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N§zov di pl omG6hajakpre§dez:§ci a Tchznmyrcot odoFever

kardi omyobl astov

Bunkovg§ diferencig8cia je begnl proces vo viv
kzmene bunkov®bhokeiz&éOaBuoaes diferenci cie z
oprave pogkodenTch tlkarkyv.m!Niue kntegra® 2 cvmesmioovkp®

at Tm ovplyvni S i Oudsk® zdravi e.

Vtejto pr8ci sme sa zamer al. na charakteri z
pougit2mpublzinkadiafndrcehnci al nl p@ p 2psladtsek o2 meny
vmor fol -gi.i (vishytedOjarcl adx pbruwdngieik amRNA vy b
mar kerov typickIlch (pa®nTf entarnydRl, sb@ATHEBH a oV
(myogesnvanl Proces diferenci 8ci e esdmeo tsllievd® vparloit
' 2gil i pr 2 dhaovwk®odrz ®frecht oPFBeBhedo)ba 810 ares i novej] kys:
(ATRA, 10 nmol /L) DRwl kkeud ¢ d vsa | M®chiofmimedl i Bag | e E

Zpozorovanlch visledkov mtgeme podede®is8§geiv
buni ek, ktor§ sa ale kvmahi twltadsené VI zkivaarnilt :
ma | tieg vek kult¥ry. Okrem in®ho, g®Pabatefvn,
eXx prsesdiciov ®h o tgrGoypuo@ 2 my.o JEefreg kntd ep®nn v\Beji e s a [
hl avne na zaliatku diferencialn®ho procesu (
zmenw®divay gou konceohO@8diomunBB8omBgenitu z2s¢
sme sa rbazdh/ocdIcih ve x per i metnotkooclh vzyaunye?rvda§ %icai  pni
FBSprs2davkomgATRA @ meny detailne potvrdis§S.



ABSTRACT
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Super WihaomDr . Eduard Jirkovskil, Ph.D.

Title of di ®@H aormeac t tehfa szdaigfifoerr e nt di fferenti at

cardiomyobl ast s

Cell differentiation i s a common process in
to an altkeEsatiapmpeafared and function. The |
significant role in the reparation of damage

effects on these processes and therefore aff

This thesis foatuisers ofn dihfafrarcda retrii &t i on pr oc«
vari ous publ i shed di fferentiation protocol s
mor phol ogy (occurrence of mul tinucl eated an
selected mamrkdermse tcyapide alc f(cTnT, Hand2, GATAA4
phenoWegnpoen.i t ored the process of the differen
protocols differed by the a%don%)dbanodf aafldt al
retiamiod c( AR, /L) t o t hDeu lghreoowct ohE smeMloi duinfni e d E a

From what we have observed, the results shov
di fferentiation that changed quantThtei vaegley oafn
culture had an 1 mportant effect as well . Am
observed in t heandaarfdoira gneyhoegoepngpnr e s i on . The
deprivation was manifestedrentnhyi anh phecoéssg
day), nrmarterchoannges were observed in the medi
Regarding the homogeneity of the acquired r €
which uses the 10% FBS medium with the addi

confirm the changes in detail
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1 Zoznam skrati ek

API Nucl-ase water

Bb Bunky

BCP 1-br -3mhl - rprop8n

Cdk Cyk-dependentn8 kin8za

DMEM HG Dul beccoEs Modi f-hed hEagdluebs eMedi um

DMEM LG Dul beccoEs Modi f-l mdv Bdgilcoksse Medi um

EDTA Kyseét mml endi ami ntetraoctov$§

FBS Fet 8l ne hova@dzie s®rum

HEPES (4-hydr oxlysdtpyehNHz2 nhansul fonovg kysel.
PBS Fosf&8tovl pufrovanl fyziologickIl ro
RTPCR Polymer8zovg8 reSazov§ -Tiem&k cRQR)v r e §
SAC Spindelmneb lays scheckpoint



2 bvod

Bunkovg difergmaed &seiday jdeoncehesgdnzbau nkk o vi@lnmok oizdr.Oa
Bunky sa st §vdjusskmmref alpegBiuwakkiyziomag e jr piven.a k 1

fenotypovo saTent cepraooas ijgajtuypi cklT pre mul
mtgu diferencova$S aj termin8l ne diferencovar
podnet ov. Vari abi lviy& §ietxipe e giea e tgi®nloesrj ai nf or |
mechani zmamii flew relRordggctiaet o u di f er envcyip&cniaeni ge
gpeci fi ckpltcsho beeg@rraw rtznych transkriplnlch fa
epigenetick® vplyvy. Proces diferenci 8cie zo

t kan2w.r ®Nicehketmi ck® | §t ky m! gu netglai 2ovwpel yovvnpil ¢

Oudsk® zdravie. Aby sme bolii schopn?2 tak®to
model, na ktorom | edinfoejrneRpasibSeddibica&h zmkenygr §c
myobl astov8 bunkov8 |l 2nia H9c2, i zolovan§8 z

mor f ol ogi ckynadiffeenroetnycpo v @ &dboebnnolt ypr dpcoud oab nT ko
sval, staie medzi jednotlivimi vT3%Eg¢edkva8nnlk2pnuiba i
je vyug2?vagg8@hvoblastiach kardiovaskul 8rneho
Bunky difebwemlicyovae®i faerencovan®, bunkovej | 2
met abolmizgnusvyywkazovaS r ozdibDeilfneeraenmétoavb a kiy c H® ¢
mtgu byS lepg2m model om pre kultivovan® pri
bunkRer ei220alRle p ieatkZn2)Q



3 Teoretick8 | asS

3. Bunkovl cykl us

Cyklus bunky vedie od Naldgi®dmu.budzéoova@®dt e ysd eend
udal esitklaryoti ckej mwgrsk ee,d nk®tmar Tr owzelkilee nk u | ed
na dve dc®rske bunky. TiTmto delen2m sa pre
aostatnich funk|lnTch jednoti ek vbiuancknye. n e\T stloetd
dc®rske bunky. General (B? hdeetr.20p®udkbal tcyhkhti
m&8 niekoOko f&8z. Mikroskopicky Oahko pozorov
M-f § z a mi sa nazleatonbbdbBra medzi dvoma n8s
zahRRa niekoOko f&8z pr2pravnich, teda pripra
postupnossS ifcéhz rae lialt®svirfradQPled)yloevv®yt . &M A Ni e

G1-faza ‘
BUNKOWY
) CYKLUS
S-faza

ObiSch®ma bunkov®ho cyklu eukaryot
Pr ev zRlt @p €d0i 2a0 )

3.1F8zy bunkov®ho cyklu

Bunkovl cykl us j e rionztdeerlfegziu .n avof & z8ua emoi mtintRnyn ya

del eniu bunky, oznaluje sa ako M f §za. Ni ek
fg8zy nazlvanej GO f8za. Interf8nbhevfEpnbesaehb
nedel 2cyfagtlt atzemat ¢ ¥d ¥ze met abol i cky aktzvne.
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svoje g®ny, symueltgwjug es wajou ekenQkasS. | nterf
Sf §z@2 af(80#a@ v¥.8§ad2.00 8)

GO f 8z a

Je kOudovsg f8zajbonkgzyBmilkiy »p?S vstupovas
dl hej dobe al «kDaudovomGszpek@Sowt o f&§zou sa s
naj mki fuurencovanlch buniek. Pl ne diferencova
schopnosS stratili, tegalab@@@d$Snevstupuj % ug d

Gl f8za (postmitoticky§8)

M ge nasl edovaS po n@oOt -fz8z.e Zad|e2broa ppra arnmooz dpeol e |
dve dck®rdsck@&r,ska bunka z2skava schoppboeSfé§as
doch8ddwaojkeni u buntevpjy2mmatviy8 f8za,nekdNal ¢
doolz®, yante®RNApaotewhogra sa z8§sybBa®makkant imc
potrebmdmlhi kk§ crnd o gleMA e bunkovich §trukat Y%ar (r
fragment 8cia organel (Endopl .&GAmdt8izeak & ornd t2i kzual
repli k8cie Jjeacarwumhdk oBNA.ol nT wzol, ktorT za n
bunkovl cykl us. Dopxrhad8wW&i@AIkKheoids)t r ol e a

Sf 8za (synteticky§8)

VSf 8ze docéapgdizhk8&ii DNA (z 2n na 4n chr omoz
aprote2nov (®niss4 -pnroiv)r,epkitiokr§ci i DNASESH i t ®.
SEpomocou DNA polymerg8zy. DNA polymer 8za | e
reSazca DNA. EnzTm, ktorT sl ¥%yi na dokonl en|i

tel om®r sa wmazl Waa tkeln@mertSjto f §2ycisi@oatr or
spojemlebBte c@hbeom®r 2005)

G2 f8za (postsyntetick§8)

J posl edm§ efr§Ba e, predch8dza deleniu bunky.
rastie. kdbprth®@®degakPNA2an0v (nehist-nov® protei.l
cykliny, prote2nygGmmpepSzok®bou atpajrt§a uf) 8zy | e
bod. Kontroluje spr8vny priebeh replik8cie I
(Al bert.s 2005)

10



M f 8z a

Je posledn8 f8za bunkov®ho cy¥%l uvolCém® mees
chromati dami . Bunkow&8 nkmote jpgipraiovgh@8 na d
mit-zebenred deshnbauncyt okv D®@.0u

cytoplazma A N
\
jadro k 6*' /
.'.‘_ _/’l
replikacia
chromozomov
’.'f_-\\\
( @ \:I
\ .
MITOZA j

M - faza

(& @)
CYTOKINEZ}!\Hl
|;' é \\II :;

.

