
u kokultury v nepfimém kontaktu se mira fosforylace BAD v kokultufe vyznamné neliSila od
monokultury BMSC (Steiner et al. 2012). U kokultury potkanich BMSC a mySich embryonélnich EPC
linie T17b v poméru 3 : 1 bylo zjisténo, ze kokultivované EPC vykazovaly vyznamné niz§i miru
apoptozy nez monokultura EPC. Naopak u BMSC v této kokultufe nebyl pozorovan zadny vyznamny

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

2.2 Osteogeneze

BMSC mohou byt v kokulturach pouzivany v roli osteogenniho bunécného typu. Stejné jako u
kokultur vyuzivajicich osteoblasty i1 u kokultur s BMSC je dalezitym ranym markerem osteogeneze
ALP. U kokultury potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2 byla pozorovana zvySujici se exprese
ALP 3. den oproti 1. dni, pficemZz maxima dosdhla 7. den. 14. den uz byl zaznamenan pokles na
hodnotu nizs$i nez kterd byla naméfena 1. den. Ve vSech sledovanych casech byla exprese ALP
v kokultute statisticky vyznamné vys$$i nez v monokulture BMSC (Shen et al. 2019). Pii 3D
kokultivaci potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 1 na kolagenovém nosi¢i byl pii sledovani
exprese ALP 5., 15. a 25. den také pozorovén pokles, s minimalni expresi 25. den kultivace. Na rozdil
od pfedchozi zminéné kokultury tu vSak nebyla v Zaddném méteném Useku detekovana vyznamné

odlisnd exprese ALP v kokultufe ve srovnani s monokulturou BMSC (Zhang et al. 2019). Prti
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porovnavani koncentrace ALP proteinu v kokulturach krali¢ich BMSC a krali¢ich karotidalnich EPC
byla podle ofekavani detekovana vyznamné vyssi koncentrace ALP ve formé proteinu u kokultur
s vyssim/stejnym pomérem BMSC : EPC (3 : 1,2 : 1 a 1: 1) oproti kokulturdm s vy$$§im pomérem
EPC (BMSC : EPC 1 : 2 nebo 1 : 3) (Peng et al. 2019).

Krom¢ kvantifikace mnozstvi ALP ve formé mRNA nebo proteinu je v kokulturdch
obsahujicich BMSC méfena i aktivita ALP. Vyznamné vyssi aktivita ALP ve srovnani s monokulturou
lidskych BMSC byla namétena 7. a 14. den v kokulture lidskych BMSC s lidskymi MSC odvozenymi
z amnionu v poméru 1 : 3, ale pouze pokud byly kultivovany v nepiimém kontaktu, v pfimém kontaktu
zadny vyznamny rozdil detekovan nebyl (Bian et al. 2019). Naopak v kokultute lidskych BMSC
s HUVEC v poméru 1 : 2 v ptimém kontaktu byla statisticky vyznamn¢ vyssi aktivita ALP oproti
monokultute HUVEC v Sesti méfenich ze sedmi v rdmci 7 dni (Thébaud et al. 2012). V kokultuie
potkanich BMSC a potkanich EPC z kostni dfené¢ v poméru 1 : 1 byla 7. i 14. den detekovédna
vyznamné vyssi aktivita ALP oproti monokultufe BMSC (Xu et al. 2020). U kokultury potkanich
BMSC a mysich embryonalnich EPC linie T17b v poméru 1 : 1 v pfimém kontaktu byla po 48
hodinéach kultivace zaznamendana statisticky vyznamné nizsi aktivita ALP ve srovnani s monokulturou
BMSC (Steiner et al. 2017). U 3D kokultury potkanich BMSC a HUVEC v pfimém kontaktu v poméru
1 : 1 na kolagenovém nosi¢i byla 5. a 15. den také zmétfena vyznamné niz8i aktivita ALP nez
v monokultufe potkanich BMSC (Zhang et al. 2019). Vyssi aktivita ALP byla tedy pozorovéana u obou
kokultur pouZzivajicich Cisté lidské buniky, ale pro osvétleni potencialniho vlivu kultivace v pfimém,
nebo nepiimém kontaktu by bylo tfeba srovnat jednotlivé kokultury pii stejnych kultivacnich
podminkéch a z divodu vysledki ze zvitecich kokultur nejlépe pii vyuziti 2D i 3D usporadani.

V kokulturach s BMSC jsou sledovany i dal$i ¢asné markery, v nize zminénych jde o RUNX2
a kolagen typu I. U kokultury lidskych BMSC a lidskych MSC odvozenych z amnionu v poméru 1 : 3
v nepiimém kontaktu byla 7. 1 14. den detekovana vyznamn¢ vyssi mira exprese RUNX2 ve srovnani
s monokulturou, zatimco pfii kultivaci v pfimém kontaktu Zadny rozdil pozorovan nebyl (Bian et al.
2019). Pii kokultivaci potkanich BMSC a potkanich EPC z kostni dfené v poméru 1 : 1 byla 14. den
kultivace zaznamenana o vice jak 42 % vyssi exprese RUNX2 ve srovnani s monokulturou potkanich
BMSC (Xu et al. 2020). Pokud byly potkani BMSC a HUVEC v poméru 1 : 2 kokultivovany
v osteogennim médiu, tak exprese RUNX2 byla vyznamné vyssi 3., 7. i 14. den kultivace ve srovnani
s monokulturou BMSC. Maximalni exprese byla detekovéana 7. den, konkrétné byla vice jak 2x vyssi
ve srovnani s expresi RUNX2 v monokultufe. Exprese kolagenu I byla vyznamné vyssi 1. den (kdy
byla maximalni a vice jak 3x vys§i ve srovnani s monokulturou) a 3. den kultivace pfi porovnani
s monokulturou BMSC, naopak 7. a 14. den uz byla vyznamné nizsi. Pii pouziti kokultury v riistovém

médiu byla exprese kolagenu I 1. den vyznamné nizsi nez monokultury, vS§echny ostatni sledované dny
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se exprese kolagenu I ani RUNX2 neli$ila od monokultury BMSC (Shen et al. 2019). Ve 3D kokultute
potkanich BMSC a HUVEC v poméru 1 : 1 na kolagennim nosi¢i nebyla 5., 15. ani 25. den
zaznamenana vyznamné odliSnd exprese RUNX2 ani kolagenu I pfi srovnani s monokulturou
potkanich BMSC (Zhang et al. 2019).

Mezi sledované pozdni markery osteogeneze jsou u kokultur s BMSC zatazeny osteokalcin a
osteopontin. V kokultuie lidskych BMSC a lidskych mesenchymalnich bunék odvozenych z amnionu
vpoméru 1 : 3 byla 14. den zjiSténa vice jak 3x vySS$i mira exprese osteokalcinu pii kokultivaci
v nepiimém kontaktu ve srovnani s monokulturou BMSC. Pii kokultivaci v pfimém kontaktu zadny
rozdil nebyl pozorovan (Bian et al. 2019). Ve 3D kokultuie potkanich BMSC a HUVEC v pom¢éru 1 :
1 na kolagenovém nosi¢i byla také zjisténa vyznamné vysSi exprese osteokalcinu v porovnani
s monokulturou BMSC, konkrétn€ 25. den vice jak 5x vyS§i exprese ve srovnani s monokulturou
(Zhang et al. 2019). Exprese osteopontinu byla v kokultuie potkanich BMSC a potkanich EPC z kostni
dfen¢ v poméru 1 : 1 o vice nez 34 % vys$i nez v monokultuie potkanich BMSC (Xu et al. 2020).

