
 

UNIVERZITA KARLOVA 

FARMACEUTICKĆ FAKULTA V HRADCI KRĆLOV£ 

Katedra farmakol·gie a toxikol·gie 

 

DIPLOMOVĆ PRĆCA 

Charakteriz§cia r¹znych diferenciaļnĨch protokolov H9c2 

kardiomyoblastov 

Characterization of different differentiation protocols of H9c2 

cardiomyoblasts 

Ved¼ci diplomovej pr§ce: PharmDr. Eduard JirkovskĨ, Ph.D. 

Konzultant: PharmDr. Anna Jirkovsk§, Ph.D. 

Hradec Kr§lov®, 2023                                                             Anna Gardianov§ 

  



 

 

Prehlasujem, ģe t§to pr§ca je mojim p¹vodnĨm autorskĨm dielom. Literat¼ra a Ņalġie zdroje, 

z ktorĨch som pri p²san² ļerpala s¼ uveden® v zozname pouģitej literat¼ry a v pr§ci riadne 

citovan®. T§to pr§ca nebola pouģit§ k z²skaniu in®ho alebo rovnak®ho titulu. 

V Hradci Kr§lov® 2023                                                                                     Anna Gardianov§ 

  



 

 

PoŅakovanie 

ńakujem svojmu ved¼cemu pr§ce PharmDr. Eduardovi Jirkovsk®mu, Ph.D. za odborn® 

vedenie, pr²jemn¼ spolupr§cu, za cenn® rady a pripomienky, za ochotu a poskytnut® materi§ly 

v priebehu vypracov§vania mojej diplomovej pr§ce. Rovnako Ņakujem mojej konzultantke 

PharmDr. Anne Jirkovskej, Ph.D. za poskytnut® odborn® a cenn® rady a n§vrhy, RNDr. 

Miloslavovi Mach§ļkovi, Ph.D. za poskytnutĨ pr²stroj a pom¹cky k pr§ci v laborat·riu, 

a Barbore Mac§kovej za pomoc pri pr§ci v laborat·riu. 



 

ABSTRAKT 

Univerzita Karlova 

Farmaceutick§ fakulta v Hradci Kr§lov® 

Katedra farmakol·gie a toxikol·gie 

Ġtudentka: Anna Gardianov§ 

ĠkoliteŎ: PharmDr. Eduard JirkovskĨ, Ph.D. 

N§zov diplomovej pr§ce: Charakteriz§cia r¹znych diferenciaļnĨch protokolov H9c2 

kardiomyoblastov 

Bunkov§ diferenci§cia je beģnĨ proces vo vĨvoji mnohobunkov®ho organizmu, kedy doch§dza 

k zmene bunkov®ho vzhŎadu a funkcie. Proces diferenci§cie zohr§va vĨznamn¼ ¼lohu aj pri 

oprave poġkodenĨch tkan²v. Niektor® chemick® l§tky m¹ģu negat²vne ovplyvniŠ tieto procesy, 

a tĨm ovplyvniŠ i Ŏudsk® zdravie.  

V tejto pr§ci sme sa zamerali na charakteriz§ciu procesu diferenci§cie bunkovej l²nie H9c2 

pouģit²m r¹znych publikovanĨch diferenciaļnĨch protokolov, a pop²sali v ļase zmeny 

v morfol·gii (vĨskyt viacjadrovĨch a predŌģenĨch buniek) a expresii mRNA vybranĨch 

markerov typickĨch pre fenotyp srdcov®ho (cTnT, Hand2, GATA4) alebo kostrov®ho 

(myogen²n) svalu. Proces diferenci§cie sme sledovali po dobu 15 dn² a jednotliv® protokoly sa 

l²ġili pr²davkom fet§lneho hovªdzieho s®ra (FBS, 1 % alebo 10 %) a all-trans-retinovej kyseliny 

(ATRA, 10 nmol/L) do kultivaļn®ho m®dia DulbeccoËs Modified EagleËs Medium.  

Z pozorovanĨch vĨsledkov m¹ģeme povedaŠ, ģe vġetky pouģit® protokoly viedli k diferenci§cii 

buniek, ktor§ sa ale kvantitat²vne i kvalitat²vne menila a menila sa i v ļase. VĨznamnĨ efekt 

mal tieģ vek kult¼ry. Okrem in®ho, relat²vne homog®nna zmena bola pozorovan§ v g®novej 

expresii srdcov®ho tropon²nu T a g®nu pre myogen²n. Efekt s®rovej depriv§cie sa prejavil 

hlavne na zaļiatku diferenciaļn®ho procesu (do 9. dŔa), nesk¹r boli pozorovan® vĨznamnejġie 

zmeny u m®dia s vyġġou koncentr§ciou FBS. S ohŎadom na homogenitu z²skanĨch vĨsledkov 

sme sa rozhodli v bud¼cich experimentoch zameraŠ na protokol vyuģ²vaj¼ci m®dium s 10% 

FBS s pr²davkom ATRA a vġetky zmeny detailne potvrdiŠ. 

  



 

ABSTRACT 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Kr§lov® 

Department of Pharmacology & Toxicology 

Student: Anna Gardianov§ 

Supervisor: PharmDr. Eduard JirkovskĨ, Ph.D. 

Title of diploma thesis: Characterization of different differentiation protocols of H9c2 

cardiomyoblasts 

Cell differentiation is a common process in the development of multicellular organisms leading 

to an alteration of cellËs appearance and function. The process of differentiation plays a 

significant role in the reparation of damaged tissues too. Some chemicals may have negative 

effects on these processes and therefore affect human health. 

This thesis focuses on characterization of differentiation processes of H9c2 cell line using 

various published differentiation protocols, and to describe changes over time in the 

morphology (occurrence of multinucleated and elongated cells) and mRNA expression of 

selected markers typical for the cardiac (cTnT, Hand2, GATA4) or skeletal (myogenin) muscle 

phenotype. We monitored the process of the differentiation for 15 days and the individual 

protocols differed by the addition of fetal bovine serum (FBS, 1 % or 10 %) and all-trans-

retinoic acid (ATRA, 10 nmol/L) to the growth medium DulbeccoËs Modified EagleËs Medium.  

From what we have observed, the results show that all of the utilized protocols led to the cell 

differentiation that changed quantitively and qualitatively as well as with time. The age of the 

culture had an important effect as well. Among others, relatively homogenous change was 

observed in the cardiac troponin T and for myogenin gene expression. The effect of serum 

deprivation was manifested mainly at the beginning of the differentiation process (up to the 9th 

day), later on more changes were observed in the medium with the higher FBS concentration. 

Regarding the homogeneity of the acquired results, we have decided to focus on the protocol 

which uses the 10% FBS medium with the addition of ATRA in the future experiments and 

confirm the changes in detail. 
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1 Zoznam skratiek 

API   Nuclease-free water 

Bb   Bunky 

BCP   1-br·m-3-chl·rprop§n 

Cdk   Cykl²n-dependentn§ kin§za 

DMEM HG  DulbeccoËs Modified EagleËs Medium - high glucose 

DMEM LG  DulbeccoËs Modified EagleËs Medium - low glucose 

EDTA   Kyselina ethylendiamintetraoctov§ 

FBS   Fet§lne hovªdzie s®rum 

HEPES  (4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazin- NË-(2-etansulfonov§ kyselina)) 

PBS   Fosf§tovĨ pufrovanĨ fyziologickĨ roztok 

RT-PCR  Polymer§zov§ reŠazov§ reakcia v re§lnom ļase (Real-Time PCR) 

SAC   Spindle assembly checkpoint 
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2 Đvod 

Bunkov§ diferenci§cia je beģnĨ proces, kedy doch§dza k zmene bunkov®ho vzhŎadu a funkcie. 

Bunky sa st§vaj¼ morfologicky i funkļne ġpecializovanejġie. Bunky maj¼ rovnakĨ gen·m, ale 

fenotypovo sa od seba odliġuj¼. Tento proces je typickĨ pre multipotentn® kmeŔov® bunky, ale 

m¹ģu diferencovaŠ aj termin§lne diferencovan® bunky, a to vplyvom urļitĨch stimulaļnĨch 

podnetov. Variabiln§ expresia g®nov a vyuģitie genetickej inform§cie s¼ z§kladnĨmi 

mechanizmami bunkovej diferenci§cie. Podstatou diferenci§cie je zap²nanie a vyp²nanie 

ġpecifickĨch g®nov, p¹soben²m r¹znych transkripļnĨch faktorov, priļom sa tu uplatŔuj¼ aj 

epigenetick® vplyvy. Proces diferenci§cie zohr§va vĨznamn¼ ¼lohu aj pri oprave poġkodenĨch 

tkan²v. Niektor® chemick® l§tky m¹ģu negat²vne ovplyvniŠ tieto procesy, a tĨm ovplyvniŠ i 

Ŏudsk® zdravie. Aby sme boli schopn² tak®to l§tky identifikovaŠ, je potrebn® maŠ vhodnĨ 

model, na ktorom je moģn® sledovaŠ zmeny v diferenci§cii. Z publikovanĨch pr§c je zn§me, ģe 

myoblastov§ bunkov§ l²nia H9c2, izolovan§ zo srdcov®ho tkaniva potkana, je schopn§ sa 

morfologicky diferencovaŠ na fenotyp podobnĨ srdcu alebo fenotyp podobnĨ kostrov®mu 

svalstvu, ale medzi jednotlivĨmi vĨsledkami publik§ci² s¼ znaļn® rozdiely. T§to bunkov§ l²nia 

je vyuģ²van§ v r¹znych oblastiach kardiovaskul§rneho vĨskumu, vr§tane ġt¼dia kardiotoxicity. 

Bunky diferencovan® a bunky nediferencovan®, bunkovej l²nie H9c2, m¹ģu maŠ rozdielny 

metabolizmus a m¹ģu vykazovaŠ rozdielne metabolick® zmeny. Diferencovan® bunky H9c2 

m¹ģu byŠ lepġ²m modelom pre kultivovan® prim§rne kardiomyocyty ako nediferencovan® 

bunky (Pereira et al. 2011, Repisk§ et al. 2020). 
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3 Teoretick§ ļasŠ 

3.1 BunkovĨ cyklus 

Cyklus bunky vedie od jedn®ho bunkov®ho delenia k Ņalġiemu. Je to synchronizovanĨ sled 

udalost² v eukaryotickej bunke, ktorĨ vedie k n§sledn®mu rozdeleniu jednej materskej bunky 

na dve dc®rske bunky. TĨmto delen²m sa predpoklad§ zdvojenie genetick®ho materi§lu 

a ostatnĨch funkļnĨch jednotiek bunky. VĨsledkom toho je rozdelenie na viacmenej totoģn® 

dc®rske bunky. Generaļn§ doba je doba trvania cyklu (Bºhmer et al. 2020). BunkovĨ cyklus 

m§ niekoŎko f§z. Mikroskopicky Ŏahko pozorovateŎnou hranicou je mit·za. Doba medzi dvoma 

M-f§zami sa nazĨva interf§za. Je to obdobie medzi dvoma n§slednĨmi mit·zami. Interf§za 

zahŘŔa niekoŎko f§z pr²pravnĨch, teda pripravuje bunku na samotn® delenie. Obr. 1 vyznaļuje 

postupnosŠ f§z a ilustruje ich relat²vne ļasov® trvanie (viŅ Obr. 1) (Levy et al. 2011). 

 

Obr. 1 Sch®ma bunkov®ho cyklu eukaryot. 

Prevzat® z: BIOpedia (2020) 

3.1.1 F§zy bunkov®ho cyklu 

BunkovĨ cyklus je rozdelenĨ na f§zu mit·zy a interf§zu. Vo f§ze mit·zy doch§dza k samotn®mu 

deleniu bunky, oznaļuje sa ako M f§za. Niektor® bunky prech§dzaj¼ po mit·ze do kŎudovej 

f§zy nazĨvanej G0 f§za. Interf§za vġeobecne pripravuje bunky na delenie. V interf§ze sa bunka 

nedel². Jadro a cytoplazma s¼ v tejto f§ze metabolicky akt²vne. Bunka metabolizuje, exprimuje 
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svoje g®ny, syntetizuje prote²ny a zvªļġuje svoju veŎkosŠ. Interf§za sa del² na tri f§zy: G1 f§za, 

S f§za a G2 f§za (Otov§ et al. 2008). 