@)

ObeSch®matick® -£88yornenie M

Modi fi kovAlni®e ptosi O@2005)

Po del en?2 buni elko kjoen |lbaumikyavd %2 cykd Sisvo f §ze G1.
cyklu sa vo vaa|l gine ci c a3l 2hoohd ibnuan@ile kf Bpaoehkypb! ugj u
opusti S bunvksaawipicSy kdiousf 8azy G&Okotjee az l®zre.t mae md
1(WaB@gp1l

3. Regul 8cia bunkov®ho cyklu

Aby bunka spr8&8vne fungoval aegmbevam® Sdelrémsin
Regul 8cia bunmkaud@md& by kll k ojvea nami dcwdjogk®mhae p
regulBxtoog®&nne regul 8tory s%¥ mi mobunkov®ho p?\
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podmi enky. M:gu to byS horm-ny aEedog®@nsSnteky
regul 8tory ®@ybuBkwj todDasshavu bunkov®ho cyk
k-dovan® pr ottwrsukporgesnomio aRepi g8 Mme) al

Endog®nna regul 8ci a

Kontrola bunkov®ho c¢cyklu zahRRa najm2 kontr
kont r dlordloovh Med zi produkty proylkbhkeomgd®arotvn @
king8zy (Cdk). Tieto bielkoviny zpS8orsowveaR ¥ nbhuinbl
di ferenci 8§ciu bunkyupMesaioplroldypg®PRBY.upBitet a
produkty inhi bujpY dopuorrkug vl beuynkklowstA#).( Repesak B §c
etl2.020)

TahG®ny regul uj %“ceée chhumloowlvnaynkleus a

Z8stupcoBunkovIl Diferenc

Protoonkog®nyCykl 2ny, Stimul 8clnhib?2ci
Tumeupreg®ngvp53, Rbllnhib2ci Stimul 8§8c

Cyktdependentn® kin8zy

Podstatou regul 8§cie bumlkkt®hvdde pé hcdeij & mlakh i k
(Cd&i)ch regulalnTmi cykIS%navol mir opoec®jneyd n ok tkaarr
regul 8ci e bunkoewm&homi ¢y kkltjuosx @ okeef toarlyl z8uci u i nl
SpwgSaj¥% prechod do (Barsnamd'j Can rcel Cly &2 021wty Kk |
dependentn® kin8§zy s% mal ® ser2n/threon2nov®
Sspoj ecnyikel 2podpednot kou. Cykl 2nov8 va@azba umo
akt2vnu konfigur 8ci akpddop mVaknmod@eonn@®H ghuyvne la 2 0

G®n Rb1

Jeho prodeankt jRb jpardotoevT fosfoprote?2n, fosfor
dil egit¥ %l ohu pri regul 8ci i pbruin kwwwdloa nd2e | eep
(Ot ev 2DIPBi agevestk ®mu mnogstvu prote2nov, kto
di ferepcolBicimSr cihiopmosS r egulma apS iiebhe H itnrnaors
m§ pozineywamyviny. Pozit2vny regulalnl % inok

di feremeig@dizivna r egbludikior ®ma wykBe. kRbDb pro

12



vhefosforylovanom alebo mgim ¢t¢osdomybhéavamaoamr
mul tifunk|l n® faktory E2FkKkoikt nol®e miay(dknn wikehno d a
Heuwvé®&ld5)

Bunkovl cykluurs| istao iz absatdaev,2 kve N je pogkoden§ DI
bodu bunkov®ho akkl addgwacriczgheemdni zmy pouc
kontrolu integkivenwcipredMeadgztii saedovjaemj® bagty
do vhodnej v e Okrotse g r,i trae pd hcrko8npdrze snrao8v sae gr e g § ¢
Barnum and20Q4Connel |

3.2Kantroln® body bunkov®ho cyklu

Ak pe i 2mengd,ir &mc Kk o bo®@ty kel xui %ktounjt®@ oldy tchwe.ckpoi nty
k't ozra® siSlug @k T ebbuenb vo®hc y k1 u. Jleh ®k s © tR®amlasyya
zobr@z@mB.Medz h®kaovmt®boIdryr2 @la/tS hl avnl ,%/0o®2 r ol n
kontr ollGe@7 Mbadntar omt ofi bkl kontrolnl bod

G1/S hlavnl kontrolnl bod

Polas f8zy G1 zasahuj¥% rtzne sigmétwboltBthkhhe
podnetov. Tieto podnety ovplyvRuj % vivojovl
bunka rozhodne, HBunkauwdempoykklad ovdiSeer eneovasf
do Nal gej f8zy musia vgetky bunky spORaS jed
tud&t ek eipiar 8ci i DNA mut 8ci 2. Po ofpg§ayw.e Ak |pe
mut §ci e nemogn® opravBBi kuua@Wprdgr2thuendsn § |
anCoo2kd 1 9)

S/ G2 kontrolnl bod

Je tu potrebn§ pr2tiCdrk®2sS Tleammwl| ekxounpd @kl 2rni ak
abl okuje konigcldd&d, ckklo¥h Be spwigSal onf §wiyt.- zy.
Reakcia na pongik ordeepnl%h kbeNAnTa stres je inhib2cie
pogkoder &ja n D NReOp2 éstkBD 12 .0 )

G2/ M kontrolnl bod

VG2 f8ze povoOuje =zalatie mit-zy. KO%l ov §
dvojvli 8knovDNA. zPom&<% i e epgdNiAr eap | ibku§rkiei hgao madi
zl omy dvojvl 8knovej DNA. Je potrebn® ich opr

13



f8zmotml a prejsS kontAkoljnéd mDNMA do v &R eV. po gk oc

prote2n p53, tipRis,a alyabvo rm? § en hb ybS tborwkmg z | i k
202RlepiestkZ®12.0)

Mitotickl kontrolnlT bod

Nachg§dmatsam&% eza W% ohu zabezpeli S pre obidve
genti ckej inform8ci e. M8 dve | asti, ktor® n.

dostal uspgc8haoe o napoj eni a mi krotubul ov n a

povol eniaenaZ &8lzgyt.i &SAC (tzv. spmedhaniazmesnbk gr
chl b, opravuj % nespr8vne pripojenie mikrotub
je zlogitl bunkovli mechanizmus, ktorT dohl i a

vite enka ku kzianestSugheort8nk aa ovnomern% segregs8c
bun{ BkbgZXhlh9%e mmaemsl Li 20 HeipsdstkBDI2.0)

3.2T2o0o0rba kompkcgkobvn@dk s

PodOa moodbBICdk 4/6 tvocyk| kompl expusD, tTim :
4/ 6naciuj¥% fosforyl 8ci u rsekadrneojb|faSzte n@lv.® hTol np
uvBb@ anie transkripln®ho faktora ER&tr &bof €h)
na progresiu bunkov®ho cykl u. Medzi aE.et o ¢
Vneskorej f 8ze @ilktsiavicjyek | QdipZEn elj al®edine BB | a
aktivs8cii transkr i (Wanx0 KIpreasot rueddakl covsatnie jr i Ea2dH
cez | ej kontrol n® Bfosilzowmiaa hujavki L§z of Fy Ké 3
syntetizuj %attwkd icaykCdipplkexdard fosforyluje pr
repli k8ciiaadDMA baunkov¥% pmegrkeogiey d&afe§ LW uGa. -
kompl excfkkadnem A, |l o je potredn®ppPpsteermpirechrt
Nakoniec sa vo X 8Cad&\WK Ig2vnooirda dd aanpdloe&k o(nWaenngi e m
eal2016)
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cyklin B —Cdk1
cyklin A —Cdk1

G, = senescencia =
diferenciicia bunky

Gy

cyklin D —Cdk4
cyklin D -Cdké

kontrolny
uzol

cyklin A —-Cdk2

cyklin E —Cdk2

ObBRegul §cia progresie bualepe®@ide nd sndiyckh.2kvanEzou cvy |

Prevzat® z: Repisk8 et al. (2020)