Uspésnost osteogeneze kokultury je také mozné ohodnotit diky srovnani tvorby vapenatych
usazenin s odpovidajici monokulturou. Pfi kokultivaci lidskych BMSC s lidskymi MSC z amnionu
vpoméru 1 : 3 vnepfimém kontaktu bylo po 14 dnech detekovdno obarvenim vice véapenatych
usazenin nez v monokultufe lidskych BMSC (vizte Obr. 2 na dalsi stran¢) (Bian et al. 2019). U
potkanich BMSC kokultivovanych s HUVEC v poméru 1 : 2 bylo také po 14 dnech detekovano vice
vapenatych usazenin neZ v monokultufe potkanich BMSC (Shen et al. 2019). 3D kokultura potkanich
BMSC a HUVEC v poméru 1 : 1 na kolagenovém nosici sice vykazovala mezi 5. a 25. dnem sledovani
pomalejsi mineralizaci nez monokultura potkanich BMSC obohacend o 40 ng/ul kostniho
morfogenniho proteinu 2 (BMP-2), ale 25. den byla v kokultufe pozorovana vyssi mira mineralizace
nez v monokultuie BMSC i monokultute BMSC s ptidanym BMP-2 (Zhang et al. 2019). Je tedy mozné
nez samotné monokultury.

Na osteogenezi ma vliv koncentrace kysliku pouzita pii kultivaci. V kokultute lidskych BMSC
a HUVEC vpoméru 1 : 1 bylo demonstrovano, Ze hypoxické podminky navozené chemicky mayji
negativni vliv na osteogenni diferenciaci lidskych BMSC v osteogennim médiu, protoZe za téchto
podminek ve srovnani s normoxii nevznika barvitelna vapenatd usazenina ani po 9 dnech kultivace na
rozdil od kokultivace pouze v osteogennim meédiu. Také exprese ALP 1 kolagenu typu I byla vyznamné
vys$$i v podminkéch s normélni koncentraci kysliku. Z tohoto diivodu bylo navrzeno, Ze by kokultura
méla byt zpocatku v normoxickém prostiedi, aby doslo k navozeni osteogeneze a teprve poté miize byt

kratce pouzito hypoxické prostiedi kviili podpofe angiogeneze (Nguyen et al. 2020). Naopak
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usazenin v hypoxickych podminkach nez u kokultury v normoxii. Je vSak nutné zminit, Ze v tomto

experimentu byla pouzita vyrazn¢ delsi doba sledovani, konkrétné 22 dni (Gawlitta et al. 2011).

BMSC mono AMSC mono Kokultura
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Obr. 2 Srovnani mnozstvi obarvenych vapenatych usazenin v monokulturach a kokultuie. V kokultute lidskych
BMSC s lidskymi MSC z amnionu v poméru 1 : 3 vnepfimém kontaktu (Kokultura) bylo po 14 dnech
pozorovano vice vapenatych usazenin neZz v monokultute BMSC (BMSC mono) nebo monokultute MSC

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

2.3 Angiogeneze

Vyznamnym markerem vyuzivanym pro hodnoceni angiogeneze je VEGF. V kokultute
lidskych BMSC s lidskymi MSC odvozenymi z amnionu v poméru 1 : 3 v nepiimém kontaktu byla
14. den zjisténa vice jak 2x vysSi mira exprese VEGF 1 vice jak 2x vétsi mnoZstvi VEGF proteinu ve
srovnani s monokulturou BMSC. Pokud ale byla kokultivace provedena v pfimém kontaktu, tak nebyl
pozorovan zadny rozdil vexpresi ani mnozstvi VEGF proteinu v kokultufe ve srovnani
s monokulturou BMSC (Bian et al. 2019). Pii pouziti kultivace v pfimém kontaktu v kokultufe
lidskych BMSC a lidskych EPC z kostni diené v poméru 1 : 1 nebyl pozorovan Zadny rozdil
v koncentraci VEGF receptoru VEGFR2 ve srovnani s monokulturou EPC (Liang et al. 2017).
Sekretom kokultury mySich BMSC a mySich EPC z kostni dfen¢ v poméru 1 : 1 v nepfimém kontaktu
vykazoval vyznamné vy$Si mnoZstvi VEGF proteinu nez sekretom monokultury mysich BMSC (Ge
et al. 2018). U kokultury potkanich BMSC a mysich embryonalnich EPC linie T17b v poméru 3 : 1
v pfimém kontaktu také nebyl pozorovéan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi VEGF ve formé
proteinu oproti monokultufe BMSC (Steiner et al. 2017). Ve 2D kokulturach obsahujicich BMSC se

zda, ze dochazi ke zvysené produkci VEGF jen pii kultivaci v nepfimém kontaktu a v pfimém tedy
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dochazi k ovlivnéni angiogeneze jinym zpusobem. Ve 3D kokultute potkanich BMSC a HUVEC
v poméru 1 : 1 v pfimém kontaktu ale byla po 24, 16 i 48 hodinach zaznamenana vyznamn¢ vyssi
koncentrace proteinu VEGFR2 ve srovnani s monokulturou HUVEC (Mohammadi et al. 2015), coz
by mohlo ukazovat na roli VEGF 1 v piimém kontaktu. Bylo by tifeba ud¢lat vice studii s riiznymi
bunéénymi typy ve 3D uspotadani a porovnat s témi ve 2D, aby bylo mozné zjistit, jestli jde o fenomén
specificky pro 2D usporadani.

Krom¢ VEGF jsou v kokulturach sledovany i dal§i markery ukazujici na pozitivni vliv
kokultivace na angiogenezi. V kokultute lidskych BMSC a lidskych EPC z kostni dien¢ v poméru 1 :
1 bylo zjisténo statisticky vyznamné vétsi mnozstvi receptoru pro rustovy faktor odvozeny z krevnich
desticek (PDGF) ve formé proteinu ve srovnani s obéma piislusnymi monokulturami (Liang et al.
2017). V kokultufe lidskych BMSC a lidskych mesenchymalnich bunék odvozenych z amnionu
vpoméru 1 : 3 byla 14. den sledovdna vyznamné vys$i mira exprese angiogeninu ve srovnani
s monokulturou BMSC (Bian et al. 2019). Pti kokultivaci mySich BMSC a mysich EPC z kostni dfené
vpoméru 1 : 1 vnepiimém kontaktu bylo v kokultufe detekovano vyznamné vice CD31 a von
Willebrandova faktoru (vWF) ve formé mRNA 1 proteinu nez v monokultute EPC. Pokud ale byl
k monokultufe EPC pfidan sekretom BMSC a anti-VEGF protilatka, doSlo k vyraznému sniZeni
mnozstvi mRNA 1 proteinu CD31 1 vWF oproti monokulture EPC se sekretomem BMSC kam
protilatka pfidana nebyla, coz ukazuje na provazanost s drahou VEGF (Ge et al. 2018).

Dal8im krokem po zjisténi produkce angiogennich markert je zhodnoceni schopnosti kokultury
tvoftit struktury podobné tubulim a sité. Kokultivace lidskych BMSC s HUVEC umoZiiuje tvorbu siti
tvofenych strukturami pfipominajicimi tubuly (Chen et al. 2018; Jinling et al. 2014; Thébaud et al.
2012; Tsigkou et al. 2010; Xiao et al. 2018), které monokultura HUVEC tvofit nedokaze (Jinling et al.
2014; Li et al. 2011; Xiao et al. 2018). Sité jsou tvoteny ve 2D i 3D uspotadéani kokultury (Jinling et
al. 2014). Ve 3D kokultufe lidskych BMSC a HUVEC v poméru 1 : 1 na fibrinovém nosici byly
zejména v oblastech spoju sit¢ detekovany buniky pozitivni na neuralni gliovy antigen 2, ktery ukazuje
na diferenciaci v pericyty, které jsou spojovany s vysokou kvalitou sité. V odpovidajicich
monokulturdch Zadné buiiky pozitivni na neurélni gliovy antigen 2 nalezeny nebyly (Pill et al. 2018).
Ve srovnani s kokulturami HOP a HUVEC (Thébaud et al. 2012) i ADSC a HUVEC (Jinling et al.
2014) ale byly sit¢ hodnoceny jako méné organizované. Naopak pii porovnani s HUVEC
kokultivovanymi s lidskymi MSC zpupecni S$ilry, lidskymi indukovanymi pluripotentnimi
kmenovymi bunikami, nebo lidskymi embryonalnimi kmenovymi buitkami nebyl mezi sit¢émi zadny
rozdil (Chen et al. 2018). Lidské BMSC jsou schopny v kokultuie s HUVEC tspésné tvofit sité ze
struktur pfipominajicich tubuly, ale pii rozhodovani mezi nimi a ADSC jsou v tomto ohledu ADSC

ziejme lepsi volbou.
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Tubuléarni struktury dokazou tvofit i kokultury obsahujici buiiky zvifeciho ptivodu. Piikladem
mohou byt kralici BMSC kokultivované s krali¢imi karotidalnimi EPC vpoméru 1:1,1:2¢1:3
(Peng et al. 2019) nebo 3D kokultura potkanich BMSC a HUVEC v poméru 1 : 4 (Mohammadi et al.
2015).