G0 f§za 

Je kŎudov§ f§za bunky. Bunky z tejto f§zy m¹ģu opªŠ vstupovaŠ do bunkov®ho cyklu po r¹zne 

dlhej dobe alebo m¹ģu zostaŠ v kŎudovom stave (Ġ²pek 2010). S touto f§zou sa stret§vame 

najmª u diferencovanĨch buniek. Plne diferencovan® bunky sa uģ Ņalej nedelia, pretoģe t¼to 

schopnosŠ stratili, teda ani nevstupuj¼ uģ do G1 f§zy (Alberts 2005). 

G1 f§za (postmitotick§) 

M¹ģe nasledovaŠ po G0 f§ze alebo priamo po mit·ze. Zaļ²na po rozdelen² materskej bunky na 

dve dc®rske, kde dc®rska bunka z²skava schopnosŠ samostatnej existencie. V tejto f§ze 

doch§dza k zdvojeniu bunkovej hmoty. Je to pr²pravn§ f§za na Ņalġie delenie bunky, kde 

doch§dza k synt®ze RNA a prote²nov, vytv§ra sa z§soba nukleotidov, synt®za enzĨmov 

potrebnĨch k replik§cii DNA, zmnoģenie bunkovĨch ġtrukt¼r (riboz·my, mitochondrie) a 

fragment§cia organel (Endoplazmatick® retikulum, Golgiho apar§t). G1 f§za konļ² zah§jen²m 

replik§cie jadrovej DNA. Je tu hlavnĨ kontrolnĨ uzol, ktorĨ za nevhodnĨch podmienok zastav² 

bunkovĨ cyklus. Doch§dza ku kontrole a oprav§m DNA (Alberts 2005). 

S f§za (syntetick§) 

V S f§ze doch§dza k replik§cii DNA (z 2n na 4n chromoz·mov). Prebieha synt®za RNA 

a prote²nov (hist·nov), ktor® s¼ pri replik§cii DNA vyuģit®. Replik§cia vl§kna 3Ë­ 5Ë a 5Ë­ 

3Ëpomocou DNA polymer§zy. DNA polymer§za je enzĨm, ktorĨ katalyzuje polymer§ciu 

reŠazca DNA. EnzĨm, ktorĨ sl¼ģi na dokonļenie replik§cie na koncoch chromoz·mov, teda 

telom®r sa nazĨva telomer§za. Na konci tejto f§zy sa chromoz·my skladaj¼ z 2 chromatid 

spojenĨch v mieste centrom®ry (Alberts 2005). 

G2 f§za (postsyntetick§) 

Je posledn§ f§za v interf§ze, predch§dza deleniu bunky. Prebieha pr²prava na mit·zu, bunka 

rastie. Doch§dza k synt®ze RNA a prote²nov (nehist·nov® proteiny, fosfolipidy, enzĨmy, G2 

cykliny, prote²ny mitotick®ho apar§tu) (Ġ²pek 2010). S¼ļasŠou tejto f§zy je druhĨ kontrolnĨ 

bod. Kontroluje spr§vny priebeh replik§cie DNA. Pri jej poġkoden², zabr§ni vstup do mit·zy 

(Alberts 2005). 
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M f§za 

Je posledn§ f§za bunkov®ho cyklu. Chromoz·my s¼ zreplikovan® a s¼ tvoren® sesterskĨmi 

chromatidami. Bunkov§ hmota je zmnoģen§ a bunka je pripraven§ na delenie jadra bunky 

mit·zou a delenie vlastnĨch buniek cytokin®zou (viŅ Obr. 2). 

 

Obr. 2 Sch®matick® zn§zornenie M- f§zy. 

Modifikovan® podŎa: Alberts (2005) 

 

Po delen² buniek je bunkovĨ cyklus dokonļenĨ a bunky s¼ spªŠ vo f§ze G1. Trvanie bunkov®ho 

cyklu sa vo vªļġine cicavļ²ch buniek pohybuje medzi 10 a 30 hodinami. Bunky v G1 f§ze m¹ģu 

opustiŠ bunkovĨ cyklus a vst¼piŠ do f§zy G0, teda do stavu pokoja, ako je zn§zornen® na Obr. 

1 (Wang 2021). 

3.2 Regul§cia bunkov®ho cyklu 

Aby bunka spr§vne fungovala, mus² byŠ pr²sne kontrolovan® a regulovan® delenie buniek. 

Regul§cia bunkov®ho cyklu je riaden§ bielkovinami dvojak®ho p¹vodu, exog®nne a endog®nne 

regul§tory. Exog®nne regul§tory s¼ mimobunkov®ho p¹vodu. S¼ to reakcie bunky na vonkajġie 
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podmienky. M¹ģu to byŠ horm·ny alebo l§tky vyluļovan® inĨmi bunkami. Endog®nne 

regul§tory vytv§raj¼ vlastn® bunky podŎa stavu bunkov®ho cyklu. S¼ to bielkoviny, ktor® s¼ 

k·dovan® protoonkog®nmi a tumorïsupresorovĨmi g®nmi.(Repisk§ et al. 2020) 

Endog®nna regul§cia 

Kontrola bunkov®ho cyklu zahŘŔa najmª kontrolu integrity genetickej inform§cie pomocou 

kontrolnĨch bodov. Medzi produkty protoonkog®nov patria cykl²ny a cykl²nïdependentn® 

kin§zy (Cdk). Tieto bielkoviny pos¼vaj¼ bunkovĨ cyklus do Ņalġej f§zy a z§roveŔ inhibuj¼ 

diferenci§ciu bunky. Medzi produkty tumorïsupresorovĨch g®nov patria napr. p53 a RB1. Tieto 

produkty inhibuj¼ bunkovĨ cyklus a podporuj¼ bunkov¼ diferenci§ciu (viŅ Tab. 1) (Repisk§ 

et al. 2020). 

Tab. 1 G®ny reguluj¼ce bunkovĨ cyklus a ich porovnanie  

 Z§stupcovia BunkovĨ cyklus Diferenci§cia 

Protoonkog®ny Cykl²ny, Cdk Stimul§cia Inhib²cia 

Tumor-supresorov® g®ny p53, Rb1 Inhib²cia Stimul§cia 

 

Cykl²n-dependentn® kin§zy 

Podstatou regul§cie bunkov®ho cyklu je aktiv§cia a inaktiv§cia cykl²nïdependentnĨch kin§z 

(Cdk) s ich regulaļnĨmi cykl²novĨmi podjednotkami. S¼ to prote²ny, ktor® s¼ s¼ļasŠou 

regul§cie bunkov®ho cyklu. Ide o enzĨmi, ktor® katalyzuj¼ fosforyl§ciu inĨch prote²nov. 

Sp¼ġŠaj¼ prechod do nasleduj¼cich f§z cyklu (Barnum and O'Connell 2014). Cykl²n-

dependentn® kin§zy s¼ mal® ser²n/threon²nov® prote²nkin§zy, ktor® na svoju aktiv§ciu vyģaduj¼ 

spojenie s cykl²novou podjednotkou. Cykl²nov§ vªzba umoģŔuje neakt²vnym Cdk prijaŠ 

akt²vnu konfigur§ciu podobn¼ monom®rnym a akt²vnym kin§zam (Van den Heuvel 2005). 

G®n Rb1  

Jeho produkt Rb prote²n, je jadrovĨ fosfoprote²n, fosforyluje r¹zne proteinkin§zy, ktorĨ m§ 

d¹leģit¼ ¼lohu pri regul§cii bunkov®ho delenia, behom diferenci§cie a pri vyvolan² apopt·zy 

(Otov§ et al. 2008). Viaģe sa k veŎk®mu mnoģstvu prote²nov, ktor® sa podieŎaj¼ na bunkovej 

diferenci§cii a prolifer§cii a m§ schopnosŠ regulovaŠ ich ļinnosŠ. Vplyv na priebeh transkripcie 

m§ pozit²vny i negat²vny. Pozit²vny regulaļnĨ ¼ļinok g®nu sa uplatŔuje najmª pri bunkovej 

diferenci§cii a negat²vna regul§cia sa viaģe k bunkov®mu cyklu. Rb prote²n je akt²vny 
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v nefosforylovanom alebo m§lo fosforylovanom stave. HlavnĨm cieŎom akt²vneho pRb s¼ 

multifunkļn® faktory E2F, ktor® maj¼ rozhoduj¼cu ¼lohu v kontrole bunkov®ho cyklu (Van den 

Heuvel 2005). 

BunkovĨ cyklus sa zastav² v urļitom bode, keŅ je poġkoden§ DNA. Tento koncept kontroln®ho 

bodu bunkov®ho cyklu je rozġ²renĨ ako sledovacie mechanizmy pouģ²van® bunkami na 

kontrolu integrity, presnosti a sekvenci². Medzi sledovan® body patr² veŎkosŠ bunky a jej rast 

do vhodnej veŎkosti, replik§cia a integrita chromoz·mov a ich presn§ segreg§cia pri mit·ze 

(Barnum and O'Connell 2014). 

3.2.1 Kontroln® body bunkov®ho cyklu  

Ako je zmienen® vyġġie, v r§mci bunkov®ho cyklu existuj¼ kontroln® body, tzv. checkpointy, 

ktor® zaisŠuj¼ hladkĨ priebeh bunkov®ho cyklu. Jeho sch®ma a hlavn® kontroln® body s¼ 

zobrazen® na Obr. 3. Medzi hlavn® kontroln® body patr² G1/S hlavnĨ kontrolnĨ bod, S/G2 

kontrolnĨ bod, G2/M kontrolnĨ bod a mitotickĨ kontrolnĨ bod. 

G1/S hlavnĨ kontrolnĨ bod 

Poļas f§zy G1 zasahuj¼ r¹zne sign§ly vr§tane environment§lnych, stresovĨch a metabolickĨch 

podnetov. Tieto podnety ovplyvŔuj¼ vĨvojovĨ program bunky. Na z§klade tĨchto sign§lov sa 

bunka rozhodne, ļi bude pokraļovaŠ v bunkovom cykle, diferencovaŠ alebo zomrie. Pre vstup 

do Ņalġej f§zy musia vġetky bunky spŌŔaŠ jednu z§kladn¼ poģiadavku, aktiv§ciu Cdk. Doch§dza 

tu k detekcii a repar§cii DNA mut§ci². Po oprave je povolenĨ vstup bunky do S f§zy. Ak je 

mut§cie nemoģn® opraviŠ, bunka je veden§ k z§niku apopt·zou (Wang 2021, Limas 

and Cook 2019). 

S/G2 kontrolnĨ bod  

Je tu potrebn§ pr²tomnosŠ komplexu cykl²n EïCdk2. Tento komplex riadi priebeh S f§zy 

a blokuje komplex cykl²n BïCdk1, ktorĨ je sp¼ġŠaļom mit·zy. Kontroluje progresiu S f§zy. 

Reakcia na poġkoden¼ DNA a inĨ replikaļnĨ stres je inhib²cia Cdk2, aby sa zabr§nilo replik§cii 

poġkodenej DNA (Wang 2021, Repisk§ et al. 2020). 

G2/M kontrolnĨ bod 

V G2 f§ze povoŎuje zaļatie mit·zy. KŎ¼ļov§ je kontrola DNA po replik§cii. Oprava 

dvojvl§knovĨch zlomov v DNA. Poļas replik§cie DNA a po replik§cii sa v bunke hromadia 

zlomy dvojvl§knovej DNA. Je potrebn® ich opraviŠ predtĨm ako sa bunka presunie do Ņalġej 
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f§zy a mohla prejsŠ kontrolnĨm bodom G2/M. Ak je DNA z§vaģne poġkoden§ aktivuje sa 

prote²n p53, tĨm sa vytvor² inhib²tor p21, alebo m¹ģe byŠ bunka zlikvidovan§ apopt·zou (Wang 

2021, Repisk§ et al. 2020). 

MitotickĨ kontrolnĨ bod 

Nach§dza sa v metaf§ze a m§ za ¼lohu zabezpeļiŠ pre obidve dc®rske bunky rovnakĨ objem 

gentickej inform§cie. M§ dve ļasti, ktor® navz§jom na seba navªzuj¼. Prv§ ļasŠ je kontrola 

dostaļuj¼ceho a spr§vneho napojenia mikrotubulov na kinetochory. Druhou ļasŠou je 

povolenie zaļatia anaf§zy. SAC (tzv. spindle assembly checkpoint) a mechanizmus korekcie 

chĨb, opravuj¼ nespr§vne pripojenie mikrotubulov deliaceho vretienka ku kinetochor§m. SAC 

je zloģitĨ bunkovĨ mechanizmus, ktorĨ dohliada na spr§vne pripojenie mikrotubulov deliaceho 

vretienka ku kinetochor§m a zaisŠuje tak rovnomern¼ segreg§ciu chromoz·mov do dc®rskych 

buniek (Libichov§ 2019, Lemmens and Lindqvist 2019, Repisk§ et al. 2020). 

