Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Studijni obor: Buné¢na a vyvojova biologie

Bc. Véra Lukasova

Vliv peptidi na osteogenni diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunék

Effect of the peptides on osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells

Diplomova prace

Skolitel: prof. RNDr. Evzen Amler, CSc.

Praha, 2015


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=60c8310ec150ab0509163e21d5197eb7&tid=&do=main&doo=detail&did=130254

PROHLASENI O AUTORSTVI PRACE

Prohlasuji, Ze jsem diplomovou praci na téma VIiv peptidii na osteogenni diferenciaci
mesencyhmdalnich kmenovych bunék vypracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzit¢ informaéni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatnd cast nebyla

pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 30.4.2015 e


https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=60c8310ec150ab0509163e21d5197eb7&tid=&do=main&doo=detail&did=130254
https://is.cuni.cz/studium/dipl_st/index.php?id=60c8310ec150ab0509163e21d5197eb7&tid=&do=main&doo=detail&did=130254

Rada bych podékovala svému Skoliteli prof. E. Amlerovi za to, ze mi umoznil toto téma
zpracovat. D¢kuji celému jeho tymu za podporu a pomoc v pribéhu zpracovani
diplomové prace. Dale bych srdecné pod¢kovala Mgr. M. Buzgovi, za jeho cenné rady,

trpelivost a konzultace v prabehu celé prace.

Projekt byl financovan z grantu GAUK ¢. 545313.



ABSTRAKT

Vytvoienim bioaktivniho bunééného nosice napodobujiciho vlastnosti kostni ECM by
bylo mozné navodit osteogenni diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bun¢k nejen
za pomoci osteogennich suplementi, ale pravé diky diferencia¢nim peptidiim aktivujicim
vhodné signélni drahy vedouci k diferenciaci bun¢k. Cilem prace bylo ovéfeni efektu
vybranych diferenciacnich peptidi na adhezi, metabolickou aktivitu, proliferaci
a osteogenni diferenciaci prase¢ich MSC. Byly vybrany Ctyfi  peptidy
s aminokyselinovou sekvenci DGEA, TAGVGGEKSGGF, GQGFSYPYKAVFSTQ
a KIPKASSVPTELSAISTLYL. Tyto peptidy byly, popofadé, odvozeny ze sekvenci
vazajicich bunétné receptory z kolagenu I, kolagenu III, kostniho morfogenetického
proteinu 7 (BMP-7) a z BMP-2. Ptipraveny byly bunécné nosice z poly-e-kaprolaktonu
(PCL), coz je biokompatibilni a biodegradabilni polymer vhodny pro kultivaci bunék.
V priibéhu experimentu byly buiiky na takto pfipravenych nosi¢ich kultivovany tfi tydny.
K bunkdm byly pfidavany rGzné koncentrace diferencianich peptidi. V piipadé
kultivace bun¢k v bazalnim médiu s pfidavkem diferenciacnich peptidi nebyl pozorovan
vliv na adhezi, metabolickou aktivitu ¢i proliferaci prase¢ich mesenchymalnich
kmenovych bunék. Pouze v piipad€ skupin s pouZzitymi peptidy odvozenymi z BMP-2
a BMP-7 bylo pozorovano vys$§i mnoZstvi osteokalcinu nez na zbylych skupinach.
V ptipad¢ inkubace buné€k s osteogennimi suplementy byla pozorovana lepsi osteogenni
diferenciace v disledku piidavku peptidi odvozenych z BMP-7 a BMP-2. Peptid
odvozeny zkolagenu III piispival k vy$S§i tvorbé osteokalcinu. Peptid odvozeny

z kolagenu I vyrazny vliv na osteogenni diferenciaci neprokazal.

KLicovA sLovA: Diferenciacni peptidy, mesenchymélni kmenové buiky, osteogenni

diferenciace



ABSTRACT

Osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) would be possible
to induce by creating of a cell bioactive scaffold that mimic the properties of bone
extracellular matrix (ECM). This induction will be not only due to the addition
of osteogenic supplements, but also due to the addition of differentiation peptides. These
peptides activate signaling pathways leading to cell differentiation. The aim of this study
was to evaluate the effect of selected peptides on adhesion, metabolic activity,
proliferation and osteogenic differentiation of porcine MSCs. Four peptides with amino
acid  sequences of DGEA, IAGVGGEKSGGF, GQGFSYPYKAVFSTQ
and KIPKASSVPTELSAISTLYL were selected. These peptides were derived from
receptor binding sequences of collagen I, collagen III, BMP-7 and BMP-2 respectively.
Scaffolds were prepared from a biocompatible and biodegradable poly-e-caprolactone
(PCL) polymer, suitable for cell cultivation. Cells were cultured on scaffolds for three
weeks. Various concentration of differentiation peptides were added to the culture
medium. As observed in the experiment of cells cultured in basal medium supplemented
with differentiation peptides no effect on adhesion, proliferation or metabolic activity
of porcine MSCs was observed. In groups treated with peptides derived from BMP-2
and BMP-7, a greater amount of osteocalcin was detected compared to other groups.
Osteogenic differentiation was observed in cultured cells with osteogenic supplements due
to the addition of differentiation peptides derived from proteins BMP-7 and BMP-2.
The peptide derived from collagen III contributed to increased formation of
the osteocalcin. The peptide derived from collagen I had no important effect on osteogenic

differentiation.

KEY WORDS: Differentiation peptides, mesenchymal stem cells, osteogenic differentiation
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ADAMT Disintegrin a
metaloprotedza s motivem
trombospondinu typu 1

ALP Alkalicka fosfataza

ALP substrat p-Nitrophenyl
Phosphate Liquid Substrate System
AMH Anti-Miillerian hormon

AP-1 Aktivacéni protein 1

APC Anafazi podporujici komplex
ATF4 Aktivacni transkripcni faktor 4
Bapx-1 Bagpipe homeobox protein 1
bFGF Zakladni FGF

BMP Kostni morfogeneticky protein
BMU Kostni mnohojaderna jednotka
C/EBP CCAAT enhancerovy vazebny
protein

cAMP Cyklicky adenosin monofosfat
Cbafl Kore vazebny faktor al

Cbfp Kore vazebny faktor f3

CDKI Inhibitor cyklin dependentnich
kinaz

CFU-F Kolonie formujici jednotky
Co-Smad Koaktiva¢ni Smad

CRE cAMP response element
CREB?2 Protein odpovédny za vazbu
cAMP elementu 2

D Aminokyselinova sekvence DGEA
DiOC6 3,3’-dietyloxakarbokyanin
jodid

DIx M¢éné distalni homeobox protein
DMSO Dimethyl sulfoxid

DNA Deoxyribonukleové kyselina

ECM Extracelularni matrix

EDTA Etylendiaminotetraoctova
kyselina

EGF Epidermalni ristovy faktor
FBS Fetalni hovézi sérum

FGF Fibroblastovy ristovy fator

G Aminokyselinova sekvence
GQGFSYPYKAVFSTQ

GCSF Stimulac¢ni faktor kolonii
granulocytil

GDFS Ristovy diferenciacni faktor 5
GPI kotva Glykosylfosfatidova kotva
HAT Histon acetyl transferaza
HDAC Histon deacetylaza

HGF Hepatocytarni riistovy faktor
HIF-20 Hypoxii indukovany faktor-
2a

HLA Lidsky antigen leukocytt
HMDS Hexamethyldisilazan
Hoxa-2 Homeobox A2 protein
Hoxc8 Homeobox C8 protein

HSC Hematopoetické kmenové buniky
I Aminokyselinova sekvence
IAGVGGEKSGGF

I-Smad Inhibi¢ni Smad

ICAM Interbuné¢né adhezni
molekula

Id DNA vazebny proteinovy inhibitor
IGF-1 Inzulinu podobny ristovy
faktor

IGFBP IGF vazebny protein

Thh Indian hedgehog



IL-6 Interleukin-6

INFy Interferon y

ISCT Mezinarodni spolec¢nost pro
bunécnou terapii

JNK Jun NH, terminalni kinaza

K Aminokyselinova sekvence
KIPKASSVPTELSAISTLYL

LAP Latentni asociovany protein
LEF1 Lymfoidni enhancer vazebny
faktor 1

LIF Leukemii inhibujici faktor

LLC Velky latentni komplex

LRP LDL receptoru piibuzny protein
LTBP Latentni TGFf vazebny protein
MAPK Mitogenem aktivovana
protein kinaza

MCSF Stimulac¢ni faktor kolonii
makrofagl

MEF Myeloidni Elf-1 podobny faktor
MEM Minimum Essential Medium
Earle’s Salts with L-Glutamin

MHC Hlavni histokompatibilni
komplex

MLR SmiSend lymfocytarni reakce
MMP Matrix metaloproteinaza
MORF Monocyticky leukemicky
faktor pfibuzny proteinu zinkového
prstu

MOZ Monocyticky leukemicky
protein zinkového prstu

MSC Mesenchymalni kmenové buiiky

Msx Msh homeobox protein

MTS 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium

NK Natural killer

NPP1 Fosfodiesteraza nukleotid
pyrofosfatu

Nrf2 Jaderny faktor odvozeny

z erythroidu 2

NTP Nukleosidtrifosfat

oct-4 Oktamer vazebny transkripcni
faktor-4

OSE?2 Osteoblasticky specificky
element 2

Osx Osterix

P/CAF p300/CBP asociovany faktor
P300/CBP p300/creb vazebny protein
PBS Fosfatovy pufr

PC-1 Glykoprotein 1 pfitomny

v plazmatické bunééné membrané
PCL Poly-¢-kaprolakton

PCR Polymerazova fetézova reakce
PDGF Z desti¢ek odvozeny riistovy
faktor

PEG Polyethylenglykol

PEO Polyethylenoxid

PGA Polyglykolid

PI3K Fosfatidyl inozitol 3 kinaza
PKC Protein kinaza C

PLLA Kyselina poly-L-mlé¢na
pNNP p-nitrofenylfosfat

PPARYy Receptor aktivovany
proliferatory peroxizému y

PTHI1R Parathyroidni hormonovy

receptor typu 1



RANKIL Ligand aktivujici receptor
jaderného faktoru kappa-B

Rb Retinoblastomovy protein

rex-1 Protein zinkového prstu 42
R-Smad Receptory regulovany Smad
RunX2 Runt piibuzny transkripéni
faktor 2

SARA Smad kotvici protein

SATB2 Specialni protein vazajici AT
bohaté sekvence

Sca-1 Antigen kmenovych bun¢k-1
SDF-1 Ze stroma odvozeny faktor 1
Smurfl Smad specificka E3 ubiquitin
ligdza

Sox-2 Pohlavi determinujicic region
Y-box 2

Sp3 Specificky protein 3

Stat2 Signalni transduktor a aktivator
transkripce 2

STRO-1 Stromalni prekurzorovy

antigen-1

TAZ Tafazzinovy protein

TCF/LEF T bunécny faktor/lymfoid
podporujici faktor

TGFp Transformujici rastovy faktor
p

TIMP Metalopeptidazovy inhibitor
TLR Receptor podobny toll

TNAP Tkanove nespecificka
alkalicka fosfataza

TNFa Tumorovy nekroticky faktor o
TRAIL TNF piibuzny apoptdézu
indukujici ligand

Tris Tris(hydroxymethyl)aminometan
VCAM Adhezni molekula cévnich
bunck

VEGTF Vaskuléarni endotelidlni
rustovy faktor

YAP Yes asociovany protein

aSMA « aktin hladkého svalstva



Uvop

Mesenchymalni kmenové bunky (MSC) jsou multipotentni buiiky, které 1ze diferencovat
pomoci vhodnych signalnich molekul. Diky této vlastnosti jsou MSC potencionalnim
zdrojem bun¢k pro uziti vregenerativni mediciné. V in vitro podminkach se
pro osteogenni diferenciaci vyuzivaji suplementy na bazi proteindi, hormont a vitaminii,
které¢ se pridavaji do kultivatniho média. Vyrazny bunécny vliv dale vykazuje
i extracelularni matrix (ECM), coz je slozity komplex polysacharidi a proteind
obklopujici bunky. Nadénou skupinou signalnich molekul fidicich diferenciaci MSC
jsou peptidy odvozené z vazebnych sekvenci rastovych faktord a proteini ECM.
Diferenciacni peptidy odvozené z proteint ECM maji potencidl navodit osteogenni
diferenciaci MSC prostiednictvim vazby téchto peptidovych sekvenci na povrchové
bunécné receptory.

Hlavnim cilem této prace je ovéfeni vlivu diferencia¢nich peptidii odvozenych
z kolagenu 1, kolagenu III, kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMP-2) a z BMP-7
na adhezi, viabilitu, proliferaci a osteogenni diferenciaci prasec¢ich MSC. Dale bude
provedeno porovnani vysledkli z testli provedenych s prasecimi MSC inkubovanymi
s riznou koncentraci diferencianich peptidd volné pifidanych do bazalniho média
a do bazalniho média s ptidavkem osteogennich suplementt.

Prace je Clenéna na teoretickou a praktickou ¢ast. Teoretickd ¢ast je vénovana
mesenchymalnim kmenovym bunkam, formaci kosti, napravé kostnich defektl
a diferenciacnim peptidim. Kapitola mesenchymalni kmenové bunky v sobé shrnuje
poznatky o tomto bunééném typu. Zabyva se jejich charakterizaci, izolaci, kultivaci,
terapeutickym vyuzitim a diferenciaénim potencialem. Cést formace kosti se zabyva
posloupnosti dé&ji, ke kterym dochazi v pribéhu vzniku kostni tkdné€. Jsou zde shrnuty
signalni molekuly a vliv ECM na proces osteogenni diferenciace. V kapitole naprava
kostnich defektii je popsana kaskada hojeni kosti. Dale jsou zde shrnuty rlizné typy
kostnich $tépt a syntetickych implantath, které lze pouzit pifi selhdni procesu hojeni
kostnich defektti. V této kapitole jsou rovnéz sepsany pozadavky, které by idedlni kostni
implantat mél splilovat. Posledni kapitola v teoretické ¢asti nese nazev diferenciacni
peptidy. Tato kapitola se zabyva vlastnostmi diferencia¢nich peptidi odvozenych z ECM
a vyhodami v jejich pouzivani v porovnéani s pouzivanim celych proteint. Je zde uveden
seznam proteini a diferenciacnich peptidi z nich odvozenych, dale je tu uveden vliv

jednotlivych peptida na diferenciaci MSC.



Prakticka ¢ast obsahuje kapitolu material a metody, kde jsou uvedeny seznamy
chemikalii a pfistroji pouzivanych pfi vypracovani této diplomové prace a dale jsou zde
uvedeny postupy, jimiz bylo dosazeno vysledki. Kapitola vysledky je stézejni kapitolou
a vystupem celé prace. Jsou zde pospany vysledky z jednotlivych experimenti doplnéné

o grafy a snimky potfizené z mikroskop.



1 TEORETICKA CAST

1.1 MESENCHYMALNiI KMENOVE BUNKY

Oznaceni kmenova buiika lze pfifadit t¢ém buiikdm, které splituji nékolik kritérii. Mezi
tato kritéria patii samoobnovovaci funkce, schopnost diferenciace do vice nez jednoho
bunécného typu a zachovani si kapacity bunécného déleni po cely zivot [1, 2]. V kostni
dfeni dospélych jedinct spolu koexistuji dva druhy dospélych bunécnych kmenovych
populaci. Prvnim typem je velmi dobfe charakterizovand populace neadherentnich,
cirkulujicich hematopoetickych kmenovych buné¢k (HSC, hematopoietic stem cell) [1, 3].
Jejich tkolem je udrzeni celozivotni produkce krevnich bunék. Druhou populaci jsou
mesenchymalni kmenové builky neboli mesenchymalni stromalni buiky (MSC,
mesenchymal stem cell) [3]. Reprezentuji pouze malou frakci jadernych bunéck
zastoupenych v kostni dfeni, jednd se o 0,001-0,01 % z celkové populace jadernych
bun¢k [4, 5]. MSC pravdépodobné tvoii v dospélé tkani rezervoar reparativnich bungk,
které jsou pfipraveny k mobilizaci a diferenciaci v pfipadé signalizace poranéni
¢i nemoci [6].

Stroma v kostni dfeni je ¢ast nehematopoetické pojivové tkané, kterd poskytuje
systém strukturni podpory pro vyvoj HSC a funkéni podporu pro proces hematopoézy
[4]. To se d¢je diky unikdtnimu mikroprostiedi, které dodava vhodné riistové regulétory
a podporuje interakce mezi butikami navzajem a mezi buiikami a extracelularni matrix
(ECM) [3]. MSC vykazuji expresi povrchovych receptorti dilezitych pro interakci
s HSC, ¢imZ dochazi k regulaci hematopoézy [4]. Celkova bunécna kompozice kostni
diené je dale tvofena heterogennimi populacemi bunck retikularnich, adipocytd,
osteogennich bun¢k vyskytujicich se blizko povrchu kosti, vaskularnich endotelidlnich

bun¢k, bun¢k hladkého svalstva ve sténé cév a makrofagi [3, 4].

1.1.1 CHARAKTERIZACE

Poprvé byly MSC identifikovany v roce 1966 ve studii Friedensteina a kolektivu [7]. Ti
zkostni dfené¢ krysy izolovali kost formujici progenitorové bunky. Tyto buiky
vykazovaly kapacitu diferencovat do riiznych bunéénych linii pojivové tkané. Pti pouziti
diferencia¢nich médii, a tedy vhodné signalizaci, je mozno navodit diferenciaci MSC

do osteoblastli, chondroblastli, myoblasti, fibroblasti, adipoblasti a neuroblastu,
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viz obrazek €. 1 [1-4, 6, 8, 9]. Z tohoto diivodu se o tyto bunky zajima regenerativni

medicina a tkanové inzenyrstvi.

® .
Burika hladkeheo svalstva
Swalova bufka ve sténé cav
® = e — -
Chondrocyt MSC A
g By
= A
&
Osteoblast Adipocyt

Obrazek ¢. 1: Diferencia¢ni potencial MSC: Multipotentni MSC maji potencial diferencovat do mnoha
bunéénych linii. To zahrnuje diferenciaci do osteoblastli, chondrocytt, svalovych bunék, adipocytt, bunck
hladkého svalstva cév a neuronti. Upraveno podle: [10].

MSC jsou multipotentni progenitorové buiiky mezenchymu, nemaji definovanou
morfologii. V buné&cné kultute vykazuji MSC morfologii fibroblasti. Béhem inicidlniho
rustu v in vitro podminkach tvofi takzvané kolonie formujici jednotky (CFU-F) [1, 4, 6,
8]. Kvuli témto uskalim byly objeveny az v Sedesatych letech [1].

MSC postradaji tkanové specifické markery. Fenotypicky vSak lze MSC
charakterizovat na zdklad¢ kombinace pozitivnich a negativnich markert. Mezi negativni
se fadi CD3, CDl11a, CD11b, CD14, CD19, CD31, CD34, CD36, CD38, CD40, CD45,
CD50, CD79, CD80, CD86, CDI113, CDI133, CDI184, lidsky antigen leukocyti-DR
(HLA-DR), glykoforin A [2, 4, 6, 8, 11]. Mezi pozitivni markery se fadi CD10, CD13,
CD 29, CD44, CD54, CD63, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD147, CD166,
antigen kmenovych bunék-1 (Sca-1), stromdlni prekurzor antigenu-1 (STRO-1),
HLA-ABC [2-6, 8, 11, 12]. Dale MSC exprimuji vysoky pocet integrind al, a5, B1,
nizky pocet integrinil a2, a3, a6, aV, B4, B2 a neexprimuji a4, aL, B2 [3].