Ke zlepSeni angiogeneze v kokultufe bylo navrzeno pouziti hypoxickych podminek.
V kokultufe lidskych BMSC a HUVEC v poméru 1 : 1 byl pozorovan kladny efekt hypoxickych
podminek navozenych pfidanim 0,5 mmol/l dimethyloxalylglycinu. Ten se projevil vyznamné vyssi
expresi endotelidlniho markeru vWF ve srovnani s jinymi hypoxickymi podminkami i samotnou
kultivaci v osteogennim médiu, coz souviselo i1 s vyraznéj$im zbarvenim oproti ostatnim podminkdm
pii detekce v ramci imunohistochemické analyzy vWF (Nguyen et al. 2020). Pti kokultivaci lidskych
BMSC s lidskymi ECFC v poméru 4 : 1 ale nebyla pii zavedeni hypoxie (2-5 % O2) pozorovana tvorba
prevaskularnich struktur, zatimco v normoxii ano (Gawlitta et al. 2011). Myslim, Ze by bylo vhodné

zjistit jestli by se netispéSnost organizace bunék opakovala i v kokultuie s HUVEC.
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3. ADSC

Mesenchymalni stromélni buiikky odvozené z tukové tkan¢ (ADSC) jsou tietim uvadénym
osteogennim typem v této praci. Pro jejich definici jsou pouzivana stejnd pravidla jako u BMSC, jejich
dalsi povrchové markery identifikovatelné pritokovou cytometrii jsou naptiklad CD10, CD29 ¢i CD44
(Mollentze et al. 2021). Vyznamnou vyhodou lidskych ADSC je moZznost jejich ziskani liposukci,
ktera poskytuje dostatecné mnozstvi bunck a vykazuje nizsi riziko komplikaci po odbéru nez napiiklad
odbér lidskych BMSC (Rautiainen et al. 2021). Ve dvou nize zminénych studiich pouzivajicich lidské
bunky byly pouZzity ADSC odebrané z prsni tkan¢ (Mutschall et al. 2020; Steiner et al. 2012), dvé
pfesny plvod bunék nezminuji (Pill et al. 2018; Genova et al. 2019) a ostatni vyuzZily ADSC
pochazejici z abdominalni oblasti (Jinling et al., 2014; Kook et al., 2018; Mokhtari-Jafari et al., 2021;
osteogenni diferenciaci nez lidské abdominalni ADSC (Iwen et al. 2014), ale v kokultufe nebyly
pouzity v zadné ze zminovanych studii.

Stejné jako u predchozich typt i zde mohou byt kokultury typu 2D a 3D. Byla zde testovana i
3D kultivace v perfuznim bioreaktoru (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Z hlediska pomérti bun¢k se zda
optimalnim pomeér 1 : 1 ADSC : angiogenni typ (Zhao et al. 2012; Mutschall et al. 2020). Ve
zminénych kokulturach obsahujicich lidské buiiky jsou nej¢astéji pouzivanym angiogennim bunécnym
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 pouZivany lidské ECFC (Rohringer et al. 2014)
a HMEC (Genova et al. 2019). Ve vybranych zvitecich kokulturach byly pouZity bud’ endotelialni
bunky z mikrovaskulatury mozku neonatalnich mysi (Cun et al. 2015; Xie et al. 2016), nebo potkani
vaskulédrni endotelidlni buiiky (VEC) z pupecnikové krve (Zhao et al. 2012).

3.1 Proliferace

Stejné jako v jinych typech kokultur i v kokulturdch pouzivajicich ADSC je nutné fesit
proliferaci. U 2D kokultur pouZivajicich jen lidské bunécné typy byla zjiSténa statisticky vyznamné
vys$8$i mira proliferace nez v odpovidajicich monokulturach (Genova et al. 2019; Mutschall et al. 2020).
V prvnim ptipadé §lo o vyznamné vyS§i miru proliferace v kokultuie lidskych ADSC s HMEC
v poméru 1 : 1 oproti monokultute HMEC po 24 hodinach kultivace (Genova et al. 2019). V druhém
pfipad¢ poté Slo o vyznamné vyss§i proliferaci kokultury lidskych ADSC s HUVEC po 7 dnech
kultivace v poméru 3 : 1 oproti monokulturdim HUVEC i ADSC, nebo v poméru 1 : 3 ve srovnani
s monokulturou ADSC. Po 14 dnech kultivace vykazovaly vyssi miru proliferace oproti monokultuie

ADSC 1 HUVEC vSechny poméry ADSC : BMSC (3:1,1:1a1:3)(Mutschall et al. 2020). Naopak
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ve 3D kokultute lidskych ADSC s HUVEC v poméru 1 : 3 na nanovldkenném nosi¢i ze smési
polykaprolaktonu a zelatiny nebyl 7. den kultivace nalezen zadny vyznamny rozdil v proliferaci mezi
kokulturou a monokulturou ADSC (Kook et al. 2018). Bylo by tedy vhodné se vlivem kokultivace pti
pouziti ADSC zabyvat ve 3D kokulturach pouzivajicich jiné nosice a jiné angiogenni bunécné typy.
Je mozné proliferaci v kokultuie ovlivnit? U 3D kokultury lidskych ADSC a HUVEC v poméru
2,5 : 1 nebyl nalezen zadny rozdil v proliferaci mezi dynamickou a statickou kokulturou (Mokhtari-
Jafari et al. 2021). Kultivace lidskych ADSC s HMEC v poméru 1 : 1 v ristovém médiu ve srovnani
s osteogennim médiem také nevykazovala vyznamny rozdil (Genova et al. 2019). Pfidani 60 pg/ml
BMP-2 nemélo vliv na proliferaci ADSC ani HUVEC v kokultufe lidskych ADSC a HUVEC
v poméru 1 : 1, ale snizovalo miru apoptézy HUVEC oproti kokultuie bez ptidini BMP-2 (Steiner et
al. 2021). Vyznamny pozitivni vliv na proliferaci mélo pouze ptidani 100 ng/ml VEGF v kokultufe
lidskych ADSC a HUVEC v poméru 1 : 1, konkrétné na mnoZzstvi ADSC ve srovnéni s kokulturou bez
pridani BMP-2 (Steiner et al. 2021). Z téchto zjisténi tedy vyplyva, ze pozitivni ovlivnéni proliferace

bylo zjisténo jen pii piidani VEGF.

3.2 Osteogeneze

ADSC jsou nadéjnym osteogennim bunécnym typem. Toto tvrzeni lze ilustrovat zjiSténim, Ze
po 30denni kokultivaci lidskych ADSC a HMEC v poméru 1 : 1 byl detekovan vice jak 2x vyssi
celkovy soucet délky mineralizované tkan¢ ve srovnani s odpovidajici monokulturou (Genova et al.
2019).