3.2.2 Tvorba komplexov Cdk s cykl²nmi 

PodŎa modelu (viŅ Obr. 3) Cdk 4/6 tvoria komplexy s cykl²nmi typu D, tĨm sa aktivuj¼ Cdk 

4/6 a iniciuj¼ fosforyl§ciu retinoblast·mov®ho prote²nu (rb) v skorej f§ze G1. TĨm sa stimuluje 

uvoŎŔovanie transkripļn®ho faktora E2F, ktorĨ Ņalej stimuluje transkripciu g®nov, potrebnĨch 

na progresiu bunkov®ho cyklu. Medzi tieto g®ny reaguj¼ce na E2F patria cykl²ny typu A a E. 

V neskorej f§ze G1 sa cykl²n E viaģe a aktivuje Cdk2, ļo vedie k ¼plnej fosforyl§cii RB a Ņalġej 

aktiv§cii transkripcie sprostredkovanej E2F (Wang 2021). Tieto udalosti riadia prechod bunky 

cez jej kontroln® body na hranici f§zy G1 s S f§zou a iniciuj¼ f§zu S. Na zaļiatku S f§zy sa 

syntetizuj¼ cykl²ny typu A a tvoria komplex s Cdk2, ktorĨ fosforyluje prote²ny zapojen® do 

replik§cie DNA a riadia bunkov¼ progresiu do f§zy G2. V neskorej f§ze G2 sa tvor² a aktivuje 

komplex Cdk1 s cykl²nom A, ļo je potrebn® pre prechod do f§zy M a na spustenie prof§zy. 

Nakoniec sa vo f§ze M tvor² komplex Cdk1 s cykl²nom B a riadia dokonļenie mit·zy (Wang 

et al. 2016). 
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Obr. 3 Regul§cia progresie bunkov®ho cyklu pomocou cykl²n-dependentnĨch kin§z a cykl²nov. 

Prevzat® z: Repisk§ et al. (2020) 

3.3 Bunkov§ diferenci§cia 

PodŎa fyziologick®ho stavu bunky a za pr²tomnosti urļitĨch extracelul§rnych faktorov m¹ģe 

bunka reagovaŠ r¹zne a  vyst¼piŠ z bunkov®ho cyklu a  naġtartovaŠ ġpecifick® procesy ako je 

kviescencia (kŎudov® ġt§dium, quiescence), diferenci§cia, senescencia alebo apopt·za, ļi in® 

typy programovanej bunkovej smrti. Po poslednom rozdelen² sa niektor® bunky Ņalej nedelia 

a m¹ģu sa diferencovaŠ a funkļne ġpecializovaŠ. Z pohŎadu bunkov®ho cyklu sa tento stav 

bunky nazĨva kŎudov® ġt§dium alebo kviescencia, kedy sa bunka uģ Ņalej nedel², oznaļuje sa 

aj ako G0 f§za a je reverzibiln§. Niektor® bunky vstupuj¼ znova do bunkov®ho cyklu a delia sa 

(Repisk§ et al. 2020). StupeŔ diferenci§cie, funkļnĨ stav bunky a podmienky prostredia 

rozhoduj¼ o tom, ļi bude bunka pokraļovaŠ v bunkovom cykle. Ļ²m je vyġġ² stupeŔ 

diferenci§cie, tĨm je niģġia pravdepodobnosŠ n§vratu bunky do bunkov®ho cyklu (Coffman 

2004). 

Bunky v G1 f§ze s¼ n§chylnejġie na diferenci§ciu ako bunky v S alebo G2 f§ze. Dlh§ G1 f§za 

bunkov®ho cyklu m¹ģe umoģniŠ akumul§ciu faktorov potrebnĨch na rozpad diferenci§cie 

a naopak. Kr§tka f§za G1 minimalizuje vystavenie sign§lom podporuj¼cich diferenci§ciu (Sela 
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et al. 2012). Spont§nnej diferenci§cii predch§dza zastavenie bunkov®ho cyklu v G1 f§ze 

a zahŘŔa podskupinu buniek v G1 so zn²ģenou fosforyl§ciou pRb (Liu et al. 2019). 

SchopnosŠ buniek diferencovaŠ sa nazĨva pluripotencia, schopnosŠ buniek diferencovaŠ sa do 

niekoŎko r¹znych typov buniek. Je to stav, kedy maj¼ bunky rovnakĨ gen·m, ale fenotypovo 

sa odliġuj¼, teda maj¼ odliġn® vlastnosti. Bunky menia svoju veŎkosŠ, tvar, metabolick¼ 

aktivitu, membr§novĨ potenci§l a schopnosŠ reagovaŠ na podnety poļas diferenci§cie (Liu et 

al. 2019). 

U viacbunkovĨch organizmov doch§dza k diferenci§cii, vŅaka ktorej sa bunky svojou stavbou 

prisp¹sobuj¼ role, ktor¼ maj¼ v organizme vykon§vaŠ. V priebehu vĨvoja organizmu je tak§to 

diferenci§cia d¹leģit§ (Alberts 2005). VĨrazn® odliġnosti medzi bunkovĨmi typmi, ako je 

veŎkosŠ, tvar a funkcie, vznikaj¼ odliġnosŠou g®novej expresie. U ģivoļ²ġnych buniek je proces 

diferenci§cie ireverzibilnĨ a tak®to bunky nie je moģn® spªtne dediferencovaŠ, teda previesŠ 

ich k prvotn®mu ġt§diu (Ġ²pek 2010). 

Faktory, ktor® ovplyvŔuj¼ bunkov¼ diferenci§ciu: vonkajġie prostredie, vz§jomnĨ vplyv jadra 

a cytoplazmy, vz§jomnĨ vplyv z§rodoļnĨch buniek, rast a delenie, ovplyvŔuje vz§jomnĨ dotyk 

buniek, p¹sobenie horm·nov a sign§lnych molek¼l. Diferenci§cia m¹ģe prebiehaŠ na 

niekoŎkĨch ¼rovniach. Molekul§rna ¼roveŔ, plazmatick® membr§ny diferencovanĨch buniek 

obsahuj¼ r¹zne receptorov® prote²ny, ktor® umoģŔuj¼ r¹zne odpovede. EnzĨmov§ ï doch§dza 

k produkcii ġpecifickĨch metabolitov, vznik ġpecifickĨch metabolickĨch dr§h. A morfologick§ 

¼roveŔ ï zmeny v tvare a ġtrukt¼re buniek, bunka str§ca schopnosŠ deliŠ sa (Alberts 2005). 

3.3.1 Prolifer§cia a diferenci§cia 

Bunkov§ prolifer§cia je proces, kedy bunka rastie a del² sa, vĨsledkom je vznik dvoch 

dc®rskych buniek. Je d¹leģit§ pre vytvorenie Ņalġ²ch dc®rskych buniek, ktor® m¹ģu Ņalej 

proliferovaŠ alebo diferencovaŠ. M¹ģu diferencovaŠ v priebehu norm§lneho rastu tkaniva, ale 

diferencuj¼ najmª pri poġkoden² a regener§cii tkaniva. Proces prolifer§cie bunky je riadenĨ 

g®novou regul§ciou. G®nov§ expresia hr§ kŎ¼ļov¼ ¼lohu v z§kladnĨch bunkovĨch procesoch, 

od vĨvoja organizmu a diferenci§cie buniek aģ po reakcie na bunkovĨ stres, homeost§zu tkan²v 

a imunitu. Regul§cia g®nov v mnohobunkovĨch organizmoch poh§Ŕa bunkov¼ diferenci§ciu. 

Vznikaj¼ r¹zne typy buniek s r¹znymi profilmi g®novej expresie z rovnakej gen·movej 

sekvencie. Proces diferenci§cie zohr§va vĨznamn¼ ¼lohu nielen pri vĨvoji kaģd®ho 
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mnohobunkov®ho organizmu, ale aj pri oprave poġkodenĨch tkan²v (Pope and Medzhitov 

2018).  

Zmeny v bunkovom cykle, v§pnik moduluj¼ce alebo metabolick® prote²ny poļas procesu 

diferenci§cie m¹ģu zmeniŠ citlivosŠ buniek H9c2 na toxick® l§tky. Diferencovan® bunky 

vykazuj¼ vyġġiu citlivosŠ na r¹zne kardiotoxick® l§tky. Diferencovan® bunky maj¼ zvĨġenĨ 

oxidaļnĨ mechanizmus a metabolizmus (Branco et al. 2015). 

Proces diferenci§cie iniciuje (napr. odstr§nenie rastovĨch faktorov z m®dia) a vyvol§va 

zastavenie bunkov®ho cyklu a prolifer§cie. Bunkov§ kult¼ra H9c2 je proliferat²vneho 

charakteru a v m®diu s vysokĨm obsahom s®ra (10 % FBS) bunky proliferuj¼, teda rast¼ a 

mnoģia sa. PodŎa publikovanĨch protokolov kultiv§cia v m®diu s n²zkou koncentr§ciou s®ra 

(1 % FBS) negat²vne ovplyvŔuje bunkov¼ prolifer§ciu a podporuje bunkov¼ diferenci§ciu. 

Tieto protokoly hovoria aj o zvĨġenĨch transkriptoch pre retinol viaģuci prote²n 2 (Rbp2), ļo 

m¹ģe ovplyvniŠ dostupnosŠ alebo signalizaļn® ¼ļinky kyseliny retinovej (ATRA), ktor® ved¼ 

k bunkovej diferenci§cii (Branco et al. 2015). Diferenci§cia na fenotyp podobnĨ srdcov®mu 

svalu m¹ģe byŠ tieģ podporen§ ġpecifickĨmi induktormi ako je TGF-ɓ1 (transforming growth 

factor beta 1), trij·dtyron²n, kyselina retinov§ (M®nard et al. 1999). 

Publikovan® ġt¼die uv§dzaj¼ vĨznam cAMP (cyklickĨ adenoz²nmonofosf§t) v bunkovej 

prolifer§cii a diferenci§cii. cAMP je sign§lna molekula, ktor§ zohr§va vĨznamn¼ ¼lohu 

v regul§cii g®novej expresie. V procese diferenci§cie buniek H9c2 v 1 % FBS intracelul§rnej 

hladiny cAMP progres²vne klesaj¼. Na druhej strane, v bunk§ch kultivovanĨch v 10 % FBS, 

bolo pozorovan® progres²vne zvĨġenie intracelul§rneho obsahu cAMP. ZvĨġenie 

intracelul§rneho cAMP inhibuje diferenci§ciu H9c2 buniek do fenotypu Ăpodobn®hoñ 

kostrov®mu svalstvu. ńalej publikovan® pr§ce uv§dzaj¼, ģe MAP kin§za (mitogenom 

aktivovan§ proteinkin§za) sa podieŎa na procese diferenci§cie. MAP je kin§za, ktor§ reguluje 

kyselinu retinov¼. V diferencovanĨch bunk§ch s¼ vĨznamne zvĨġen® MAP kin§zy, p38, ERK 

a fosfo-ERK kin§zy (Pagano et al. 2004).  

Ġpecifick® Ca2+ kan§ly L-typu s¼ relevantnĨmi funkļnĨmi markermi diferencovanĨch 

srdcovĨch a kostrovĨch myocytov. Bunkov§ l²nia H9c2 je schopn§ exprimovaŠ viacero 

izoforiem Ca2+ kan§lov typu L. Bunky oġetren® kyselinou retinovou vykazuj¼ zvĨġen¼ expresiu 

srdcov®ho Ca2+ kan§la L-typu, ako d¹sledok zachovania ich srdcov®ho fenotypu, teda prevl§da 

pr²tomnosŠ buniek predstavuj¼cich fenotyp srdcov®ho svalu. Ca2+ kan§l je charakteristickĨm 
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znakom skorej kardiogen®zy. Na rozdiel od toho bunky H9C2, ktor® preġli transdiferenci§ciou 

na myog®nny fenotyp, exprimuj¼ Ca2+ kan§ly kostrov®ho svalstva (M®nard et al. 1999).  

Publikovan® ġt¼die poukazuj¼ d¹kaz o novej ¼lohe sirtuinu 1 (SIRT1) pri regul§cii termin§lnej 

diferenci§cie kardiomyocytov vo vĨvoji srdca. SIRT1 priamo podporuje diferenci§ciu 

kardiomyocytov a jeho inhib²ciou doch§dza k potlaļeniu diferenci§cie kardiomyocytov. 