3. Bunkovg8 diferenci §ci a

PodOa fyziologick®ho stavu bunky a za pr2tor
bunka reagoy®bzbruknan@lyk Inug ar$peai fi ck® proces
kvies&®dma\}Y®S diqum,e 6),c echicBce,s@meis a & Babpoo p,§ i za n®
typy pr cecdruenoneenrRad .posl ednom rozdel en?2 sa ni e
am! udisfamwveabank| ne o9 p &bdbihadaidzu bunkov®ho cykl
bunky kOCaohgwas dail uekivoi ecs &k@mly sa bunka ug Nal ej
aj akoaGd rH&8BarNMiidkt oir ® bunky vstupuje¥ izan csvaa
(Repietk 82a002)St upeR di ferenci §cipeodnfiwemklynTprstsa
rozhoduwjns d i nkoaudp o korimd mkvaavSo mt. 2cny k] e. vy gg? S
di ferenci 8§cie, tITm je niggia pravdepfofdmomos
20D 4

Bunkgl vi 8ze s¥% n8chylnej gi®alneab odiG2e rfegnzcei.§ cD lul
bunkoe®Phbu m:ge umogni S akumul §ciu faktorov

anaopak. Kr8tka f8za G1 mini maclhlizfug ree(®veylis& aivie

15



et 20IL.Bpont &§nnej di ferenci 8ci i pred@dh §dBzae z
azahRRa podsk@Ghi so unAigekhou( LeaR®&dNP)8§ci ou pRE

SchopnosS buniek diferesncbopSosd baoiehk ¢ile
niekoOko rtznych typov buniek. Je to stav, Kk
sa odliguj Va, teda maj ¥% odlign® vlIastnosti.
aktivitu, membs&moprnopdtremag@&vVa® na petdnety
al20)Lo9

Uvi acbunkovTwdho cahr8glafaie zkevoNcai k8ag ikis @ reunky svoj ol
prisptsepbli tur taodnan ivuz meSVpy k emd&®har vivoja organ
di ferenci §cliba2r@tPsVieya 2z 8® odl|l i gnosti medzi bu
veOkosSunkecae,avzni kaj % odIgiigrod2Iny ch®rbaweé je k
di ferenci §citeaki®teovelrwriky I mile aj e mogre®iepSt ne

i cprk ot ndird? pdeoOk§ O

Faktory, ktor® ovplywRuk &j diue kzo8vjéesndnildé avrpe nycvi §
acyt op,lzagjmopml yv z §r o d,alsrtilechhonbipdny wRuj e vz§jom
bun, élpobeni e aoirgm lorvy c Di fmecdi eSkcizla m! ge preb
ni ekoOkT c hMotrekw¥hiSaypdaR,z mat i ck® membr §ny di f et
obsahuj % r!zneny,ecktparo® owro (pR bt %] niaddwi e S§admo v
kprodukcii ¢gpecifickTch nmeetadbodliicakdme, h ovlizongi hkc kg8
YurovEamRentyvagerakt %re buniek, bumKadegttrs§®d 059!

3.3PLolifer8cia a diferencici a

Bunkovs8 prolifkeeddyci launkea prraoscteise a del 2 s a,
dc®rskych buni ek. Je dl'legit8§8 pre vytvoreni

proliferovaS alebo diferencovaS. M!gu difere
di ferencujpbghadmh?2 pai regener 8ci i tkani va. P
g®novou regul 8ciou. G®novs§ expresia hrg§g kOl

od vivoja ddrfgeambnzemiuSedes a§ po reakcie na bunko:
a um tu. Regul 8cia g®nov v mnohobunkovlich or
Vzni kaj ¥ r*zne typy buniek s rtznymi profil

sekveBRcoees di ferenci 8ci e zohr 8va vi znamnv
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mnohodow®ko organi zmu, al e aj (pProimeMead alviet opvo §
2018) .

Zmenpokwvom cykl e, v8pni k modul uj “ace al ebo
di ferenci 8cie mtgu zmeni S citlivosS buni ek
vykigzs vyggiu citlivosS. nhherénmoev km®vdbgperklxi o

oxidalnl memeharbiodmwsnuas ( Branco et al. 2015).

Proces diferdnapolicitie@egmaniovlfh m®dika ovrycavo | & v

zast avemk @v ®h a p ySeié iBluemk ov 8 kul t %r a H9c2 | e
charaskvt em@di u s vysokim obsahom s®eda¢tl@ & F
mnogia sa. PodOa pkhlitkoganlach p®ati amk sl onv? z k
(% FBnegat2vne ovplyvRujpodbpmrkwjvés lpumkoviér @i
Tieto protokoly hovoria aj o zvigenTch trans
m:tge ovplyvni S dostupnosS alebo sigm®&lveaedaina
k bunkovej (8rhecenebBfmdri en2c0il&ci a na fenotyp
svalqe moyS ti gpepdotpokemB i n6dtkrt amanfi o rarkion g eg |
factort biejt adtlyr,bon?2 n(, M&ryasred ienta ale.t i NDVRB)

Publi kovan® (gt%die (e§é@&rajickl vhdealmu ickhdwira p f o

prol i fcirfSecerienca 8ci i . CAMP je sign8lna mol ek
vregul §ci i g®Wpovepsexpdrésrentdi oc F8SbumieelacHd9
hl adiny cAMP progr es?2 yvwbkeu rkk Scsha j kK | 1tBi avoegviFaBid ecj h
bol o pozorovan® progres2vne eAWPgenize T giemt r
intracelul 8rneho CAMP inhibuje dipfoel o dm ®ih ® dii
k o svt@&nou svrad Isgjvupubl i kovan® pr 88ce( miuv ®dzaij ¥,

aktivovang paopedinkOa8za)procese diferenci §c
kyselinu driefteirneonveo.vavhl ch bunk§8 ki s ®8B8EIRKnamne
af o sEfRK ki( P&gywno et al. 2004).

Gpecifit'kke@ §Eywpl s¥% relevantnl mi funkl nl mi
srdcovich a kostrovich myocytov. Bunkovg | 2
izof Cdkem8l ov typu kysBunkyguogetira®ou vykaz
srdcCvd®&han &1 mplw, ako d!sledok zachovania ich
pr2tomnosS buniek predsta@éd’k&wnBthj é&kdtmy pkte
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znakom skoreNaknoddogken®dyt oho bunky H9C2, k
na myog®nny f etdkampg!| ye xkastmugw®ho svalstva (

Publi kovan® gt %di e posuikratzu§ ivVR Td1* )k apzr io rneogvielj § ¢
di ferieenck&cdi omyocytov VO vivoji srdca. Sl
kardi omyocytov a jeho inhib2ciou doch8dza

Dokonca k potlaleniu diferenci8cie doch8dza

retinovbupod®&p®RmTuj e pregitie ako obrannl me
indukovanej bunkovej smrti v myobl astoch. P
kardiovaskul 8rnych ochoren?z, neurodegener 8ci
Polas vjMMomggimas deficitom SIRT1 abnormalit
preg2vaj % po naroden? (Shin et al. 2018).

3.3HQc2 potkani e kairfdd roemymibd aisa y a

Bukouv & HMioa 21 (2u bokdvoonden§ od K a&r dieggmyo cpyotuad® v an
akano A e | sr dc divNRehjoe dinl§a kseav dda loenyocyt vy, l 2ni a v
podobnost2 s bunkami kostrov®EBE®c aadsdt s tet a a( p |
2023% dostupn®: BambyBniwiod zcd 2o0sukdao®v ®ho t kani
Morfologicky s% charakteri jewdad@ aketwa@kw®,t T
(viodbrd) Kuti chOyEB8t o bunkov§8 | 2ntanyceh voybulgasvt
kardiovaskul 8rneho viskuhupubtBkamangcmdpatdk
H9c 2 bunky sYs schopn® sa di ferencova$S do
kostr ovulnts camlitna €t0 2&).nky s% relevantnim mode
mechanidzinmsolvedak ov rtznych srdcovich(poatmch, et
al . .2015)
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ObANedi ferencov gha®e |[HOa 2p rbauch)ktyavuj e 100 Om

Di ferencovan® H9c2 bunky sa vyznalupPWBpredOg
an2zkou proliferalnou kapacitou. Pol| as proc
fenopygpoikmlis tntud ve@® o d cnasyv@a.! Pod Oa publzigk eevyzn Tocdh
podmi enokadkdi Il griivlB&v aeni aATnRABg saentk DD E B S a

ObbDi ferencovan®s eH9lca2 pruedkyt avuj e 100 Om
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3.3DBferencial n® markery bunkovej l 2ni e H9c?2

Pol as procesu dz¥fekeaewnzjiBcveé| biumky fenotyp
sval stva, | o dokazuj ¥ dif er erkoisalrn®& T maruknekroyw
SY. to g®nyprsoveveissoinacei fseren&ib§tr evin@Ad smadtcyop
charakteri zovajn®dinfagrkeenroyp Satde oWwe t r odo@2n |,
2v (myosin | iMLE2a chrmy ;isi2nv )| Magrhkt e rcyh ad ma r2aak)t et
di ferenci 8ciu do bunky myodemyamekdsakido ¢ oy ®:
IM@nrayr d 1 @2 BDjJlaffer encovan® bunky H9c2 podpo

rece

vykazuj ¥% zvigen¥% expresiu g®nov s¥visiacich
n
n

adenozintsafbeplad Zmat iISEREMNAq rf emtsif A rakndlai p2 n o\
ryanod2nov] receptor), srdcovl mi sarkom®r nyn
di ferencialn® markery, ako je myogen2n a tr
di ferenci 8ci u na myDicfyetrye rijcBonWeSocR eextp rail mu j22Q 1rbi

g®nov charakteristicklch -pkte2 kwstrmryyam® ¢¥mdwye®|
1 (Ryrylp) talb poNil2)Onudi popi suje zase | en mierny
bunilkksel i nou( Onetdailnoevt&®22k.8ch H9c2 bolii Nal
vysoko gpecti €4 cK®pr e fenotyp kontrakli |l n®h
asmoothel2n n. Len|l o op2sal, ge bunky, H9c?2
gpecificklTch,apr ekdugrvdd e@wnl mava® mnogstvs§ marker
kostrov® svaly. ZdlrazRuje pr2tomnosS nesva
my oz 2bnuun kv ch bMN&KkZBcpoH9c @i | vihlagdiln§ otz dti red p o
medzi vzor kamaneprodliiffeearug aicchh ebumail ek 2015) .