Vliv kokultivace na osteogenezi je i v kokulturdch s ADSC sledovan pomoci méfeni raného
markeru osteogeneze ALP. V kokultute obsahujici lidské ADSC a HUVEC v poméru 1 : 1 byla po 3
dnech kultivace zjiSténa vyznamné vysSi mira exprese ALP ve srovnani s monokulturou ADSC
(Steiner et al. 2021). Pti kokultivaci lidskych ADSC s HUVEC v pomeéru 1 : 1 byla navic pozorovana
1 nejvyssi mira exprese ALP ze sledovanych pomérti (1 : 3,1 : 1 a3 : 1) (Mutschall et al. 2020).
Vyznamné vys$$i mnozstvi ALP bylo detekovano i ve formé proteinu 4., 7. a 14. den kultivace
v kokultute potkanich ADSC s potkanimi VEC v poméru 1 : 1 oproti monokultuie ADSC 1 kokulturdm
vpoméru 1 :3a3:1(Zhaoetal. 2012). Aktivita ALP v kokultute lidskych ADSC s HUVEC po dobu
7 dni stoupala a 7. den byla jeji hodnota vyS$si nez v monokultute ADSC u vSech zkoumanych poméri
ADSC : HUVEC 3:1,1:111:3) (Mutschall et al. 2020). Z hlediska vlivu na ALP se ukazala byt
vhodna dynamické kultivace v perfuznim bioreaktoru, kterd vice jak 7x zvysSila aktivitu ALP ve
3D kokultuie lidskych ADSC a HUVEC v poméru 2,5 : 1 ve srovnani se statickou kokulturou.
Pozitivné plisobila i tficetiminutova predkultivace ADSC s 10 nmol/l 1a,25-dihydroxyvitaminu D3. Po

14 dnech kultivace kokultura slozena z takto ptredkultivovanych ADSC s HUVEC vykazovala vice jak
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43x vetsi miru exprese ALP nez kokultura s ADSC bez ptredkultivace (Mokhtari-Jafari et al. 2021).
Naopak ptridani BMP-2 (60 pg/ml) ani VEGF (100 ng/ml) do média zadny vliv na expresi ALP
v kokultute ADSC a HUVEC v poméru 1 : 1 nemélo (Steiner et al. 2021). Je tedy mozné shrnout, ze
kokultivace zvySuje mnozstvi 1 aktivitu ALP, které je dale mozné zvysit naptiklad dynamickou
kokultivaci nebo pfidanim 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds.

DalSimi sledovanymi markery rané osteogeneze jsou BMP a RUNX2. U kokultury lidskych
ADSC aHMEC v poméru 1 : 1 byl potvrzen piedpoklad, ze v osteogennim médiu dochazi k vyznamné
vyssi expresi BMP-2 nez u kokultury v ristovém médiu (Genova et al. 2019). Ve 3D kokultufe mysich
ADSC a endotelidlnich bun¢k z mikrovaskulatury mozku neonatalnich mys$i v poméru 1 : 1 na
kolagenovém nosici byl po 7 dnech kultivace v hypoxii pozorovan narist exprese BMP-2 ve srovnani
s monokulturou v normoxii (Xie et al. 2016). RUNX2 se kromé& regulace osteogeneze zapojuje také
do inhibice adipogeneze (Mollentze et al. 2021) a ve 3D kokultute lidskych ADSC s HUVEC na nosici
ze smési kopolymeru kyseliny mlécné a glykolové, B- trikalciumfosfatu a polykaprolaktonu v poméru
2,5 : 1 dochazi po 14 dnech ke 12x vyssi expresi tohoto markeru ve srovnani s monokulturou ADSC.
Naopak k vyznamnému sniZzeni exprese RUNX2 doSlo, pokud byly lidsk¢é ADSC a HUVEC
kultivovany v dynamické kokultuie misto statické (Mokhtari-Jafari et al. 2021).

Osteokalcin, osteopontin a osteonektin jsou sledovanymi markery pozdni faze osteogeneze. U
kokultury potkanich ADSC a potkanich VEC v poméru 1:3,1: 113 :1 byl osteokalcin kvalitativné
detekovatelny po 14 dnech kultivace, zatimco v ptisluSnych monokulturach Zadny detekovan nebyl
(Zhao et al. 2012). Exprese vSech tii markerti byla vyznamné vyssi ve 3D kokultufe lidskych ADSC a
HUVEC vpoméru 2,5 : 1 na nosi¢i ze smési kopolymeru kyseliny mlééné a glykoloveé, J-
trikalciumfostatu a polykaprolaktonu oproti monokultuie ADSC. Osteokalcin i osteopontin vykazovali
po 14 dnech kultivace vice jak 2,8x vy$§i miru exprese oproti monokultufe. Osteonektin byl v této
kokultute exprimovan dokonce 4,2x vice jak v monokultufe (Mokhtari-Jafari et al. 2021). U kokultury
potkanich ADSC a potkanich VEC v poméru 1 : 3 bylo po 14 dnech kultivace zjisténo statisticky
vyznamné vyS$S$i mnoZstvi osteokalcinu ve forme proteinu ve srovnani s monokulturou ADSC (Zhao
etal. 2012).

Exprese osteopontinu a osteonektinu mulize byt ovlivnéna kultivacnimi podminkami. Pfi
dynamické kultivaci 3D kokultura lidskych ADSC a HUVEC v poméru 2,5 : 1 exprimovala 2,1x vice
osteopontinu nez statickd 3D kokultura (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Stejné jako u vySe zmifiovaného
BMP-2 doslo 1 u osteopontinu k vyznamnému zvySeni miry exprese pii kokultivaci lidskych ADSC a
HMEC v poméru 1 : 1 v osteogennim médiu ve srovnani s kokultivaci v ristovém médiu (Genova et
al. 2019). Na expresi osteopontinu a osteonektinu méla ve 3D kokultufe vliv také 30 minutova

predkultivace ADSC s 10 nmol/l 1a,25-dihydroxyvitaminu Ds. Po 14 dnech kokultivace téchto ADSC
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s HUVEC v poméru 2,5 : 1 doslo k detekci 2,8x vysS$i miry exprese osteopontinu a 2,6x vyssi miry

exprese osteonektinu ve srovnani s kontrolou bez ptredkultivace (Mokhtari-Jafari et al. 2021).

3.3 Angiogeneze

V ramci hodnoceni angiogeneze je sledovan angiogenni faktor VEGF, ktery je exprimovan jak
v monokultufe lidskych ADSC, tak i v monokultuie lidskych ECFC, ale u ADSC je jeho exprese vice
jak 8x vyssi (Rohringer et al. 2014). Exprese VEGF je také vyznamné vyssi v ptipadé kokultur ve
srovnani s monokulturami a to jak v kokulturach obsahujicich jen lidské bunky (Genova et al. 2019;
Mokhtari-Jafari et al. 2021), tak 1 v kokulturach mysich bun€k (Cun et al. 2015; Xie et al. 2016). 3D
kokultury lidskych ADSC a HUVEC v poméru 1 : 1 na fibrinovém nosi¢i vykazuji oproti kokulturdm
lidskych BMSC a HUVEC ve stejném poméru a stejnych podminkach 14. a 21. den statisticky
vyznamné vyss§i expresi VEGF (Pill et al. 2018). Expresi VEGF Ize ovlivnit i zpisobem kultivace. Pti
dynamické 3D kultivaci lidskych ADSC s HUVEC v poméru 2,5 : 1 byla pozorovana 1,2x vyS$$i mira
exprese VEGF nez pfti kultivaci statické (Mokhtari-Jafari et al. 2021). Vice jak 2x vétsi mira exprese
byla detekovana piti kultivaci lidskych ADSC s HMEC (1 : 1) v osteogennim médiu oproti ristovému
médiu (Genova et al. 2019) a také pfi 3D kultivaci mySich ADSC s endotelidlnimi buiikami
mikrovaskulatury mozku neonatalnich mysi (1 : 1) v 2% koncentraci kysliku na kolagenovém nosici
oproti pfisluSné monokultute endotelidlnich bun€k v normoxii (Xie et al. 2016). V kokulturach
vyuzivajicich ADSC tedy dochazi ke zvySeni exprese VEGF oproti monokulturam. Podpofit expresi
zfejmé mizeme dynamickou kultivaci, kultivaci v osteogennim médiu nebo kultivaci v hypoxickych
podminkach.