Dokonca k potlaļeniu diferenci§cie doch§dza i u kardiomyocytov oġetrenĨch kyselinou 

retinovou. SIRT1 podporuje preģitie ako obrannĨ mechanizmus na prevenciu stresom 

indukovanej bunkovej smrti v myoblastoch. PodieŎa sa na niekoŎkĨch procesoch, vr§tane 

kardiovaskul§rnych ochoren², neurodegener§cie, z§palu, rakoviny a regul§cie metabolizmu. 

Poļas vĨvoja maj¼ myġi s deficitom SIRT1 abnormality srdca a Ņalġ²ch org§nov a zriedka 

preģ²vaj¼ po naroden² (Shin et al. 2018). 

3.3.2 H9c2 potkanie kardiomyoblasty a diferenci§cia 

Bunkov§ l²nia H9c2 (2-1 subklon) odvoden§ od kardiomyocytov je beģne pouģ²van§ in vitro 

ako Ămodel srdcov®ho tkanivañ. Nejedn§ sa ale o kardiomyocyty, l²nia vykazuje mnoho 

podobnost² s bunkami kostrov®ho svalstva (preto Ăkardiomyoblastyñ) (Escarda-Castro et al. 

2021). S¼ dostupn® komerļne a m¹ģu byŠ tieģ z²skan® izol§ciou zo srdcov®ho tkaniva potkana. 

Morfologicky s¼ charakterizovan® ako veŎk®, ploch® myoblasty s jednĨm vretenovitĨm jadrom 

(viŅ Obr. 4) (Kutichov§ 2012). T§to bunkov§ l²nia je vyuģ²van§ v r¹znych oblastiach 

kardiovaskul§rneho vĨskumu, vr§tane ġt¼dia kardiotoxicity. Z publikovanĨch pr§c je zn§me, ģe 

H9c2 bunky s¼ schopn® sa diferencovaŠ do fenotypu Ăpodobn®hoñ srdcov®mu alebo 

kostrov®mu svalu (Escarda-Castro et al. 2021). Bunky s¼ relevantnĨm modelom na sk¼manie 

mechanizmov a d¹sledkov r¹znych srdcovĨch por¼ch, vr§tane srdcovej hypertrofie (Branco et 

al. 2015). 
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Obr. 4 Nediferencovan® H9c2 bunky (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Diferencovan® H9c2 bunky sa vyznaļuj¼ predŌģenĨm tvarom s viacerĨmi jadrami (viŅ Obr. 5) 

a n²zkou proliferaļnou kapacitou. Poļas procesu diferenci§cie bunky z²skavaj¼ vªļġinou 

fenotyp ĂpodobnĨñ kostrov®mu alebo srdcov®mu svalu. PodŎa publikovanĨch ġt¼di² z§leģ² od 

podmienok kultiv§cie a od prid§vania mnoģstva FBS a ATRA (Branko et al. 2015). 

 

Obr. 5 Diferencovan® H9c2 bunky (¼seļka predstavuje 100 Õm). 
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3.3.3 Diferenciaļn® markery bunkovej l²nie H9c2 

Poļas procesu diferenci§cie bunky z²skavaj¼ vªļġinou fenotyp srdcov®ho a kostrov®ho 

svalstva, ļo dokazuj¼ diferenciaļn® markery ġpecifick® pre srdcovĨ a kostrovĨ bunkovĨ typ. 

S¼ to g®ny s¼visiace s procesom diferenci§cie na srdcovĨ a kostrovĨ fenotyp. Dobre 

charakterizovan® markery srdcovej diferenci§cie s¼ tropon²n T, tropon²n I, kalsekvestr²n, MLC-

2v (myosin light chain 2v) a MLC-2a (myosin light chain 2a). Markery charakterizuj¼ce 

diferenci§ciu do bunky podobnej kostrov®mu svalu s¼ myogen²n,  myomes²n 2 a nikot²nov® 

receptory (M®nard et al. 1999). Diferencovan® bunky H9c2 podporen® kyselinou retinovou 

vykazuj¼ zvĨġen¼ expresiu g®nov s¼visiacich s v§pnikovĨmi transport®rmi (ako je kalciov§ 

adenozintrifosfat§za sarkoplazmatick®ho retikulaïSERCA, fosfolamban sarkolip²novĨ a 

ryanod²novĨ receptor), srdcovĨmi sarkom®rnymi prote²nmi, ako je tropon²n T a tropon²n C a 

diferenciaļn® markery, ako je myogen²n a transkripļnĨ faktor nevyhnutnĨ pre termin§lnu 

diferenci§ciu na myocyty (Branco et al. 2015). Diferencovan® bunky H9c2 exprimuj¼ niekoŎko 

g®nov charakteristickĨch pre kostrov® svaly, napr. izoformy a-akt²nu, ryanod²nov®ho receptora-

1 (Ryr1) a typ tropon²nu I1 (TNNI1). On·di popisuje zase len mierny stupeŔ diferenci§cie H9c2 

buniek s kyselinou retinovou (On·di et al. 2022). V bunk§ch H9c2 boli Ņalej detekovan® 

vysoko ġpecifick® prote²ny pre fenotyp kontraktiln®ho kostrov®ho svalstva kalpon²n-1 

a smoothel²n n. Lenļo op²sal, ģe bunky H9c2 neexprimuj¼ vĨznamn® mnoģstv§ markerov, 

ġpecifickĨch pre srdcovĨ sval, a produkuj¼ len mal® mnoģstv§ markerov charakteristickĨch pre 

kostrov® svaly. Zd¹razŔuje pr²tomnosŠ nesvalov®ho myoz²nu II ako dominantn¼ formu 

myoz²nu v bunk§ch H9c2. V bunk§ch H9c2 potvrdil vĨraznĨ rozdiel v hladin§ch tropon²nu T 

medzi vzorkami proliferuj¼cich a neproliferuj¼cich buniek (Lenļo et al. 2015). 

V tejto pr§ci boli pouģit® nasledovn® markery, ktor® boli prevzat® z pr§ce Escarda-Castro et al. 

(2021) a ich pouģiteŎnosŠ bude nutn® overiŠ:  

¶ Diferenciaļn® markery pre srdcovĨ sval: srdcovĨ tropon²n T (TnnT2) a srdcov® 

transkripļn® faktory (GATA4 a Hand2). 

¶ Diferenciaļn® markery pre kostrovĨ sval: transkripļnĨ faktor kostrov®ho svalstva 

myogen²n (Myog).  

Skupina Ņalġ²ch transkripļnĨch faktorov, vr§tane prote²nu Nkx2.5, GATA4, GATA5, GATA6 

prote²ny, MEF2 faktory a SRF, T-box faktory, vr§tane Tbx1, Tbx2, Tbx3, Tbx5, Tbx18, Tbx20 

s¼ rozhoduj¼ce pre vĨvoj srdca. Tieto transkripļn® faktory interaguj¼ navz§jom a s radou 

Ņalġ²ch transkripļnĨch faktorov sa podieŎaj¼ na kontrole vĨvoja srdca. Hlavn® srdcov® 
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transkripļn® faktory funguj¼ vo vz§jomne sa posilŔuj¼cej transkripļnej sieti, v ktorej kaģdĨ 

z faktorov reguluje expresiu ostatnĨch. Je to komplexn§ molekul§rna a genetick§ s¼hra, ktor§ 

riadi viacer® ġt§di§ vĨvoja srdca a prevodov®ho syst®mu. Preto mut§cie v niekoŎkĨch g®noch 

k·duj¼cich hlavne srdcov® transkripļn® faktory s¼ spojen® s vrodenou srdcovou chorobou 

(McCulley and Black 2013). 

3.3.4 L§tky ovplyvŔuj¼ce diferenci§ciu buniek 

Bisfenoly 

Bisfenoly s¼ chemick® l§tky, ktor® sa vo vĨznaļnej miere pouģ²vaj¼ pri synt®ze plastov, 

nach§dzaj¼ sa aj v potravinovĨch obaloch. Bisfenol A (BPA) je jednĨm z najviac ġtudovanĨch 

bisfenolov. Negat²vne ¼ļinky BPA na zdravie v d¹sledku jeho estrog®nnej aktivity, (sp¹sobenie 

endometri·zy, rakoviny prsn²ka, neplodnosti a vrodenĨch chĨb), ved¼ k rast¼cemu poģ²vaniu 

alternat²vnych bisfenolov (Park et el. 2020). Ned§vne ġt¼die uk§zali, ģe BPA svojimi ¼ļinkami 

nar¼ġa endokrinnĨ syst®m (Karrer et al. 2018). Bisfenol AF (BPAF) je deriv§t BPA, ktorĨ sa 

ġiroko pouģ²va ako jedna z n§hrad BPA, avġak ġt¼die uk§zali, ģe expoz²cia BPAF je spojen§ 

s hypertrofiou kardiomyocytov v d¹sledku zvĨġenia produkcie reakt²vnych foriem dus²ka 

(RNS) (Yang et al. 2020). Taktieģ tento bisfenol sa vyznaļuje nadmernou produkciou 

reakt²vnych foriem kysl²ka (ROS), ļoho n§sledkom m¹ģe byŠ indukcia cytotoxicity podŎa 

publikovanĨch ġt¼di² (Lei et al. 2019). BPF a BPS, ktor® postupne nahr§dzaj¼ BPA, maj¼ vo 

vyġġ²ch koncentr§ci§ch podobn® estrog®nne a antiandrog®nne ¼ļinky ako BPA, dokonca 

vykazovali aj negat²vny endokrinnĨ ¼ļinok (Park et al. 2020).  

Vysok® d§vky bisfenolu A (BPA), bisfenolu S (BPS) a bisfenolu AF (BPAF) inhibuj¼ 

diferenci§ciu embryon§lnych kmeŔovĨch buniek na kardiomyocyty a vykazuj¼ slab¼ 

embryotoxicitu. Individu§lne tieto l§tky inhibuj¼ expresiu endoderm§lnych, mezodermovĨch 

a ektodermovĨch markerov, ale zvyġuj¼ expresiu markerov pluripotencie. A kombinovan§ 

expoz²cia bisfenolov pri vysokĨch d§vkach m§ adit²vny ¼ļinok na diferenci§ciu 

kardiomyocytov a prolifer§ciu embryon§lnych kmeŔovĨch buniek. Tieto bisfenoly hraj¼ ¼lohu 

pri ovplyvŔovan² vĨvoja, zvĨġen²m schopnosti sebaobnovy alebo zn²ģen²m schopnosti 

diferenci§cie kmeŔovĨch buniek, poļas diferenci§cie (Zhou et al. 2021). 

Diferenci§cia myokardu zaloģen§ na embryon§lnych kmeŔovĨch bunk§ch m¹ģe byŠ 

vynikaj¼cim modelom na ġt¼dium kardiotoxicity indukovanej niektorĨmi bisfenolmi na 

bunkovej a molekul§rnej ¼rovni (Yang et al. 2020). 
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4 CieŎ diplomovej pr§ce 

N§plŔou mojej diplomovej pr§ce bola charakteriz§cia procesu diferenci§cie bunkovej l²nie 

H9c2, navodenej r¹znymi diferenciaļnĨmi m®diami a dŌģky trvania procesu diferenci§cie. 

Charakteriz§cia bola vykonan§ sledovan²m morfologickĨch zmien pomocou svetelnej 

mikroskopie a pomocou sledovania zmien, v relat²vnej g®novej expresii vybranĨch markerov 

a transkripļnĨch faktorov ġpecifickĨch, pre srdcovĨ a kostrovĨ sval. CieŎom pr§ce je 

identifikovaŠ diferenciaļnĨ protokol a markery poskytuj¼ce vĨrazn¼ a ļo najjednotnejġiu 

zmenu, ktor§ v Ņalġej f§ze vĨskumu umoģn² ġtudovaŠ l§tky s potenci§lom ovplyvŔovaŠ proces 

diferenci§cie. 
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5 Experiment§lna ļasŠ 

5.1 BiologickĨ materi§l 

5.1.1 Bunkov§ l²nia H9c2 

H9c2 bunky s¼ buneļn§ l²nia odvoden§ od kardiomyocytov. S¼ dostupn® komerļne a m¹ģu byŠ 

tieģ z²skan® zo srdcov®ho tkaniva potkana. Morfologicky s¼ charakterizovan® ako veŎk®, 

ploch® myoblasty s jednĨm vretenovitĨm jadrom. T§to bunkov§ l²nia je vyuģ²van§ v r¹znych 

oblastiach kardiovaskul§rneho vĨskumu, vr§tane ġt¼dia kardiotoxicity. Tieto bunky s¼ schopn® 

sa diferencovaŠ (Kutichov§ 2012, Escarda-Castro et al. 2021, Kimes and Brandt 1976). 