Nedefinovana bunéénd morfologie a nepfitomnost specifickych bunéénych
markerti, které by jasné¢ urCily zda se jednd o MSC, vedly v roce 2006 Mezinarodni
spolecnost pro bunécnou terapii (ISCT) k navrzeni minimalnich kritérii pro definovani
lidskych MSC [1, 2, 6]. Musi se jednat, za standardnich kultiva¢nich podminek,
o adherentni buiiky [11]. Za druhé musi tyto buiiky exprimovat CD73, CD90, CD105
a nesmi exprimovat CD34, CD45, HLA-DR, CD14 nebo CD11b, CD79a nebo CD19
povrchové molekuly. Za tieti musi byt v in vitro podminkach schopny diferencovat

do osteoblastti, chondroblasti a adipocytt [2].
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1.1.2 IZOLACE

MSC je mozné z kostni dien¢ izolovat a poté s vysokou ucinnosti expandovat uzitim
standardnich kultivacnich technik. Nejbéznéji se MSC izoluji z nasaté kostni diené, ktera
je odebirana z kosti kycelni [5, 6]. Odebrand kostni dienn se nechd frakcionovat diky
hustotnimu gradientu v roztoku. Poté jsou tyto adherentni bunky nasazeny do kultivacni
nadoby v hustoté 1x10*-0,4x10° bungk/cm?®. B&hem prvnich dni kultivace je frakce
neadherentnich HSC z kultury od¢erpana, zatimco adherentni MSC zlstavaji pfichyceny
ke kultivacnimu plastiku [2, 4-6, 11].

Dospélé MSC lze kromé kostni dien¢ nalézt také v okostici, tramcité kosti, tukové
tkani, synoviu, kosternim svalstvu, plicich, v do¢asném chrupu, periferni krvi, placent¢,
pupecnikové krvi a amnionu [5, 6, 13]. Obecné lze fici, ze bez ohledu na ptivod MSC,
vSechny maji schopnost diferenciace do vice bunéénych linii, diferencia¢ni potencial

odrazi lokalni mikroprostiedi [6].

1.1.3 NIKA
Riaznorodost tkani kde 1ze MSC nalézt vede k otdzce, zda existuje MSC nika, kterd je
spolecna vSem typim tkani nebo zda MSC funguji autonomné bez ohledu na okolnim
mikroprostiedi. Termin nika zahrnuje veSkeré elementy bezprostiedné obklopujici
kmenové buniky v momenté, kdy se nachazi v naivnim stavu [13, 14]. Obecné nika
kmenovych bunék obsahuje samotné kmenové bunky, podplirné stromalni bunky, které
interaguji mezi sebou navzdjem a s kmenovymi buitkami pomoci povrchovych receptorii
a rozpustnych faktord. Déle obsahuje proteiny ECM, které poskytuji strukturni,
organizani a mechanickou signalizaci nice. Jsou zde krevni cévy, které ptfinasi
systémovou signalizaci a poskytuji pfivod zanétlivych a dalSich cirkulujicich bunék
do niky. V neposledni fadé se zde nachdzi i nervové vstupy, které predavaji vzdalené
fyziologické podnéty do mikroprostfedi kmenovych bunék [15]. Toto mikroprostiedi,
viz obrazek €. 2, napomaha udrzovat kmenové buniky v nediferencovaném stavu [13].
Niku MSC se doposud nepodaiilo zdarné¢ identifikovat [13, 15]. Analyza
povrchovych markert populaci MSC izolovanych zriznych zdroji vSak odhalila,
ze vykazuji podobny imunofenotyp. Na zéklad¢ exprese o aktinu hladkého svalstva
(aSMA) se zd4a, ze MSC nika ma perivaskuldrni podobu [14, 16]. Tomuto tvrzeni
napomaha 1 pfitomnost pozitivnich markert STRO-1 a CD146. Diky lokalizaci MSC
v perivaskularnim prostoru je jim umoznén snadn€j$i pfistup k t€lnim tkanim

prosttednictvim krevniho systému [13, 14].
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Pro kostni dfen je typicky nizky obsah kysliku [13]. Studie zkoumajici efekt rtizné
koncentrace kysliku na proliferaci MSC potvrzuje, Ze redukované mnozstvi kysliku
udrzuje MSC v proliferativnim stavu [17]. Mechanismus fungovani hypoxickych
podminek na MSC je zatim neznamy, ale naptiklad u embryonalnich kmenovych bungk,
kde je 3-5% obsah kysliku, je kmenovost udrZzovana diky hypoxii indukovanému
faktoru-2a (HIF-2a), coZ je transkripéni faktor, ktery zvySuje expresi oktamer vazebného

transkripcniho faktoru-4 (oct-4) [18].

Wadhmriny “ 4 Signalin molekuly

Integring Povrchoye receptory

Obrazek ¢. 2: Nika MSC: MSC se nachazi v perivaskularnim prostiedi. Interaguji s mnoZstvi
diferencovanych bunék prostfednictvim povrchovych adheznich molekul, naptiklad kadherind,
integrinovych receptort, signalnich molekul, gap junction. Dal$i proménnou je kyslik. Hypoxie je
asociovana s MSC pfitomnymi v kostni dfeni. Zkratky: DC znamena diferencovana buitka, BV znamena
krevni céva. Upraveno podle: [13]

V kmenovém stavu jsou MSC udrZzovany diky vnitini a vné&jsi signalizaci
zprosttedkované fadou cytokinti a rastovych faktorti. Pfesné mechanismy jejich ptisobeni
zustavaji stdle neobjasnéné. Naptiklad leukemii inhibujici faktor (LIF) je cytokin
ucastnici se udrzovani kmenovosti nejen u MSC, ale také jinych typt kmenovych bunc¢k.
Nejspis$ se zde jednd o parakrinni signalizaci mezi sousednimi bunikami [13]. DalS§im
cytokinem, sekretovanym MSC a HSC je interleukin-6 (IL-6). Tento cytokin zlepSuje
proliferaci, inhibuje apoptézu a potlacuje chondrogenni a adipogenni diferenciaci MSC
[19]. Fibroblatovy ristovy faktor-2 (FGF2) prodluzuje viabilitu MSC v kultufe, a tim
napomaha udrzet kmenovy stav MSC. Cilové geny ptisobeni FGF2 nejsou zndmé, ovSsem
je mozné, ze se zde jednd o autokrinni smycku podobnou té, ktera s uplatiiuje pii vyvoji
koncetin obratlovct, které se ucastni FGF4, -8 a -10 [13].

Wnt faktory se podileji na udrzeni kmenovosti fady kmenovych bunék.

Specificky u MSC se jednd o Wnt3a, ktery podporuje jejich proliferaci a zabraiuje
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osteogenni diferenciaci [19]. OvSem urcit pfesny mechanismus pisobeni Wnt signalizace
je nesnadné kvuli pleiotropnimu ucinku téchto signaliza¢nich molekul [13]. Exprese
specifickych integrinii je asociovana s danymi proteiny ECM. Napiiklad fetézec
a4-lamininu, nachézejici se v lamininu-8, -9 a -14, je vysoce exprimovan MSC
a napomaha udrzovat jejich kmenovy stav. Diferenciace MSC pak mulze souviset
se zmeénou exprese integrinll a isoforem laminind [19]. V neposledni fadé MSC exprimuyji
genové markery embryondlnich kmenovych bun€k, kterymi jsou oct-4, pohlavi

determinujicic region Y-box 2 (sox-2) a protein zinkového prstu 42 (rex-1) [13].

1.2 TERAPEUTICKE VYUZITI

Muskoskeletalni choroby jsou akutni i chronické stavy, které postihuji kteroukoliv ¢ast
muskoskeletalniho aparatu, naptiklad kosti, svaly, chrupavky, Slachy nebo nervy [20].
Stari je asociovano se snizenou schopnosti oprav zlomenin kosti a s redukei kostni masy
[1]. Podili se na tom i snizeni populace MSC a sniZeni reparacni kapacity kostni tkdné
[6]. MSC poskytuji atraktivni volbu pro bunécnou terapii. Jsou slibnym zdrojem bunck
pro léceni muskoskeletalnich chorob, jelikoz je lze izolovat z fady tkani a mohou byt
indukovany k diferenciaci do relevantnich bunécnych typti. Navic pouziti MSC
odstrafiuje etické problémy spojené suZzivanim embryondlnich kmenovych bunéck
a indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k [20]. Multipotentni potencidl MSC
a fakt, Ze je mozné tyto bunky expandovat, vede tedy k jejich vyzkumu pfi napravé tkani
a bunécné terapii [2].

Osteoartritida je degenerativni onemocnéni, které je typické ztratou chrupavky
a preristanim kosti v oblasti kloubu, coZ indukuje lokéalni zéanétlivé reakce.
Intraartikularni injektovani MSC bylo poprvé zvetfejnéno v roce 2008. MuZi po Ctyficitce
byly injektovany autologni MSC, po Sesti mésicich bylo zaznamenano zvySeni objemu
chrupavky spolu s lepsi pohyblivosti kloubu a s mensi bolestivosti [21]. Implantatace
trojrozmérného biomimetického nosi¢e osazeného MSC expandovanymi in vitro miize
napomoci vypliovani dutin a integraci hostitelské tkdn€. To bylo prokazano
v preklinickych studiich pti uziti hydroxyapatitovych nosic¢li implantovanych naptiklad
do mysi €1 psa. Ve vSech piipadech byla pozorovéana formace kosti [22, 23].

Ackoliv MSC vykazuji terapeuticky potencidl, jejich pouZiti zatim neni optimalni
[24]. Izolace MSC probiha dvéma zpiisoby. Jednak je to metoda zaloZend na adhezivité

bunck a dale se vyuZivd metoda sortovani bunck. Sortovani bun€k probiha pomoci
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fluorescenci aktivovaného bunécného sortovani nebo imunosortovani pomoci
magnetickych ¢astic. Takto ziskand populace MSC je Cistsi, avSak zaroven jsou tyto
divodu se v klinickém vyuziti pouzivaji jen ztidka. Druhy typ izolace probiha na zékladé
adheze bun¢k, touto metodou je vSak ziskdna heterogenni smés bunck obsahujici nejen
MSC. Vétsina kontaminujicich bunék je v prib&hu pasdzovani odstranéna, ovsem tyto
kontaminace ovliviiuji expanzi a vysledny efekt ptisobeni MSC [25].

MSC izolované z riznych tkani nejsou identické. Proto je tieba dale zkoumat
tento fenomén a zaméfit se na to, zda MSC v zdvislosti na svém pivodu nejsou
efektivnéjs$i pro specifické terapeutické aplikace. MSC se in vivo vyskytuji v nizkych
koncentracich a ptfed pouzitim je tedy potfeba jejich ex vivo expanze [26]. Protokoly
pouzivané k expanzi MSC v klinickych studiich jsou vSak rozporuplné. Lisi se jednak
typem izolace bun€k, pouzivanim riznych typt plastii a kultivaénimi médii, hustotou
nasazeni bun€k i pasazovanim [25].

MSC zatim nebyly jednozna¢né identifikovany. Bylo zjisténo, Ze pericyty
vykazuji mnoho spole¢nych vlastnosti s MSC [26]. Pericyty byly izolovany z blizkosti
krevnich cév, vykazuji diferenciaci do vice bunéénych linii a exprimuji podobné
povrchové markery. Na zakladé téchto dat se usuzuje, Ze by bylo mozné povazovat MSC
a pericyty za jeden a tentyZ bunécny typ [19, 26]. Mezi negativa v pouzivani MSC pro
klinické ucely patii i jejich migrace do naddorové tkang, kde tvoii stromalni bunky a také
fakt, Ze buniky v misté poskozeni mohou diferencovat i do jinych bunéénych linii nez je
pro lécbu dané tkané tteba. V soucasnosti probihd mnoho klinickych studii, které
vyuzivaji MSC pro lé€bu napiiklad zlomenin, osteonekrozy a osteoartritidy. VétSina
téchto testi je ve fazi schvalovani bezpecnosti a schvalovani uziti pro 1é¢eni lidi [20].

Terapie kmenovymi bunikami zahrnuje autologni ¢i alogenni transplantace
a to systtmovou infusi a nebo lokalnim dorucenim bunck [6]. K doru¢eni MSC se
v klinice pouZivaji dva postupy. Prvnim je intravenozni podani MSC, v tomto ptipadé€ je
treba pacienta vystavit vysoké davce bun€k, ta se pohybuje v rozmezi 1-5 miliont
bun¢k/kg. Navic bylo prokazano, Ze 48 hodin po zdkroku se 90 % MSC kumuluje
v plicich [24]. Druhou moznosti je injektovani MSC piimo do mista poskozené tkane¢.
V tomto piipad¢ je tfeba provést invazivni zdkrok. Odpovidajici smérovani bunéck
do mista poskozené tkan¢ je tieba dikladnéji prozkoumat, aby bylo mozné dodavat

ptesnou davku MSC potiebnou k hojeni tkani [26].
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Pro porozuméni mechanismu terapie kmenovymi bunikami je nutné si uvédomit
nékolik véci. Za prvé jde o ptisobeni MSC na imunitni systém [2]. Za druhé jsou MSC
schopné migrace a takzvaného ,homing* mechanismu do mista poskozeni tkang,
zpusobeného napiiklad zanétem, poranénim, vznikem tumoru nebo ischemii [11].

A v neposledni fad¢ jde o schopnost jejich diferenciace [6].

1.2.1 MESENCHYMALNI KMENOVE BUNKY A IMUNITNI SYSTEM

MSC reguluji hematopoézu, jelikoZz podporuji sebeobnovu, proliferaci a diferenciaci
HSC [2-4]. MSC tedy vykazuji imunomodulacni vlastnosti a podporuji diferenciaci
imunitnich prekurzorti a maturaci diferencovanych imunitnich buné¢k [2, 11].

Fenotyp MSC je asociovan s absenci exprese hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) glykoproteint II tfidy a také s nizkou expresi MHC glykoproteint
I tfidy, proto jsou MSC nizkoimunogenni [2, 9, 11]. MHC glykoproteiny II tfidy rovnéz
chybi na diferencovanych MSC, které tedy nevyvolavaji aloreaktivni reakce lymfocyti
[5, 6].

V misté poskozeni vykazuji MSC imunomodulacni efekt, viz obrazek ¢. 3 [27].
Imunosupresivni funkce MSC se projevuje ve schopnosti téchto bunék potlacit smiSenou
lymfocytarni reakci (MLR) a redukei reakce Stépu versus hostitel [2, 6, 11]. To se d&je
IL-10, ktery MSC produkuji [2, 5, 27]. MSC snizuji syntézu tumorového nekrotického
faktoru o (TNFa) a interferonu y (INFy) z Tyl lymfocytd a zvySuji syntézu IL-4 z Ty2
lymfocytl [27]. Dale MSC inhibuji fungovéani tzv. natural killer bun€k (NK bunck)
a diferenciaci dendritickych bunék z monocytii. Takto nezralé dendritické bunky nejsou
schopny indukovat aktivaci T lymfocytti. Mensi ¢ast MSC pak produkuje prozanétlivé
mediatory, jako napiiklad IL-6 a -8 [2].
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Obrazek ¢. 3: Interakce MSC s antigen prezentujicimi buiikami: MSC inhibuji sekreci TNF-a
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rrrrr

nachazi v zanétlivém prostredi, pak inhibuji sekreci IFN-y z Tyl a NK bunék a zvysuji sekrem IL-4 zTy2
lymfocytti, coz napomaha prechodu Tyl lymfocytt na T2 lymfocyty. Zkratky: DC znamena dendriticka
bunka, Ty znamend pomocny T lymfocyt. Upraveno podle: [28].

1.2.2 HOMING MECHANISMUS

Dtlezitou vlastnosti MSC je jejich schopnost migrace a tzv. homing mechanismu
do mista ¢1 okoli poSkozené tkdn¢ ischemii, zdnétem, zranénim c¢i vyskytem tumoru.
Za homing mechanismus je oznaovana schopnost bun¢k migrovat do spravného mista
a osidlit organ, tkan a nebo poSkozenou tkan [11, 13]. Tento fenomén byl pozorovan
u kostni fraktury, infarktu myokardu ¢i pfi ischemické mozkové piihodé [6]. MSC lze
do téla dorucit riznymi zplisoby, naptiklad intravendzné, lokalng, epiduralné ¢i pomoci
infaze. Homing mechanismus MSC zatim nebyl zcela objasnén [6, 11]. Jedna se vSak
o vicekrokovy proces skladajici se z pfichyceni a migrace MSC do lumen cév,
pravdépodobné¢ pomoci takzvaného rolujictho adhezniho mechanismu (rolling
mechanismus), adheze a transendotelidlni migrace skrze cévni sténu a nasledné invaze
do cilové tkané [11].

Chemotaxe je zprostfedkovana pomoci chemokini. VétSina téchto molekul je
sekretovana do okoli, ale existuji i membranové vdzané chemokiny. DéEli se do Ctyf
zakladnich skupin na CXC, CC, C a CX3C chemokiny. Ke kazdé skupiné ndlezi
receptory spfazené s G proteiny. PoSkozena tkan exprimuje specifické receptory,

chemokiny a riistové faktory [11]. Napiiklad se jedna o stroma odvozeny faktor 1 (SDF-
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1), coz je CXCL12. K nému je na MSC exprimovan odpovidajici CXCR4 receptor.
Béhem zanétu poskozena tkan sekretuje inzulinu podobny rustova faktor 1 (IGF-1), IL-6
a z desti¢ek odvozeny rustovy faktor (PDGF), TNF piibuzny apoptdzu indukujici ligand
(TRAIL), ligand aktivujici receptor jaderného faktoru kappa-B (RANKL), zédkladni FGF
(bFGF), INF-y, epidermalni rastovy faktor (EGF) ¢i erytropoetin, jimz odpovidaji
ptislusné receptory na MSC [2, 11]. Tyto signéalni molekuly jsou dilezité pro migraci
MSC. Déle bylo prokazano, ze stimulace MSC pomoci receptord podobnym toll 3 a -4
(TLR3 a -4) podporuje migraci MSC [11].

Pro migraci do krevniho fecist€¢ a naslednou transendotelidlni invazi je dilezita
interakce MSC s endotelidlnimi bunkami. Tato interakce se uskute¢iiuje pomoci
membranové vazanych glykoproteinii podobnych selektinim, dale MSC exprimuji
nckteré integriny, a to zejména tfidy P1 a o4 a dale napiiklad adhezni molekuly cévnich
bunck 1 (VCAM-1) ¢i interbunééné adhezni molekuly 1 a -3 (ICAM-1 a -3) [2, 11, 26].
Zanétlivé cytokiny, jako jsou transformujici ristovy faktor f (TGFp), IL-1p a TNF-a,
stimuluji tvorbu matrix metaloproteinaz 1 a -2 (MMP1, -2), které jsou dulezité
pro chemotaktickou migraci skrze ECM [2]. Invaze MSC je zavisld nejen na mife

exprese MMP, ale zaroveini na vyvdzené interakci MMP s metalopeptiddzovymi

inhibitory (TIMP) [11].

1.2.3 DIFERENCIACE MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK

Rizena diferenciace MSC ¢&i zabranéni jejich nechténé diferenciaci je potfebné
pro klinické aplikace, jakymi je tkanové inZenyrstvi a regenerativni medicina [13].
Podminkou pro to, aby mohly byt MSC pouzivany pro terapeutické aplikace, je vyvoj
efektivnich, standardizovanych protokoli. Diky témto postupim je mozné¢ MSC
indukovat k Zaddanému typu bunécéné diferenciace [9].