Vtejto pr8ci boli pooky@ |pi@ vzas Redo Ea®amaaker y
( 208&ilcpho u hiokseu d e naurtin® ov

f Diferencialn® markery pre 6Tdod2) avaldc
transkripln® faktory (GATA4 a Hand?2) .
M Diferencialn® markery pre kostrovl sval

myogen2n (Myog) .

SkupNanlagramskriplnlich faktorov, vr 8tane prot
prote?2nfyaktMBR¥2bakx faktory, vr8tane Tbx1l, Tbxoz:
sY% rozhoduj “ce pre vivoj srdca. Ti ertaod otur ans

Nal g2ch transkriplnich faktorov sa podieOaj
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transpkk n® faktory funguj % vo vz§8jhmoereeijsak pdpd
zf aktorov regul ujelextpo elsomp loseanmelReEk BIYVArrm
riadi viacer® pté&do8ov®agjedys mibihe Ol lectv g®noc
k-duj %cich hlavne srdcov® vroadesbui plrd@ ovakit
(McCuhtBdywck 2013).

3.3L8tky ovplyvRuj %ce diferenci8ciu buniek

Bi sfenoly

Bi sfenoly s% chemick® | 8t ky, kt or® phawtoow,l
nach8dzapgo4 rsaaviajnowl ch obal och. Bi sfenol A (B
bi sfenolov. Negat?2vdésleidhkiy] BRA mratz drgad®wnine |
endometri-zy, rakovivnypdpnboh kvaehalslt eérleandin gsotgi2

alternat2vnych bisfenolov (Park et el. 2020)
nar ¥%ga endokrinnl syst®m (Karrer et al. 201¢
giroko pougn8ar akoghkadogtalvdzi e uk8zali, ge exp

shypertrofiou KkKastiedimywoozwtioggenva produkcie r
( RNS) (Yang et al . 2020) . Taktieg tento bi
reakt2vnych foriemS8&«lyesdRam HORPS) byPFohaoadukci
publi kovanlTch gt ¥%diBPS,Lekt cert® ad as t2uplne) . n aBhPrF§
vygg2ch koncentr8ci gacnht i podoobog®neast b g®kye ad
vykazovali aj n¥elgiant @ kv n(yP aernkd oektr ianln.T 2020) .

Vysok® d8gvky bi sfenol u Abi(sBfPPANGQ | ubiAssHF e BPAF)

di ferenci 8ciu embryon8lnych kmeR&kalzah % bshia

embryotoxicitu. I ndividu8l nelmnhiyetho Im@&tzly eir mk
aektodermovich markerov, ale zvypgaomhi rexypares$
expoz2cia bi sfenol ov pri vysokTch d8vkach

kar di omyporcoyltiofvera8ci u embryons8l nyeanhlh | kmaRay Ivc
proi ovplyvRaevadgenavmvejchopnosti sebaobnovy
di ferenci 8ci e, pkoneaRrso vdiicfhe rbeunnciieskci e (Zhou et al

Di ferenci 8ci a myokar du zal ogen§ na embryon
vynickiam Y“model om na gt ¥%dium kardiotoxicity i
bunkomeljekaul 8r nej Yarovni (Yang et al. 2020).
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4 CieO diplomovej pr8ce

N§pl Rou moj ej di pl omovej pr8ce bola charakt
Ho9¢Radenrelymidi f er em m®idd mdOkyy atnripva o cdeisfuer enci §ci
Char a%itabot Bvzy k o nsalne8d @ 2mm r dgé Ic k Tndhe @ oonus & eel jn

mi kr ospopmpow | aadmevinrevr el at 2 vnej vy ® b o wnea) rckieexr porve s |
at rapskich faktor@pve pediofoivd lohvadiner®u pt §ce | e
identsdikevmBpcbabrRorlkeay “peb k&l oopgj ednounej g
zmenaokiNalfg®egk umu udno@g®iasa gogt saomoip Ro8par oc e s

di ferenci 8ci e
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5 Experi ment8&lna | assS

5. Biologickl materi §I

5.1Btnkov8 | 2nia H9c?2

H9c2 bunky s¥% buneln§ | 2.ni%% oddossotdiepm8®) akdobriyesSr |dr
tieg z2skan® zo srdcov®ho tkaniva potkana.
ploch® myedhamtyrstenovitim jadrom.r !Z§tyc hbur
oblastiach kardiovasktu¥sgira ekhar dil stkadmiugi tvy .8t Tl
sa diferencovaBs ddadsat ¢ oo wel§i @< 280 2aTh 6l )t

Kultivs8cia H9c2 buni ek

Bunky H9c 2 S Ya adherent n®ho kcuhlatriawka |emreuj, nb§
sdvoj pol ohovdvme Qkzo8svileir5olnY 6§ T®P, Gvajliarsko). B
apas8§gok@ah® wal nom m®di u Dul bec c-ohEsghMogd iufcioeso
( DMEM HG) PSrgmé&) om HBEOMH SN, en®ezo anti biot 2 k.
optim8lnych Lot SaPhka€llolaA®Iadhdldéem,7doki ac
dostuwrllii tkejpumky 8 diola Nalej pougit® na proces

5. Pas8g brummsaedkemi e na proces diferenci

BunkgVdeR pasé&nmasvaachzcavani a na kpudktusvak mmmafj ! wnesnd
10%. Bunky vretewovwvnu®he8§twgmucbar akter om, r
povrEeduopl achu buniek PBS bobang8mda®® ugfmes
oddel eni epobhni enl@daby. Bol i pdumit®@a2 TiMb0 .na
trypsin/ EDTA ,lablm8vdoodbseat B0 stteacklkaub@®@val enl sa 5 n
inkub8cii dostaneme bunky djo PDMEPpNeHGI ¢ $0%zEB
Zo suspenzie2bah® poma&gos pbar bB Tvrak e rroyveSjn okvaem!
amnogstvo bolo pregohnZtatl®Era iuerkpjoantoacvoaumn¥ ¢ e
clVli=c29Y2sppeongzadaovoanej koncentr 8cii @wnd,eX b
mi | .doetPr i ho mi si ek s( TvPMP4tpaGevmalg 8 @ rampsl kaoc)he 60, 1
cmPekagd® jednot ®m@dd winbklpweeeaci pdenBciPasai ho
miisk (procé&ie dukend&poatiincthecrhv,aNali éjr)u.hT deR bo
mM®di a vymene®ddtelriem@g(aildb 6).
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DMEM DMEM DMEM DMEM
+ 1% EBS +1% FBS +10% FBS +10% FBS

+ ATRA + ATRA

5X 5X 5X 5X

ObB6Rozdel enimesiPekrpbhoOa druh2. pdeRE§van®ho m®di

M®di &8 boli menen® kagdl dr WIRAd EROr0azt, o k)6, b al
prid8&§vang XkGyald mleRmPodda schemydeBR ob,r §¥,kul .
l1olvgdy | edmias kKkatgmliely@ i ntyprpouiikr oskopi ck® v
morfol -gie bubieelangomd@ERmdok/ TEl neaaygmiownot e
RTiPCR. Proces diferenci8cie bol ted@ns3edov:
Vkagdom mpalkolvas| edovanT kajorwpg! ydva nl® slpa kpasaf

Bol i nasaden® egt eoWNablgo =t ipVDT ReBEO®HRD mims k yb
s10% FBS besATRIRANDbAY). Proces diferenci8cie b
am®di 8 nebol i pol as ATeRAe jb otl eaj tphr.idddabni® nheesna dv@® n
pokus.