Kultiv§cia H9c2 buniek 

Bunky H9c2 s¼ adherentn®ho charakteru, boli kultivovan® v kultivaļnej n§dobe 

s dvojpolohovĨm uz§verom o veŎkosti T75 a T150 (TPP, Ġvajļiarsko). Bunky boli kultivovan® 

a pas§ģovan® v kultivaļnom m®diu DulbeccoËs Modified EagleËs Medium - high glucose 

(DMEM HG) (Sigma) s pyruv§tom doplnen® o HEPES, bez antibiot²k. Kultivovan® pri 

optim§lnych podmienkach 37ÁC a 5% CO2 a pas§ģovan® kaģdĨch 72 - 96 hod²n, pokiaŎ sme sa 

dostali k urļitej pas§ģi a bunky boli Ņalej pouģit® na proces diferenci§cie.  

5.2 Pas§ģ buniek a nasadenie na proces diferenci§cie 

Bunky boli v deŔ pas§ģovania a nasadzovania na pokus konfluentn® v kultivaļnej n§dobe na 

100 %. Bunky vretenovit®ho tvaru s mononukle§rnym charakterom, rovnomerne priŎnut® na 

povrchu. Po oplachu buniek PBS bola pridan§ zmes trypsin/EDTA k bunk§m. Pouģ²va sa na 

oddelenie buniek z povrchu n§doby. Boli pouģit® 2 ml na T75 a 3 ml na T150. ĻasŠ 

trypsin/EDTA bola odsat§ tak, aby v n§dobe zostalo 0,5 ml a inkubovalo sa 5 min¼t. Po 

inkub§cii dostaneme bunky do suspenzie so z§kladnĨm m®diom (tj. DMEM HG + 10% FBS). 

Zo suspenzie boli bunky spoļ²tan® pomocou farbiva tryp§novej modrej v BŤrkerovej kom¹rke 

a mnoģstvo bolo prepoļ²tan® na poģadovan¼ koncentr§ciu. 1 105 buniek v 1ml pomocou rovnice 

c1V1=c2V2. Suspenzia o poģadovanej koncentr§cii buniek bola napipetovan§ po 10 ml (tj. 0,3 

mil. bb) do Petriho misiek (TPP, Ġvajļiarsko) s vn¼tornĨm priemerom 87 mm a ploche 60,1 

cm2. Pre kaģd® jednotliv® diferenciaļn® m®dium bolo pre jeden pokus nasadenĨch 5 Petriho 

misiek (proces diferenci§cie bude ukonļenĨ v piatich intervaloch, viŅ Ņalej). DruhĨ deŔ boli 

m®dia vymenen® za jednotliv® diferenciaļn® m®di§ (viŅ Obr. 6). 
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Obr. 6 Rozdelenie Petriho misiek podŎa druhu prid§van®ho m®dia v 2. deŔ. 

M®di§ boli menen® kaģdĨ druhĨ deŔ: d4, d6, d8, d10, d12, d14 a ATRA (100 ÕM roztok) bola 

prid§van§ kaģdĨ deŔ po 1 Õl na 10 ml m®dia, podŎa sch®my na obr§zku ļ. 5. V deŔ 3, 6, 9, 12, 

15 bola vģdy jedna Petriho miska z kaģdej skupiny pouģit§ pre mikroskopick® vyhodnotenie 

morfol·gie buniek a n§sledne zberan§ lĨzou pomocou TRIzol/TRIreagentuÈ na vyhodnotenie 

RT ï PCR. Proces diferenci§cie bol teda sledovanĨ celkovo 15 dn² po 3 opakovaniach (n=3). 

V kaģdom opakovan² bol sledovanĨ aj vplyv ļ²sla pas§ģe, v ktorej dan® opakovanie bolo.  

Boli nasaden® eġte Ņalġie dve Petriho misky o veŎkosti 87 mm a ploche 60,1 cm2 (0,3 mil. bb) 

s 10% FBS bez ATRA a s ATRA (viŅ Obr. 7). Proces diferenci§cie bol sledovanĨ 15 dn² 

a m®di§ neboli poļas celej tejto doby menen® a ATRA bola pridan§ len v 1. deŔ nasadenia na 

pokus. 

 

Obr. 7 Rozdelenie Petriho misiek, m®dia nemenen®. 
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Zloģenie kultivaļnĨch a diferenciaļnĨch m®di² 

Zloģenie vypoļ²tan® na 100 ml: 

DMEM HG 1% FBS DMEM HG 10% FBS 

  

99 ml DMEM HG m®dia 90 ml DMEM HG m®dia 

1 ml FBS sigma 10 ml FBS sigma 

1 ml HEPES (1M; 0,85% NaCl) 1 ml HEPES (1M; 0,85% NaCl) 

1 ml Pyruv§tu sodn®ho, 

pokiaŎ nie je obsahom m®dia od vĨroby 

1 ml Pyruv§tu sodn®ho, 

pokiaŎ nie je obsahom m®dia od vĨroby 

 

5.3 Zber buniek ï lĨza pomocou TRIzol/TRIreagentuÈ 

Vģdy bola zobrat§ 1 Petriho miska z kaģd®ho druhu m®dia. M®dium bolo z Petriho misiek 

odsat® pomocou automatickej pipety. Bunky boli opl§chnut® PBS a s PBS n§sledne aj vyfoten® 

na mikroskope Nikon eclipse TS 100 s kamerou Nikon Japan ELWD Model Moticam. Po 

vyfoten² boli bunky zbaven® PBS a lyzovan® pomocou TRIzol/TRIreagentuÈ pokiaŎ sa vġetky 

neodlepili z povrchu kultivaļnej misky ï lyzovanie priamo v kultivaļnej miske. Automatickou 

pipetou boli bunky zhomogenizovan®, bunkovĨ lyz§t bol niekoŎkokr§t prejdenĨ ġpiļkou pipety, 

a prenesen® do uzatv§rateŎnej sk¼mavky s objemom 2 ml a zamrazen® v hlbokomraziacom 

boxe pri -80ÁC. 

5.4 Princ²p RealïTime PCR (RTïPCR) 

Real ï Time PCR je met·da zaloģen§ na polymer§zovej reŠazovej reakcii (PCR), vhodn§ 

k analĨze g®novej expresie. Sl¼ģi k transkripcii a kvantifik§cii DNA. RT ï PCR umoģŔuje 

meranie amplifikovan®ho produktu v priebehu reakcie, tzn. v re§lnom ļase (real time). Ide o 

enzymatick¼ amplifik§ciu vybranej sekvencie DNA in vitro. Dvojvl§knov§ DNA je najsk¹r 

denaturovan§ na dve jednovl§knov® matricov® molekuly DNA. Nemus² byŠ zn§ma 

nukleotidov§ sekvencia cieŎovej DNA, ale musia byŠ zn§me aspoŔ sekvencie kr§tkych ¼sekov 

na oboch koncoch cieŎovej amplifikovanej DNA. Oligonukleotidov® sondy, teda primery, 

hybridizuj¼ na oboch stran§ch cieŎovej DNA a riadia synt®zu novĨch vl§kien. T¼to synt®zu 

katalyzuje termostabiln§ DNA polymer§za. 
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K detekcii produktov reakcie sa vyuģ²vaj¼ fluorescenļn® molekuly, ktor® odr§ģaj¼ mnoģstvo 

amplifikovanej DNA v kaģdom cykle. V tejto pr§ci bolo pouģit® fluorescenļn® farbivo 

SYBRÈ-Green (SG). Je to interkalaļn§ l§tka, a preto sa navªzuje len na dvojreŠazcov¼ DNA. 

PokiaŎ je pr²tomn§ jednoreŠazcov§ DNA, molekuly Sybergreenu s¼ v roztoku vo voŎnej forme 

a tĨm nedoch§dza k emisii fluorescencie. K fluorescencii doch§dza aģ po naviazan² na 

dvojreŠazcov¼ DNA (PrŢġa 1997, Ġpaļek 2017). 

5.5 Izol§cia RNA zo vzoriek 

Izol§cia z diferencovanĨch buniek, nami zozbieranĨch pomocou TRIzol/TRIreagentuÈ, 

zhomogenizovanĨch a skladovanĨch v 2ml sk¼mavk§ch v hlbokomraziacom boxe pri -80ÁC. 

Jednotliv® kroky izol§cie: 

¶ F§zov§ separ§cia 

¶ Precipit§cia RNA 

¶ PremĨvanie RNA 

¶ Solubiliz§cia RNA 

F§zov§ separ§cia: 

Homogen§t sa nechal svojvoŎne rozmraziŠ a nechal sa st§Š 5 min¼t pri laborat·rnej teplote, aby 

doġlo k ¼plnej disoci§cii nukleoprote²novĨch komplexov. K homogen§tu bolo pridanĨch 0,1 ml 

BCP (1-br·m-3-chl·rprop§n) na 1 ml TRIzol/TRIreagentuÈ. BCP je reagent pre f§zov¼ 

separ§ciu a mierne zlepġuje kvantitu a kvalitu izolovanej RNA oproti chloroformu. Po pevnom 

uzatvoren² boli vzorky pretrep§van® v ruk§ch po dobu 15 sek¼nd. N§sledne sa nechala vĨsledn§ 

zmes 2-3 min¼ty st§Š pri laborat·rnej teplote a potom sa scentrifugovala pri 14 000 x g v 

chladiacej centrif¼ge Heraeus Biofuge Stratus 15 min¼t pri teplote 4ÁC. Centrifug§ciou bola 

zmes rozdelen§ do 3 f§z (viŅ Obr. 8): 

- doln§ ruģov§ aģ ļerven§ (fenolov§) organick§ f§za obsahuj¼ca prote²ny a DNA 

- interf§za obsahuj¼ca prote²ny a DNA 

- horn§ bezfarebn§ vodn§ f§za obsahuj¼ca RNA 

BCP je menej toxickĨ ako chloroform a jeho pouģitie zniģuje moģnosŠ DNA kontamin§cie 

RNA. Centrifug§ciu na oddelenie f§z je d¹leģit® vykonaŠ pr§ve pri teplote 4 ï 10ÁC. Ak sa 

uskutoļŔuje pri zvĨġenĨch teplot§ch, zvyġkov® mnoģstvo DNA sa m¹ģe sekvestrovaŠ vo vodnej 

f§ze (Chomczynski and Mackey 1995, Chomczynski and Sacchi 1987). 
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Obr. 8 F§zov§ separ§cia. 

Precipit§cia RNA: 

Vodn§ f§za sa odobrala pomocou pipety do novej sk¼mavky. Z vodnej f§zy bola vyzr§ģan§ 

RNA pridan²m 0,5 ml isopropanolu na 1 ml TRIzol/TRIreagentuÈ, pouģit®ho v pr²prave 

vzorky. Vzorky boli zvortexovan® a nechali sa st§Š pri laborat·rnej teplote po dobu 10 min¼t. 

Po uplynut² 10 min¼t boli vzorky scentrifugovan® pri 14 000 x g v chladiacej centrif¼ge 

10 min¼t pri teplote 4ÁC.  

Pomocou isopropanolu d¹jde k zr§ģaniu nukleovĨch kysel²n. Precipit§t RNA tvor² g®lovit® 

alebo biele peletky na boku a dne sk¼mavky, ktor® s¼ ļasto pred centrifug§ciou neviditeŎn®. 

Centrifug§cia pri 4ÁC je d¹leģit§ pre lepġiu a d¹kladnejġiu pr§cu s peletkou. PokiaŎ by bola 

uskutoļnen§ pri vyġġej teplote peletky by voŎne pl§vali v supernatante, ktorĨ by sa n§sledne zle 

odoberal a  hrozilo by riziko straty peletky RNA (Chomczynski and Mackey 1995, 

Chomczynski and Sacchi 1987). 

PremĨvanie RNA: 

Zo sk¼mavky s peletkou bol pomocou pipety odstr§nenĨ supernatant. K peletke bolo pridan®ho 

0,5 ml 75% etanolu, sk¼mavky boli zvortexovan® a n§sledne scentrifugovan® pri 14 000 x g v 

chladiacej centrif¼ge 5 min¼t pri teplote 4ÁC. 
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Solubiliz§cia RNA: 

Zo sk¼maviek sa odobral etanolovĨ premĨvac² roztok a peletky RNA sa nechali vysuġiŠ po 

dobu 5 min¼t na vzduchu. Peletky RNA boli rozpusten® pridan²m 0,1 ml vody bez RNAzy 

(RNAse free water) a pre lepġie rozp¼ġŠanie boli premieġavan® opakovanĨm pipetovan²m 

s mikropipetou. 