Existuje fada optimalizovanych protokold pro diferenciaci MSC do osteogenni,
chondrogenni a adipogenni bunécné linie. Dale je pomoci téchto protokoll moZzna
diferenciace do endotelidlnich a vaskularnich bun¢k hladkého svalstva [9]. Z tohoto
divodu jsou MSC vhodnymi kandidaty pro strategie klinické reparace tkéani, naptiklad

pro lokalni reparaci a regeneraci kosti, kloubi a $lach.

1.2.3.1 OSTEOGENNI DIFERENCIACE
Pii diferenciaci MSC do osteogenni linie dochdzi ke zmén€ bunééné morfologie.
Buniky fibroblastového typu ziskavaji kuboidalni morfologii. Klasicky diferenciacni

protokol zahrnuje inkubaci konfluentni vrstvy MSC s pfidavky dexamethasonu,
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B-glycerolfosfatu a kyseliny askorbové [9, 29-32]. Samotné bazalni medium sice vede
ke zvySené aktivité alkalické fosfatazy (ALP), ovSem nedochdzi k mineralizaci ECM
a k expresi osteogennich markerti [9].

Dexamethason je synteticky glukokortikoid s vlivem na transkripcni aktivitu,
naptiklad indukuje transkripci kostniho sialoproteinu a integrinu a5, coz vede k aktivaci
na Runx2 zavislé genové transkripce. B-glycerol fosfat slouzi jako substrat pro ALP,
a je tak dualezitym zdrojem anorganického fosfatu. Kyselina askorbova je kofaktor
v procesu hydroxylace prolinu a lysinu na fetézcich kolagenu. Jeji pfitomnost ma tak vliv
na vyssi produkci kolagenu. Kyselina askorbova je za kultiva¢nich podminek pomérné
nestala, a proto se pouziva stabilni derivat vitaminu C, a sice askorbat-2-fosfat [9].

Mimo uzivani standardnich diferencia¢nich médii je mozné k bunkam pridavat
rustové faktory ¢i hormony. Nejcastéji se pfidavd vitamin D3, ktery interaguje
s jadernym receptorem pro vitamin D3 a stimuluje tak expresi genil asociovanych
s osteogenni diferenciaci [33]. Vitamin D3 spolupiisobi s dexamethasonem a kostnim
morfogenetickym proteinem-2 (BMP-2), ovS§em sam o sob& neni schopen indukovat
mineralizaci ECM. Dale byl prokazan vliv na osteogenni diferenciaci MSC po ptidani
BMP-2, -4 ¢i -7 [9, 33]. V klinice se v soucasné dob¢ jiz pouzivd BMP-2, pod ndzvem
INFUSE, a BMP-7, pod ndzvem OP-1 [34]. Ranou osteogenni diferenciaci je také mozné
stimulovat ptidavkem TGFB1 nebo bFGF [9, 35].

1.2.3.2 CHONDROGENNI DIFERENCIACE
Bé&hem chondrogenni diferenciace se méni buiiky fibroblastového typu na morfologicky
velké a kulaté bunky, které jsou hojné obklopeny ECM, skladajici se ptredevSim
z kolagenu I, proteoglykanti a glykosaminoglykanid. Pfi chondrogenni diferenciaci je
vyZzadovan mezibunény kontakt a pfidani chondrogennich bioaktivnich faktord.
Nejucinngjsimi se jevi dexamethason, askorbat-2-fosfat, insulin-transferin-selenium
(ITS), pyruvat sodny, TGFB2 a -3 [9, 30-32].

Dexamethason aktivuje transkripci chondrogennich markert, predev§im kolagenu
II. V kombinaci s TGFp je funkce dexamethasonu podpotfena a dochdzi tak k aktivaci
dal$ich markerti chondrogenni diferenciace, jakymi jsou naptiklad agrekan ¢i kolagen 11
[9].

Daéle je moZzné ptidat BMP-2, -4, -6 a -7, které spoluptiisobi s TGFf, ov§em samy
o sob¢é nejsou dostaCujici pro indukci chondrogenni diferenciace [31]. Pridavek

FGF-1, -2 a IGF-1 také stimuluje expresi chondrogennich markerti. Pfi diferenciaci
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se pak Casto pouzivaji bezsérova média, aby se zabrdnilo sérem indukované apoptoze.
Misto séra se pouziva na desticky bohaté plazma [9, 36].

Kondenzace Proliferace a Terminalni

Ffaiertpnn | Diferanciace a wyzravani | A,
: Hypertrofovana
MsC Cheondroprogenitary Chondroblasty Chondrocyty chyn:\pndrocyt'_-,-'
Saxh Flurs2
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BMP-2-4,-7 FGF-2 FGF-3-18 VEGF
FGF2, Shh BMP-2-4.-7 fhh, PTHP FGF-2
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p-catenin
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Obrazek ¢. 4: Posloupnost udalosti vedouci k diferenciaci MSC do chondrocyti: Casovy expresni profil
rustovych a diferenciacnich faktorti je uveden pod jednotlivymi stadii chondrogeneze. V nejnizsi Casti
obrazku jsou pak uvedeny proteiny charakteristické pro jednotliva stddia chondrogenni diferenciace. TGFf
stimuluje chondrogenni diferenciaci a produkci ECM, FGF stimuluje proliferaci MSC a ma pozitivni vliv
v pribéhu celého procesu chondrogenni diferenciace. Dalsi diferenciace se déje pod vlivem IGF-1, ktery
podporuje syntézu proteoglykanti, dale zde plsobi BMP, fada Sox transkripénich faktori, RunX2 a Osx.
TGFp v pozdnich fazich napomaha hypertrofii chondrocytl. Zkratky: AP znamena alkalicka fosfataza, CD-
RAP znamena z chrupavky odvozeny protein citlivy na kyselinu retinovou, COMP znamena chrupavkovy
oligomerni protein. Upraveno podle: [37]

1.2.3.3 ADIPOGENNI DIFERENCIACE

Béhem adipogenni diferenciace se bunky stavaji sférickymi a plné konfluentnimi. Jsou
obklopeny ECM skladajici se =z fibronektinu, lamininu a kolagenu I, III-VL
Pti diferenciaci se plné konfluentni bunky kultivuji v pfitomnosti dexamethasonu,
3-isobutyl-1-methylxantinu, insulinu a indomethacinu. Dale je mozné ptidavat

askorbat-2-fosfat, trijodothyronin a FGF-2 [9, 30, 32].
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1.3 FORMACE KOSTI

Kost je mineralizovanou pojivovou tkani obratlovci. Dava oporu vaze téla, pomaha
pohybu organismu, ochraiiuje vnitini orgdny od wvné&jSich sil a udrzuje mineralni
homeostazi. Kostni homeostaze je zajisténa rovnovahou mezi formaci a resorpci kosti,
coz zavisi na osteoblastech a osteoklastech. Kostni masa dramaticky vzrastd béhem
embryonalniho a raného postnatalniho vyvoje a také v dobé puberty. Vrcholu dosahuje
okolo dvacatého roku zivota a poté zlstava zhruba konstantni po cely zivot. Nahly pokles
kostni masy muze vést ke zlomeninam [38].

Multipotentni MSC jsou bunééné prekurzory, které davaji vzniknout rliznym
typim bun€k mesenchymalniho pivodu. Jednim znich je osteogenni bunécna linie
[10, 39]. Osteoblasty, kter¢ zMSC vznikaji, formuji kost. Fenotyp osteoblastu lze
charakterizovat schopnosti formovat kost, vysokou hladinou exprese ALP, kolagenu I
a nekolagennich proteinii, jako napiiklad osteonektinu, osteopontinu, kostniho
sialoproteinu, osteokalcinu a déle schopnosti reagovat na parathormon [40]. Kolagen I
a ALP jsou markery rané diferenciace. Pozdni diferenciace je typicka expresi
osteokalcinu a mineralizaci ECM [41]. Vyvoj nezralého osteoblastu do zralého probiha
v nékolika fazich, které lze oznacit jako proliferace, dozravéani, syntéza ECM
a mineralizace ECM [10].

Cely proces vyvoje kosti zahajuji osteoprogenitorni buiiky odvozené z MSC,
viz obrazek €. 5. Tyto bunky jsou vysoce proliferativni a diferencuji do preosteoblasti
ptibuzny transkripéni faktor 2 (RunX2) [41]. Preosteoblasty jsou ptfechodovym stadiem
mezi progenitornimi buitkami a osteoblasty [42]. V tomto stiddiu jeSt€¢ nedochazi
k expresi typickych markerovych genli osteoblasti, jako jsou ALP, osteonektin
¢1 osteopontin [42]. Preosteoblasty jsou stale bipotentni buiiky, které maji potencial
diferencovat jak do osteoblastl, tak do chondrocytii [41].

Preosteoblasty spolu kondenzuji a néasledné vznikaji zralé osteoblasty [10, 42].
V tomto procesu jsou zahrnuty transkripcni faktory Osterix (Osx) a RunX2. MnozZstvi
markerovych genl osteoblastll mé& v promotoru vazebnd mista pro tyto transkripcni
faktory [41]. Funkci osteoblastli je syntéza nemineralizované kostni ECM nazyvané
osteoid. Nemineralizovand ECM se nasledné stdva vysoce mineralizovanou, formuje kost

a pozdéji funguje v kostni remodelaci a minerdlnim metabolismu [10, 43]. Nakonec
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se osteoblast pfeméni na osteocyt, ktery jiz neprodukuje ECM. Pro cely proces vyvoje
kosti je tfeba piitomnosti fady signalnich a transkripcnich faktori a extracelularni
signalizace [10, 39].

Multipotentni
knenova burika

O,

l Ostatni tkané
MSC Osteoprogenitor Preosteoblast Osteoblast
\
Ostatnl
linie

Obrazek ¢. 5: Populace kostnich bunék: Ruzné typy kostnich bunék jsou odvozeny z multipotentnich
MSC. Proces proliferace a osteogenni diferenciace vede az k deponovani nové kosti. Upraveno podle: [42].

Kost se sklada zkostni ECM a kostnich bunék. ECM je z90 % tvofena
kolagenem I a zbylych 10 % je sloZzeno z nekolagennich proteini a z proteoglykant.
Nekolagenni proteiny se podili na maturaci ECM, jeji mineralizaci a mohou tak regulovat
funkéni aktivitu kosti [8]. V kosti se nachazi dvé kostni bunééné linie. Jednou z nich jsou
bunky formujici kost. Mezi né€ se fadi osteoblasty, osteocyty a kost lemujici buiiky. Kost
lemujici bunky zastavaji na povrchu kosti a reguluji vyménu mineralnich iontt
a ponechévaji si schopnost rediferenciace do sekretujicich osteoblastli. Osteocyty jsou
metabolicky pasivni osteoblasty usazené v kostni ECM [39].

Druhou linii jsou buniky resorbujici kost, osteoklasty, neboli mnohojaderné kost
resorbujici bunky. Tyto bunky jsou odvozené¢ z HSC [38, 44]. Osteoklasty spolu
s asociovanymi bunikami, endotelidlnimi a nervovymi, tvoii specializované jednotky
nazyvané kostni mnohojaderné jednotky (BMU), jejichz funkci je remodelace kosti [8].

Existuji dva typy mechanisma diky nimZ dochézi k formaci kosti. Ty se nazyvaji
intramembranova a endochondralni osifikace. Oba procesy jsou zahdjeny proliferaci
a formaci kondenzati z MSC, které ptedurcuji tvar a lokaci budouci kosti. Béhem
intramembranové osifikace dochazi k pfimé diferenciaci MSC do osteoblasti
[41, 44-46]. V priibéhu vyvoje se tento typ objevuje hlavné v oblasti hlavy [46]. Naopak
vyvoj dlouhych kosti a proces regenerace kosti se déje procesem zvanym endochondralni
osifikace [41, 44, 45]. Tento mechanismus je vyuzivan jak v dob¢ fetalniho, tak v dobé

postnatélniho ristu [45, 47].
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1.3.1 ENDOCHONDRALN{ OSIFIKACE

Endochondrélni osifikace je zahajena diferenciaci MSC do proliferujicich chondrocyti,
viz obrazek ¢. 6. Dochdzi tak k formaci vychozi chrupavcité predlohy neboli ristové
chrupavky  [45, 46]. V centru rustové chrupavky chondrocyty dale diferencuji
do hypertrofovanych  chondrocytd  [39, 45]. V momenté, kdy zacinaji
chondrocyty podstupovat hypertrofii, MSC v perichondriu, tedy okolo hypertrofovanych
chondrocyttl, diferencuji do osteoblastti a formuji strukturu zvanou limec kostni tkané
[44, 45, 48].

Dalsim krokem je invaze krevnich cév [45]. Ta je zahdjena procesem obklopovani
pln¢  diferencovanych, hypertrofovanych  chondrocyti  zvapenatélou = ECM.
Tato mineralizovanda ECM pfispivd s pomoci vaskularniho endotelidlniho rastového
faktoru (VEGF) k vaskularni invazi z kostniho limce. Tento proces je dilezity ze dvou
diavodi. Za prvé jsou do mista hypertrofovanych chondrocyti dodavany chondroklasty,
které napomahaji degradovat okolni ECM, a za druh¢ jsou sem dopravovany progenitory
osteoblastii. Progenitory se do centra budouciho kostniho elementu dostavaji z cév, skrze
kandlky vytvofené osteoklasty v kostnim limci. Kolagenni ECM bohata na kolagen X je
nahrazovana kostni ECM, bohatou na kolagen I [44].

Nejprve dochézi k invazi cév ve stiedové Casti, tim se formuje primarni centrum
osifikace, které se ustanovuje jako prvni. Jeho expanzi tidi ristova ploténka [46, 47].
Tato avaskularni struktura obklopuje primarni centrum osifikace na obou stranach
expandujici kosti. Uvnitf riistové ploténky se nachazi mnozstvi subpopulaci chondrocytt
[44]. Zbéna nejdale od hranice probihajici osifikace je zona takzvanych odpocivajicich
chondrocytl. Ptilehld zona je zonou proliferace. Zde dochazi k syntéze ECM bohaté
na kolagen II. Nasledné¢ se zkulatych proliferujicich chondrocytii stavaji bunky
morfologicky zplostélé, jelikoz zacinaji tvofit vicebunééné klastry. Tyto chondrocyty
jsou prehypertrofované. V jejich ECM zaciné ubyvat kolagenu II [44, 47].

Nasleduje zoéna, kde po proliferaci chondrocyty prodélavaji zménu a stavaji se
hypertrofovanymi [47]. Chondrocyty podstupujici hypertrofii zvySuji dramaticky sviij
objem a ve stejném case sekretuji ECM bohatou na kolagen X. Kolagen II jiz
exprimovan neni. Tyto d&je zplsobuji prodluzovani kosti [44, 47]. Hypertrofované
chondrocyty také syntetizuji VEGF [44].

Druhéd oblast v potadi, kam prortstaji cévy, jsou okraje kosti. Zde vznikaji
sekundarni centra osifikace [46]. Jejich expanzi fidi kloubni epifyzalni rGstova chrupavka

[47].
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Obrazek ¢. 6: Proces endochondralni osifikace: V procesu endochondralni osifikace je chrupavéity
templat postupné nahrazen kostni tkani. (A) Chrupavcity model (B) Formace primarniho centra osifikace:
Krevni cévy a hypertrofovand chrupavka jsou v misté budouciho centra osifikace stale pritomny. (C)
Zalozeni primarniho centra osifikace: Krevni cévy jsou pfitomny v chrupavcitych kanalech v okoli centra.
(D) Formace sekundarniho centra osifikace: Zformovana sekundarni centra osifikace josou oddélena od
primarniho centra ristovou ploténkou, ktera je zodpovédna za podélny rist kosti. Kloubni epifyzalni
rustova chrupavka (EAGC) zistaiva pod permanentni kloubni chrupavkou a je zodpovédna za rist
a tvarovani epifyzy. (E) U dospélého jedince dochazi k fuzi metafyzy s epifyzou, coz vede k vymizeni
rustové ploténky. EAGC je nahrazena kosti a jedind chrupavka, ktera zlstava, je permanentni kloubni
chrupavka na obou koncich kosti. Upraveno podle: [47].

Hypertrofované chondrocyty nasledné odumiraji [41, 47]. Mnoho autorl popisuje,
ze se tak d&je na zaklad¢ zlomi deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a tedy, Ze umiraji
procesem apoptozy. Jiné studie zkoumajici definitivni morfologii hypertrofovanych
chondrocytll uvadéji, Ze k smrti dochazi procesem autofagie. Nasledkem odumirani
hypertrofovanych chondrocyti vznikaji struktury z ECM, tak zvand pfi¢na a podélna
chrupavcita septa. Pficna septa jsou pomoci proteinaz degradovana a vertikalni septa jsou
zanechana neporusena. Tato degradace umoziuje vstup invadujicich bun¢k krevnich cév,
osteoklastll a bun¢k kostni diené. Osteoklasty napomahaji dalsimu odebirani chrupavcité
matrix a diferencujici osteoblasty uZzivaji zbyvajici ECM jakozto podklad pro depozici
kostni ECM [47].

V puberté se frontalni strany osifikace primarniho a sekundarniho centra protahuji
pres ristovou ploténku, kterd se nachazi mezi nimi. Tento proces vede k fuzi zformované
kosti v primarnim centru osifikace, v oblasti metafyzy, se zformovanou Kkosti
v sekundarnim centru osifikace, tedy s epifyzou [44, 46]. Cely proces se nazyva
epifyzalni fuze [47].

Proces endochondralni diferenciace je neobvykly, jelikoZz zahrnuje postupné
nahrazovani docasné struktury za strukturu permanentni, kterd je vhodn&jsi z hlediska

mechanickych pozadavki dospélého jedince. Navic tato organogeneze pietrvava

24



az do zakoncCeni ristu [47]. Docasna chrupavcita predloha je pro cely proces dilezita
predev§im proto, Ze zajiStuje mechanicky stabilni pfedlohu a umoznuje podélny rast

kosti [44].

1.3.2 ZRANI A DIFERENCIACE OSTEOBLASTU

Proces diferenciace a zrani osteoblastl je pfisn¢ regulovan. V jeho pribéhu progenitory
osteoblasti v mesenchymdlnich  kondenzatech  jak  pfi  endochondralni,
tak pii intramembranové osifikaci, diferencuji nejprve do preosteoblastli a nasledné
do osteoblastti [41]. Tato diferenciace je po celou dobu fizena transkripénimi faktory,
jejichz exprese je pod vlivem hormondlnich a rstovych faktort. Funkci transkripcnich
faktorii je regulace exprese genll a ziskani fenotypu osteoblastd. Aktivace a funkce
ruznych typu faktord v prabéhu diferenciace osteoblastl je fizena koordinovanymi

komplexnimi procesy [43].

1.3.2.1 TRANSKRIPCNI FAKTORY

Proteiny podilejici se na iniciaci transkripce se nazyvaji transkripcni faktory. Je
pro né typicka silné vazba na DNA, ptitomnost domény aktivujici transkripci a lokalizaci
v jadie [41]. Transkripéni mechanismy zahrnuji viceuroviiovou kontrolu osteogeneze,
coz zahrnuje interakce transkripénich faktort s DNA. Dale interakci transkripénich
faktori s proteiny ovliviiujicimi jejich lokalizaci do promotoru genti, coz vede
ke zménam v architektute chromatinu. V neposledni fadé je aktivita transkripCnich
faktort fyzicky regulovana skrze posttranslacni modifikace [49].