DMEM DMEM
+ 10% FBS + 10% FBS

+ ATRA

Ob7RozdePetnriieho mi si ek, m®di a nemenen®
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Zl ogenie kditevahalahniach m®di 2
Zl ogenie vypol2tan® na 100 ml

DMEM HG 1% FBS DMEM HG 10% FBS

99 ml DMEM HG m®di a90 mlI DMEM HG m®di s
1 ml FBS si gma 10 ml FBS si gma

1 ml HEPES ( 1M; 0, &1 ml HEPES ( 1M; 0, &
1 m Pyruv8tu sodn€&l ml Pyruv8tu sodne

pokiaO nie je obsahpokiaO nie je obsah

5. 3Zber biddizek pdRbecolu/ TREreagent u

Vgdy bola zobratkdgd®Ret dirudhumim®PE® Bz i M®dmu mi
odsat® pomocou automatickej spBPengs| 8dm& yajb o
na mi kroskope Ni kaamee olui fNSse&k ohS Jap@&Gns ELWD Mc
vyfoten2 boli Hwmrlkwan®dRomDICREE|l peokjdgadt sa Vv
neodl ppvicha kul tliwzadwearni knstkiyaambn g | mi ske.
pipetou boli bunky zhomogeni zowad®i | kookpwvpe
aprenesen® do uzatoljramem®aajnmawkhdgnma@wkkoynrsa zi ac
boype80AC

5. Princ?dpi Re aPRRRCR)

RedlTi me PCR fgal mgén8ana polymer8zovbpdm@&Saz
kanallze g®noveijrarpkkwsgpretiiifIaRELiPCR DNo g Ruj e
meranie amplifiloveaeb@hau pra&kichetmn tane vr eal
enzynaatmpclikiiu§ gibr anej| sekvencie DNA in vitro.
denaturovans na dve jednov!lI 8knov® matricov
nukl eotidovg sekvencia cieOove,j DNA, ale mus
na oboch kaerjcoanpl|difd Gow ane] DNA. Ol i gonukl e
hybridizuj% na obocth istdri an Scmt®zaOmnwerjl cDNA |

katalyzuje termostabilng DNA pol ymer 8§za.
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Kdet ekci i produktov reakcie,satoy@®gdvdagaj Vil
amplifikova&aamagjdodDNAYykIten. pV 8ci bol o pougit®
SYBREGreen (SG). Je ,apor eétnot esrak an aa 2nz8u jl e§ tlkean n a
PokiaO je pr2tomng jednoreenuarsoe wdkDNAp mobDek
at Tm nedoemi@szia k|l ubrescesncémci iKk doch8§8dza a
dvojreSazcPo[gadEdal)ek 2017

5. bzolaRdNiZo vzori ek

| zol 8kciifaerencovanlch i mamnipdkno c m @ mR IRrzepaEdhd Mt u
zhomogenias&V amlowzamkdZmawk Ebb k omr azp reBddAnC.b o x e

Jednotliv® kroky izol 8ci e:

T F8zov§8 separ8cia
T Precipit8cia RNA
1 Premlvanie RNA

T Solubiliz8g8cia RNA

F8zovs8 separ8ci a:

Homogen8t sa nechahedhasjave®EeS BSomnméaazi $ra | a
doghspl hej disoci8cii nukhempgen&etunobdlcd oime
BCP -b(r23mhl - rprop8nRI znoad / T Eint eBaCgPe njteu r eagent

separmicerunea z| apkpuglei tkw ainzoltovanej] RNA oproti

uzatvoren®priedlrie pBzZka@mkly po dobu 15 sek¥wnd. NS§s
zmes3 Mmin¥%ty st8&S pripol amorsat -srcreenjto0tiod plg @dv @V &
chl adi adéjgec edetrraeus Biofuge Stratus 15 min¥%
zmes rozde(ve@®BBdo 3 f 8§z

dolrnrugovs ag | erven8 (fenolov&) DANfAgani ck
i nt eob Sauny &ic Ny a
horn8 bezfarebn8 vodn8 f8za obsahuj %ca |

BCP je menej t omijae&kH o apkoou gcihtlioer oA mirguj e mognc
RNA. Centrifug8ciu na oddel eni e ifl90zACj.e Ak!? Isa
uskutol Ruje pri zvigenlTch teplot&8ch, zvygkov

f S8g€homczynskkey alnodd9 5MacChomc zyns ki and Sacchi
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vodna faza

interfaza

organicka faza

ObBFS§zov§ separ8ci a

Precipit8cia RNA:

Vodng8 f8za sa odobrala pomeodmepi p&zy ol ao
RNA pridan2m 0,5 ml TRIso@lr/oP&Iinrodpaoguedpiattu@hr oy \e

vzorky. Vzorky boli zvortexovan® a meahsal i s
Po uplynut? 10 mi n Yt bolGOOvzxorgyvschbhadi hhuog
10ni n%ut pri teplote 4AC.

Pomocou isoprep8gahuudhpdeedvich kysel2n. P
alebo biele peletky ora® sd/k u astdnereldmawnk y,i
Centrifug8cia pri 4dACK |j aed ndelj Igye duie ttp&r o8pcrue Psb & p § O
uskutolnen§8 pri vyggej s$epéohatpetefkktbylvb
odober al By rhirzoizkid ost r @ CHh onpcez yert skkyi  RaNnAd Ma ¢
Chomczynski and Sacchi 1987)

Premlvani e RNA:

Zo sk¥maevlky kou bol pomocou pippeeltéyp koed spgrri§chaem®
0,5 ml 75% etanolu, sh%smaedyebatenzviortgawvam
chladiacej centrif¥%ge 5 minw¥%t pri teplote 4A
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Solubiliz8cia RNA:

Zo sk¥maviek sa odobralpeltanby oRNAps @mheaba!
dobu 5 mi n Yt na vzduchu. Pel etky RNA boli r
(RNAse fr eoeewdte@rg)i earozp¥%iSanie bol. premi €
smi kropi petou.

Je dl'legit® vyhnwS sa Ypl n®mu azynseu gemi @ u jpee
rozpustnosS. Peletkyi BNArmesvatn®st S zbiokl @ o
RNA by mal byS zbavenl RNAzy pomocou Yprav.

5. ¥¥yhodnotenie |istoty a kvantifi k8ci e

Kvalkvantita takto pripraven®pek RNAf bbbmemea
(Ther mo SowiieMrm).i f PcpsnosS smeger dbfy St onneedtorsiteat
n2zkych koncentr8ci 8ch RNA. Pre NanoR®lop ana
Kone| nT produkt pRMNA e2emolvez LDNAod a RNA je ur]l
pri vinove] dDGKEe22®0n mBOP onme b y2 6nmda/l2 by S med:
1,192, 1. PokiaO by hodnoty Kkl esl:| pod 1,7 z
kontaminovan8 DNA. Pomer 260/ 2301 2n,n2 .b yAkmably
hodnota klesla pod 1,5 |jete@owitaeRM®ovvghonatbe
koncentr8cia RNAI(pMeaes2Rdlj)e > 100 ng/

hodnoty pomeru 260/280 nm
hodnoty pomeru 260/230 nm

koncentracia RNA

ObBUk&8gka zmeran®ho vzilmkhkoDnapspektrofotomet
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5. Prepis RNA do cDNA

Po zmeran2 koncent ro®dioe VRNA |rPat aNna® oDreddgeen i e R
okoncentr ®ti Kulkagdg| vzoiOHeé gholICa pmrciidan ®DN A:
Transcription Kit (Applied Biogydtogm®maben a i Ny
2. Zmes bol a prstm legmht8v ipfi aged .ouCeal kov®ho obj
2®kviMNab.Pag) % dobu bovyclplradcdenviami® wzor k ami

TaBZl ogkeingle Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit

Zl oRlewer se Tr an Mno g s OV

Nucl-ease (WPtlgr 3,

10X RT Buffer 2,

10X RT Random P 2,

25X dNTP Mi x (1 0,

Mul ti scri be Rev 1,

Rnase I nhibitor 1,

Cel kov® mnogstyv 10 (

TaBObsRBGR stripov

Narieden® vzork 100t

Reverse Transcr 100t

Cel kovl objem r 20 0L

Takto pripraven® vzorky Dboli dbhoP® dvolhaef mah
prog(rva@apD TeplotnlT profil Thermal cykleru:

- 25AC0 min

- 37AC20 min

- 85A6 min

- 4 AiCb
Po prepise bol ot eknup |l k8a godma pci (pNzAD 0 K @ N 6 | 113, 3 A
pi pemberae zvortexovan®.
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ObdiWk8&8gka Therjmahoctyepleoun®@ho profilu

5. e dlli me PARCRRT

Na anallzu expresie gG@noRCBIY At ®roa QU &n MRt u dl
Redli me PCR System ( Applgiidgd nBinas yns teeg msgrnbasy r h n
SG PCR Master Mix ((odli ayeaha@eanveipN oBiwdlt Pab)y i |
6) PFotfugr bi vo-GS&¢®BMREsa interkalalne viage na d\