Je d¹leģit® vyhn¼Š sa ¼pln®mu vysuġeniu peletky RNA, pretoģe to vĨrazne zniģuje jej 

rozpustnosŠ. Peletky RNA musia zostaŠ biele a nie priesvitn®. Roztok pouģitĨ na solubiliz§ciu 

RNA by mal byŠ zbavenĨ RNAzy pomocou ¼prav. 

5.6 Vyhodnotenie ļistoty a kvantifik§cia RNA 

Kvalita a kvantita takto pripraven®ho RNA bola meran§ pomocou spektrofotometra NanoDrop 

(Thermo Scientific) (viŅ Obr. 9). PresnosŠ spektrofotometrie m¹ģe byŠ nedostatoļn§ pri 

n²zkych koncentr§ci§ch RNA. Pre NanoDrop analĨzu s¼ potrebn® mal® objemy vzoriek 1-2 Õl. 

KoneļnĨ produkt RNA je bez DNA a prote²nov. Ļistota RNA je urļen§ pomerom absorbancie 

pri vlnovej dŌģke 260/280 nm a 260/230 nm. Pomer 260/280 nm by mal byŠ medzi hodnotami 

1,9 ï 2,1. PokiaŎ by hodnoty klesli pod 1,7 znamenalo by to, ģe naġa vzorka by bola 

kontaminovan§ DNA. Pomer 260/230 nm by mal byŠ medzi hodnotami 2,0 ï 2,2. Ak by 

hodnota klesla pod 1,5 je potrebn® vykonaŠ znova proces ļistenia RNA s etanolom. Ide§lna 

koncentr§cia RNA pre RT je > 100 ng/Õl (Masago 2021). 

 

Obr. 9 Uk§ģka zmeran®ho vzorku na spektrofotometri NanoDrop. 
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5.7 Prepis RNA do cDNA 

Po zmeran² koncentr§cie RNA na NanoDrope bolo vypoļ²tan® riedenie RNA na mnoģstvo 10 Õl 

o koncentr§cii 100 ng/Õl. Ku kaģdej vzorke bolo pridan®ho 10 Õl High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems) na synt®zu cDNA do PCR stripov (zloģenie viŅ Tab. 

2). Zmes bola premieġan§ pipetou a stoļen§ v centrif¼ge. Celkov®ho objemu reakcie bolo teda 

20 Õl (viŅ Tab. 3). Po cel¼ dobu bolo pracovan® s vychladenĨmi vzorkami. 

 

Tab. 2 Zloģenie High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

Zloģky Reverse Transcription Kit Mnoģstvo v Õl  

Nuclease-free water (API) 3,2  

10X RT Buffer 2,0  

10X RT Random Primers 2,0  

25X dNTP Mix (100mM) 0,8  

Multiscribe Reverse Transcriptase 1,0  

Rnase Inhibitor 1,0  

Celkov® mnoģstvo 10,0  

 

Tab. 3 Obsah PCR stripov 

Narieden® vzorky RNA 10,0 Õl  

Reverse Transcription Kit 10,0 Õl  

CelkovĨ objem reakcie 20,0 Õl  

Takto pripraven® vzorky boli dan® do Thermal cykleru T100 (BIORAD) a bol zvolenĨ vhodnĨ 

program (viŅ Obr. 10). TeplotnĨ profil Thermal cykleru:  

- 25ÁC ï 10 min 

- 37ÁC ï 120 min 

- 85ÁC ï 5 min 

- 4ÁC ï Ð 

Po prepise bolo ku kaģdej vzorke s templ§tom cDNA napipetovanej 113,3 API. Premieġan® 

pipetou a mierne zvortexovan®. 
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Obr. 10 Uk§ģka Thermal cycleru a jeho teplotn®ho profilu. 

5.8 RealïTime PCR (RTïPCR) 

Na analĨzu expresie g®nov bola pouģit§ met·da Real-Time PCR v syst®me QuantStudio6 Flex 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems) s pouģit²m na mieru navrhnutĨch primerov a gb 

SG PCR Master Mix (obidva Generi Biotech) (zloģenie viŅ Tab. 4) a teplotnĨ profil viŅ Tab. 

6). Pouģit® farbivo SYBRÈ-Green sa interkalaļne viaģe na dvojreŠazcov¼ DNA. 

Tab. 4 Zloģenie Master Mixu 

Zloģky Master Mixu Mnoģstvo v Õl na 1 reakciu  

R gb primer 0,20  

F gb primer 0,20  

Gb SG PCR Master Mix(2X) 5,00  

Passive Reference Dye (ROX) 0,07  

Nuclease-free water (API) 0,53  

V reakcii bolo pouģitĨch 30 Õl riedenej cDNA a 6 Õl Master Mixu. Zloģenie Master Mixu (viŅ 

Tab. 5). Kaģd§ vzorka bola na dosku pipetovan§ v triplik§te. Na analĨzu relat²vnej g®novej 

expresie boli pouģit® na mieru navrhnut® primery a gb SG PCR Master MixïSybrGreen Master 

Mix. Z²skan® hodnoty expresie boli normalizovan® met·dou 2-ȹȹct na geometrickĨ priemer 

referenļnĨch g®nov GADPH a HPRT1. 
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Tab. 5 Riedenie templ§tu cDNA 

Koncentr§cia cDNA po RT (ng/Õl) 50,0  

Koncentr§cia cDNA po rieden² po RT (ng/Õl) 7,5  

Vloģen® mnoģstvo cDNA do reakcie (ng) 30,0  

Fin§lny objem cDNA pre 1 PCR reakciu (Õl) 4,0  

 

Tab. 6 TeplotnĨ profil RT ï PCR cykl®ru 

Krok Teplota DŌģka Poļet cyklov 

Poļiatoļn§ denatur§cia/aktiv§cia enzĨmov 95ÁC 3 min 1 

Denatur§cia 95ÁC 30 s 

40 Annealing 60ÁC 40 s 

Extenzia 72ÁC 50 s 

Z§vereļn§ extenzia 72ÁC 10 min 1 

 

5.9 Ġtatistick§ analĨza d§t 

V pr§ci nebolo vykonan® ġtatistick® vyhodnotenie zmien expresie vybranĨch g®nov, pretoģe 

charakter pr§ce je ļisto pilotnĨ a porovn§van® pokusy diferenci§cie s¼ z r¹znych pas§ģ². Teda 

vn¼torn§ variabilita d§t je prim§rne veŎk§ a z²skan® ġtatistick® d§ta by neboli validn®. 

  



32 

 

6 VĨsledky 

6.1 Porovnanie m®di² DMEM HG a DMEM LG 

V tejto pr§ci sme sa zamerali na charakteristiku procesu diferenci§cie bunkovej l²nie H9c2 

pouģit²m r¹znych diferenciaļnĨch m®di² a podmienok diferenci§cie. Porovn§vali sme stav 

diferenci§cie v n²zkogluk·zovom a vysokogluk·zovom m®diu. Pracovali sme s dvoma 

m®diami, vysokogluk·zovĨm DMEM (DMEM HG; 25 mM gluk·zy) a n²zkogluk·zovĨm 

DMEM (DMEM LG; 5,5 mM gluk·zy). 

Porovn§vanie procesu diferenci§cie v DMEM HG a DMEM LG bolo vykonan® po jednej s®rii 

(n=1). VĨsledky nevykazovali vĨrazn® rozdiely, ale rozhodli sme sa pracovaŠ 

s vysokogluk·zovĨm m®diom aj napriek tomu, ģe n²zkogluk·zov® m®dium m§ fyziologick¼ 

koncentr§ciu gluk·zy. Bunkov® l²nie s¼ z ļasti mortalizovan®, potrebuj¼ byŠ dostatoļne 

z§sobovan® gluk·zou, aby mali zdroj energie, keŅģe sam® si gluk·zu netvoria. Pre vytvorenie 

¼plnej konfluencie buniek na Petriho misk§ch pred diferenci§ciou, bolo vhodnejġie pouģiŠ 

vysokogluk·zov® m®dium so s®rom. Preto sme sa z ļasov®ho hŎadiska rozhodli Ņalej pracovaŠ 

len s jednĨm m®diom, ale aj pre jednoduchġie prevedenie pokusu a Ŏahġiu interpret§ciu 

vĨsledkov. 

Vġetky nasleduj¼ce vĨsledky boli teda vykonan® v DMEM HG a ako kontrolnĨ stav bol pouģitĨ 

deŔ 3 v DMEM HG + 10 % FBS bez ATRA (DMEM HG Ņalej oznaļovan® ako DMEM). 
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6.2 Mikroskopick® vyhodnotenie morfol·gie buniek H9c2 

Porovn§vali sme morfologick® zmeny buniek diferencovanĨch oproti nediferencovanĨm a 

morfologick® zmeny v danĨch diferenciaļnĨch protokoloch. Zmeny sme potvrdili aj na ¼rovni 

relat²vnej g®novej expresie pomocou RT-PCR markerov a transkripļnĨch faktorov. 

Z ļasovĨch d¹vodov bola diferenci§cia sledovan§ na troch r¹znych pas§ģach. Avġak neboli 

zaznamenan® vĨznamn® rozdiely medzi starĨmi bunkami (pas§ģ +38) a mladġ²mi (pas§ģ +20 

a +24). 

Popis a fotografie buniek: 

3. deŔ (d3) (mikroskopickĨ prehŎad viŅ Obr. 11) 

 

Obr. 11 Fotografie buniek v tret² deŔ (d3) diferenci§cie (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Bunky s viacerĨmi jadrami viŅ ļierne ġ²pky na obr§zku. 

 

DMEM + 1 % FBS: Povrch Petriho misky konfluentnĨ na 100 %, bunky nepredŌģen®, kr§tke 

vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, viac buniek s mononukle§rnym charakterom. 

DMEM + 1 % FBS + ATRA: Povrch Petriho misky konfluentnĨ na 100 %, bunky nepredŌģen®, 

kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, viac buniek s jednĨm jadrom. Sem-tam 
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bunka predŌģen§ s dvomi jadrami. DMEM + 10 % FBS: Povrch Petriho misky konfluentnĨ na 

100%, bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, viac buniek s 

jednĨm jadrom, bunky sa zaļ²naj¼ prerastaŠ. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Povrch Petriho 

misky konfluentnĨ na 100%, bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi 

jadrami, viac buniek s jednĨm jadrom. Sem-tam bunka predŌģen§ s dvomi jadrami. 

6. deŔ (d6) (mikroskopickĨ prehŎad viŅ Obr. 12) 

 

Obr. 12 Fotografie buniek v ġiesty deŔ (d6) diferenci§cie (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Bunky s viacerĨmi jadrami viŅ ļierne ġ²pky na obr§zku. 

 

DMEM + 1 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen® kr§tke 

vretenovit® s jednĨm jadrom, ale aj bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami. DMEM + 1 % FBS 

+ ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s 

jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, ale aj bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami. DMEM + 10 % 

FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s 

jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, bunky poprerastan®, na Obr. 12 m¹ģeme vidieŠ ako tvoria 

zhluky. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky 
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nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami ale aj predŌģen® bunky 

s viacerĨmi jadrami. 

9. deŔ (d9) (mikroskopickĨ prehŎad viŅ Obr. 13) 

 

Obr. 13 Fotografie buniek v deviaty deŔ (d9) diferenci§cie (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Bunky s viacerĨmi jadrami viŅ ļierne ġ²pky na obr§zku. 

 

DMEM + 1 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen® kr§tke 

vretenovit® s jednĨm jadrom, ale aj bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami. DMEM + 1 % FBS 

+ ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami, ale 

aj bunky kr§tke vretenovit® s jednĨm jadrom. DMEM + 10 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu 

Petriho misky. Bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, bunky 

poprerastan®, na Obr. 13 m¹ģeme vidieŠ ako tvoria veŎk® zhluky. DMEM + 10 % FBS 

+ ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Mnoho buniek predŌģenĨch s viacerĨmi 

jadrami (viŅ ļierne ġ²pky na Obr. 13). Ale aj bunky vretenovit® s jednĨm jadrom. 