CD31, VEGFR2 a vaskularni endotelialni kadherin (VE-kadherin) jsou fazeny do skupiny
markerd angiogeneze, které znaci diferenciaci do endotelialniho bunééného typu (Pill et al. 2018;
Rautiainen et al. 2021). Pti srovnani 3D kokultur na fibrinovém nosic¢i byla u kokultury lidskych
BMSC a HUVEC v poméru 1 : 1 detekovana vyznamné vyssi mira exprese VEGFR2 neZ u kokultury
1 : 1 lidskych ADSC a HUVEC. Naopak mira exprese CD31 a VE-kadherinu byla u téchto kokultur
srovnatelna (Pill et al. 2018). U 3D kokultury mysSich ADSC s mySimi endotelidlnimi bunikami
mikrovaskulatury mozku neonatalnich mysi (1 : 1) na kolagenovém nosici byla exprese VE-kadherinu

Jednim z dalSich faktort ovliviiujicich angiogenezi je FGF-2, ktery je vyznamné vice
exprimovan ve 3D kokultufe mySich ADSC s endotelidlnimi bunikami z mikrovaskulatury mozku
neonatdlnich mys$i v poméru 1 : 1 na kolagenovém nosici ve srovnani s pfislusnou monokulturou (Cun
et al. 2015). To samé plati i pro PDGF a transformacni rastovy faktor B (TGFB) v 1 : 1 kokultufe
lidskych ADSC a HMEC. Pokud navic byla kultivace provedena v osteogennim médiu, tak doslo k
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detekci vice jak 2x vyS$$i miry exprese PDGF a vice jak 3x vys$8i miry exprese FGF-2 ve srovnani
s kokulturou v rstovém médiu (Genova et al. 2019). U 3D kokultury mySich ADSC s mySimi
endotelidlnimi bunikami mikrovaskulatury mozku neonatalnich mysi (1 : 1) na kolagenovém nosici
byla exprese PDGF 1 TGFB vyznamné vyssi pii kultivaci v hypoxickém prostfedi ve srovnani
s normoxii (Xie et al. 2016).

Dulezitym kritériem pro zhodnoceni uspésnosti angiogeneze v kokultufe je schopnost tvorby
struktur podobnych tubuliim a jejich uspotadani do siti. 3D kokultura lidskych ADSC a HUVEC i
monokultura HUVEC s pfidanym sekretomem lidskych ADSC na fibrinovych nosi¢ich jsou po 4
tydnech schopny tvofit struktury podobné tubultim. Stabilni sit” se z nich vSak tvofi jen v kokulture,
coz autofi zdivodiuji potfebou pfimého kontaktu mezi bunéénymi typy (Rohringer et al. 2014).
Z hlediska tvorby siti v kokulturach lidskych bun€k bylo zjisténo, Ze se bud’ tvoii sit€ jen v kokulturdch
a monokultury endotelidlniho typu Zadné sité netvofi (Rohringer et al. 2014; Kook et al. 2018; Pill et
al. 2018), nebo kokultura tvoii kvalitngj$i sité¢ (z pohledu celkové délky a poctu spojil mezi strukturami
podobnymi tubuliim) nez monokultura (Genova et al. 2019). U 3D kokultury mySich ADSC s
endotelialnimi bunikami z mikrovaskulatury mozku neonatalnich mysi v poméru 1:1 byla také tvotfena
kvalitngj$i sit’ neZ v monokultufe (Cun et al. 2015).

Pti srovnani kokultur lidskych ADSC a HUVEC s lidskymi BMSC a HUVEC mizeme vidét
potencialni vyhodu pouziti ADSC. Ob¢ kokultury v poméru 1 : 1 ve 3D uspofddani na fibrinovém
nosic¢i dokaZou tvorit sité, které ziistanou stabilni po dobu 3 tydnil sledovani (Pill et al. 2018), ale sit’
vytvofena ve 3D upofadani na kolagenovém nosic¢i kokulturou ADSC a HUVEC byla hodnocena jako
vice organizovana nez ta, kterou tvofila kokultura obsahujici BMSC (obé také v poméru 1 : 1) (Jinling
et al. 2014). Kokultury s ADSC na fibrinovém nosici (vizte Obr. 3 na dalsi stran€) byly popsany jako
jasné lepsi i z hlediska celkové délky sité€, poctu jednotlivych struktur podobajicich se tubullim a spoju
mezi nimi (Pill et al. 2018). Oba typy kokultur v poméru 1 : 1 ve 3D uspotadéni na fibrinovych nosicich
po 3 tydnech v oblasti spoji struktur podobnych tubulim obsahuji srovnatelny pocet bunék
exprimujicich neurdlni gliovy faktor, jehoZ exprese ukazuje na diferenciaci do pericytl, které jsou
znakem pokrocile uspotradané sit¢ (Rohringer et al. 2014; Pill et al. 2018). V monokulturach tyto bunky
nejsou detekovatelné viibec (Pill et al. 2018). V kokultute lidskych ADSC a HUVEC zfejmé dochazi
k indukci tvorby kvalitnéjsi sit€¢ nez v kokultufe obsahujici BMSC, ale domnivam se, Zze by bylo

vhodné tyto dva bunécné typy srovnat jesté pii kokultivaci s jinymi buiikami nez jsou HUVEC.
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Koku ADSC Koku BMSC Mono EC
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14. den

Obr. 3 Srovnani tvorby siti kokulturami a monokulturou HUVEC. Kokultura ADSC s HUVEC (Koku ADSC) tvoti 14.
den kultivace hust€jsi a organizovangjsi sit’ nez kokultura BMSC s HUVEC (Koku BMSC). Monokultura HUVEC (Mono

EC) organizovanou sit’ netvofi ani 14. den kultivace. Upraveno (Pill et al. 2018).

Pti zkoumani vlivu podminek kultivace na tvorbu siti byly identifikovany 3 faktory, kterymi je
mozné ji ovlivnit. Prvnim byla v kokultute lidskych ADSC s HMEC (1 : 1) kultivace v osteogennim
médiu. Kokultura v tomto usporadani vykazovala vétsi celkovou délku sité a vyssi pocet spojii struktur
podobnych tubulim ve srovnani s kokulturou v ristovém médiu (Genova et al. 2019). Druhym
faktorem je zavedeni hypoxického prostiedi. Ve 3D kokultufe mySich ADSC s endotelidlnimi
bunikami mikrovaskulatury mozku neonatdlnich mysi (1 : 1) na kolagenovém nosici byly pfi pouZiti
2% kysliku detekovany 4x delSi a 2x SirSi struktury podobné tubulim ve srovnani s kokulturou
v normoxii (Xie et al. 2016). Tretim faktorem je pfidani VEGF do 3D kokultury. Ptidani 50 ng/ml
VEGF do 3D kokultury lidskych ADSC a HUVEC (1 : 3) na nanovlakenném nosi¢i ze smési
polykaprolaktonu a Zelatiny vedlo k tvorbé hustéjsi sité nez kdyz k ptidani VEGF nedoslo (Kook et al.
2018). Pokud vsak kultivace byla provadéna ve 2D uspotadani (v poméru 1 : 311 : 1), tak pfidani 50
ng/ml ani 100 ng/ml VEGF (a ani 60 pg/ml BMP-2) nemélo na tvorbu siti v tomto typu kokultury
zadny vliv (Kook et al. 2018; Steiner et al. 2021).
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4. Interakce v kokulture

V ptedchozich kapitolach byl popséan vliv kokultivace na proliferaci, osteogenezi a angiogenezi
v ruznych typech kokultur v pfimém i nepfimém kontaktu. Co ale umoziiuje aby tyto procesy byly
ovlivnény? Zda se, ze odpovédi je obousmérna interakce mezi bunécnymi typy, do které jsou zapojeny

bunécné spoje, parakrinni faktory a extracelularni vacky.