TaBZl ogMasteer Mi xu

Zlboyaster Mixu Mnogs tOhna v r

R @bi mer 0

F gb pri mer 0

Gb SG PCR Maste 5,
0
0

—_

Passive Referen

—_

Nucl-fmnee water

Vreakcii b@&ldor ipeoduegni etpiOdddNiAe m Mil odgeni e( Wiadt er
TalB) Kagdg§ vzorka bolatmada pdokiu epi Nat mawnand § zw
expreisigob@®ilt® na miyegdu IR VMANUS Wb MIEX enem Ma st
Mi.x Z2skan® hhaddddt ynogxmarl d 2%naap ®o metprridelaie r
refer egn®n@AOP HHPaRT 1 .
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TabRi edenie templ 8tu cDNA

Koncentr8cia @DNA po 50,
Koncentr8cia cDNAQ@po 7,
VI ogen® mnogstvo c¢cDN, 30,
Fin8lny objem cDN(=A)pr 4,

TabBTepl ot RITi PAGR fciylk | ®r u

Kr ok Tepl DOg Pol et
Pol i adeorl ant§ur § ce raz lal 95A 3 m 1
Denatur 8§ci a 95A 30

Anneal ing 60A 40 40
Extenzi a 72A 50
Z8vereln8 extenzi a 72A 10 1 1

5. 6t atiasnalc®B8a d

V pr 8§div yrkem an ® vgythaotdinsottieenki @reezsiir agn@ ncphw et o § e
char akt eri gpiréBepenmrjoev npSovkauhs® e r esnizoli Breyals § ga2 . Ted
vnYtwvami§alfitp it mge e 8 s@jd mt idgth imoeko®d li@ d n
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6 Visl edky

6. Porovnani e m®IDMEBMME® HG a

Vtejto prs8ci sme sa zamer al. na charakteris
pougit2m rtznych diferencialnlch m®di? a po
di fer enrc?d Blkca el ukv zoowkag |l ak - z ®y @am o vreRldiivwo snme S
me®di,amisokogl uk-zovim DMEMMmMYMDMEMkoiiGyuk - aownk mk
DMEM DMEM;5,,& mM gl uk:-zy)

Porovn8vanie pr ®OMEM HEMEadr eccb 8t povylkdman®s @
(nFAVi sl edky nevykazovali rovzihroadzln® srnoez disal y
svysokogluk-zovim m®di om a|j napriek tomu, ge
koncentr8ciu gluk-kgstiBumbov@l il 2wnvan®s,¥% pzotr
z8sobovan® gluk:-zou, aby maki zzazdmnejt veneragi &
Yapl nej konfl uencie buniek na Petriho misk§8c
vysokogluk-zov@®PmM®&Wo ubnms s &®w omOadi ska rozho
|l e edgniT m m®di om, aleprajvedeni g egokdsahdagi eDah

visledkov.

Vgetky nasl edalj %ctee o dDMBaMddelsgGk o ®kwont rol nl st av
deRDMEWM HG + 10 % FBS bez ATRA (DMEM HG Nal e
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6. Mi kroskopick® vyhodnote&nHSB8cthor fol - gi

Porovns8vali sme morfologick® zmeny buni ek d
morfologick® zmeny v danlTch diferencialnlch

relat2vnej g®novePCRe xnparrekseireo vp oarka cocaum $RKTr i pl n T «

Zl asovich dtvodov bola diferpansBfach. shegak:
zaznamenan® viznamn® rozdiely mhadgiz mst d plami§
at24) .

Popifetagrafie buniek:
3. de@®i kdd}p o rimdaib 1)

d3: 1% Fes EOPEEERNER Wd3: 1% FBS + ATRA |
: - [

:10 % FBS

ObdlFotografieebanidelR ((BR3edkheprads€aveje 100 C

Bunkwi ascerTmi jadranibrv§zZNkd.i erne g2pky na

DMEM + 1 :Po FBSh Petriho misky konfluentnl na
vietenovit® s jednim al ebmowomwllrd i nymde aani
DMEM + 1 % FBP®e# ATeRA i ho misky konfluentnl n

kr8§tke vretenovit® s jednim alebo vidaaer Tl mi
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bunka prdevdoOgie nBavdErMa mi .1 0:P®VFRB® Petri ho misky
100%, bunk®, nepBeH®&genetenovit® s jednlim ale
jednTm jadrom, bunWMEMa +z dal02 @ jFy® Spvr+ecrhal SRAatSr. |
mi sky konfluentnlT na 100%, bunky nepredOgenc
jadr anmbiuniveikacs | ed#lam jpaihrkandyoSw®j§ and§ asni

6. dé&@i kr os lpo Eidkdio o P

d6: 1% FBS R

Obfl Fot ogoruanfiipéke vyt y deR (d6) diferenci §cie (%selKk

Bunkwi ascerTmi jadrami viN |ierne g2pky na

DMEM + 1 :®um®BY pri Onut® na povrchu Petriho
vrietenoewinti@G g adr om, alve aacje rbl umDKWE Mpdrf eadhO §te F@ Ss
+ ATBANnky priOnut® na povrchu Petriho misky.
jednT nviad cerol mal ¢ aajr aminkiyape ed QMBI+t amd . %
FBSBunky priOnut® na povrchu Petriho misky.
jednim alebo viacer T mi, jOdadrammgd emidduinekS apkoop rtew
zh| DKWAEM + 10 % FBUANnkyATpRA Onut® na povrchu
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nepredOgen®, kr§tke vretenovit® s nj®ednuinmkyal

sviacer T mi jadr ami

9. de(i kdo) o pihdOWib L i N

d9: 1 % FBS SR ] o: 1 % FBS + ATRA

ObflFotografidevbaniyekleRrR (d9) diferenci8cie (Ysell

Bunkwi ascerTmi jadrami viN |ierne ¢g2pky na

DMEM + 1 :Bui®lBY pri Onut® na povrchu Petriho
vrietenoewinti@G s adr om, alve aacje rbl umDKWE Mpdrf eadhO §te F@ Ss
+ ATBAnky pri Onut® na povrchuviPacerihmi mjiasdkya
aj bunkg ¥r &jtedolvmtDBEEM otm.1 :BUWNnkBS pri Onut ® na
Petriho misky. Bunky nepredOdgen®, kr8tke vre
poprer a®dbam® geme vidieS akoDMEMNr i+ta 10e Ok & BAS
+ATRMuUunky priOnut® na povrchu Pet rviitacc emilanky .
jadrami (vi NOH i pArl ree ag 2 pokuyn kiy@ omlemejnad i o ®. s

35



12. de@®i kdbd2po @ikt o ¥

d12: 1% FBS

ObotFotograf i deam@sitgk deR (d12) diferenci §cie (%se

Bunkwi acnreir j adrami viN |ierne g2pky na obr .

DMEM + 1 :®u®BY pri Onut ® mias kpyo. v rBcuhnuk yP enterpi rheod C
vieternowinti®& § adr om, alvei aacje rbl umbDKWE Mpdr+eadO §/e F@ Ss
+ ATBANnky priOnut® na povrchuviPaecerd hmi mjiadkrya
aj bunky kr §jt«dnivm gtMEdMoorn .l @ B&SnkBSpri Onut ® na
Petriho misky. Bunky nepredOgen®, kr8tke vre
extr®mne pDVMEMreasti@n®. FBINkyADPRA Onut® na po
mi sky. Mnoho buwniea&kepr pd®¢garmi ¢vh FBsSc +a KAG RA . ¢
bunky vré¢eedmdwmi §@ds om.
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15. de@®i kdbSkopiwikpb agr eh Oad

d15: 1% FBS [
F L e

ObtFotografipétm@sitegk deR (d15) diferenci8cie (%se

Bunkwi acerTmi jadrami viN |ierne g2pky na

DMEM + 1 :®ui®BY pri Onut® na povrchu Petriho
vriet ®fewinti m j adrom, alve axjerdumk )y apdrread® g e M® es
oproti t(d®OMEM +dRu % FBBunk WTRAI Onut ® na po

mi sky. Bunkwi gaerdiOngienjRadcsr ami , al pedpirbounpey Kk
DMEM + 10:BWnKBS pri Onut® na povrchu Petriho
vietenovit® s jednTm alebo viacerTmi jadram

(vi®b A PDMEM + 10 % FBUnk yATpRA:Onut ® mias kpyo.vr c
Mnoho buniekvpaedOhmnl ghdsaniFBSvi+tacATRkAQa WI e
vret enjoevd nT®n sj aObriiaSme pPwikhied Fiw predOgen¥s mn

bunku.