 

 



36 

 

12. deŔ (d12) (mikroskopickĨ prehŎad viŅ Obr. 14) 

 

Obr. 14 Fotografie buniek v dvan§sty deŔ (d12) diferenci§cie (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Bunky s viacerĨmi jadrami viŅ ļierne ġ²pky na obr§zku. 

 

DMEM + 1 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen® kr§tke 

vretenovit® s jednĨm jadrom, ale aj bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami. DMEM + 1 % FBS 

+ ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami, ale 

aj bunky kr§tke vretenovit® s jednĨm jadrom. DMEM + 10 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu 

Petriho misky. Bunky nepredŌģen®, kr§tke vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, bunky 

extr®mne poprerastan®. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho 

misky. Mnoho buniek predŌģenĨch s viacerĨmi jadrami, viac ako v 1 % FBS + ATRA. Ale aj 

bunky vretenovit® s jednĨm jadrom. 
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15. deŔ (d15) (mikroskopickĨ prehŎad viŅ Obr. 15) 

 

Obr. 15 Fotografie buniek v pªtn§sty deŔ (d15) diferenci§cie (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

Bunky s viacerĨmi jadrami viŅ ļierne ġ²pky na obr§zku. 

 

DMEM + 1 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen® kr§tke 

vretenovit® s jednĨm jadrom, ale aj bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami. Nie je tu veŎk§ zmena 

oproti tretiemu dŔu (d3). DMEM + 1 % FBS + ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho 

misky. Bunky predŌģen® s viacerĨmi jadrami, ale aj bunky kr§tke vretenovit® s jednĨm jadrom. 

DMEM + 10 % FBS: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. Bunky nepredŌģen®, kr§tke 

vretenovit® s jednĨm alebo viacerĨmi jadrami, bunky extr®mne poprerastan®, tvoria zhluky 

(viŅ Obr. 15). DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky priŎnut® na povrchu Petriho misky. 

Mnoho buniek predŌģenĨch s viacerĨmi jadrami, viac ako v 1 % FBS + ATRA. Ale aj bunky 

vretenovit® s jednĨm jadrom. Na Obr. 15 je pekne vidieŠ vªļġiu predŌģen¼ mnohojadrov¼ 

bunku. 

CelkovĨ mikroskopickĨ prehŎad vġetkĨch dn² je na Obr. 16. Od tretieho dŔa (d3) po pªtn§sty 

deŔ (d15). S®rov§ depriv§cia (1 % FBS prv® dva stŌpce) a pridanie ATRA (druhĨ a ġtvrtĨ stŌpec) 

zvĨġili tendenciu buniek zmeniŠ morfol·giu na predŌģenĨ tvar s viacerĨmi jadrami ( viŅ ļierne 
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ġ²pky) do 9. dŔa (d9), potom sa predŌģenĨ tvar buniek viac vyskytoval v 10 % FBS s ATRA. 

KaģdĨ deŔ predstavuje in¼ bunkov¼ popul§ciu. Ġ²pka na Ŏavom boku obr§zka zn§zorŔuje 

ļasov¼ postupnosŠ buniek. 

 

Obr. 16 CelkovĨ mikroskopickĨ prehŎad vġetkĨch dn². 

 

Zobrazenie buniek kultivovanĨch v norm§lnom kultivaļnom m®diu pred diferenci§ciou odo 

dŔa 0 (d0) do 3. dŔa (d3). Bunky maj¼ vretenovitĨ tvar a mononukle§rny charakter (viŅ Obr. 

17). Obr§zky predstavuj¼ rovnak¼ bunkov¼ popul§ciu. 
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Obr. 17 Zobrazenie buniek H9c2 v norm§lnom kultivaļnom m®diu (¼seļka predstavuje 100 Õm). 

 

Prim§rne boli bunky nasaden® na proces diferenci§cie na Petriho misk§ch, ale sk¼ġali sa nasadiŠ 

aj na 96j. a 12j. form§t, kde bunky vykazovali rovnakĨ stupeŔ diferenci§cie. Spotreba buniek 

pri nasadzovan² na Petriho misky je niekoŎkokr§t vªļġia ako na 96j. a 12j. form§t. Znamenalo 

by to menġiu spotrebu buniek na pokus, a tĨm zase re§lnejġie pouģitie buniek v niģġ²ch 

pas§ģach. ńalej by sa dala urobiŠ koncentraļn§ ġk§la pre kyselinu retinov¼, ļ²m by sme mohli 

zistiŠ ide§lnejġiu koncentr§ciu pre diferenci§ciu. Aj keŅ koncentr§cia, ktor¼ sme pouģili v tejto 

pr§ci (10 nM) sa uk§zala, ģe relat²vne dobre indukuje bunky k diferenci§cii, ale moģno by niģġie 

koncentr§cie vykazovali rovnakĨ stupeŔ diferenci§cie, alebo naopak vyġġia koncentr§cia by 

mohla podporiŠ bunky sa diferencovaŠ eġte viac. 

6.3 Vyhodnotenie relat²vnej g®novej expresie vybranĨch markerov 

a transkripļnĨch faktorov 

Vyhodnotenie relat²vnej g®novej expresie na vybran® markery: srdcov®ho tropon²nu T (cTnT), 

srdcovĨch transkripļnĨch faktorov (GATA4 a Hand2) a transkripļn®ho faktora kostrov®ho 

svalstva myogen²nu (Myog). 
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Obr. 18 Relat²vna g®nov§ expresia ġpecifick®ho srdcov®ho tropon²nu T. 

 

 

Obr. 19 Relat²vna g®nov§ expresia transkripļn®ho faktora kostrov®ho svalstva myogen²nu. 
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Obr. 20 Relat²vna g®nov§ expresia srdcov®ho transkripļn®ho faktora GATA4. 

 

 

Obr. 21 Relat²vna g®nov§ expresia srdcov®ho transkripļn®ho faktora Hand2. 
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Z grafov m¹ģeme pozorovaŠ, ģe nie vġetky vĨsledky vykazovali jednoduch¼ a jednotn¼ 

odozvu, priļom vĨznamn® zmeny trendu boli pozorovan® v 9. dni. VĨznamn§ a dobre 

pozorovateŎn§ zmena bola u g®nu TnnT2 a Myog v m®diu DMEM s 10 % FBS + ATRA (viŅ 

Obr. 18C a Obr. 19C), kde doġlo k zvĨġeniu g®novej expresie. Tento efekt bol extr®mne 

viditeŎnĨ hlavne v niģġej pas§ģi, pridanie ATRA tento efekt zvĨraznilo, kyselina retinov§ teda 

mala vplyv na zvĨġenie diferenci§cie u oboch koncentr§ci² s®ra. Dokonca 5-n§sobn§ zmena 

bola pri 10 % FBS + ATRA u g®nu Myog v pas§ģi p+20 a p+24 oproti pas§ģi p+38. Myogen²n 

pekne reagoval aj pri s®rovej depriv§cii (1 % FBS). Naopak GATA4 mal minim§lnu zmenu, 

ktor§ bola nejednotn§, napr. pri 1 % FBS bol mierny n§rast pri p+20 a zase pri p+24 g®nov§ 

expresia mierne klesla. (viŅ Obr. 20B). Hand2 reagoval zauj²mavo v s¼vislosti s vyġġou 

pas§ģou buniek, jeho g®nov§ expresia najsk¹r klesala a potom prudko st¼pala. (viŅ Obr. 21). 

Tento vĨsledok je vġak neġtandardnĨ. V niģġ²ch pas§ģach bola zmena g®nu Hand2 minim§lna.  

D¹sledkom niektorĨch nejednotnĨch vĨsledkov mohlo byŠ pr§ve vykonanie n§ġho pokusu v 3 

opakovaniach s r¹znou pas§ģou, ļo by sa dalo potvrdiŠ novĨm preveden²m pokusu za 

zjednoduġenĨch podmienok. KeŅģe sme sk¼ġali vplyv pravidelnej vĨmeny m®dia a 

kaģdodenn®ho prid§vania ATRA na diferenci§ciu buniek. Napr. g®n GATA4 by bolo moģn® 

vysk¼ġaŠ na eġte mladġej bunkovej kult¼re H9c2 (niģġia ako p+20), pr§ve preto, ģe t§to pas§ģ 

vykazovala mierny n§rast v g®novej expresii. 

Z naġich vĨsledkov m¹ģeme urļiŠ, ģe vek buniek, teda stupeŔ pas§ģe, m§ tieģ vplyv na g®nov¼ 

expresiu vybranĨch markerov. G®ny TnnT2 a Myog reagovali veŎmi dobre najmª v niģġ²ch 

pas§ģiach, teda pri mladġ²ch bunk§ch, jedno opakovanie s vyġġou pas§ģou m¹ģe vĨsledky 

skresŎovaŠ, preto by bolo dobr® eġte raz urobiŠ pokus s mladġ²mi bunkami, ide§lne v rovnakej 

pas§ģi. Taktieģ tieto dva g®ny dobre reagovali v m®diu s 10 % FBS + ATRA a Myog aj pri 

s®rovej depriv§cii v m®diu s 1 % FBS s aj bez ATRA. Protokol s 10 % FBS bez ATRA by sa 

teda nemusel pouģ²vaŠ a bunky by mohli byŠ nastaven® na proces diferenci§cie len v 3 m®di§ch, 

a to so s®rovou depriv§ciou 1 % FBS s/bez ATRA a 10 % FBS s ATRA. Naopak, zase g®n 

Hand2 reagoval zauj²mavo, jeho relat²vna g®nov§ expresia st¼pala hlavne vo vyġġej pas§ģi, ļo 

teda limituje n§ġ pokus a pre tento g®n by boli vhodnejġie pokusy na starġ²ch bunk§ch, teda vo 

vyġġej pas§ģi. G®n GATA4 vykazoval minim§lnu zmenu, zato ale nejednotn¼. D¹sledkom opªŠ 

m¹ģe byŠ nerovnak§ pas§ģ buniek. 
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6.4 Vplyv pravidelnej vĨmeny m®dia 

Boli sledovan® dve s®rie s/bez vĨmeny DMEM 10 % FBS a s 10 % FBS + ATRA. Boli 

kultivovan® 15 dn² bez vĨmeny m®dia a ATRA bola pridan§ len v 1.deŔ (viŅ Obr. 22). Sledovali 

sme vplyv pravidelnej vĨmeny m®dia a kaģdodenn®ho prid§vania ATRA na g®nov¼ expresiu 

vybranĨch g®nov (viŅ Obr. 23). 

Publikovan® protokoly s¼ zaloģen® na kaģdodennom prid§van² kyseliny retinovej, keŅģe je 

povaģovan§ za nestabiln¼ l§tku a rĨchlo degraduje. Pomocou n§ġho pokusu, sme zistili, ģe 

proces diferenci§cie sa naġtartuje uģ pri prvom podan² kyseliny retinovej k bunkovej kult¼re 

a nie je potrebn® ju prid§vaŠ kaģdĨ deŔ. Bez pravidelnej vĨmeny m®dia a kaģdodenn®ho 

prid§vania ATRA diferenci§cia prebehne, tĨm p§dom by sa prevedenie pokusu diferenci§cie na 

bunkovej kult¼re H9c2 dalo zjednoduġiŠ. TĨm p§dom by bolo prevedenie pokusu jednoduchġie 

a ļasovo menej n§roļn®. Taktieģ by bol jednoduchġie dosiahnuteŎnĨ pokus v troch 

opakovaniach s rovnakou pas§ģou buniek. 

 

Obr. 22 Fotografie buniek v pªtn§sty deŔ (d15) bez vĨmeny m®dia a ATRA pridan§ len v 1.deŔ (¼seļka 

predstavuje 100 Õm). 
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Obr. 23 Graf vplyvu pravidelnej vĨmeny m®di² 
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7 Diskusia 

V r§mci tejto diplomovej pr§ce boli ġtudovan® a porovnan® ġtyri r¹zne, uģ publikovan® 

postupy, ved¼ce k navodeniu diferenci§cie bunkovej l²nie H9c2 potkan²ch kardiomyoblastov. 