4.1 Bunécné spoje

Prvnim typem bunéénych spoji spojenych s osteogenezi a angiogenezi v kokultufe jsou
adhezni spoje sloZené z proteinti kadherini. V kokultufe lidskych BMSC a HUVEC bylo zjiSténo, Ze
po 48 hodinach kokultivace BMSC 1 HUVEC vykazuji vyznamné vyss$i expresi neuralniho kadherinu
a obsahuji vyznamné vice neurdlniho kadherinu ve formé proteinu nez odpovidajici monokultury.
Blokace neuralniho kadherinu protilatkou (10 pg/ml) vedla ke statisticky vyznamnému snizeni miry
exprese ALP 1 kolagenu I ve srovnani s kontrolni kokulturou bez protilatky (Li et al. 2010).
V kokultute lidskych BMSC a HUVEC v poméru 1 : 3 bylo demonstrovano, Ze VE-kadherin je
exprimovan pouze u endotelidlniho bunééného typu, monokultura BMSC ani BMSC v kokultufe ho
neexprimuji. Pfi kokultivaci bylo detekovano mezi 6. a 14. hodinou kultivace jen velmi malo VE-
kadherinu v oblasti bunéénych spojii a mnozstvi zacalo naristat az po 18. hoding. Naopak u
monokultury HUVEC byl VE-kadherin v oblasti spoji detekovan po celou dobu kultivace. Autofi
tento fenomén vysvétluji tim, ze ztrata VE-kadherinu z oblasti spoji zfejmeé umozni buitkdm pohyb
nutny k vytvoreni endotelidlni sité, ve které poté zase dojde k navratu VE-kadherinu do oblasti spojt,
aby byla vytvofena sit’ stabilni (Li et al. 2011). Tato hypotéza je zaloZena na zjisténi, ze fosforylace
VE-kadherinu zajisténa skrze VEGF signalni drdhu je jednim z mechanismt (Adam et al. 2010)
umoziujicich rozpad komplexu obsahujiciho VE-kadherin v oblasti spojii (Weis et al. 2004). Ve
3D kokultuie lidskych MSC (autofi nespecifikuji pfesné jakého typu) a HUVEC (1 : 1) na fibrinovych
vlaknech byla detekovana vyssi mira exprese VE-kadherinu pfi kokultivaci MSC a HUVEC ve
vzdalenosti 200 pm nez 400 um (Piard et al. 2019), coz by mohlo potvrzovat, Ze adheze pomoci VE-
kadherinu je dulezitd pravé pro udrzeni jiz vytvorené sit¢. Pfesun VE-kadherinu ale ziejm¢ neni
jedinym dulezitym faktorem, protoZe pii aplikaci neutralizacnich protilatek namifenych proti nému
nedoslo k inhibici pohybu kokultivovanych HUVEC, zatimco jejich aplikace proti VEGF zabranila
tvorbé site (Li et al. 2011).

DalSim typem spojti v kokultufe v ptimém kontaktu jsou vodivé spoje. Konexin 43, jeden
z proteinu tvoticich vodivé spoje, produkuji lidské BMSC (Villars et al. 2002), primarni 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 kokultuie potkanich BMSC s HUVEC v pom¢éru 1 : 2 byla po 24 hodinach v kokultufe zaznamenana
vyznamng¢ vy$$i mira exprese konexinu 43 nez v obou odpovidajicich monokulturach (Fan et al. 2018).
V kokultute lidskych BMSC a HUVEC v poméru 1 : 2 byl konexin 43 ve formé proteinu detekovan
v oblasti spoji bunék pozitivnich na vWF s bunkami negativnimi na vWF, tedy ziejmé mezi HUVEC
a BMSC (Villars et al. 2002). Také v kokultuie potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2 byl konexin
43 pozorovan v oblasti kontaktu BMSC a HUVEC a byla zde prokdzana moznost tvorby funk¢nich
vodivych spojii (Fan et al. 2018). V kokultufe primérnich lidskych osteoblastt s HUVEC byla
detekovana exprese konexinu 43 na rozhrani mezi bunikami obou bunéénych typt (Leszczynska et al.
2013). Pti kokultivaci primarnich lidskych osteoblasti s lidskymi EPC z periferni krve v poméru 3 : 2
byl pozorovéan zvysujici se pocet konexinli 43 v perinuklearnich oblastech po 4 tydnech kokultivace
(v dob¢ formovani struktur podobnych tubultim) oproti poctu po 1 tydnu kokultivace. V oblastech, kde
se struktury podobné tubuliim zapojovaly do tvorby siti byly pozorovany okolo jader konexinové
konglomeraty (Herzog et al. 2014).

Vyznam vodivych spoji pro osteogenezi v kokultuie je mozné osvétlit diky funkéni inhibici
vodivych spoji pomoci 18 a-glycyrrhetinové kyseliny (100 pmol/l). V kokultute primarnich lidskych
osteoblastii s HUVEC (1 : 1) byla pozorovana ¢aste¢nd inhibice exprese ALP, konkrétné se jednalo o
4,6 +10,9% inhibici ALP exprese (vyjadieno jako procento z priristku ALP exprese v kokultute oproti
monokultufe osteoblastil) (Hager et al. 2009). Kokultura HOP a HUVEC v poméru 1 : 2 vykazovala
po 48 hodinach az 30% pokles exprese ALP oproti kokultufe bez inhibitoru. Na expresi RUNX2 v§ak
nebyl nalezen Zadny vliv (Guillotin et al. 2008). Absence vlivu inhibice vodivych spoji na RUNX?2
byla pozorovana i v kokultufe potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2, zarovein zde nebyl
pozorovan zadny vliv inhibice ani na expresi osteokalcinu (Fan et al. 2018). V kokultufe lidskych
BMSC a HUVEC v poméru 1 : 2 s inhibitorem byla 3. i 6. den kultivace zaznamendana statisticky
vyznamné niz§i aktivita ALP nez v kokultufe bez inhibitoru (Villars et al. 2002). Také v kokultuie
potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2 byla detekovana vyznamné¢ niz$i ALP aktivita (1. — 14.
den) nez v kokultufe bez inhibitoru. Navic v tomto typu kokultury byla po aplikaci inhibitoru
pozorovana 7. a 14. den kultivace 1 vyznamné niZ8i mira tvorby vapenatych usazenin neZ v kokultuie
(Fan et al. 2018).

Z hlediska vlivu na angiogenezi bylo v kokultufe potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2
zjiSténo, Ze po 24 hodinach kultivace s siRNA protti mRNA konexinu 43 kokultura vykazovala
vyznamné niz§i miru exprese VEGF 1 niZ8i mnozstvi VEGF proteinu oproti kontrole bez siRNA. Pti
inhibici mRNA pro konexin 43 pomoci siRNA bylo zji$téno, Ze se mira exprese VEGF neméni ptimo
se snizujicim se mnozstvim konexinu 43, proto bylo navrzeno, Ze VEGF neni transportovan skrze

vodivé spoje, ale jeho exprese je regulovana pomoci jinych transportovanych molekul. Jednou z téchto
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molekul se ukédzala byt miRNA-200b, protoze struktury podobné tubuliim se ale tvofily po 24 hodinach
kultivace pouze v kokultuie, kde byl aplikovan antisense oligoribonukleotid slouzici jako inhibitor
miRNA200b, v kokultufe bez inhibitoru ne (Fan et al. 2018).

V kokultute potkanich BMSC s HUVEC v poméru 1 : 2 byl navrZzen mechanismus vyuzivajici
miRNA-200b (vizte Obr. 4). V tomto ptipadé je prvnim dilezitym faktorem TGFp, ktery je sekretovan
HUVEC. TGFp aktivuji receptory na BMSC, ¢imz je spusténa draha vedouci k transportu miRNA-
200b pies vodivé spoje do HUVEC. V BMSC dojde ke snizeni koncentrace miRNA200b, coz
umoziuje zvySeni exprese VEGF vedouci k podpofe osteogenni diferenciace. V HUVEC piijaté
miRNA-200b inhibuji expresi gent spojenych s migraci a tvorbou sité ze struktur podobnych tubultim.
Jednim z nich je gen kdédujici VEGF receptor VEGFR2, coz by mélo znamenat, ze HUVEC nebudou
vyznamné ovlivnény VEGF produkovanym BMSC (Fan et al. 2018).
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Obr. 4 Navrzeny mechanismus ptisobeni miRNA-200b. HUVEC produkuji TGFp, které aktivuji pfesun miRNA-200b
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z BMSC pies vodivé spoje, coz vede k podpote osteogenni diferenciace BMSC a inhibici angiogennich gentt HUVEC.
Upraveno (Fan et al. 2018).
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4.2 Vliv parakrinnich faktora a extracelularnich vacku