Cel kovl mikroskgpi &k ehpbdet® Gardet i eho dRa (d3)
deR (S®r»)v.§ deprivsgcia (1 % FBS prv® dva st Op

~

zvigili tendenciu buniek zmeni S morfol - -giu n
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g2pky) dop8dtotRaa(pg®prdOgenT tvar BbSunsi eAT RAI. a (
Kagdl deR predstavuj@2pkas: man®Ravésmpoopkl Sobu
| asov¥% postupnosS buniek.

d3:1 % FBS | : s —id3: 10 % FBS + ATRA

d6: 1 % FBS

d12: 1% FBS __ d d12: 10 % FBS d12: 10 % FBS + ATRA E2

d15: 1% FBS S : d15: 1 % FBS + ATRA

Obdi&el kovli mikroskopickl prehOad vgetkTch

Zobrazenie buniredr nk8k obitwiowaalnniocnhm m®di u pred d
dRa O (dO0) do 3. dRa (d3¥pnoBuhkke&majydichae t &I
1y. Obr8zky predstavuj ¥ rovnak¥% bunkovYs popu
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: 10 % FBS

ObfZobr azemiiek nd9em3|l wom kul (Vasal kampm&dsuavuje 10

Prim8rne boli bunky nasaden® na proces difer
aj na 96j ,kde bajnkyf onyk@tzoval i rovnakl stupel
pri nasadzovan2?2 na Petri ho mi slk2j .j ef onrineskto.OkZo

by to mengiu spotaeld mbumisek red|l pekgse pou
pas8gach. nal ej by sa dala urobi S koncentr al
zistiS ide8lnej gi u KkAjn ckeenNt rkSocnicue nptrre§ cdiieaf, & ket nocr
pr8ci (10 nM) sa uk8zala, ¢ge relat2vne dobre
koncentr8cie vykazoval.i rovnakl stupeR dif el

mohl a podpar id$ fleurelnxcovasS egte viac.

6. ¥yhodnotehat? vne,j g®nove,] expresie

atranskriplnlich faktorov

Vyhodnet adag@mnoew peesa vybr am®@cona®bher yr opon?2ni
srdcovich transkriplnl chtrfamkstkarioi n@@AT Afda ka o

sval stva myogen2nu (Myog) .
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relativna expresia
(k 10 % FBS den 3)

relativna expresia
(k 10 % FBS den 3)

relativna expresia

relativna expresia

A) TnnT2 mRNA -10 % FBS C) TnnT2 mRNA - 10 % FBS + ATRA
4_

= p+20
A D24

v p+28 (96w)
& p+38

= p+20
ke pH24
v pt+28 (96w)
-e- p+38

N w
L L
relativna expresia
(k 10 % FBS den 3)

-
1

D) TnnT2 mRNA -1 % FBS + ATRA
64

L
1

-m p+20 = p+20
A p+24

& p+38

A p+24
% p+38

relativna expresia
(k 10 % FBS den 3)

ObtlRel at?2vna gPpeovi§f exlp®krsi ar.dcov®ho tropon?2

(k 10 % FBS den 3)

A) Myog mRNA -10 % FBS C) Myog mRNA - 10 % FBS + ATRA
10+ 504
& 8 ! -=- p+20 & 40_- = p+20
8 y A 24 Eg 30: e P24
@ A v p+28 (96w) 8 @ | v p+28 (96w)
= - p+38 S= & p+38
2 w7
= e=
B) Myog mRNA -1% FBS D) Myog mRNA -1 % FBS + ATRA
15+ 30+
— = p+20 £ n - p+20
10 . A D24 gg 204 A p+24
! ) e p+38 o @ e p+38
S
51 = o 104
=7
E =
1 .
: 3=
0 0

ObfiRel at?2vna g®mawvgkreixpre®ha faktora.kostrov®ho
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A) GATA4 mRNA - 10 % FBS C) GATA4 mRNA -10 % FBS + ATRA

1‘5— 1‘0_ .................................................
2o = p+20 25 0.8 p+20
Eé e P24 Eé | A P24
58 v 52 °%] v p+28 (96
o p+28 (96w) S p+28 (96w)
55 e p+38 5% 04 e p+38
g2 £2
s = S = (.24
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
deii deii
B) GATA4 mRNA-1%FBS D) GATA4 mRNA -1 % FBS + ATRA
1.5— 1_ .................................................
8 - P20 o 0.8 - = e 20
8§ 1 x pr2d 85 .1 w pr24
X ® g 0.6 .. e
9 q & p+38 Cm T & p+38
& B v
2o 0.5 o]
57 57 s
] = ] = 0.2
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T 1
[} 3 6 9 12 15 0 3 [ 12 15
defi def
ObRPMRel at?2vna @®sodg&oe®mhmowesiranskripl n®ho fakto
A) Hand2 mRNA - 10 % FBS C) Hand2 mRNA - 10 % FBS + ATRA
39 45
P
v% = ™ . = p+20 E & 3 " -m p+20
Eé 2 A pH24 Eé fo A p24
.§ / \ v p+28 (96w) E@ 2 , v p+28 (96w)
S= e pt38 s= : & p+38
- -0
LB L1
2= =
0
0
B) Hand2 mRNA-1% FBS D) Hand2 mRNA -1 % FBS + ATRA
35 2.5+
. .
e = p+20 2 5 2.0 N = p+20
58 2 -~ - p24 58 e pa24
X ¢ x 5 1.57
] -& p+38 @ m -e p+38
MO L O L
S =
- o E (=
m W~
= &=
0 T T T T 1

ObPRel at2vna g®movgvekepresamskr.i pl n®ho faktor .
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Z grmfgeme poeomaowvaS,get kyowadlsideokiye tviiktarr s
odozviprilom viznamn® zmeny9.trdcemidu Wlodraenmnmdz
pozorovatbObh@g®rEumehMyndgn®adi u DMEM%»SFBS + ATRA
Obrn&8 @brg,kdeoglzovTkKeni u g@&n o vTeejn thewx petf eeRimhn e
vidi he®wrhieggej pas8aginie ATRA tekhyoeleifrmktr egtvil!
mala vplyv na zvbgenhe kdnt.Onknéic s b8 ®MEa z me
bopri 10 % FB®n# MyRHNSPIP+DPHrot ip+@BaBsMygoiygn
peknevradagpri s®r @dv & FBNmroipvakcaBlATA48mnu z mer
kt cdorohej ednontanp& . prmi dr "y FBEH2dsats ep rpir i p+24 ¢
expresia m{veaibe2.Bk | eHsamada®g ov al Bdwij Ssihpgdow s
pas8goy bhwermioelky ®mak &r e k jpeod wim pa Wpkib@b 2 ) .
Tento visledok jVaivpak Bigedtha zdam@manig®nu Hand?2

Dis|l edkekt orTch nejednotnlilch visledkov mohl o

opakocvhanirad znou pas8gou, |l o by sa dalo potyv

genlch podmi enok. KeNge S me s k ¥ag a l

n®ha PTRASwma di ferenci 88ciu buniek. r

vysk¥%gaS na egte mladgej bunkovej kul t Yar e HO9
a

zjednodu
kagdoden

vykazoval a mi®nrorvye jn &rxgpgtesv i

Z nagich visledkov mtgeme ur|i S, ge vek buni
expresiu vybranTch markerov. G®ny TnnT2 a M
pas8gi ach, teda pri ml adg2ch bunk8cshl,e djkegd no
skresOovas, preto by bolo dobr ® ded@tlener avz ruwrva
pas8¢gi. Taktieg tieto dva g®ny dobre reagov:
S®rovej vin®piliuvBckFBS s aj bez ATRA. Protokol
teda nemusel poug2vaS a bunky by mohli, byS n

a to so s®rovou depriv8ciou 1 % FPBzSassel bge®&n A

Hand2 r eangaowoa,l jzeahug 2r el at 2 vna g®novs8 expresi.
teda | imituje n8g pokus a pre tento g®n by b
vygge] pas8gi. G®n GATA4 vykaekotvm¥i. mdingd ImS8d knar

m:tge byS nerovnak§ pas8g buniek.
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6. ¥pl pvavidel nm®divd meny

Boli sledovan® dve s®rie ss/ ble %I mMBRY + DNMNERIA
kultivovan® 15 dn2 bez vI medegR nGebddi®5| & dAOTVRA ib
sme vplyv pravidel nej vimeny m®dia a kagdode

vybranT ¢vhi Qth@Ro v

Publi kovan® protokoly s% zalogen® na kagdod
povagovans§ za mlechladi de@gir 4 Bujka. aPomocou n§gl
proces difemenaci 8ciug Painapgdgtvom bpumdkaornvze | k yksud It
ani e je potrebn® [BezprpiradviaS!|l kakalyddcmeByn Gika
pridg8§vania ATRA diferenci8cia prebeebné&ciel ma
bunkovej kult %r e THO9m 2p &dad o kzy ebdonlood upgrieSv.e de ni ¢
a | asovo mene|j n8rol n®. Taktieg by bol j e

opakovaniach s rovnakou pas8gou buniek.

d15: 10 % FBS

a
,

ObeFotogrnafeikée tymEsty deR (d1®RJRAepr VHmed§eys mPHEa a
predsta@p)je 100
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Vplyv pravidelnej vymeny médii
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7 Di skusi a