Indukce diferenciace osteoblastli probihd zejména pod kontrolou transkripénich
faktord RunX2, Osx, méné distalniho homeobox 5 proteinu (DIx5), Msh homeobox 2
proteinu (Msx2) a Twist [42, 43]. Koordinovana aktivita téchto transkripénich faktort
vede k expresi genid charakteristickych pro diferenciaci a funkci osteoblastl, viz obrazek
¢. 7. To zahrnuje geny pro ALP, kolagen I, osteokalcin, osteopontin, osteonektin a kostni

sialoprotein, které jsou v pribéhu osteogeneze postupné exprimovany [50].
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Obrazek ¢. 7: Diferenciace osteoblastii pod kontrolou transkripénich faktoru: Diferenciace osteoblasti
je zahajena diferenciaci MSC do osteoprogenitornich bunék. Ty nasledné diferencuji do nezralych
preosteoblastl, které poté vyzravaji a exprimuji geny typické pro osteoblasty. Proces diferenciace je
zakonlen stidiem osteocytu & bunéénou smrti. Rada transkripénich faktort, jako je RunX2 & Osx,
koordinuji proces diferenciace v Case a misté. Samy transkripcni faktory jsou tizce regulovany mnozstvim
hormont, lokélnich a externich faktord, které piisobi na jejich aktivaci ¢i represi, a tim ovliviiuji bunéénou
diferenciaci a pfezivani. Upraveno podle: [43].

RunX2
RunX2, nékdy také nazyvany kore vazebny faktor al (Cbfal), je transkripcni faktor
zrodiny runt, ktery je dulezity pro ranou diferenciaci osteoblastti [39, 42, 43, 45].
Vykazuje mnoho riznych regulac¢nich funkci jako aktivaci €i represi genové exprese
a integraci biologickych signali z vyvojovych podnéti, jako jsou BMP, TGFf, Wnt a Src
signalni drahy [49]. MSC exprimuji RunX2 na zacatku vyvoje kosti. RunX2 je pfitomen
v osteoblastech v pribehu jejich diferenciace [42]. Po dobu diferenciace se jeho mnoZstvi
zvySuje, pokles v koncentraci nastava az v moment¢ dozravani osteoblasti [49]. RunX2
kontroluje formaci kosti béhem jejich vyvoje, ale také v priabéhu postnatilniho Zivota
[42, 43]. Béhem bunétného déleni je vétSina transkripénich faktori degradovéna
v pribéhu mitézy. Procento RunX2 ovSem degradovano neni, ale interaguje
s kondenzovanymi mitotickymi chromozomy, nejspiSe s oblastmi genli asociovanych
s diferenciaci osteoblasti. To napovida tomu, Ze RunX2 je dllezity pro postmitotickou
transkripcni kontrolu [49].

RunX2 je soucésti heterodimérniho transkripéniho faktoru, je jeho
a podjednotkou. RunX1 a RunX3 jsou dalsi typy a podjednotek. Podjednotka o nese
runt doménu potiebnou pro vazbu na DNA a také pro heterodimerizaci s  podjednotkou.

B podjednotka je pouze jedna a jmenuje se kore vazebny faktor B (CbfB) [41, 43].
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Fosforylace na serinu 104 u RunX2 vede kinhibici heterodimerizace s Cbfp,
a tim i k inhibici jeho transkrip¢ni aktivity [41].

C-termindlni doména RunX2 nese signalni znacku, targetovaci signal do jaderné
matrix [41]. Toto targetovani je dulezitym rysem pro spravné fungovani RunX2.
Lokalizace RunX2 do rtiznych jadernych mikroprostiedi znamena moznost formovat
multimérni komplexy se specifickymi koregulatory, coz mé rozdilny vliv na promotory
gend v daném misté. RunX proteiny jsou dilezité proteiny slouzici jako leSeni. Interaguji
s mnoha tfidami koregulacnich proteind, coz poskytuje RunX faktorim kompetenci
k fungovani jakozto hlavni pfepinace v priubchu bunécné diferenciace [49].

RunX2 se véaze na RunX konsenzus sekvenci (PuACCPuCA) nazyvanou
osteoblasticky specificky element 2 (OSE2). Tento regula¢ni element lze nalézt
v promotoru u vSech hlavnich genli dulezitych pro navozeni fenotypu osteoblasti,
coz zahrnuje fetézec a kolagenu I, osteopontin, osteokalcin a kostni sialoprotein [39, 43,
49].

RunX2 je klicovy osteogenni transkripcni faktor, je jednim z prvnich, ktery fidi
diferenciaci MSC do osteoblastli. Funguje diive nez Osx ¢i DIx5 [38]. RunX2 moduluje
funkci nékolika kindz. Jednou znich je p85 fosfatidyl inozitolovd 3 kindza (PI3K),
ktera kontroluje prezivani a diferenciaci osteoblastti. Dalsim mechanismem puasobeni
RunX2 je kontrola transkripéni aktivity geni pomoci balancovani mezi acetylovanym
a deacetylovanym stavem chromatinu. RunX2 tedy interaguje s histon acetyl
transferazami (HAT), jako jsou napiiklad p300/creb vazebny protein (p300/CBP)
¢1 monocyticky leukemicky protein zinkového prstu (MOZ) a monocyticky leukemicky
faktor pfibuzny proteinu zinkového prstu (MORF). Interakce RunX2 s histon
deacetyldzami (HDAC) negativné reguluje diferenciaci osteoblastli, napiiklad HDAC3
interaguje s N-koncem RunX2, HDACG6 interaguje s C-koncem RunX2, HDAC4
reprimuje aktivitu RunX2 v pribéhu endochondralni osifikace [43, 49].

Vazba TGFB1 ¢i BMP-2 na specifické receptory aktivuje Smad. Smadl, -3 a -5
interaguji s RunX2 a zvySuji jeho transkripéni aktivitu [41, 43]. Pro tuto interakci je
dilezita fosforylace RunX2. Komplexy Smad s RunX2 jsou schopné vazby na DNA
ve vazebnych mistech pro RunX2, ale i pro Smad. Pouze Smad aktivované¢ z BMP
signalizace vedou k diferenciaci osteoblastl. Smad-RunX interakce v odpovédi
na signalizaci TGFP vede k represi osteoblastogeneze a také k represi genové exprese

osteokalcinu [49].
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RunX2 negativné ovliviluje terminalni diferenciaci osteoblastl a zanechava
osteoblasty v nezralém stavu [43]. Exprese RunX2 je tedy v pozdnich stadiich vyzravani
osteoblastl snizovéana, a to v momenté, kdy ze zralych osteoblastti vznika zrala kost [39].
RunX2 déle negativné reguluje proliferaci osteoblasti, jelikoz reguluje bunéény cyklus,
napomahd jeho ukonceni [43]. Geny pro inhibitory cyklin dependentnich kinaz (CDKI)
p21 a p27 jsou cile RunX2. ZvySend koncentrace CDKI vede k inhibici postupu
do syntetické faze bunééného cyklu (S faze), a tim je podpofen konec bunécného cyklu
[49].

RunX2 je velmi dulezity pro osteoblastogenezi a jeho exprese je tedy pod
kontrolou mnoha transkripcnich faktori. Jednim z nich je homeobox A2 protein (Hoxa-
2), Clen rodiny transkripcnich faktor s Hox homeodoménou. Hoxa-2 inhibuje expresi
RunX2. Specidlni protein vazajici AT bohaté sekvence (SATB2) je protein nachdzejici se
vjaderné matrix, reprimuje Hoxa-2 expresi, a tim aktivuje RunX2 dependentni
diferenciaci. Signalni transduktor a aktivator transkripce 2 (Stat2) a Sox9 interaguji
s RunX2 a snizuji jeho transkripéni aktivitu [43]. Statl vyvazuje RunX2 v cytoplazmé,
¢imz snizuje jeho mnozZstvi v jadie [49]. Sox8 reprimuje expresi RunX2 a je negativnim
regulatorem diferenciace osteoblasti. Aj8, myeloidni EIf-1 podobny faktor (MEF),
lymfoidni enhancer vazebny faktor 1 (LEF1), Twist, receptor aktivovany proliferatory
peroxizoml y (PPARYy), Msx2 a jaderny faktor odvozeny z erythroidu 2 (Nrf2) také
reprimuji RunX2 aktivitu [38, 43, 49].

RunX2 muze byt aktivovan diky fosforylaci od mitogenem aktivované protein
kindzy (MAPK) po vazbé a2B1 integrinu na kolagen 1 [43, 49]. FGF-2 zvysuje
fosforylact MAPK1 a -3, coZ nasledné zvySuje fosforylaci RunX2 [41]. Tumor
supresorovy protein p53 negativné reguluje RunX2 aktivitu. RunX2 aktivita je dale
pozitivné regulovdna retinoblastomovym proteinem (Rb), tafazzinovym proteinem
(TAZ), Hoxa-10, bagpipe homeoboxovym proteinem 1 (Bapx-1) a Indian hedgehogem
(Ihh) [39, 43, 44]. TAZ ptfimo interaguje s RunX2 a koaktivuje RunX2 dependentni
genovou transkripci. Signalizace aktivni nereceptorové kindzy Src negativné ovliviiuje
diferenciaci osteoblastu, jelikoz Yes asociovany protein (YAP), adaptorovy protein Src
signalizace, se vaze na jadernou doménu RunX2, a brani tak expresi RunX2
regulovanych genti [49].

RunX2 je mozno regulovat i na Urovni proteinové stability [43, 49]. Cyklicka
adenosin monofosfatova (cAMP) drdha snizuje koncentraci RunX2 v osteoblastech.

Tento efekt je zprostiedkovan jeho proteolytickou degradaci diky ubiquitinilaci [41].
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Na zaklad¢ signalizace TGFB Smad specificka E3 ubiquitin ligdza (Smurfl) interaguje
s C-termindlnim koncem RunX2, a tim je podpofena jeho degradace proteazémem [43,
49, 51].

RunX2 je hlavnim transkripénim faktorem v regulaci genové exprese v prubéhu
diferenciace osteobalsti. Je regulovan na mnoha urovnich, aby byla zajiSténa jeho
spravna exprese a funkce, a tim i spravna osteoblastogeneze. Obecné RunX2 reaguje
s mnoha regula¢nimi proteiny v jadfe. To vede k aktivaci ¢i represi genti kontrolujicich

prezivani a diferenciaci osteoblasti [43].

Osterix
Osx je transkripéni faktor exprimovany v progenitorech osteoblasti. Ma vliv
na diferenciaci preosteoblasti do zralych osteoblasti a na proliferaci progenitornich
bunck [43, 44]. Nachézi se az po plisobeni RunX2, ktery ho pozitivné ovliviiuje [41, 49].
Osx je negativnim regulatorem Sox9, a tim 1 negativnim reguldtorem procesu
chondrogeneze. Sox9 je transkripéni faktor nutny pro ustaveni osteochondroprogenitoru.
Jakmile je vSak chondrogenni mesenchymalni kondenzat zajistén, pak jiz Sox9 neni dale
pro navozeni bunéfné linie osteoblasti potiebny [41]. Osx ma tedy funkci
v mechanismu, ktery oddé€luje bunééné linie osteoblastli a chondrocytli ze spolecného
osteochondroprogenitoru, viz obrazek ¢. 8 [38].
Regulace Osx je zatim malo prozkoumana, vi se vSak, Ze p53 reprimuje
transkripci Osx, a tim p53 zabrafiuje osteoblastogenezi [43]. V pozdéjsich stadiich Osx

inhibuje diferenciaci osteoblastt [39].
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Obrazek ¢. 8: Puasobeni Osx pii segregaci osteoblastii a chondrocyti: Prekurzorova buiika,
osteochondroprogenitor, je bipotentni bunka exprimujici RunX2 a Sox9. Osx je negativnim regulatorem
Sox9, a tedy prekurzorové bunky v pfitomnosti Osx diferencuji do osteoblasti a ne do chondrocytd.
Upraveno podle: [41].
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[-katenin
Kanonickd neboli Wnt/B-kateninova signéalni draha je dulezitd pro osteoblastogenezi.
Tato drédha kontroluje stabilitu B-kateninu, coz je transkripéni faktor kanonické Wnt
drahy [43, 45]. V kanonické draze dochéazi k navazani Wnt ligandu na Frizzled receptor
a na koreceptor nazyvany LDL receptoru piibuzny protein 5 a 6 (LRP5/6) [43].
Tato signalizace vede kinaktivaci multiproteinového komplexu slozeného
z B-kateninu, glykogen syntazy kindzy-3p (GSK3), kasein kindzy, anafazi podporujicho
komplexu (APC) a axinu. Vysledkem je stabilni B-katenin, ktery miize byt importovan
do jadra. V jadfe [-katenin nahrazuje korepresor T bunécného faktoru/lymfoid
podporujiciho faktoru (TCF/LEF). Vznikd aktivni komplex, ktery targetuje promotory
geni a vede kzahijeni transkripce [49]. Kanonickd Wnt drdha je  aktivnéjsi
v osteogennich mesenchymalnich kondenzatech. V nepfitomnosti Wnt ligandu je
B-katenin fosforylovan, a tim oznacen pro degradaci [45].

B-katenin je dulezity pro diferenciaci osteoblastil. Jeden z cili Wnt signalizace je
RunX2, jelikoz B-katenin/TCF/LEF podporuji jeho expresi a aktivitu [43]. OvSem v pln¢
diferencovaném osteoblastu LEF-1 interaguje s RunX2 a tim negativné reguluje jeho

transkripcni aktivitu vzhledem k cilovym gentim [49].

Transkripcni faktory homeobox rodiny

Také nekteré transkripcni faktory z rodiny proteini s homeodoménou hraji dilezitou roli
pfi diferenciaci osteoblasti [43]. Proteiny, které jsou piimo regulovany proteiny
s homeodoménou v procesu diferenciace osteoblastii, jsou kolagen, osteopontin, ALP,
kostni sialoprotein, osteokalcin, RunX2 ¢i Osx. Mezi proteiny s homeodoménou s vlivem
na diferenciaci osteoblastll se fadi naptiklad Msx1 a -2, DIx3, -5, -6 [41-43, 49]. Tyto
transkripcni faktory se vazi do promotora osteogennich gent, kde je jejich funkci represe
nebo aktivace transkripce. Proteiny s homeodoménou jsou dilezité pro normalni pribéh
osifikace [43].

Bylo zjisténo, Ze Msx2 ma jak pozitivni, tak negativni vliv na diferenciaci
osteoblastil, a to v zavislosti na bunééném fenotypu a cilovém genu, ktery ovliviiuyje.
Msx2 je exprimovan hlavné v osteoprogenitorech. Bé&hem diferenciace je jeho
koncentrace snizovana. Msx2 podporuje proliferaci a diferenciaci osteoblasti,
ale inhibuje RunX2 aktivitu a expresi genu typickych pro osteoblasty ve vyzralejSich
osteoblastech [38, 43, 49]. K této inhibici dochédzi diky tomu, Ze spolu RunX2 a Msx2

vytvaii komplex, ktery je neaktivni. Déle je antagonistou k DIx5 v pribéhu diferenciace
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osteoblastii. Tyto transkripcni faktory spolu kompetuji o vazbu na promotory gent
osteokalcinu ¢i ALP. Tyto dva proteiny spolu také mohou tvofit komplex, ktery maskuje
DNA vazebnou sekvenci, coz vede k inaktivaci obou transkripénich faktora [38].

DIx3 a DIx5 jsou exprimovany ve vSech fazich diferenciace osteoblastl. Jejich
exprese se zvysuje ve zralych osteoblastech [38, 43]. DIx3 ma komplexni roli, jelikoz ma
jak pozitivni, tak negativni vliv na genovou transkripci osteokalcinu [43]. RunX2 je
prvotnim regulatorem genové transkripce pii diferenciaci osteoblasti a funguje diiv
nez DIx5. Ovsem BMP-2 indukovana signalni draha aktivuje DIxS5, ktery je v tomto
piipadé regulatorem RunX2 a Osx. Tato signalni drdha je menSinovou pii diferenciaci
osteoblastli a objevuje se az v pozd¢jsim stadiu diferenciace [38]. DIx5 dale aktivuje

expresi osteokalcinu a kostniho sialoproteinu [43].

Helix-loop-helix proteiny

Pro spravnou indukci genti typickych pro fenotyp osteoblastl je tfeba snizeni aktivity
fady negativnich transkripcnich faktord v prubéhu procesu formace kosti.
Helix-loop-helix proteiny Twist a DNA vazebny proteinovy inhibitor (Id) jsou
exprimovany v osteoblastech v prub¢hu proliferativni faze [41, 43].

Twist je zahrnut v diferenciaci mesodermu, je exprimovan v osteoprogenitornich
bunikach a interaguje s RunX2, ma vliv na jeho umlceni [41, 49]. Dale Twist naptiklad
kontroluje expresi RunX2 a RunX2 zavislych genii v osteoblastech stejn¢ jako jejich
proliferaci a prezivani [43]. Je negativnim regulatorem formace kosti, jelikoz vykazuje
inhibi¢ni efekt na diferenciaci a proliferaci osteoblastli [41, 49]. RunX2 exprese je

asociovana se snizenou koncentraciTwist [43].

Dalsi transkripcni faktory
Aktivacni protein 1 (AP-1) je transkripni faktor sloZzeny z heterodimeru proteint
zrodiny Fos a Jun (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2; c-Jun, JunB, JunD) [43]. Je ddlezitym
regulatorem v priabéhu formace kosti, ma vliv i na proliferaci osteoblasti [41, 43, 49].
Mimo piimého efektu na geny osteoblasti mohou néckteré ¢leny z AP-1 interagovat
s dal$imi transkripénimi faktory. Napfiklad Jun proteiny mohou tvofit heterodimery
s proteiny odpovédnymi za vazbu cAMP elementu (CRE), a tim regulovat genovou
expresi [43].

CRE vazebny protein 2 (CREB2) neboli aktivacni transkripcni faktor 4 (ATF4) je
dalSim transkripénim faktorem kontrolujicim osteoblasty. CREB2 interaguje s RunX2,

a tim reguluje transkripéni aktivitu osteokalcinu [43, 49]. CREB2 plisobi v pozdni fazi
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zrani osteoblasti [49]. Specificky protein 3 (Sp3) je transkripéni faktor dulezity
pfi pozdnim vyvoji kosti [41].

Dalsi transkrip¢ni faktor zahrnuty v diferenciaci MSC do osteoblasti je PPARY2.
Jeho zvysend exprese vSak podporuje v MSC adipogenezi a redukuje diferenciaci
do osteoblastii. PPARY2 se vdze na RunX2, tim je inhibovéna jeho transkripéni aktivita
[43, 49]. TAZ, transkripéni aktivator RunX2, inhibuje PPARYy2, coz vysvétluje jeho
pozitivni efekt na diferenciaci do osteoblastl spise nez do adipocitii [43].

CCAAT enhancerovy vazebny protein (C/EBP) je transkripéni faktor regulujici
expresi genu kritickych pro diferenciaci adipocytli a osteoblasti. C/EBP6 moduluje
expresi a aktivitu ristovych faktort a jejich receptor zahrnutych v procesu diferenciace
osteobalsti. C/EBPd a C/EBPP naptiklad aktivuji genovou transkripci osteokalcinu
[43, 49].

1.3.2.2 HORMONALN{ FAKTORY
Exprese a aktivita transkripcnich faktorti v prilbé¢hu osteoblastogeneze je regulovana
nékterymi hormonalnimi faktory. Naptiklad parathormon, estrogen, glukokortikoidy
nebo vitamin D podporuji osteoblastogenezi diky aktivaci RunX2. Dadle aktivuji
Wnt/B-kateninem zprostfedkované piezivani osteoblastl [43]. Zaroven RunX2 pozitivné
reguluje aktivitu estrogenu [49].