Produkce parakrinnich faktort je jednim z typt bunéné komunikace a proto byla navrzena
jako dal§i mozny mechanismus vlivu kokultivace. V kokultufe lidskych BMSC s lidskymi EPC
z kostni dfené v poméru 1 : 1 byl sledovan vliv PDGF. Pti predkultivaci po dobu 6 dni s PDGF-BB (2
ng/ml) vykazovala kokultura 3. den vyznamné vyssi miru proliferace nez kokultura bez ptredkultivace
a pti blokovani PDGF receptorti neutraliza¢ni protilatkou (20 ng/ml) byla mira proliferace statisticky
vyznamné sniZzena oproti kontrolni kokultufe bez neutraliza¢ni protilatky. Pisobeni PDGF by mohlo
byt potencialné spojeno s Notch signaliza¢ni drahou, protoze pii blokaci Notch drahy bylo v kokultuie
ve 2D 1 3D uspotéadani detekovano vyznamné méné receptorti pro PDGF (ve formé proteinu) oproti
kontrole. Pii ptedkultivaci s PDGF-BB se v kokultufe ve 2D uspofadéni navic vyznamné zvedlo
mnozstvi proteintl zapojenych do Notch signalizace ve srovnani s kokulturou bez piedkultivace (Liang
et al. 2017). Druhym zkoumanym faktorem z hlediska proliferace byl IGF-1 v kokultufe mysich
BMSC s mysimi EPC z kostni den€ v poméru 1 : 1. IGF-1 v kokultufe produkuji oba bunécné typy,
ale BMSC produkovaly vice jak 8x vétsi mnoZzstvi IGF-1 proteinu nez EPC. Pfidani 100 ng/ml IGF-1
vyznamné zvysilo mnozstvi bun¢k v monokultufe EPC oproti kontrole, coz vedlo k hypotéze, ze
zvySeni miry proliferace v kokultufe by mohlo byt spojeno pravé s IGF-1. Pii transfekci siRNA proti
IGF-1 do BMSC byla v kokultufe pozorovana vyznamné niz$i mira proliferace EPC oproti kontrolni
kokultute. Stejny vysledek byl pozorovan i pii transfekci siRNA proti IGF-1 receptoru do EPC
ur¢enych ke kokultivaci €i pii pouZiti neutralizacni protilatky proti IGF-1 (1 pg/ml). Pisobeni IGF-1
zde bylo spojeno s PI3K/AKT kaskadou (PI3K je zkratkou fosfatidylinositol-3-kinazy a AKT je
oznacenim pro proteinkindzu B) (Hou et al. 2017).

Vliv faktort byl sledovan i z hlediska osteogeneze v kokultufe. Kokultura lidskych BMSC a
lidskych aortalnich endotelidlnich bun¢k v poméru 1 : 2 ukézala vliv endothelinu 1, ktery v této
kokultufe produkuji pouze endotelidlni buitky. U BMSC dvou ze tii darct predkultivace s 0,01 pmol/l
endothelinu po dobu 2 pasaZzi znamenala vyznamné zvySenou expresi ALP a osteokalcinu oproti
kontrole, u vSech tii potom byla sledovana vyznamné vyssi tvorba vapenatych usazenin nez u BMSC

bez predkultivace. Pisobeni endothelinu 1 bylo spojeno s AKT drahou (Tsai et al. 2015).

ovliviujici expresi ALP definovana p38 MAPK (odvozeno z mitogenem aktivovana proteinkinaza)
drédha. Kokultivace s HUVEC nemé¢la vliv na aktivitu ALP promotoru, ale v kokultufe se po 48
hodinach kultivace prodlouzil polo€as mRNA na 19,9 hodin oproti 6 hodindm v monokultuie
osteoblastli. Autofi tedy predpokladaji, Ze pti kokultivaci dochazi k posttranskripéni stabilizaci ALP
mRNA spojené s p38 MAPK drahou (Hager et al. 2009). V kokultuie potkanich BMSC s potkanimi

EPC v poméru 1 : 1 bylo zjisténo, Ze v kokultufe je vyznamné vys$si mira fosforylace p38 oproti
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monokultute BMSC a pfi inhibici p38 dochazi v kokultufe k vyznamné niz$i tvorbé vapenatych
usazenin ve srovnani s kontrolni kokulturou (Xu et al. 2020). V kokultuie lidskych ADSC s lidskymi
MSC odvozenymi z amnionu (1 : 1, 1 : 2, nebo 1 : 3) se pii pouziti vy$siho poméru MSC odvozenych
zamnionu zvySovalo mnozstvi fosforylovanych ERK1/2 (zkratka pro kindzy regulované
extracelularnim signalem) MAPK, ale ne p38. Pii inhibici ERK1/2 MAPK drahy doslo k vyznamnému
snizeni exprese ALP, RUNX2, osteokalcinu i adiponektinu (asociovaného s osteogenni diferenciaci
ADSC) oproti kontrole (Wang et al. 2018). Pozdéji byl v tomto typu kokultury identifikovan vliv
adaptorového proteinu s motivem leucinového zipu, ktery ale miize plnit svou funkci pouze pii funkéni
ERK1/2 MAPK draze (Wang et al. 2020b). Jako potencialni kandidat na ovlivnéni osteogeneze byl
dale vybran protein BMP-2 produkovany HMEC 1 HUVEC. Pii inhibici BMP-2 pomoci siRNA
v kokultufe lidskych BMSC s HMEC (1 : 1) byla detekovana vyznamné niz§i ALP aktivita neZ
v kontrolni kokultufe (Kaigler et al. 2005).

Kokultura HOP a HUVEC (1 : 2) tvofi po 48 hodinach kultivace sit’ ze struktur podobnych
tubulim. Podobna sit’ je vytvofena i pii kultivaci HUVEC se sekretomem z kokultury, ale ne pfi
kultivaci HUVEC se sekretomem monokultury HOP ¢i u samotné monokultury HUVEC. Autofi tedy
usuzuji, Zze v kokultuie dochazi k uvolnovani solubilnich faktorti dilleZitych pro tvorbu sité. V tomto
typu kokultury je vyznamna produkce VEGF pouze u HOP, ale HUVEC v kokultute produkuji
vyznamné vice VEGF receptoru VEGFR2 oproti monokultufe. Blokace VEGFR2 (0,5 pg/ml
neutraliza¢ni protilatky) v kokultufe nevedla k inhibici tvorby sité a naopak ptidani exogenniho VEGF
(20 ng/ml) do monokultury HUVEC nevedlo k indukci tvorby sité. Blokace VEGFR2 vSak vedla
k vyznamnému poklesu exprese ALP 1 kolagenu I oproti neinhibované kokultufe (Grellier et al.
2009b). V kokultufe lidskych BMSC a HUVEC v poméru 1 : 3 ale pouZiti neutralizacni protilatky
proti VEGF (20 pg/ml) stacilo k inhibici tvorby sité ze struktur podobnych tubultim (Li et al. 2011).

Faktory zminéné diky svému vlivu na proliferaci v kokultufe jsou také zapojeny do
angiogeneze. Kokultura lidskych BMSC s lidskymi EPC z kostni dfené pfi ptedkultivaci po dobu 6
dnti s PDGF-BB (2 ng/ml) vykazovala vyznamné vy$§i mnoZstvi vytvotfenych struktur podobnych
tubuliim oproti kontrole. Pfi blokovani PDGF receptori neutralizaéni protilatkou (20 ng/ml) byl
naopak jejich pocet vyznamné niz$i oproti neinhibované kokultufe (Liang et al. 2017). Ve 3D
kokultufe mySich ADSC s mikrovaskuldrnimi endotelidlnimi buiitkami z mozki neonatalnich mysi (1
: 1) na kolagenovém nosici byl pozorovan vyznamny narast v délce 1 mnozstvi struktur podobnych
tubuld po ptidani IGF-1 (50 ng/ml) oproti kontrole. V kokultufe s pfidanym IGF-1 byla detekovana
vyznamné vyssi exprese PDGF-BB a FGF-2 (oproti kokultufe bez IGF-1), u kterych si autofi mysli,
ze jsou pouzity k atrakci ADSC ke strukturdm podobnym tubulim a indukci diferenciace ADSC do
pericytt (Lin et al. 2017).
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Poslednim navrzenym mechanismem komunikace bunc¢k v kokultuie je pouziti
extracelularnich vacku. Pfi fluorescenénim oznaceni potkanich BMSC a HUVEC (4 : 1) byly v oblasti
struktur podobnych tubulim pozorovany oblasti duélni fluorescence, které autofi povazuji za oblasti,
kde dochazi ke komunikaci diky extracelularnim vackim (Mohammadi et al. 2015). Pti 3D kultivaci
MSC na fibrinovych vladknech ve vzdalenosti 400 um od HUVEC (1 : 1) byly izolovany vacky s vy$§im
obsahem proteinti ve srovnani s kultivaci ve vzdalenosti 200 um. Autofi pfedpokladaji, ze na vyssi
vzdalenost mezi bunkami je preferovanym typem komunikace pravé tvorba extracelularnich vacka
(Piard et al. 2019). Monokultura mysich BMSC je schopna pfijimat extracelularni vacky (5 pg/ml)
z monokultury mySich EPC z kostni dien€. 7. a 14. den kultivace s vacky byla zjisténa vyznamné nizsi
tvorba vapenatych usazenin nez u kontrolni kultury, ale po 14 dnech kultivace byl po pifidani vackt
pozorovan vyznamny pozitivni vliv na proliferaci BMSC oproti BMSC bez ptidani extracelularnich
vackt (Qin a Zhang 2017). Neni vSak jasné, jestli by mySi EPC tyto vacky produkovaly i pfi