Vr §mci tejto dipl omovggr opvrn8acne® ,bjotdydrbil gi tkubdzoavea®
postwedeavadeni u di ferenci 8cie bunkovej | 2 n
Tieto postupy sa odul guy®l méomys®d Oar ¥ B®F \aa n/2

retinovej kyseliny. VIiznamhdm® ppratocloan y eglte
dobu 15 dn2z, | o sa odliguje od referenl|lnlch
ktor® pondowj %i $-6r dintiogchivenkSov 8§ | 2ni anjeiltast
model srdcoal &sa ot kneessipya8vne oznal ovan8 ako k.
odvoden® zo srdcov®ho tkaniva potkana, maj ¥
fenot gfpenateydp neodpovedaj %ci kardi omyocytom.

dobre di faerdeors@ev @®S sval ov® bunkyzalWRRgj “ai t b x
bunkovskuahblURujenedptkermpobyanl mi myobl astm

dokazuj %, ge stav diferenci8cie srdcoamg¢obun

et al. 2015)nebBbi ferencovan® hAunky H9c2 m!gu
am! gu vykazovaS rozdiel ne zmedl sabodniyckkj®czenemun k
met abo,biyzmuosh!l i maS rozdiel ne ¥lai nnkeyt ajpaod © & ms
(Perealeallet. Hl avnim cieOom tejto pr8&ce |je

di ferencialnl protokol vi®d2dmkn ibek ,b okt gra®@mee
T

detekovat eOn POMOCOU exmprasiwviv vsyrbd caonvi ®hho ntak

(srdcovl tTrnonpTa2n2,n kTost r ov®hot ramakui glmyloghe n §
spojenlolbjem srdca (GATA4, Hand?2), ktor® bo
EscaCadsat ro et al . (2021).

Visl edky ned?§&vnoi 2p upbolriokvonvgavnalj d/iic & tpido it @ to oniinic & OE
potvrdili fakt, ge ani po di femriem&r Bymi np et ks
kardi omyocytmi | i Oudskimi iPSC bunkami (Len

Bunkovs§ dipfremg dbosa®poare)] demraigwsinc ipmPgeitd@bca vv

obsahomvpsr&rtao mnost i kyseloivrylpar8ectii nBiovéen c ¢s 28 v5)
zvigenou ex@hgepse c@limiasarkkd etorvoponp&enpoTyveldeo®pw§c
naovVmRNApeci fi ck®har kseaopcootve@hsoo T profil expr
TnnT2 naviac wuk§8zal, gevpmEBNAkplbst bprze AMRAa
mini m§lne Zvebdeh®T malrkdkirruy myogen®zy (naj m?

my o0 g € n 2tnauk thioel§ pop?2 s amr®s cakw Biraapnbaooc ha @kko?lg@.ja dVo ¢ |
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pop2sanl n§rpars2tp avd®e| gt2r ompeodn 2w u  T. tHExoproens?ina mmy
svedzZmi eo ganom fenotype H9c2 buniek popisovan
MRNA myogenz2nu vykazuj e pri s®r on@p | edderpirm v
pokl| ¢ vo@b rl.p Gat a4, transkripl nkr diedht olr y ne>&pcrhi
nevykazowdlzn@immeBmye po di ferenBSTRAIDLdpouwne desk |
visledkom cithklivaini8hn am@deieun as do osl®r ovwvou depri v
avgak bol a ohell edposangvyMhpvimla Sfzallatl @By ttGATS Kk r a
GATABopi s ogvtaadi iv ok o@On dd h oere @Qrhi 2r0&@j2édnot n %

na n2 zkdasf®&rroem¥#% i 8ci u vykazoval transkripln?2

bohugi aO nebajli adtnaerjo vzo vtaun Tmlid dy2anfi chu mpir &lc . mile
zati asQ alroj2uc h p ovsrtcunporled ns tdap al s

V pr8ciakBbam&a em Tmynolkena2 nu Nalexjpr pjat g2 déans§
g®nov tarkoop gjagc vii kal vestr aMy mmm 24rma n¥%r svdic ak
svalu (Branco et kad |. P e 2a@ lkbod .. a M®&n8adrzda , a ¢ e r
transdi feremTdXBcjia poamnl @lken88 prddae? mn&kiyalen
me®diu. Je d!legit® zohOadni S fakt, ge bunky
Pereira enagbm poodpgkevViemdpgBoekpo 6. dni

Anal gou sadouiskeigganrclical nT ¢ h nerzaontemlemloawv kmalcie ni
s®rlaY% (FBsstbez kyselinyundicihnoov eir@du k§aczhuj ¥ v I r
schopnosS poroolnidér coviaak B m® M ny n§znsarkerdinf er e
ksrdcov®mu, fremortoyzpdi el od tvorby myotub?¥l . Je
boloi vovanlch pr&8cach poUM®HN & dket kahtrd9a®,
200Experi mdmty sSp®@dcibewmitioomaby bol o porovnani e
kompl Avg®kni krzoskopiack T t hlkasioa®h o profilu zm
sl edovanT chzrnegjrnies tkej j @i ferenoia§oril gap tamkeny
zaznamemyaong n numl kdg2bbl buni ek pozorovanl a
MRNAT.o |jsésl @de so vgeobecne zn8mym poznat kom,
dl hodobej gej kul ti v&ciifier tnrc&g &4nysoats wdongd rofaenn okt ¢
kf enotypu svalovich buniek.

PokiaO by sme porovnal.i v snl2edkkys ®rdo f @m e mo

snor m§l nym m®dv loanl, e dikayk pnoatgver d z uj ¥, ge g®nov 8

val| gmkd in® zskym obs ahlroen esr&rnd naskipsm@dikwyv FZ e vi di

kul t it akym obsahom s ®r a dpiofdegroernub uem & by u npkoyd owinz
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kostrov@®@okoxnwcal .8t o odpoveN pretrv8vala po 1
no sts8le bola g®nov§8§ expresia myogen2nu va]g
troponimMdbaBOWnPPagakol . popi suj e, ge g®novs§
vm®di u so s®rovou depriv8cmkdulub csthrap-@@8debat n:
kul ti v8cge kbuhdknzzk.amAisobsahom s ®tiaf eroempaoir &g iei bru
kostrov®he ¥k sosbimneetdzasja&® di ferenci 8ciu na bunk)
al . 2004) .

Nage visledky poukazuj¥% na najve|mg®di wyCmex Y
s®rove] t&gpelvdvoueretinovou (10 % FBS + ATRA]
vt otno di ferenci mé ma mb oi@uavrikrear zonviM yTun g T2y i\,

Obdg , pr2slugnl graf vyznal éehtbepvemdlioft v
byS najvhodnej g2 m on&n osvlieg d oevxamriees iz miperni vgt %d
ptsobenia bisfenolpoivs. ujPu bnaijkvoyvgagn?® sptruSpceeR od i f
vm®di u so s®rovou deprpirv 8@aindun kKgesecha nrye ,r edli @

s®rovou deprivs8ciou. Popisuj¥% proces diferei
Pereira et taol by®04«y §tMageoba pre gsilcend w arniok o
boli virazn® zmeny9nagdwiac pozorovateOn® v

Pre sledovanie stavu diferenci8cie by bolo m
najil etpgoch s@®ving&weEd ni ggou pas8§gou. Je nutn®
g®nPyr.e kompletiz8ciu visledkov by ,mal darwvlvamdn
prote2nov napomdaan ®mgt®ndy wester nZibnlocth a i
publi k8ci2 je mogn® n§jsS Nalfgeire nmdrak exrl yc,h  kpt
Detailnl prehtaNskiarpgpkenbohafaktorgul gei uveds
srdca, aut oBbacMcCul képyram | &®hbdDdpeis®bere.mp | e
2%Zdan®ho odregm@i ts® kOW% ov® regdhb&650ry upGATA
regul 8tory (r odil$SlLlaljSoMAnDs tprreoa ne 2rneogvu la8t ory, Kkt o
poprepAaltiam®E ny GATA je GAOA6di k¢onldpoei sal ¢
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SMADS

GATA4 N kx2 S ’\

Hand?2 Jarid2

ISL1

Tbhx5
MEF2C
Irx4

ObedDr §hy transkri kltrolr®h sfaa ktoalri ®eOmp tsf ngen®r ej 5r thy a k
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8 Z8ver

Vtejto pr8ci boli poroewn@Brveashi®iahdsbv@apkefohy
alebo kostrov® svalov® bunky, v gtyroch r1tz
vybraS najlepgie rempaokalpwwusteaOul g®motvokiole x
bol o mogn®n &stlueddorveajS fesHdbe nti @ex il BK® kpna proces
smer amdlcov ®mu, alebo kostrov®mustejpl di f ¥ gen
zatiaO najsOubnejg2m protokolom pre Nal gie e
skyselinoy 1%E Bi AloR/uo( aliiest o prakticklich dtvo

di ferenci 8mi2e 6 alebo 9
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