Parathormon reguluje remodelaci kosti diky organizaci signalizace lokalnich
faktori, jako jsou TGFB, BMP, Wnt a IGF-1 [52, 53]. Behem interakce parathormonu
s TGFp signélni drdhou indukuje parathormon rekrutaci TGFp receptoru typu II jakoZto
endocytického aktivatoru. TGF receptor typu II fosforyluje cytoplazmatickou doménu
parathyroidniho hormonového receptoru typu 1 (PTHIR), a wusnadiluje tak
parathormonem indukovanou endocytézu celého komplexu PTHIR a TGFf receptoru
typu II. Parathormon dale stimuluje determinaci bunééné linie smérem do osteoblastl
diky zesileni BMP a Wnt signalizace [52]. To vede jak k fosforylaci a aktivaci RunX2,
tak ke zvySené expresi Osx a redukci exprese PPARY2 v osteoprogenitornich bunkéch.
Parathormon také z ¢4sti inhibuje proteazomalni degradaci RunX2 [43].

Vitamin D zvySuje expresi RunX2 a snizuje expresi PPARy2 [43]. Mechanismus
podpory transkripce osteokalcinu funguje na zékladé formace multimerniho komplexu
RunX2 sp300, nezavisle na jeho histon acetyltransferdzové aktivité, a formuje tak

multimerni komplex s receptorem pro vitamin D a s p300/CBP asociovanym faktorem
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(P/CAF), ktery ma histon acetyltransferazovou aktivitu. Tento multimerni komplex vede

k remodelaci chromatinu [49].

1.3.2.3 RUSTOVE FAKTORY
Kromé hormonalnich faktorti ovliviiuji osteoblastogenezi také ristové faktory. Nejvice
rustovych faktorii ma vliv na tento proces prostiednictvim regulace aktivity a exprese

transkripcnich faktort [43].

Rodina Transformujicich riistovych faktori

TGFp rodina se sklada z vice nez Ctyfticeti ¢lentl. Jsou jimi naptiklad izoformy TGFp1, -
2, -3 nebo strukturné podobné proteiny BMP, aktiviny ¢i anti-Miillerian hormon (AMH)
[39, 42, 52]. TGFB receptory jsou transmembranové proteiny typu I a II s vnitini
serin/threonin kinazovou aktivitou. Vazba TGFB ligandu, coz je dimer, zpasobuje
asociaci receptorti typu I a II [51, 54]. Receptor typu II fosforyluje receptor typu L
Fosforylace vede k aktivaci kindzové domény receptoru [38, 54].

Aktivovany receptor typu I dale aktivuje intracelularni mediatory [51]. Témito
mediatory jsou receptory regulované Smad (R-Smad), konkrétné¢ Smadl, -2, -3, -5 a -8.
R-Smad jsou fosforylovany na C-konci. Tato fosforylace vede k jejich vypusténi
z komplexu Smad kotviciho proteinu (SARA), coz je protein, ktery ukotvuje Smad
v membrané [49, 54]. Fosforylovany R-Smad pak tvofi heteromerni komplex
s koaktivatnim Smad (Co-Smad), jedinym ¢lenem je Smad-4. Tento komplex je
translokovéan do jadra, kde asociuje s transkripcnimi aktivatory ¢i korepresory [51, 54].
Smad6 a -7 patfi do skupiny inhibi¢nich Smad (I-Smad). Ty potlacuji efekt R-Smad
a pusobi antagonisticky na TGFp signalizaci [54]. TGFB/BMP indukuje aktivaci dalSich
signdlnich drah, v nichz jsou aktivovany kindzy, napiiklad MAPK, protein kinaza C
(PKC), jun NH; terminélni kindza (JNK), p38. Tyto kinazy také pfispivaji k fosforylaci
Smad a k aktivaci fenotypu osteoblastii [38, 49, 51, 54].

TGFp signalizace je kontrolovana na rtiznych trovnich. Existuji antagonisté
TGF ligandu, ktefi tento ligand vazi a zabranuji tak jeho vazb¢ na receptor. Prikladem je
Noggin, ktery se vaze na BMP-2, -4 a -7 ¢i Sklerostin, ktery se vdze na BMP-5, -6 a -7
[51]. Smad6 se vaze na TGFp receptor typu I a tato vazba zabraiiuje vazbé ligandu
a fosforylaci receptoru. Exprese Smad6 je regulovana BMP signalizaci, konkrétné ma
v promotoru vazebna mista pro Smadl a Smad5. Antiproliferativni protein Tob se vaze
na Smadl a -5, tim inhibuje jejich funkci. Smurfl ubiquitin ligdza se vaZze na Smadl a -5,

a zprostiedkovava tak jejich degradaci [51, 54].
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BMP signalizace je hlavni signalni drahou indukujici diferenciaci osteoblastt.
BMP-2, -4 a -7 maji schopnost indukovat nezral¢ buniky k diferenciaci do osteoblastl
[39, 49]. Tato signalizace aktivuje Smadl, -5 a -8 [51, 54]. Cilové molekuly této
signalizace jsou napiiklad geny transkripénich faktorii s homeodoménou ¢i
helix-loop-helix proteinii a nebo Osx a RunX2. Konkrétné naptiklad BMP-2 podporuje
RunX2 expresi v osteoprogenitorech a osteoblastech, dale podporuje expresi Osx a DIx5
v osteoblastech, viz obrazek ¢. 9 [38, 43, 49]. BMP-7 indukuje expresi RunX2 [39].

Smad]l a -5 interaguji s RunX2 a spolu s nim aktivuji transkripci genti, naptiklad
kolagenu X. Smadl interaguje s homeobox C8 proteinem (Hoxc8) a aktivuje transkripci
genu pro osteopontin. Smad6 heterodimerizuje s Hoxc8 a reprimuje BMP-2 indukovanou
genovou transkripei [51].

TGFp1 signalizace, béhem endochondralni osifikace, podporuje chondrogenezi
a také proliferaci a ranou diferenciaci osteoblasti [41, 42, 44]. TGFB1 podporuje formaci
kosti diky zvySeni exprese RunX2 a snizeni exprese PPARy2 [38, 43, 55]. Pozdgjsi
diferenciaci osteoblasti naopak inhibuje [38]. Vysledkem TGFP1 signalizace je
fosforylace a aktivace Smad2 a -3, které interaguji s RunX2 a tato interakce ma
za nasledek represi osteoblastogeneze [49, 54, 55]. DIx5 je cilem negativni regulace
TGFp1 signalizace. TGFB1 stimulovanymi molekulami jsou dale AP-1 a Msx2 [38].

TGFp je syntetizovan a sekretovan v kostni kultufe, kde stimuluje rtst kostnich
bunék, je zahrnut v kostni reabsorbci a remodelaci. TGFp je ptfitomen v kosti jakoZto
latentni komplex v ECM [42]. Sekretovany TGFf tvoii homodimer, ktery interaguje se
dvéma polypeptidy, s latentnim TGFP vazebnym proteinem (LTBP) a s latentnim
asociovanym proteinem (LAP). Po této interakci se formuje komplex nazyvany velky
latentni komplex (LLC). Timto zpusobem je maskovdno vazebné misto pro TGFp
receptor a TGFP ligand je tak neaktivni. Aktivace TGFp se d¢je diky proteolytickému
Stépeni LLC, naptiklad pomoci MMP [52]. LLC je aktivovan i kyselym prostiedim
produkovanym osteoklasty. ZvySujici se reabsorbce kosti vede ke zvySujicimu se
uvoliovani a aktivaci TGFf1, ktery nésledné stimuluje migraci MSC, které formuji kost

na misté resorpce [42, 52].
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Obrazek ¢. 9: BMP-2 indukovana diferenciace osteoblasti: RunX?2 je transkripéni faktor aktivovany
vraném stadiu embryonalniho vyvoje kosti. OvSem pfi BMP-2 indukované osteogenezi je nejprve
aktivovan DIx5, ktery nasledné reguluje transkripéni faktory RunX2 a Osx. Tyto transkripéni faktory poté
nezavisle na sob¢ ¢i v kooperaci stimuluji expresi osteogennich gent, jako je kolagen I, ALP ¢i osteokalcin.
Signalizace indukovana ligandem TGFpB1 vede k represi RunX2 a k negativni regulaci DIx5. Zkratky: OC
znamena osteokalcin, BSP znamena kostni sialoprotein, FN znamena fibronektin. Upraveno podle: [38].

Wnt
Exprese Wnt béhem vyvoje skeletu je klicovou signalizaci pfi regulaci diferenciace
chondrocytll a osteoblastii [41, 45]. Wnt jsou sekretované molekuly. Téchto liganda je
ve Wnt signalizaci zahrnuto nejméné 19 [45]. Wnt signalizace se uskuteciiuje
prostfednictvim tfech riiznych drah. Prvni z nich je kanonickd Wnt/B-kateninova draha,
dale planarni polarita buiiky a v neposledni fad¢ je to Wnt/vapnikova draha [49].

Interakce nékterych Wnt proteint s Frizzled a LRP5/6 koreceptory vede k inhibici
GSK-3 mediované fosforylaci B-kateninu [43, 49]. To vede k akumulaci B-kateninu
a jeho translokaci do jadra. Zde se vaZze na TCF/LEF transkripcni faktory a aktivuji se
tak cile této signalizace [43, 45]. V procesu endochondralni osifikace je kanonicka Wnt
signalizace  dlleZzitym  pfepinacim mechanismem, jelikoZ podporuje  zrani
hypertrofovanych chondrocytii a formaci kosti. Wnt signalizace je na mnoha mistech pod
kontrolou antagonistl této drahy [49].

Blokace navazani Wnt ligandu na Frizzled receptor se déje diky antagonistim
jako jsou sekretované proteiny podobné frizzled proteinu, Wnt indukénim faktoriim

a nebo diky Cerberusu. Antagonisté Dickkopfs 1, -2 a Kremen se vazi na koreceptor
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LRP6. Dalsim antagonistou schopnym vazby na LRP5/6 je Sklerostin [49, 51]. RunX2
ptfimo reguluje jeho expresi v osteoblastech, zvySuje ji, a tim pfispiva k negativni
regulaci Wnt signalizace v pozdnich stadiich mineralizace v prub&hu formace kosti. Wnt
signalizace nastava az po BMP signalizaci. Pro vyvoj kosti je dtlezité proktizeni téchto
dvou drah. BMP-2 moduluje aktivitu Wnt pfi diferenciaci osteoblasta [49].

Wnt proteiny jako Wnt3a a -10 upreguluji RunX2 expresi diky aktivaci
Wnt/B-kateninové drahy. Wntl0Ob napiiklad indukuje expresi RunX2, Osx a DIx5
a inhibuje expresi adipogennich transkripcnich faktora C/EBPa a PPARYy [43, 49].

Inzulinu podobny rustovy faktor 1
IGF-1 je rastovy faktor sekretovany zralymi osteoblasty, které reaguji na hormonalni
a cytokinovou signalizaci parathormonu, FGF-2 ¢i TGF pravé jeho zvySenou syntézou
[42, 55, 56]. IGF-1 stimuluje proliferaci a diferenciaci osteoblastli diky specifickym
membranovym receptorim [52, 55]. Tyto receptory jsou sloZzeny z o a B podjednotek.
Po vazbé IGF-1 na receptor dojde k aktivaci vnitini tyrozin kindzy, ktera fosforyluje
B podjednotku. Tim jsou aktivovany dvé signalni drahy — Ras/MAPK a PI3-K draha,
které vedou ke stimulaci exprese proteinit ECM a prevenci apoptdzy osteoblastt [56].

IGF-1 miZe byt lokaln¢ skladovan inaktivni v kostni ECM, dokud neni vypustén
béhem resorpce kosti [55]. V kostni ECM se nachazi v komplexu s IGF vazebnymi
proteiny (IGFBP). Je jich Sest typt a v kosti se vyskytuji na riznych mistech. Diky této
vazbé je inhibovana funkce IGF-1. Napiiklad IGFBP3, -4 a -5 jsou produkovany
osteoblasty. TGFf inhibuje produkci IGFBP4 a -5. Reabsorpce kosti uvoliiuje aktivni
IGF-1, které nasledné stimuluje osteogenni buiiky [42, 56].

IGF-1 nefidi ranou diferenciaci MSC, ale napoméha az zralym osteoblastiim.
IGF-1 také hraje roli pii diferenciaci chondrocyti [55]. Dale podporuje expresi Osx
v osteoblastech [43]. IGF-1 se ukazuje byt potencidlnim chemoatraktantem, ktery
indukuje migraci osteoblastii béhem formace kosti [39]. Proliferaci osteoblastd stimuluje

také IGF-2 [42, 44].

Fibroblastovy riistovy faktor

Dalsi riistovy faktor s vlivem na diferenciaci osteoblastl je FGF, ktery reguluje mnoho
genu charakteristickych pro udrZeni osteofenotypu, viz obrazek ¢. 10 [44, 50]. Vazba
FGF ligandu na FGF receptor vede k dimerizaci tohoto receptoru a fosforylaci vnitinich
tyrosinovych zbytktli, coz vede k aktivaci riiznych signalnich drah [50, 57]. Naptiklad

FGF2 stimulovand MAPK signalni draha vede ke stimulaci exprese AP-1, ktery ndsledné
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indukuje expresi osteokalcinu, osteopontinu a VEGF, a dale ke stimulaci fosforylace
a transkripéni aktivit¢ RunX2 [50]. p38 MAPK aktivovana FGF-2 vede ke zvysené
syntéze 1L-6, ktery reguluje apoptézu osteoblastii [39]. Aktivace PKC signalni drahy
vede ke stimulaci exprese RunX2 [50, 57].

FGF-2, -9 a -18 jsou produkovany MSC a osteoblasty [39, 41, 44, 57]. FGF-2
produkovano zralymi osteoblasty je skladovano v ECM. Receptory pro FGF jsou typu 1
a 2, jsou exprimovany v MSC béhem jejich kondenzace, kterd predchazi depozici kostni
matrix. Béhem pozd¢jSiho vyvoje kosti se na preosteoblastech a osteoblastech nachazi
FGF receptory typu 1, 2 a 3 [50].

Koordinace fungovani FGF nezéavisi pouze na expresi jejich receptort, ale taktéz
na afinit¢ jednotlivych FGF ligandl k riznym typim FGF receptorti [50]. Signalizace
prostfednictvim FGF receptoru typu 1 ma negativni vliv na diferenciaci. FGF receptor
typu 2 mé pozitivni vliv na diferenciaci osteoblasti. FGF receptor typu 3 mé pozitivni
vliv na chondrogenezi a v mensi mife taktéz na osteogenezi [57].

FGF maji dvoji funkci, jelikoz v nezralych osteoblastech indukuji proliferaci
1 diferenciaci [38, 43, 50]. FGF-2 signalizace ve zralych osteoblastech vede k indukci
apoptozy, dale zvySuje expresi IGF-1 a inhibuje expresi IGFBPS, ktery je jeho
inhibitorem. FGF-2 inhibuji expresi Nogginu, antagonisty BMP signalizace [50, 57].
FGF signalizace inhibuje expresi ALP a kolagenu I a zvySuje expresi osteopontinu,
kostniho sialoproteinu a osteonektinu. FGF zvySuji expresi VEGF, coz je dilezity
mitogenni faktor osteoprogenitorovych bunék [50]. TGFp reguluje expresi FGF-2 a FGF
receptorti v osteoblastech [50]. RunX2 formuje komplex s TCF4/LEF1 v promotoru
FGF-18, coz indukuje jeho expresi [43].

FGF také reguluji geny zahrnuté v degradaci ECM, naptiklad zvysuji expresi IL-6
a prostaglandinu E2, proteini dlleZitych pro resorpci kosti. Dale reguluje expresi
a aktivitu kolagenazy 3 a TIMP1 a -3. FGF se tedy podili i na modelaci proteolyzy kostni
ECM [50].
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Obrazek ¢. 10: Role FGF signalizace pii procesu regulace osteogenni diferenciace MSC: Béhem
procesu osteogenni diferenciace je regulovana exprese fady gent typickych pro kostni fenotyp, napiiklad
ALP, osteopontin, osteonektin, osteokalcin, kolagenu I a dalSich, pomoci signalizace FGF1, -2, -4, -18
molekul putsobicich prostfednictvi FGF receptorti. Zkratky: OP znamenad osteopontin, ON znamena
osteonektin, Col I znamena kolagen I, BSP znamena kostni sialoprotein, OC znamena osteokalcin.
Upraveno podle: [57].

Interleukiny
Osteoblasty dale sekretuji IL-1 a IL-6. IL-1 ma vliv na proliferaci osteoblastil, syntézu
kolagenu, osteokalcinu a na produkci ALP. IL-6 reguluje apoptdzu osteoblastt [39].

1.3.3 KOSTNi EXTRACELULARNI MATRIX

Prekurzory osteoblastii podstupujici proliferaci a zrani v preosteoblasty jsou elipsovité
buiiky neschopné depozice kostni ECM. Béhem aktivni proliferativni faze preosteoblasty
exprimuji geny kodujici proteiny ECM. Pro tyto buniky je typicky velky Golgiho aparat,
jsou bohaté na drsné endoplazmatické retikulum a taktéZ maji k dispozici specializované
¢asti plazmatické membrany k sekreci vezikuld, které usnadiiuji depozici kostni ECM.
Béhem postproliferativni faze se ECM stava mineralizovanou [39].

Ke konci procesu syntézy a mineralizace ECM dochazi diky selektivni expresi
genu k zastaveni bunécného cyklu, z ¢asti se tak d&je 1 diky akumulaci proteint ECM.
V tuto dobu 50-70 % osteoblastli podstupuje apoptéozu. Zbylé osteoblasty mohou
diferencovat do kost lemujicich bun€k nebo osteocytil, ¢i transdiferencovat do bunék

deponujicich chrupavcitou kost [39].

1.3.3.1 KOMPONENTY EXTRACELULARNI MATRIX
Komponenty ECM hraji dulezitou roli ve spravné organizaci kostnich bunck a jejich
proliferaci [41]. Kostni ECM je slozena zejména z kolagenu I a z mnozstvi

nekolagennich proteinli asociovanych s mineralizaci ECM — osteokalcinu, osteopontinu,
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osteonektinu a kostniho sialoproteinu [39, 49]. Tyto proteiny jsou bohaté na kyselé
aminokyseliny a nékteré ztéchto proteinli jsou vysoce fosforylovany. Vykazuji
schopnost vazby véapnikovych iontl, ¢imz urychluji nukleaci kalcium fosfatu. Dale

vykazuji afinitu pro krystaly hydroxyapatitu [58].

Kolagen I

Kolagen I je organickou slozkou kosti, kterd se podili na stavbé ECM [8]. Jednd se
o fibrilarni protein se strukturou triplhelixu, viz obrazek €. 11. Tento triplhelix je slozen
ze tii fetézcu, nejcastéji dvou identickych al fetézcii a jednoho a2 fetézce. Diky této
struktuie kostni ECM vykazuje své specifické biomechanické vlastnosti, jako je odolnost
proti zaté€zi, pevnost v tahu a torzni tuhost, a to obzvlast¢ po mineralizaci ECM [59].
Retézce maji charakteristicky aminokyselinovy motiv Glycin-X-Y, kde X a Y jsou
nejcastéji aminokyseliny hydroxyprolin a hydroxylysin [60]. Kolagen I déle obsahuje
doménu sloZzenou =z aminokyselinové sekvence arginin-glycin-kyselina asparagova
(RGD), kterou se vaze na proteiny ECM nebo na osteoblasty pomoci integrinovych
receptord. Tato vazba ma vliv na expresi gent podporujicich osteogenezi [61]. Kolagenni

fibrily jsou diilezité, jelikoZz tvoii zékladni matrici pro mineralizaci [58].