kokultivaci.
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Zaver

Kokultivace bunék in vitro by mohla byt jednim z pfistupi umoziujicich studovat kostni regeneraci in
vitro a stimulovat regeneraci kostni tkané v pfipadech, kde ji pacientliv organismus neni schopen
v dostatecné mife sam zajistit. Cilem této prace bylo shrnout dostupné poznatky a srovnat vliv
kokultivace na proliferaci, osteogenezi a angiogenezi v kokulturach in vitro pouzivajicich jako
osteogenni bunécny typ osteoblasty (¢i osteoprogenitory), BMSC, nebo ADSC. V kapitole Interakce
v kokultufe byly zminény interakce, které by mohly vliv kokultivace vysvétlit.

Pozitivni vliv na miru proliferace osteogenniho bunécného typu v kokulture ve srovnéani
s monokulturou byl zaznamenan v kokulturach pouzivajicich osteoblasty, BMSC 1 ADSC.
V kokultufe osteoblasti s HUVEC byl pozorovan pouze v pfimém kontaktu, zatimco u kokultur
obsahujicich BMSC byla vyznamné vyssi mira proliferace oproti monokultufe popsana v pfimém i
nepiimém kontaktu (pfi kultivaci lidskych BMSC s MSC odvozenymi z amnionu v poméru 1 : 3
dokonce pouze v nepifimém kontaktu). Byl také popsan vliv dal§ich faktori na proliferaci kromé
kokultivace v jednotlivych kokulturach, napi. koncentrace FBS (10% FBS vhodné pro kokulturu
s lidskymi osteoblasty, zatimco pro kokulturu BMSC potencidlné lepsi pouziti 1% FBS), pfidani BMP-
2 a VEGF.

Z hlediska hodnoceni osteogeneze v kokultufe byla pozorovana zvySena mira exprese ¢asného
markeru osteogeneze ALP v kokultufe oproti monokultufe osteogenniho bunéného typu
v kokulturach obsahujicich osteoblasty, BMSC 1 ADSC. Vyjimkou byla 3D kokultura potkanich
BMSC s HUVEC (1 : 1 na kolagenovém nosici), kde nebyl zaznamenéan Zadny rozdil. ZvySena aktivita
ALP oproti monokultuie osteogenniho bunécného typu byla zjisténa v kokulturach pouzivajicich
osteoblasty 1 BMSC. U kokultur s BMSC v pfimém kontaktu byly dvé vyjimky vyuzivajici BMSC
zviteciho ptivodu, proto si myslim, Ze by zde bylo vhodné srovnat kokultury pfi vyuziti stejnych
kultivacnich podminek. ZvySend exprese pozdniho markeru osteogeneze osteokalcinu byla
pozorovana v kokulturdch vyuzivajicich jako osteogenni bunécny typ osteoblasty, BMSC 1 ADSC.
Déle byl zminén vliv kokultivace na expresi dalSich markerti (napt. RUNX2, kolagenu typu I nebo
osteopontinu) a dalsi vlivy kromé samotné kokultivace (dynamicka kokultivace, kultivace
v osteogennim meédiu, pfedkultivace s riznymi faktory). VySsi mira mineralizace v kokultufe oproti
monokultufe osteogenniho bunécné typu byla popsana v kokulturach vyuzivajicich osteoblasty, HOP,
BMSC i ADSC. Byl zminén pozitivni vliv pfidani 5 pg/ml rekombinantniho lidského Sonic hedgehog
na tvorbu vapenatych usazenin do kokultury lidskych osteoblastii s lidskymi EPC z periferni krve (3 :

2) a dva opacné pohledy na prospésnost pouziti hypoxie pii kokultivaci vyuzivajici lidské BMSC.

35



Angiogeneze v kokultufe byla popséna nejdiive pomoci zmén v expresi proangiogennich
faktor. Vyssi mira exprese VEGF oproti monokulturdm byla popsana v kokulturach s BMSC 1
v kokulturach s ADSC. V kokulturach vyuzivajicich BMSC byla vyssi mira exprese VEGF 1 vyssi
mnozstvi VEGF popsano pouze pii kokultivaci v nepfimém kontaktu, ale ve 3D kokultufe potkanich
BMSC s HUVEC (1 : 1) bylo zaznamenéano vyznamné vice receptoru VEGFR2 oproti monokultuie
HUVEC, proto si myslim, ze by bylo vhodné se zaméfit na vice kokultur ve 3D uspotadéni, aby bylo
mozné zjistit, jestli jde pouze o fenomén typicky pro 2D kultivaci. U kokultur vyuzivajicich osteoblasty
byla pfedstavena hypotéza endocytdzy piijatych HUVEC i s receptory, ktera by méla vysvétlovat nizsi
koncentraci VEGF v kokultufe oproti monokultufe osteoblasti. Déle byl zminén vliv kokultivace i na
dalsi angiogenni faktory.

Tvorba struktur podobnych tubuliim 1 jejich organizace do siti byla popsana u kokultur
obsahujicich osteoblasty, osteoprogenitory, BMSC i1 ADSC. V kokulturach vyuZivajicich BMSC, nebo
ADSC byly detekovany bunky exprimujici neurdlni gliovy antigen 2 (typicky pro diferenciaci do
pericyttl) ukazujici na vys$$i kvalitu sité. Sité tvorené kokulturou BMSC s HUVEC vsak byly
hodnocené jako méné organizované nez sité¢ tvofené kokulturami HOP s HUVEC, nebo ADSC
s HUVEC. Myslim, Ze by vSak bylo vhodné srovnat tvorbu siti i v kokulturach vyuzivajicich jiny
angiogenni bun&cny typ neZ HUVEC. Také byl popsan pozitivni vliv dalSich faktort na tvorbu struktur
podobnych tubulim kromé samotné kokultivace, naptiklad ptidani 5 pg/ml rekombinantniho lidského
Sonic hedgehog do média kokultury lidskych osteoblastl s lidskymi EPC z periferni krve (3 : 2) a
pozitivni vliv pfidani 50 ng/ml VEGF na zvySeni hustoty sité pfi 3D kokultivaci lidskych ADSC
s HUVEC (1 : 3).

Na zavér byly v kapitole Interakce v kokultute ptedstaveny priklady, které by se mohly podilet
na odliSnostech pozorovanych pii kokultivaci. Byla to pfedpokladand funkce ztraty VE-kadherinu
z oblasti bunécnych spoji v pohybu endotelidlnich bunék a navrzeny mechanismus podpory
osteogenni diferenciace BMSC diky transportu miRNA-200b pies vodivé spoje. Z hlediska vlivu
parakrinnich faktort byl predstaven kladny vliv pfedkultivace s PDGF-BB spojeny s Notch drahou a
IGF-1 (spojované s PI3K/AKT drahou) na proliferaci i angiogenezi v kokultufe. U osteogeneze byl
zminén kladny vliv ptedkultivace s endothelinem a vyznam MAPK drah (napiiklad posttranskripcni
stabilizace ALP mRNA jako dusledek aktivace p38 MAPK drahy). Posledni zminka patfila
predpokladanému vyuziti extracelularnich vacka, které by mohly byt preferovanym zplisobem

komunikace na vétsi vzdalenosti.
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