Tieto postupy sa odliġuj¼ mnoģstvom s®ra v kultivaļnom m®diu (1 % vs 10 %) a v prid§van² 

retinovej kyseliny. VĨznamnĨm pr²nosom tejto pr§ce je to, ģe dan® protokoly sledujeme po 

dobu 15 dn², ļo sa odliġuje od referenļnĨch pr§c citovanĨch Ņalej, z ktorĨch sme vych§dzali, 

ktor® pracuj¼ s dobou diferenci§cie 5-6 dn². T§to bunkov§ l²nia je ļasto pouģ²van§ ako in vitro 

model srdcov®ho tkaniva, a ļasto nespr§vne oznaļovan§ ako kardiomyocyty. Bunky H9c2 s¼ 

odvoden® zo srdcov®ho tkaniva potkana, maj¼ proliferat²vny a relat²vne nediferencovanĨ 

fenotyp, teda fenotyp neodpovedaj¼ci kardiomyocytom. Napriek tomu, ģe sa bunky dok§ģu 

dobre diferencovaŠ na dospel® svalov® bunky, vªļġina toxikologickĨch ġt¼di², zahŘŔaj¼cich t¼to 

bunkov¼ l²niu, uskutoļŔuje experimenty s nediferencovanĨmi myoblastmi. Publikovan® ġt¼die 

dokazuj¼, ģe stav diferenci§cie srdcovej bunky ovplyvŔuje jej citlivosŠ na toxick® l§tky (Branco 

et al. 2015). Diferencovan® a  nediferencovan® bunky H9c2 m¹ģu maŠ rozdielny metabolizmus 

a m¹ģu vykazovaŠ rozdielne metabolick® zmeny. Teda l§tky a zl¼ļeniny, moduluj¼ce bunkovĨ 

metabolizmus, by mohli maŠ rozdielne ¼ļinky podŎa stavu diferenci§cie na metabolizmus 

(Pereira et al. 2011). HlavnĨm cieŎom tejto pr§ce je vybraŠ ļo najreprodukovateŎnejġ² 

diferenciaļnĨ protokol H9c2 buniek, ktor®ho priebeh a vĨsledok by bol jasne definovateŎnĨ a 

detekovateŎnĨ pomocou zmien v g®novej expresii vybranĨch markerov srdcov®ho tkaniva 

(srdcovĨ tropon²n T -TnnT2), kostrov®ho svalu (myogen²n) a transkripļnĨch faktorov 

spojenĨch s vĨvojom srdca (GATA4, Hand2), ktor® boli pilotne vybran® na z§klade pr§ce 

Escarda-Castro et al. (2021).  

VĨsledky ned§vno publikovanĨch ġt¼di² porovn§vaj¼ce proteomick® a transkriptomick® profily 

potvrdili fakt, ģe ani po diferenci§ci nie s¼ H9c2 bunky porovnateŎn® s prim§rnymi potkan²mi 

kardiomyocytmi ļi ŎudskĨmi iPSC bunkami (Lenļo et al 2015, On·di et al 2022). 

Bunkov§ diferenci§cia prebiehaj¼ca pri s®rovej depriv§cii, teda v naġom pr²pade v m®diu s 1 % 

obsahom s®ra, a v pr²tomnosti kyseliny retinovej sa vyznaļovala v pr§ci Branco a kol. (2015) 

zvĨġenou expresiou srdcov®ho ġpecifick®ho markeru tropon²nu T, ļo je potvrden® v tejto pr§ci 

na ¼rovni mRNA ġpecifick®ho srdcov®ho markeru tropon²nu T. ĻasovĨ profil expresie mRNA 

TnnT2 naviac uk§zal, ģe mRNA postupne narastala a v protokole bez ATRA bol n§rast 

minim§lne obdobnĨ. ZvĨġen® hladiny markeru myogen®zy (najmª kostrov®ho svalu) 

myogen²nu boli taktieģ pop²san® ako naġou, tak aj pr§cou Branco a kol. V oboch pr²padoch bol 
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pop²sanĨ n§rast vªļġ² neģ v pr²pade tropon²nu T. Expresia myogen²nu spolu s tropon²nom T 

svedļ² o zmieġanom fenotype H9c2 buniek popisovanĨm ļasto ako myotubuly. ĻasovĨ profil 

mRNA myogen²nu vykazuje pri s®rovej depriv§cii vrchol okolo 6. dŔa s n§slednĨm 

poklesom.(viŅ. Obr. 19). Gata4, transkripļnĨ faktor exprimovanĨ v srdcovĨch bunk§ch, 

nevykazoval ģiadne vĨznamn® zmeny po diferenci§cii buniek H9c2 s ATRA, ļo  odpoved§ 

vĨsledkom citovanĨch pr§c. Minim§lna zmena bola v m®diu so s®rovou depriv§ciou (1 % FBS), 

avġak bola nejednotn§. Mohol by sa vysk¼ġaŠ Ņalġ² transkripļnĨ faktor z rodiny GATA, a to 

GATA6, popisovanĨ v ġt¼dii od On·diho a kol. (On·di et al 2022). VeŎmi nejednotn¼ odpoveŅ 

na n²zkos®rov¼ diferenci§ciu vykazoval transkripļn² faktor pre vĨvoj srdca Hand2, ktorĨ ale 

bohuģiaŎ nebol stanovovanĨ v ģiadnej z tu citovanĨch pr§c. U mladġ²ch buniek mierne klesal, 

zatiaŎ ļo u starġ²ch postupne st¼pal s vrcholom v 12. dni.  

V pr§ci Branco a kol. bola okrem TnnT2 a myogen²nu Ņalej potvrden§ i expresia  Ņalġ²ch 

g®nov ako je tropon²n I a srdcovĨ kalvestr²n na ¼rovni srdca a Myom 2 na ¼rovni kostrov®ho 

svalu (Branco et al. 2015). M®nard a kol. a Pereira a kol. uv§dza, ģe myog®nna 

transdiferenci§cia buniek H9c2 je potlaļen§ pridan²m kyseliny retinovej k diferenciaļn®mu 

m®diu. Je d¹leģit® zohŎadniŠ fakt, ģe bunky ġtudovali len poļas ġiestich dn² (M®nard et al. 1999, 

Pereira et al. 2004). V naġom protokole doġlo k zmen§m pr§ve po 6. dni. 

ńalġou sadou sk¼ġanĨch diferenciaļnĨch protokolov boli m®di§ s nezmenenou koncentr§ciou 

s®ra (10 % FBS) s a bez kyseliny retinovej. Bunky v tĨchto m®di§ch preukazuj¼ vĨrazn¼ 

schopnosŠ proliferovaŠ a bol u nich oļak§vanĨ minim§lny n§znak diferenci§cie smerom 

k srdcov®mu fenotypu, na rozdiel od tvorby myotub¼l. Je nutn® doplniŠ, ģe m®dium bez ATRA 

bolo v citovanĨch pr§cach pouģit® ako kontroln® m®dium (M®nard et al. 1999, Pereira et al. 

2004). Experimenty s tĨmto m®diom prebehli kv¹li tomu, aby bolo porovnanie vĨsledkov 

kompletn®. Avġak, z mikroskopickĨch sn²mok, tak i z ļasov®ho profilu zmien mRNA 

sledovanĨch markerov je zrejm®, ģe k istej diferenci§cii aj tak doġlo a najvªļġie zmeny boli 

zaznamenan® u myogen²nu, kde bol u mladġ²ch buniek pozorovanĨ aģ 50n§sobnĨ n§rast jeho 

mRNA. To je v s¼lade so vġeobecne zn§mym poznatkom, ģe Ăprerasten®ñ H9c2 bunky pri 

dlhodobejġej kultiv§cii str§caj¼ svoj fenotyp a diferencuj¼ sa smerom k myotubulom, teda 

k fenotypu svalovĨch buniek.  

PokiaŎ by sme porovnali vĨsledky diferenci§cie preveden® v n²zkos®rovom m®diu 

s norm§lnym m®diom, tak naġe vĨsledky potvrdzuj¼, ģe g®nov§ expresia myogen²nu bola 

vªļġia v m®diu s n²zkym obsahom s®ra ako v referenļnom m®diu. Z vĨsledkov je viditeŎn®, ģe 

kult¼ra s n²zkym obsahom s®ra podporuje bunky viac k diferenci§cii na bunky podobn® 
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kostrov®mu svalu. Dokonca t§to odpoveŅ pretrv§vala po 15. deŔ, ale po 9. dni mierne klesala, 

no st§le bola g®nov§ expresia myogen²nu vªļġia ako g®nov§ expresia ġpecifick®ho srdcov®ho 

tropon²nu T (viŅ Obr. 18, Obr. 19). Pagano a kol. popisuje, ģe g®nov§ expresia myogen²nu 

v m®diu so s®rovou depriv§ciou bola podstatne vyġġia ako v m®diu s 10 % FBS, po dobu 

kultiv§cie 6 dn². A ģe kult¼ra s n²zkym obsahom s®ra podporuje bunky k diferenci§cii na bunky 

kostrov®ho svalstva a s¼ļasne obmedzuje diferenci§ciu na bunky srdcov®ho svalu (Pagano et 

al. 2004).  

Naġe vĨsledky poukazuj¼ na najvªļġiu g®nov¼ expresiu pri kultiv§cii buniek v m®diu bez 

s®rovej depriv§cie s kyselinou retinovou (10 % FBS + ATRA). G®nov§ expresia vĨrazne st¼pala 

v tomto diferenciaļnom m®diu a zmena bol vĨrazn§ u markerov TnnT2 a Myog (viŅ Obr. 18C, 

Obr. 19C), pr²sluġnĨ graf vyznaļenĨ ļervenĨm ġtvorcom. Zd§ sa, ģe tento protokol by mohol 

byŠ najvhodnejġ²m na sledovanie zmien v g®novej expresii pri ġt¼diu moģn®ho toxick®ho 

p¹sobenia bisfenolov. Publikovan® pr§ce opisuj¼ najvyġġ² stupeŔ diferenci§cie H9c2 buniek 

v m®diu so s®rovou depriv§ciou vġeobecne, ale aj s pridan²m kyseliny retinovej do m®dia so 

s®rovou depriv§ciou. Popisuj¼ proces diferenci§cie len po dobu 6 dn² (M®nard et al. 1999, 

Pereira et al.2004). M¹ģe to byŠ kr§tka doba pre sledovanie zmien, pretoģe v naġich protokoloch 

boli vĨrazn® zmeny najviac pozorovateŎn® v 9. dni. 

Pre sledovanie stavu diferenci§cie by bolo moģn® pouģiŠ len TnnT2 a Myog z vybranĨch g®nov, 

najlepġie v troch s®ri§ch s rovnakou, ide§lne niģġou pas§ģou. Je nutn® vġak vysk¼ġaŠ aj Ņalġie 

g®ny. Pre kompletiz§ciu vĨsledkov by bolo vhodn® eġte potvrdiŠ g®nov¼ expresiu, na ¼rovni 

prote²nov na vybran® g®ny, pomocou met·dy western blot a imunofluorescencie. Z inĨch 

publik§ci² je moģn® n§jsŠ Ņalġie markery, ktor® s¼ popisovan® v diferenciaļnĨch procesoch. 

DetailnĨ prehlaŅ markerov a transkripļnĨch faktorov je uvedenĨ v review o regul§cii vĨvoja 

srdca, autorov McCulley a Black, v ktorom je vidieŠ komplexnosŠ cel®ho procesu (viŅ Obr. 

24). Z dan®ho obr§zku s¼ zrejm® urļit® kŎ¼ļov® regul§tory (GATA4, Nxk2.5 a Tbx5), upstream 

regul§tory (rodina SMAD prote²nov a ISL1) a downstream regul§tory, ktor® s¼ vz§jomne veŎmi 

poprepletan®. ńalġ² z rodiny GATA je GATA6, ktorĨ popisuje  On·di (On·di et al. 2022). 
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Obr. 24 Dr§hy transkripļnĨch faktorov, ktor® sa podieŎaj¼ na vĨvoji myokardu a morfogen®ze srdca 

Prevzat® z: McCulley a Black (2012) 
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8 Z§ver 

V tejto pr§ci boli porovn§van® ļasov® profily zmien v expresii vybranĨch markerov pre srdcov® 

alebo kostrov® svalov® bunky, v ġtyroch r¹znych diferenciaļnĨch protokoloch. CieŎom bolo 

vybraŠ najlepġie reprodukovateŎnĨ protokol a markery s robustnou g®novou expresiou, aby 

bolo moģn® ġtudovaŠ v n§slednej f§ze toxick® p¹sobenie l§tok na proces diferenci§cie, ļi uģ 

smerom k srdcov®mu, alebo kostrov®mu svalu. Vġetky protokoly viedli k istej diferenci§cii, 

zatiaŎ najsŎubnejġ²m protokolom pre Ņalġie experimenty sa jav² norm§lne kultivaļn® m®dium 

s kyselinou retinovou (10 % FBS a ATRA) (a to tieģ z ļisto praktickĨch d¹vodov) a ako doba 

diferenci§cie 6 alebo 9 dn². 
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