H-propeptid Triplhelx C-propeptid

Obrazek ¢. 11: Struktura triplhelixu kolagenu I: V prub¢éhu translace kolagenniho o fetézce dochazi
k hydroxylaci prolinu a lysinu, kofaktorem je vitamin C. Po dosyntetizovani celého proteinu jsou na
hydroxy skupiny pfidany cukerné zbytky, galaktoza a glukéza. K formaci triplhelixu dochazi diky interakci
N- a C-propetidovych domén. Takto zformovany prokolagen je sekretovan z bunky. V extracelularnim
prostiedi dochazi k odstranéni N- a C-koncovych globularnich domén. Dale dochazi k deaminaci lysinu,
tim vznikaji aldehydické skupiny, které napomahaji provazani jednotlivych triplhelixd a formuji se tak
kolagenni fibrily. Upraveno podle: [59].

Kostni sialoprotein
Kostni sialoprotein je sulfatovy fosforylovany glykoprotein se zdpornym néabojem. Je
exprimovan témeéf vyhradné v tkénich, kde je proces mineralizace jiz zahajen [56, 62].
Jeho velikost je 75 kDa, polovinu této vahy tvoii oligosacharidové fetézce [58].

Na C-konci kostniho sialoproteinu je pfitomna aminokyselinova sekvence RGD,
kterd je schopna vazat urCité typy integrinli [62]. Na N-konci proteinu je pfitomna
doména pro vazbu kolagenu. Tato vazba je zprostiedkovdna zejména na zékladé

hydrofobnich interakci [58]. Kostni sialoprotein obsahuje taktéz doménu schopnou vazby
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vapniku [62]. Déale ma oligosacharidovy fetézec obsahujici kyselinu sialovou a také se
zde nachazeji sekvence kyseliny polyglutamové ((Glu),), které predstavuji mista

nukleace a vazby hydroxyapatitu, viz obrazek ¢. 12 [58].

Cligosacharid obsahuijici kyselinu sialovou

H e
F X
P \ / Vazba bunék

Vazba a nukleace hydroxyapatitu

Obrazek ¢. 12: Kostni sialoprotein: Na struktufe kostniho sialoproteinu je vidét oligosacharidy obsahujici
kyselinu sialovou, RGD sekvenci pro vazbu integrini na C-konci proteinu, sekvence polyglutamové
kyseliny, na N-konci proteinu je pfitomna sekvence pro vazbu kolagenu. Upraveno podle: [58].

Osteopontin

Osteopontin je glykoprotein vysoce exprimovany béhem aktivni proliferace osteoblasti
[39]. Je bohaty na fosfoserin, fosfothreonin a oligosacharidy obsahujici kyselinu
sialovou. Jeho nadboj je tedy negativni. Velikost osteopontinu je 66 kDa [58, 62]. V dobé¢
postproliferativni faze dochéazi k poklesu v jeho expresi a nasledné, béhem nastupu
mineralizace, dosahuje jeho exprese nejvyssich hodnot [39].

Na N-konci osteopontinu se vyskytuje sekvence kyseliny polyaspartatové
((Asp)n), kterd je zodpovédna za inhibici rastu krystald hydroxyapatitu, viz obrazek
¢. 13. Nefosforylovany osteopontin vSak na formaci hydroxyapatitu nema vliv. Dllezitou
funkci osteopontinu je zakotveni osteoklastli pomoci integrinovych receptortt do kostni
matrix [58]. Vazba na integrinové receptory osteoklasti je zprostfedkovana RGD

aminokyselinovou vazebnou sekvenci [39, 58, 62].
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Obrazek ¢. 13: Osteopontin: Na struktufe osteopontinu je vidét RGD aminokyselinova sekvence pro vazbu
integrint, sousedici s druhym vazebnym mistem a dale obsahuje sekvenci z kyseliny polyaspartatoveé.
Upraveno podle: [58]

Osteokalcin

Osteokalcin je prvnim z proteind kostni matrix, ktery byl charakterizovan. Jedna se
o maly, 6kDa velky protein [58]. Jeho syntéza je zavisld na vitaminu K [58, 62].
Osteokalcin napomaha regulaci depozice mineralizované ECM a chova se jakozto signal
podporujici diferenciaci a aktivaci osteoblastii [39].

60-90 % vznikajiciho osteokalcinu je zabudovdno do ECM, kde se bchem
mineralizace ECM navazuje na hydroxyapatit pomoci tii alfahelikdlnich segmentd
[39, 62]. Na kazdém ze segmentl jsou pfitomny tii y-karboxyglutamové zbytky,
viz obrazek ¢. 14. Pravé tyto zbytky pifedstavuji vazebnd mista pro krystaly
hydroxyapatitu [42, 58, 62]. JelikoZ je exprimovan osteoblasty v postproliferativni fazi,

je povazovan za marker zralych osteoblasti [39, 41].

—Asp

T~

Krystal Hydroxyapatitu

O S n
] == RNl G [ 7

Obrazek ¢. 14: Osteokalcin: Osteokalcin ma v pfitomnosti vapniku tfi o helikalni segmenty, na jednom
z nich jsou pfitomny y-karboxyglutamové kyseliny, vSechny jsou orientovany na stejnou stranu. Upraveno
podle: [58].
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Osteonektin

Osteonektin je nejbéznéjsi nekolagenni protein v kostni ECM. Taktéz obsahuje vapnik
vazebnou doménu, kterou se vaze na krystaly hydroxyapatitu [62]. Déle je schopen vazby
na kolagen. Touto vazbou je umoznéno propojeni minerdlni a organické faze v kostni

tkani [42].

1.3.3.2 MINERALIZACE EXTRACELULARNI MATRIX

Kostni tkan se na zakladé vahovych procent sklada ze 70 % anorganickych komponent,
20 % proteint a 10 % vody. Hlavni anorganickou komponentou kosti jsou nanokrystaly
hydroxyapatitu. Hydroxyapatit je hexagonalni krystal slozeny z Ca;o(PO4)s(OH),. Je to
typ kalcium fosfatu, ktery je sbalen a propojen s organickou slozkou ECM, tedy
s kolagenem a s kyselymi proteiny [58, 63]. V priabéhu procesu mineralizace dochazi
k depozici hydroxyapatitu na extracelularni organické komponenty [64]. Organické
komponenty zde hraji dilezitou roli, jelikoz kontroluji lokalizaci hydroxyapatitu, jeho
organizaci, mista nukleace a orientaci [63].

Kost je prikladem tvrdé tkang. Typické funkce kosti jsou udavani tvaru, podpora
a ochrana tcla. Kosti pomédhaji t€lu v pohybu, obsahuji kostni dfeni a skladuji mnoho
minerdll. VSechny tyto funkce jsou umoznény diky faktu, ze kost prochdzi procesem
mineralizace. Tvrdost kosti je dana jeji specifickou kompozici. V porovnani s mékkymi
tkdnémi je znacna Cast vody nahrazena v kosti anorganickym materialem, tedy vapnikem
a fosforem. Pomér Ca/P je 2.33, krystaly vkosti se tedy pievazn€ skladaji
z hydroxyapatitu [65].

Mineralizace kosti je zahijena pucenim matrixovych vackd obklopenych
lipidovou dvouvrstvou z osteoblastt [53, 65]. Tyto vacky jsou mald, 20-200nm sféricka
t&liska pozorovatelnd v premineralizované matrix. Casto asociuji s malymi minerlnimi
krystalky kalcium fosfatu a obsahuji MMP2 a -9, tkanov€ nespecifickou alkalickou
fosfatazu (TNAP) a fosfodiesterazu nukleotid pyrofosfatu (NPP1) [53, 64].

Aktivita NNP1 neboli glykoproteinu 1 pfitomného v plazmatické bunécné
membrané (PC-1) zvySuje extracelularni koncentraci pyrofosfatu, ktery je formovan
z extracelularniho nukleosidtrifosfatu  (NTP), viz obrazek ¢. 15. Tim dochézi
k potlatovani formace a rlstu hydroxyapatitovych krystali a tedy k inhibici procesu
mineralizace. TNAP je izoenzym z rodiny enzymil tvofené Ctyfmi homology lidskych
gentl kodujicich ALP. Je na externim povrchu matrixovych vacki zabudovana pomoci

glykosylfosfatidové kotvy (GPI kotvy). Tento enzym podporuje mineralizaci, jelikoz
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snizuje  koncentraci pyrofosfatu a zvySuje koncentraci fosfatu [53, 66].
Jak v osteoblastech, tak v osteoidech se nachézi ALP, kterd svou funkci rovnéz ptispiva

k procesu mineralizace kosti [65].
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Obrazek ¢. 15: Schéma koregulace TNAP a PC-1 pii modulaci extracelularni koncentrace
pyrofosfatu: V kostni matrix je PC-1 hlavnim producentem pyrofosfatu, ktery ma inhibi¢ni efekt na
depozici hydroxyapatitu. TNAP vykazuje pozitivni vliv na mineralizaci diky kontrole koncentrace
pyrofosfatu pomoci jeji pyrofosfastazové aktivity. TNAP také produkuje fosfat za uziti NTP a pyrofosfatu
jako substratd. I dalsi zdroje fosfatu, napiiklad absorpce ze stieva, pfispivaji k mnozstvi fosfatu, ktery je
tteba pro depozici hydroxyapatitu. Upraveno podle: [66]

» Hydroxyapatit

Organicka faze kosti je z 90 % slozena z kolagennich fibril. Ty funguji jako leSeni
pro mineralizaci. Celému procesu napomahaji i kyselé nekolagenni proteiny obsazené
v ECM, viz obrazek €. 16 [53, 65]. VétSina téchto proteinit ma schopnost vazby vapniku
[42, 62]. Tyto proteiny bud’to inhibuji mineralizaci, jako naptiklad osteopontin, ¢i ji
napomahaji, jako napiiklad kostni sialoprotein [53, 65]. Mnoho z téchto proteint je dale
vysoce fosforylovdno, coz zvySuje jejich kyselé pH a mohou slouzit jako substrat
pro TNAP. U fady ztéchto proteinii je pfitomna aminokyselinovd sekvence RGD,
vazebna doména pro bunky [53].

Kli¢ovym bodem mineralizace je depozice hydroxyapatitovych krystalkl
do prostoru mezi kolagenni vladkna. Pfesny mechanismus formace hydroxyapatitu neni
znam [53, 64]. Na zacatku procesu je pravdépodobné transport anorganickych iontl
do matrixovych vacka. Vapnik se do nich dostava prostfednictvim annexinovych kanald,
fosfat pomoci Na' dependentniho transportéru typu III. Z t&chto iontd se formuje
hydroxyapatit a poté dochazi k jeho nukleaci [53]. Prvotni nukleace tedy nastava
pravdépodobné jiz v matrixovém vacku a nasledné pokracuje vné [65, 66]. Depozici
minerali mezi kolagenni vldkna usnadfiuje vazba matrixovych vacki na kolagen,
naptiklad pomoci annexint [53].

Lokalizovana remodelace kolagennich vlaken tak, aby vznikl volny prostor
pro ukladani krystalkd hydroxyapatitu, je zprostfedkovana pomoci MMP asociovanych
s matrixovymi vacky a exprimovanych kostnimi bunikami a dale pomoci extracelularni

protedzy nazyvané disintegrin a metaloprotedza s motivem trombospondinu typu 1
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(ADAMT). MMP2, -8 a -13 jsou exprimovany v osteoblastech a osteocytech [46, 53,
64]. V prubéhu formace kostni ECM dochazi k poklesu proteinii fibronektinu
a osteopontinu. Tyto proteiny jsou dilezité pro ranou osteogenezi, ovSem vykazuji

inhibi¢ni efekt na proces mineralizace [64].

Hydroxyapatit

Kyselé proteiny PO coo- POz
N \)\/K)\/

‘ : 'Knlgg'-ln ni ECM

Obrazek ¢. 16: Nukleace hydroxyapatitu kyselymi proteiny pritomnymi v kostni matrix: Nékteré
z kyselych proteinti maji afinitu ke kolagenu, povrch nerozpustného kolagenu poskytuje centra pro redukei
mezifazové energie potiebné pro nukleaci. Vapenaté ionty jsou vazany ke kyselym skupinam na proteinech
a anorganicky fosfat je pfitahovan k vapenatym iontim. Tento komplex nasledné vytvari krystalickou
strukturu. Upraveno podle: [58].
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1.4 NAPRAVA KOSTNICH DEFEKTU

K naruseni kosti dochazi napiiklad v dusledku poranéni, tkénové resekce tumort,
reviznich operaci, osteonekr6z, deformit patefe a infekci. Ackoliv proces piirozené
napravy kosti pii hojeni zlomenin je dostacujici, mize pii ném dochazet k fadé
komplikaci, coZz znamena vyznamny klinicky a socioekonomicky problém. Zejména
behem lécby velkych zlomenin kosti dochédzi ke vzniku pakloubii. Pti vzniku pakloubii
¢i u defektt nadkritické velikosti je tfeba doCasné pouzit materidl na vyplnéni defektu

[67].

1.4.1 KASKADA HOJENI KOSTI

Pii procesu hojeni kosti dochazi ke stadiim formovani hematomu, zanétu, dochdzi
k revaskularizaci, vzniku chrupavky, mineralizaci vzniklé chrupavky, odstranéni
chrupavky, vzniku kosti a jeji nasledné¢ remodelaci, viz obrdzek ¢. 17. V podstaté zde
dochazi k zopakovéani normalniho embryonalniho vyvoje kosti [67, 68].

Pti poruSeni kosti nejprve dochéazi k naplnéni kosti krevni sraZzeninou z prasklé
cévy [69]. To vede k lokalizované hypoxii a okyseleni. Bioaktivni krevni srazenina
aktivuje krevni desticky a ty sekretuji a-granula, ktera obsahuji naptiklad VEGF, PDGF,
FGF, EGF, hepatocytarni rustovy faktor (HGF), IGF, MMP, TGEFp, angiostatin,
endostatin [70]. To vede k pteméné krevni sraZeniny v hematom bohaty na fibrin. Buiiky
imunitniho systému, neutrofily, monocyty a lymfocyty, se objevuji postupné z porusené
krevni cévy a migruji do mista hematomu. Inicidlni prozanétlivda odpovéd’ zahrnuje
sekreci TNFa a IL-1, -6, -11 a-18 [67, 68].

V misté¢ hematomu se tak nachazi fada chemokinli a cytokin. Tyto faktory
vykazuji prozanétlivou a angiogenni funkci, dale stimuluji aktivaci a migraci fibroblastl
a progenitornich bunék, tedy MSC [69]. Migrace je stimulovana zejména IL-6, TNFa,
stimulacnim faktorem kolonii granulocytti (GCSF), SDF 1, stimula¢nim faktorem kolonii
makrofagh (MCSF), bFGF a PDGF [71]. Migrace MSC je dale umoZnéna diky
ptitomnosti MMP [67].

Nejprve se v misté¢ fraktury formuje granulacni tkan. Ta je produkovana
fibroblasty a je sloZena z fibronektinu, kolagenu I, lamininu a glykosaminoglykanti [72].
Po zlomeni vykazuji jednotlivé fragmenty vyznamné pohyby, které generuji
mezifragmentarni tah. Pravé granulacni tkan tento vysoky tah toleruje. Kostni tkan se

v tomto momenté vytvofit nemize, jelikoZ osteoblasty nejsou schopny takto vysoky tah
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tolerovat. Jak granulacni tkan vyzrava, dochazi k redukci tahu objevujiciho se napiic¢
v misté¢ zlomeniny, proto dochdzi postupné k formaci chrupavcité a nasledné¢ kostni
tkane.

Rekrutované MSC se mohou podilet na imunomodulaci a diferencuji
do osteoblasti nebo chondrogennich bunék. Diferenciace je pod kontrolou fady
rustovych faktord, hormont a transkripcnich signala [67]. Naptiklad TGFfp2, -3, BMP-2
a ristovy diferenciacni faktor 5 (GDF5) se podili na chondrogenezi MSC [67]. Vzniklé
chondrocyty proliferuji a syntetizuji ECM bohatou na kolagen II a proteoglykany.
Jakmile dojde k mechanické stabilité, pak chondrocyty hypertrofuji a ECM kalcifikuje.
Soucasn¢ krevni cévy penetruji chondrogenni tkan, pifindsi chondroklasty
a mesenchymalni progenitory, kter¢ iniciuji nahrazeni chrupavky [67, 68].

Osteogenni diferenciace probiha zejména pod vlivem BMP2, -4 a -7,
TGFP1, -2 a -3, IGF-1 [67]. Pro udrZeni rovnovahy je tfeba pfitomnosti inhibi¢nich
molekul. Ptikladem inhibi¢niho ptisobeni je Noggin, ktery je antagonistou k BMP [68].
Dalsim dulezitym faktorem je mechanicka stimulace osteoblasti v pribéhu jejich
diferenciace.

Jak jiz bylo zminéno, pfi hojeni kosti je potiebné adekvatni krevni zdsobeni [68].
Hypoxické podminky indukuji angiogenni HIF-lo drdhu. Revaskularizacni proces
zranéné oblasti tak zaCind v oblasti hematomu [67]. Nasledn¢ béhem faze degradace
chrupavky a remodelace kosti pomoci MMP dochazi k infiltraci dané oblasti krevnimi
cévami [68]. Exprese VEGF v hypertrofované chrupavce je klicova pro regulaci
transformace  chrupav¢ité matrix do  vaskularizované kostni tkdné¢  [67].
Angiopoietin 1 a 2 napomahaji formovani vétSich cév a jejich vétveni z jiz vzniklych cév
[68].

Nasledna remodelace kosti probihd diky osteoklastiim, tedy buitkdm resorbujicim
kost. Osteoklasty maji schopnost degradovat mineralizovanou ECM, tim je umoZnéna
regulace kostni masy po cely Zivot [44]. Vysledkem kaskady hojeni kosti je navraceni
mechanické a biologické funkce kosti. Cela 1écebné kaskada je fizena striktni kontrolou
jak prostorovou, tak casovou, diky biologickym signalim produkovanym buikami

a ECM v misté zranéni [67].
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Obrazek ¢. 17: Remodelace ECM béhem endochondralni osifikace: Proces endochondralni osifikace
zavisi na zménach v expresi molekul ECM. Proliferujici chondrocyty exprimuji kolagen 11, hypertrofované
chondrocyty exprimuji kolagen X, MMP13 a vysoké mnozstvi VEGF. Osteoklasty exprimuji MMP9,
osteoblasty exprimuji MMP13 a kolagen 1. Zkratky: CTGF znamena rustovy faktor pojivové tkané.
Upraveno podle: [46]

1.4.2 IMPLANTATY PRO NAPRAVU KOSTNiCH DEFEKTU

Existuje n¢kolik podminek, pii nichZz neni poranéna kost schopna procesu hojeni.
Poranéni kosti vzniklé pii masivnim traumatu ¢i pii primarni resekci tumoru muze
ptekonat kritickou velikost defektu [73]. Kriticka velikost defektu je takovd, ktera
ptekona dva a putlkrat délku poloméru kosti. V téchto ptipadech nedojde pii pouhé fixaci
kosti ke spravnému zhojeni, ale ke vzniku pakloubu, jelikoz buiikdm chybi matrice
k ptekondni vzniklé mezery [73, 74]. Defekty kritické velikosti je proto tfeba vyplnit
pfidavnym materidlem, implantatem, ktery zaplni vzniklou mezeru [73]. K tomu, aby se
implantaty tvrdych tkani integrovaly do existujici kosti, museji se prekurzory osteoblastli
navazat na implantovany povrch, diferencovat a formovat kostni matrix [75].

Nejcastéji pouzivanym materidlem pii hojeni defektt kritické velikosti jsou
autologni kostni §tépy [73]. Pti jejich uziti nehrozi riziko odhojeni a navic $tép poskytuje
optimalni osteoinduktivni, osteokonduktivni a osteogenni vlastnosti. Negativa pouzivani
autolognich $tépa souvisi s tim, Ze je tieba provést vice operativnich zakroki, coz je
finan¢n¢ nakladnéj$i a bolestivéjsi. Pii odbéru hrozi v darcovském misté nebezpeci
vzniku morbidity, mize dochazet k chronickym bolestem ¢i k formaci hematomu
a infekci v odbérovém misté. Navic vétSina osteogennich bunék nemusi prezit
transplantaci a kvalita bun¢k se snizuje s vékem pacienta. Nejbéznéji se jedna o odbér

z kosti ky€elni [34, 76-78].

47



Alternativou k pouzivani autogennich $tépii jsou alogenni $tépy [76]. Ty jsou
k dispozici ve zmrazeném, lyofilizovaném a nebo &erstvém stavu [78]. Stépy v Eerstvém
stavu se jiz v klinice nepouzivaji, jelikoz je zde riziko pfenosu nemoci [77]. Alogenni
Stépy jsou osteokonduktivni, ale vykazuji pouze nizké procento osteoinduktivity [34, 78].
Procesované autogenni Stépy nevykazuji osteogenni ucinky, jelikoz proces piipravy
zbavi §tép vSech osteogennich bunék [78]. Z tohoto divodu se zkoumaji a nebo vyuzivaji

pfi hojeni kosti ndhrady autogenni a alogennich kostnich §tépt.

1.4.2.1 VLASTNOSTI NAHRAD KOSTNiCH STEPU
Zéakladnimi vlastnostmi vyrobenych Stépi by méla byt mechanika nosice,
ostekonduktivita, osteoinduktivita a podpora osteogeneze [34, 77]. Mechanickymi
vlastnostmi nosi¢e se mysli hlavn¢ splnéni pozadavkl na tuhost a pevnost [34, 79].
Pevnost materidlu znamena odolnost proti nevratnym deformacim, tuhost znamena miru
tolerance materialu k poskozeni, neboli odolnost ke vzniku zlomenin [79]. Material musi
odolat stresovému ptlisobeni v pribéhu neogeneze tkané [76]. Kost ziskava svou unikatni
mechanickou odolnost diky své architektufe, kterd zahrnuje nanoskopickou
a mikroskopickou dimenzi. Rezistence kosti proti zlomenindm pochdzi z ptisnych
mechanizmil, které probihaji na kazdé ze zminénych dimenzi. Konkrétn€ mensi rozméry
zaji$t'uji vnitini odolnost proti zlomenindm diky plasticité a tim ovliviiuji pevnost kosti,
tuto vlastnost zajiStuje ECM a nanostrukturované krystalky hydroxyapatitu. VéEtsi
rozméry poskytuji vnéjsi ztuzeni kosti tim, zZe zabranuji vzniku a rozpinani prasklin ¢imz
ovliviiuyji jeji houzevnatost. Zajistovano je to Haversovym systémem [79]. Mechanické
vlastnosti kosti se 1i$i, pokud se jednd o kortikalni kost, pak se hodnoty Youngova
modulu pohybuji v rozmezi 15-20 GPa, u kosti spongiozni se jednéa o rozmezi 0,1-2 GPa.
Tlakova sila pro kost kortikélni je 100-200 MPa a pro spongidzni kost je to 2-20 MPa
[80]. Diky velkému rozmezi mechanickych vlastnosti kosti je tézké vyrobit idealni
synteticky $tép.

Osteokonduktivita je proces, pii némz $tép poskytuje leSeni pro vrist nové kosti.
Tuto vlastnost spliuji autogenni a alogenni Sté€py, nahrazky mineralni ¢asti kosti
¢i bioaktivni sklo. Osteoinduktivitou se rozumi, Ze nosi¢ stimuluje regeneraci a produkeci
nové kosti diky rekrutaci a stimulaci hostitelovych MSC, napomahé formaci a orientaci
krevnich cév a Haversova systému [34, 77, 78]. Tento proces je podporovan proteiny,
které se dostanou do mista poskozeni krevnim feciStém a dale fadou cytokind a riistovych

faktori [34]. Osteogeneze je proces piimé formace kosti, ktery probihd pouze
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transplantace, a jsou tak schopné diferencovat v misté poskozené kosti [34, 77, 78]. Pravé
osteogenni vlastnosti ma doposud pouze autogenni S$tép.

Dalsi dulezitou vlastnosti bunéénych nosict je biokompatibilita. Tim se rozumi
schopnost nosi¢e podporovat pfirozenou bunécnou aktivitu, coz zahrnuje molekularni
signalizaci, bez jakychkoliv lokdlnich a nebo systémovych toxickych efektt
pro hostitelskou tkan. V tvahu pfi navrhovani nosici je tfeba vzit i velikost pora [80].
Pory by mély byt minimaln¢ 100 um velké, aby umoznovaly difazi esencidlnich zivin
a kysliku, velikost port 200-350 um se zda byt optimalni pro vrist nové kostni tkané [74,
80]. Dale bylo pozorovano, ze dilezita je nejen makroporozita, ale taktéz mikroporozita
nosice. Pritomnost pord o velikosti pod 20 um dodéva nosic¢i lepsi vlastnosti. Porozita
nosice vSak snizuje jeho mechanické vlastnosti. Napiiklad pordézni keramiky spliiuji
pozadavky na mechaniku kortikalni kosti, polymery pak mechaniku kosti spongi6zni
[80].

Daéle je tfeba brat v uvahu moznost resorpce materialu. Ta mize byt zplisobena
chemickym rozpousténim, fagocytézou a nebo zabudovanim do nové vzniklé kosti [34].
Bioresorbovatelnost nosi¢e umozinuje kontrolovanou remodelaci nosice, a tedy vytvoteni
prostoru pro nové vznikajici kost vin vivo podminkach. Degradace nosice by m¢éla
probihat po dobu 9 mésici pifi pateini fuzi, nebo 3-6 mésici pii 1éCeni lebecnich
a maxilofacidlnich poranéni [80]. V neposledni fadé by manipulace s nosicem méla byt

snadnd a jeho cena piiméfené efektivni [77].

1.4.2.2 NAHRADY KOSTNICH STEPU

Velké mnozstvi alternativ auto- a zoogennich kostnich $tépi je jiz v klinické ortopedii
pouzivano. Stépy se lisi ve slozeni, mechanismu u¢inku a ve specialnich
charakteristikdch. Nahrady jsou bud'to pfirodni, jako demineralizovand kostni matrix,
a nebo syntetické. Syntetické kostni S$t€py vétSinou vykazuji pouze osteokonduktivni
a osteointegracni vlastnosti [77]. Syntetick¢é nahrady kostnich S§tépt neslouzi
k permanentnimu nahrazeni kostni tkané. Tyto néhrady jsou uzivany pouze v mezifazi
hojeni a slouzi jako pritvodce pro stimulaci riistu nové kosti [73].Dal§im typem jsou

kombinované nahrady kostnich stépi [77].

Demineralizovana kostni matrix
Demineralizovand kostni matrix se pfipravuje dekalcifikaci kortikalni kosti [77]. Je

sloZena z kolagenu, nekolagennich proteinil a ristovych faktort. Vyhodou tohoto nosice
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je pritomnost osteoinduktivnich rastovych faktorti a osteokonduktivni kolagenni ECM,
ovSem vznikld matrix ma niz8i pevnost nez pivodni kost [77, 78]. Demineralizace
probihd chemickym a radiaénim oSetfenim, tyto procesy oslabuji potencidl indukovat
formaci kosti. Komer¢né je jiz vyrabén Grafton ¢i Dynagraft. Existuji ve form¢e praski,

past nebo tmelu [34, 77].

Kovy

Vyhodou nosi¢li vyrobenych z nerezové oceli ¢i titanu je biokompatibilita pouzitého
materidlu, jednoduchost tvarovani a relativné nizka cena. Tyto nosiCe nejsou
biodegradabilni, jsou neohebné. Do kovovych nosicli eni mozné integrovat bioaktivni
molekuly [73, 80]. Kovy maji vysoky Youngiv modul, ktery zastinuje tlak a napéti
v kosti, a tedy nedochdzi k mechanické stimulaci vznikajici tkdné. Tato stimulace je
zejména z pocatku velmi dilezitd pro aktivaci a diferenciaci osteoblastll. V poslednich

letech byl vyroben biodegradabilni kovovy nosi¢ na bazi slitiny hoic¢iku [73].

Kompozity

Kost je mineralizovana tkan, z toho divodu jsou zkoumany kompozity, coz jsou nosice
s pfidavkem mineralni komponenty. Minerdly dodadvaji nejen strukturni integritu nosice,
ale taktéz osteoinduktivitu [34, 76]. Nej€astéji se pridavaji hydroxyapatit a kalcium fostat
[76]. Opteform je spongidézni kost v kombinaci s demineralizovanou kostni matrix.
Collagraft je sloZzenina hovézi kolagenni matrix spolu s hydroxyapatitem a trikalcium

fostatem [34].

Keramiky

Keramiky jsou anorganické, nekovové minerdly. To zahrnuje 1 cement. Jsou
ptipravovany zahtatim mineralni soli nad 1000 °C v procesu zvaném spékani. Material je
diky tomuto procesu pevny, avSak nevykazuje osteoinduktivni ani osteogenni vlastnosti.
Po aplikaci do kosti nema remodela¢ni a resorpéni kapacitu. Vyhodou je minimalni
riziko zanétu pii uziti keramik a osteokonduktivita St€pu. Nejvice keramik je vyrdbéno
z hydroxyapatitu a nebo trikalciumfosfatu ¢i kalcium sulfatu [34, 77, 78].

Endobon je keramika vyrabéna z hovézi kosti, kterd je spékana a procesovana tak,
ze zbudou pouze mineraly. DalSimi produkty jsou ProOsteon, Osteoset ¢i Calceon.
Uzivany jsou i injektovatelné cementy, schvalenymi produkty jsou naptiklad Skeletal
Repair System skladajici se z kalcium fosfatu a uhlikatého apatitu. Pouzivan je i Bone

Source, ktery se sklada z kalcium fosfatu [34].
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Bioaktivni sklo

Bioaktivni sklo se skladd ze silikonového materidlu v kombinaci s biokompatibilnim
materidlem, jako je naptiklad kalcium fosfat [34, 77]. Bioaktivni sklo je tvrdy, neporézni
materidl, ktery je ostokonduktivni i osteointegrativni a vykazuje lepsi mechanickou
pevnost v porovnani napiiklad s keramikou =z hydroxyapatitu. Vyradbéno je jako
nerosorbovatelné ¢i rozpustné, v zavislosti na zméné poméru oxidu sodného a oxidu

vapenatého [77]. Pouzivaji se produkty Bioglass ¢i Cortoss [34].

Polymery

Polymery jsou snadno procesovatelné, biokompatibilni a biodegradabilni materialy [73].
Priméarné degraduji hydrolyzou a jen mirn¢ na zékladé¢ enzymatickych reakci [73, 79].
Proto mlize byt mira degradability nosi¢e modifikovana na zaklad¢ kopolymerizace
¢1 zmén v hydrofobicité materidlu. Degradaci ovSem mize dochazet ke vzniku
mikrokrystalt, které mohou zpisobit imunitni odpovéd’ a také se miize lokaln& zvysit
kyselost prosttedi [73]. Vyhodou uzivani polymert je fakt, ze mohou byt modifikovany
bioaktivnimi molekulami [79].

Ptirodni polymery vyuzivané pro vznik ndhrad jsou fibrin, kolagen, alginat
¢i chitosan. Ze syntetickych polymer jsou hojné vyuzivany kyselina poly-L-mlécna
(PLLA), polyglykolid (PGA), poly-e-kaprolakton (PCL), polyethylenglykol (PEG).
Mechanické vlastnosti polymeri jsou opacné k vlastnostem keramik. Proto jsou
zkoumany sloZeniny polymerd a keramik, nejcastéji polymeriti s hydroxyapatitem,
coz doda nosi¢im osteoinduktivni charakter [73]. V klinice se vyuzivda PGA a PLLA

polymer a v preklinickych studiich se testuji kopolymery s kalciumfosfatem [73, 76].

Kombinované nahrady

Kombinované ndhrady kostnich $té€pi jsou velmi slibnou alternativou. Tyto ndhrady se
skladaji z osteogennich bun¢k a osteoinduktivnich faktori spolu s osteokonduktivnim
syntetickym nosi¢em [77]. Rastové faktory jakozto induktory formace nové kosti jsou
intenzivné zkoumany, jelikoZz vykazuji mitogenni, angiogenni a morfogenni efekt.
Rastové faktory lze nalézt v autogennim odbéru z kostni diené, kde jsou zastoupeny
taktéZ osteoprogenitorové bunky [34, 78]. DalSim zdrojem riastovych faktorti je
ultrakoncentrat z centrifugované krve neboli na krvinky bohatd plazma [34]. Osazenim
nosice pomoci odebranych bunék a faktorG by vznikl material, ktery by se svymi

vlastnostmi blizil autogennim a autolognim kostnim $téptim [77]. V soucasnosti se jiz
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v klinice pouzivaji dva ristové faktory, a to BMP-2 neboli INFUSE a BMP-7 neboli
OP-1 [34].

1.4.3 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI

Proces elektrostatického zvlaknovani byl poprvé pouzit na zacatku devatenactého stoleti
pro textilni priimysl a vyrobu filtri. Principem elektrostatického zvldknovani je uziti
elektrického pole k prekonani povrchového napéti polymerni kapaliny [76]. Po sepnuti
napéti je naboj dané polarity injektovan do kapky polymerni tekutiny, kterd se nachazi
na zvladknovaci elektrod¢ [76]. V tomto momenté dochdzi v polymeru k odpudivym
reakcim mezi shodné nabitymi naboji a zaroven zde pisobi pfitazlivé sily mezi
polymerem a kolektorem. Kolektor ma opa¢ny naboj nez je naboj zvladknovaci elektrody
a ob¢ elektrody se nachézi naproti sobé [81].

V momenté, kdy je dosazeno rovnovahy mezi obéma plsobicimi silami, dojde
k vytvotfeni takzvaného Taylorova kuzZele. Odpor mezi shodné nabitymi naboji v kapce
polymerni tekutiny sili a piekondva se povrchové napéti. V dasledku toho dochazi
ke zhrouceni Taylorova kuzele a k vytvoteni trysky polymerniho roztoku, kterd smétuje
ke kolektoru. V prib¢chu letu je ze vzniklé trysky odpatovano rozpoustédlo a na kolektor
tak dopadaji pevna polymerni vldkna [81].

Vysledkem procesu je nanovldkenna struktura s pruméry vlaken v rozmezi
desitek nanometrii az do par mikrometrii [81]. Mnoho vlastnosti ovliviluje proces
elektrostatického zvlaknovani. Patfi mezi né typ polymerniho roztoku a jeho koncentrace,
vybrané rozpoustédlo, pouzité napéti nebo vzdalenost zvlakinovaci elektrody od kolektoru

[76].

1.4.3.1 NANOVLAKENNE NOSICE PRO TKANOVE INZENYRSTVI KOSTI
Polymert, z nichZ je moZzné vyrabét nanovlakenné nosice, je celd fada. Jsou ptirodniho
nebo syntetického plivodu. PLLA a PGA jsou jiZ schvalenymi polymery, déle se testuji
syntetické polymery jako naptiklad PCL, ktery je flexibilni, co se syntézy tyce a je
mozné jeho povrch modifikovat napiiklad obohacenim o riistové faktory a nebo mineraly
[73]. Ty se mohou ptidavat k polymeru pted procesem elektrostatického zvlaknovani
a nebo mohou byt deponovany ¢i navazovany na povrch dodatec¢né [73, 76].

Modelem pro vyrobu nanovldkennych nosic¢ii je ECM. Ta je v ptipadé kosti
slozena pfedevSim z vldkenného kolagenu. Vlakna maji tloustku v rozmezi 50-500 nm
[76]. Nanomateridly se snazi napodobit pfirozenou architekturu nanorozméru kosti.

Inkorporace nanorozméru sice zvySuje pevnost materidlu, ovSem sniZuje jeho tuhost.
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Nanorozmér dale napomahd bunééné adhezi a proliferaci. Materidly s nanorozmeéry
poskytuji lepsi povrch pro adhezi fibrinové srazeniny, ktera se vytvaii po implantaci
a dale umoziuji migraci osteogennich bunék na povrch implantovaného materialu [79].

Nanovlakenné nosi¢e jsou vysoce porézni, ¢imz je umoznéno vrastani bunck
a zaroven zasobeni zivinami, kyslikem, rastovymi faktory a odstraiiovany jsou odpadni
latky. Pfi vybéru vhodného polymeru jsou nosic¢e biodegradabilni i biokompatibilni [76].
Jednou ze strategii, jak dale vylepsit integraci implantatu je funkcionalizace povrchu
pomoci peptidli nebo osazovani nosicii osteoprogenitornimi buiitkami, coz doda nosi¢iim
osteoinduktivni a osteogenni charakter [75, 82].

Takto ptipravené nosic¢e vykazuji fadu zminénych vyhod, ale jsou zde i negativa,
ktera je tfeba ptekonat. Napiiklad je nesnadné vytvofit klinicky relevantni a dostatec¢né
velky trojrozmérny nosi€. Je tieba lepsi kontroly architektury nosice, zejména z pohledu
porozity, aby byla usnadnéna nejen migrace bunck, ale rovnéz odpovidajici
vaskularizace, ¢imz se zabrani nekréze vznikajici ve stiedu nosice [76].

Nanovlékenné nosice se vyrabi nejen metodou elektrostatického zvlakinovani, ale
také samousporadanim a nebo fazovou separaci [76, 79]. Méné béznymi technikami jsou

hydrogely odvozené z bakterii a nebo elektrohydrodynamicky tisk [76].
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1.5 DIFERENCIACNI PEPTIDY

Interakce mezi ECM a buiikami piimo reguluje bunécné chovani jako je proliferace, rist,
pfeziti, polarita, morfologie, migrace a diferenciace bun¢k. Navic rizné typy molekul
ptitomnych v ECM mohou selektivné ovliviiovat odlisné signalni drahy. Je tedy mozné
vyrobit biomimeticky nosi¢ pro regeneraci daného typu tkédn¢ diky inkorporaci
specifickych bunécnych adhezivnich liganda [83].

N¢ekolik rastovych faktorti, produkovanych osteoblasty a uklddanych do kostni
ECM, bylo bud'to pfidavano volné¢ do média, a nebo imobilizovano na bunéény nosic¢
s cilem osteogenni diferenciace MSC [84]. Mezi tyto faktory patii naptiklad FGF-2, IGF-
1 a -2, PDGF, TGFB a BMP. Tyto aktivni molekuly maji velikost nékolika set
aminokyselin, coz ¢ini vétSinu znich problematicky imobilizovatelnou na povrch
bunééného nosic¢e. Napiiklad BMP jsou pfiblizn¢ 2-3 nm velké, v zavislosti na jejich
konformaci, a jejich sekundarni struktura byva pfili§ komplexni [84, 85]. Ve vodnych
fyziologickych roztocich jsou pouzité molekuly nachylné k degradaci, v disledku ¢ehoz
dochazi ke ztraté jejich bioaktivity [85]. Navic produkce rekombinantnich molekul je
velmi drahou procedurou a jsou zde zahrnuty kroky jako purifikace proteind, ktera je
naro¢nou metodou [86, 87].

Schopnost dorucit ¢i prezentovat biologicky aktivni molekuly v prib¢hu casu
skrze vhodny nosi¢ do mista regenerace tkané nabizi obrovskou terapeutickou efektivitu.
Specialné pro lokalni tkanovou regeneraci, napiiklad pro formaci kosti, je dilezité, aby
lokalni koncentrace pouzitého bioaktivniho peptidu byla udrzovéana v potrebné mire [88].
Pii pouZiti rozpustnych faktord dochazi k diftizi z mista doruceni [86, 87, 89]. To vede
k rapidnimu poklesu koncentrace a tudiZ k nedostate¢nému trvani plsobeni molekul
v misté¢ defektu. Proto je efektivni davka aktivnich molekul potfebnych ke stimulaci
formace kosti suprafyziologicka. OvSem tato koncentrace Casto vede k neregulované
signalizaci [86].

Zabranéni diftzi aplikovanych molekul 1ze vyfesit pomoci imobilizace aktivnich
molekul na povrch bunééného nosice. Kovalentni vazba molekul na povrch biomaterialu,
casto pomoci bioaktivnich chemickych slou€enin, tak vede k zachovéani odpovidajici

koncentrace v porovnani s molekulami na povrch adsorbovanymi [89].
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1.5.1 NAVOZENi OSTEOGENEZE DIFERENCIACNIMI PEPTIDY

Pouziti kratkych peptidovych sekvenci odvozenych z aktivni oblasti molekul ECM mtize
mit vyhody v porovnani s pouzivanim celych nativnich struktur [84, 90, 91]. Pfedchazi se
tak mozné imunogenicité, kratkému polocasu zivotnosti a vedlejSim efektim spojenym
s tumory [90]. Funkci téchto peptidi je napodobit piirozenou ECM s diirazem
na poskytnuti vazebnych mist pro receptory pfitomné na osteogennich buiikéach [75].

Kratké peptidy mohou byt snadno pouzity pro povrchovou funkcionalizaci nosica
diky své mensi velikosti a jednoduché modifikaci N- ¢i C-konce peptidu [84, 85]. Tim je
docileno jednodussi imobilizace a piitomné peptidy jsou prezentovany na povrchu
biomaterialu ve vysoké a konstantni hustoté, pti zanechané funkcnosti a bioaktivité [85,
90]. Ztéchto divodi se predpokladd, ze peptidy v kombinaci s biomateridly jsou
zpusobilé pro uziti v regenerativni terapii [90].

Pouziti aminokyselinovd sekvence GTPGPQGIAGQRGVYV, odvozené z fetézce
a kolagenu I, bylo jiz zaznamenano v klinickych studiich. Tato sekvence se oznacuje
jako peptid P-15. P-15 kostni $tép je kombinaci peptidu P-15 s OsteoGrafem, coz je
minerdlni slozka kosti. Mineralni slozka obsahuje kalcium fosfat a pfirozenou
mineralizovanou ECM, kterd podporuje bunécnou invazi. Peptid P-15 pak podporuje
adhezi, migraci, proliferaci a diferenciaci bun¢k. Od roku 2000 do roku 2003 bylo 1é¢eno
22 pacientil ve véku od 18 do 74 let se Spatné zhojenymi zlomeninami pomoci P-15
kostniho $té€pu v misté zlomeniny. U 90 % pacientli bylo dosaZeno plného slouceni St€pu
s kosti. Primérny ¢as hojeni byl 4,2 mésice [92].

Aminokyselinovou sekvenci RGD lze najit vmnoha ECM molekuléach,
viz tabulka ¢. 1 [83, 89]. Tuto sekvenci vaze zhruba polovina znamych integrinovych
receptord  [93]. Byl prokdzan vliv RGD sekvence na osteogenni diferenciaci
a mineralizaci osteoblasti. RGD peptid byl jiz konjugovan s mnoha typy nosicu,
napiiklad s polyethylenoxidem (PEO), PCL, PLLA a chitosanem [94]. Krom¢& vlivu
na ostochondralni regeneraci byl vSak v fadé ptipadd prokazan i vliv RGD sekvence
na chondrogenni diferenciaci [95, 96].

GTPGPQGIAGQRGVV, DGEA a GFOGER jsou aminokyselinové sekvence
odvozené z kolagenu I. Tyto sekvence zprostiedkovavaji vazbu na integriny a iniciuji
bunécnou adhezi, roztazeni buné¢k a podporuji osteogenni diferenciaci. [75, 83, 86, 94]
Na rozdil od RGD sekvence se vazi na jiné integrinové receptory [75]. GFOGER

sekvence vaze a2P1 integrin, DGEA se specificky vdZe na osteoblasty pomoci a2f1
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integrinu [83, 93, 97]. Studie Liu et al. prokazala vliv GFOGER aminokyselinové
sekvence 1 na chondrogenni diferenciaci [98].

Degradace ECM mé za nasledek vypousténi malych kryptickych peptidi
s neobvyklou bioaktivitou, nepfitomnou u puavodnich proteini ECM. Specificky
krypticky peptid odvozeny z C-konce telopeptidového regionu podjednotky a z kolagenu
I mé& aminokyselinové slozeni IAGVGGEKSGGF. Tento peptid méa potencionalni
chemotaktickou aktivitu in vitro a in vivo na mnoho progenitornich bunék, a miize tak
ovlivitovat i osteogenni diferenciaci [99].

BMP-2, -4 a -7 indukuji expresi genli osteoblastii a mineralizaci ECM v primarni
kultufe lidskych MSC [82, 85, 100]. Konkrétné BMP-2 a -7 byly schvaleny Utadem pro
kontrolu potravin a 1éCiv pro klinické uziti ve Spojenych statech americkych v roce 2002
[86]. ZBMP-7 byly odvozené aminokyselinové sekvence SNVILKKYRN,
KPSSAPTQLN, KAISVLYFDDS a GQGFSYPYKAVFSTQ [82, 85]. Peptidovy
fragment odvozeny z BMP-2, z knuckle epitopu residua 73-92, mé aminokyselinovou
sekvenci KIPKASSVPTEILSAYSTLYL [87, 94, 101-104]. Tato sekvence se vaze
na BMP receptor typu I a II [94, 104]. RKKNPNCRRH je aminokyselinovéa sekvence
odvozena z residua 15-24 z BMP-4, jedna se o heparin vazebnou sekvenci [100].

Osteopontin je dulezity protein podilejici se na mineralizaci kolagennich fibril
v pribéhu osteogenni diferenciace. Obsahuje sekvence bohaté na kyselinu glutamovou,
a tedy indukuje nukleaci  hydroxyapatitu. = Aminokyselinovd  sekvence
GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHM je kolagen vazebny motiv odvozeny
z osteopontinu, jednd se o residuum 150-177 [88]. Dalsi sekvenci odvozenou
s osteopontinu je SVVYGLRGSGSGS. Tato sekvence se vaze na a9B1 integrin
a podporuje adhezi a migraci endotelidlnich bunék, coz vede ke zlepSeni angiogeneze
[101].

KEDGRLL je aminokyselinovd sekvence, residuum 77-83, odvozena z FGF-2
[90]. FHRRIKA je aminokyselinova sekvence odvozené z kostniho sialoproteinu. I tyto
sekvence podporuji bunéfnou adhezi a osteogenni diferenciaci [90, 93]. KRSR je
aminokyselinova sekvence odvozend z vice typi molekul ECM, viz tabulka ¢. 1 [93].

Vaze se na transmembranové proteoglykany a selektivné zvySuje adhezi osteoblastt [83].
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Tabulka ¢. 1: Nazvy proteini a z nich odvozenych aminokyselinovych sekvenci s vlivem na osteogenni
diferenciaci: Sestaveno podle: [75, 84-90, 93-99, 101-104]

Protein ECM Odvozena aminokyselinova sekvence
BMP-2 KIPKASSVPTELSAISTLYL
BMP-4 RKKNPNCRRH

SNVILKKYRN
KPSSAPTQLN
BMP-7
KAISVLYFDDS
GQGFSYPYKAVFSTQ
KRSR
BSP
FHRRIKA
RGD
FGF-2
KEDGRLL
Fibrinogen RGD
Fibronektin RGD
Vitronektin KRSR
RGD
GTPGPQGIAGQRGVV
Kolagen 1
DGEA
GFOGER
Kolagen III TAGVGGEKSGGF
Laminin RGD
RGD
Osteopontin GLRSKSKKFRRPDIQYPDATDEDITSHM
SVVYGLRGSGSGS
Trombospondin | KRSR
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1.5.2 OSTEOGENEZE IN VITRO

Efektem pusobeni riiznych typt diferenciacnich peptidii na osteogenni diferenciaci MSC
se doposud zabyvalo jiz n¢kolik védeckych skupin [75, 84-90, 93-99, 101-104]. V centru
primarniho z4jmu je vyvinuti osteoinduktivniho funkcionalizovaného biomateridlu.
Tento material by ftidil diferenciaci MSC v nepfitomnosti osteogennich suplementt
poskytovanych médiem pii klasické indukci diferenciace [83, 91]. Ackoliv tyto
suplementy jsou efektivni, je vyhodné&jsi vyvinout biomateridl, pro ucely regenerativni
mediciny kostni tkén€, schopny fidit osteogenni diferenciaci pouze na zakladé
pritomnych ligandi [91].

Nastaveni pokust pii nichz je testovan vliv diferencia¢nich peptidii na MSC si je
do zna¢né miry u vétSiny skupin podobné. Peptidy jsou imobilizovany na bunéény nosic¢
a nebo jsou piiddvany volné do média. Na nosic¢e jsou nasazeny MSC, které jsou takto
kultivovany po dobu dvou az &ty tydni. Kultivace probihd v bazdlnim médiu
1 v bazalnim médiu s piidavkem osteogennich suplementi [75, 84-90, 93-99, 101-104].

Osteogenni diferenciace MSC v in vitro podminkach probihd ve tfech ¢asovych
etapach. Prvni ¢ast trvd od prvniho do ¢tvrtého dne, v této dobé je vidét maximum
v poctu bunék. Po tomto stddiu nasleduje Casnéd diferenciace, od patého do ¢Etrnactého
dne. Pro ¢asnou diferenciaci je typicka transkripce a proteinova exprese ALP. Po tomto
inicidlnim vrcholu dochazi k postupnému poklesu exprese [32]. Dale v této fazi dochazi
k expresi kolagenu I, na néjz jsou ukladany minerdly, a také je tato fdze charakteristicka
pro expresi markerd RunX2 a Osx. Finalni stddium, od ¢trnactého do dvacatého osmého
dne, je charakteristické vysokou expresi osteokalcinu a osteopontinu a dochéazi k ukladéani
vapniku a fosfatu [32, 79].

Mira vlivu diferenciacnich peptidii na osteogenni diferenciaci se tedy stanovuje
na zadklad¢ bunéné morfologie, osteogennich markerii a depozice mineralizace. Mezi
nejcastéji stanovované osteogenni markery patti RunX2, ALP, osteokalcin, kolagen I,
kostni sialoprotein a osteopontin. Jejich detekce probihd za pomoci metod konfokalni
mikroskopie, polymerazové tetézové reakce (PCR) nebo enzymatické aktivity ALP.
Detekce mineralizace ECM probihd nejcastéji rovnéZ na zakladé metod konfokalni
mikroskopie. Vliv diferenciacnich peptidli na adhezi a proliferaci se vyhodnocuje pomoci

testll adheze, bunééného roztazeni a proliferace [75, 84-90, 93-99, 101-104].
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2 PRAKTICKA CAST

2.1 MATERIAL A METODY

2.1.1 MATERIAL A PRISTROJE

V tabulce ¢. 2 je uveden seznam pouzitych chemikalii, véetné vyrobct a zemé ptvodu.

V tabulce €. 3 je uveden seznam pouzivanych pfistroji, véetné vyrobct a zemé ptivodu.

Tabulka ¢. 2: Abecedni seznam chemikalii

Nazev chemikalie Katétils(;(%ove Vyrobce Zemé puvodu
Alexa Fluor 488 A-10667 Invitrogen USA
ALP N7653 Sigma Aldrich Némecko
Dexamed Medochemie Kypr
DiOC6 52303 Enzo Némecko
Diferenciacni peptidy Zakél,ZkOVé Vidia CR
synteza

DMSO D2438 Sigma Aldrich Némecko
EDTA EDS Sigma Aldrich Némecko
Etanol 96% 70390 Penta CR
Etanol Absolutni 71250 Penta CR

FBS F7524 Sigma Aldrich Némecko
Formaldehyd 14150 Penta CR
Glutaraldehyd (5882 Sigma Aldrich Némecko
HMDS 440191 Sigma Aldrich Némecko
KCl 16210 Penta CR
K,HPO, 15070 Penta CR
L-ascorbic acid 2-phosphate A8960 Sigma Aldrich Némecko
MEM 51411C Sigma Aldrich Némecko
Metanol 21210 Penta CR

MTS G3581 Promega USA
Na,HPO, 15130 Penta CR
NaCl 16610 Penta CR
NaOH 15670 Penta CR
Protilatka proti osteokalcinu ab13420 Abcam USA
PCL 440752 Sigma Aldrich Némecko
Penicilin/Streptomycin 15140-122 Invitrogen USA
PicoGreen Quant- iT Assay kit Q-33120 Invitrogen USA
Propidium jodide P4864 Sigma Aldrich Némecko
Tetraspan 6% FV87353 B. Braun Medical | CR

Tris T1503 Sigma Aldrich Némecko
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Triton X-100 T8787 Sigma Aldrich Némecko
Trypsin-EDTA 59418C Sigma Aldrich Némecko
Tween 20 P9416 Sigma Aldrich Némecko
B-Glycerol fosfat 50020 Sigma Aldrich Némecko
Tabulka ¢. 3: Abecedni seznam p¥istroju
Pristroj Vyrobni nazev Vyrobce Zemé puvodu
Analytické vahy T5939 Kern Némecko
Centrifuga NFS800R Niive Turecko
Centrifuga Spectrafuge 24D Labnet USA
CO; inkubator 2424-2 Shel Lab USA
Fluorescenc¢ni reader Synergy HT BioTek USA
Konfokalni mikroskop LSM 5 DUO Zeiss Némecko
Laboratorni tiepacka Rotamax 120 Heidolph Némecko
Lamindrni box Safe flow 1.2 Bioair Italie
NanoDrop ND 1000 Thermo Scientific | CR
Nanospider NS 500 Elmarco CR
Ohtivaci Lazen NB-301 BioTek USA
Pokovovaci zafizeni Q I50R ES Quorum Velka Britanie
Ptistroj na méteni . «
Kontakiniho thlu See System E Advex instruments | CR
Skenovam elektronovy Vega3 Tescan CR
mikroskop
Svételny mikroskop TH4-200 Olympus Japonsko
Vortex ZXClassic VELP Scientifica Italie
2.1.2 METODY

2.1.2.1 ELEKTROSTATICKE ZVLAKNOVANI

Bunééné nosice byly vyrobeny metodou elektrostatického zvlaknovani na zatfizeni

Nanospider NS 500. Jako zvlakiiovaci elektroda byla pouzita struna, na kterou byl po

celou dobu procesu kontinudln€ nandSen zvldkinovany polymer. Nanovldkna byla

zachytdvana na staticky kolektor potazeny netkanou textilii spunbond, pro snadné&jsi

manipulaci s nanovldkennou vrstvou. PCL nanovldkenna vrstva byla pfipravena

z 24% roztoku (w/v). PCL byl rozpoustén ve smési chloroform : ethanol v poméru 9:1.

Pro ptipravu PCL nosi¢e bylo pouZito napéti vrozmezi 80-100 kV a vzdalenost

zvlaknovaci elektrody od kolektoru byla 20 cm.

2.1.2.2 ANALYZA POLYKAPROLAKTONOVEHO NOSICE

Nosi¢ vyrobeny elektrostatickym zvldknovanim z polymeru PCL byl analyzovan

skenovacim elektronovym mikroskopem. Na potizenych snimcich bylo provedeno
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méfeni primeéru vldken a odhad velikosti port. Méfeni priiméru vldken probihalo na
snimcich nasnimanych pii 10000 nasobném zvétSeni. Bylo analyzovano 5 nahodné
pofizenych snimkd. Na snimcich se ndhodné vytycily dvé deseticentimetrové usecky.
U veskerych vlaken protinajicich tyto tUseCky byl zméfen jejich primér, pomoci
programu ImagelJ, celkem bylo zméfeno 278 pramért vldken. Na zdklad¢ téchto méteni
byl z hodnot sestrojen histogram Cetnosti priméri vldken.

Velikost port se standardné urcuje z fezu nanovldkenné vrstvy. PCL vrstvy neni
mozné fezat, jelikoZ pii tom dojde ke spedeni vrstvy na fezu. Rez tedy nelze nasnimat.
Z toho divodu byl proveden odhad velikosti port. Analyza velikosti pora probihala na
stejnych snimcich jako méfeni priméru vldken. Na snimek byla na ndhodné misto
umisténa Ctyframenna smeérova ruzice. Poté se spocitaly veSkeré priniky vladken
v mistech rtizice. Nasledné se odhadla hloubka vrstvy, ve které byly pocitdny priniky
vlaken. Z téchto hodnot byl vytvotfen graf odhadu velikosti port.

Kontaktni tihel byl méfen pristrojem See System E. Na podkladovy stolek
ptistroje byl uchycen vzorek PCL nosic¢e. Po uchyceni se vzorek nastavil pfed snimaci
kameru. Na vzorky bylo postupné kapano 10 pl destilované vody. Poté se vzorek posunul
a opct na néj byla umisténa kapka vody. VSe snimala po celou dobu kamera. Nasledné
byl na snimcich pofizenych bezprostiedné¢ po dopadnuti kapky na povrch nosice

analyzovan kontaktni tthel pomoci programu See System.

2.1.2.3 PRIPRAVA A STERILIZACE BUNECNYCH NOSICU

Z nanovldkennych vrstev byly pfipraveny bunétné nosice, které mély kruhovy tvar
a jejich primér byl 6 mm. Takto pfipravené nosice byly maceny 30 minut v 70% (v/v)
etanolu. Nasledné byly tfikrat promyty v PBS. Na sterilni nosi¢e byly ihned nasazeny
praseci MSC.

2.1.2.4 IZOLACE A KULTIVACE MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK

Nejprve byla odebrana krev z kostni dfené prasat chovanych v UZFG Lib&chov. Krev se
odebirala sterilné do zkumavek obsahujicich fosfatovy pufr (PBS), 2% fetalni hovézi
sérum (FBS) a heparin (25 IU/ml). K vzniklé smési byl pfidan 6% Tetraspan, tak aby
tvofil 25 % findlniho objemu. VSe se nechalo 30 minut pifi pokojové teploté
sedimentovat, néasledné¢ se smés stocila na centrifuze NF8002, Niive, pfi 15000 rpm
po dobu 15 minut. Poté¢ byla odebrana plazma a zbyly obsah byl pfeveden do
kultiva¢nich lahvi s bazalnim médiem. Skladalo se zMEM, 15% FBS a 1%
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Penicilin/Streptomycin. MSC se nechaly adherovat v Shel Lab 2424-2 inkubatoru pfi
37 °C a's 5% CO; atmosférou.

Po péti dnech bylo v kultivacnich lahvich vyménéno médium. Touto
procedurou doslo k odplaveni erytrocyti a neadherovanych mononuklearnich bunék.
Cerstvé médiu se skladalo z takzvaného minimum essential medium Earle’s Salts with

L-glutamin (MEM), 10% FBS a 1% Penicilin/Streptomycin.

2.1.2.5 PASAZOVANI MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK

MSC byly po dosazeni 80% konfluence pasdzovany. Z kultivac¢nich lahvi bylo odebrano
médium, dno lahve bylo oplachnuto PBS s 0,002% etylendiaminotetraoctovou kyselinou
(EDTA). Pasazovani bun¢k se provadélo dvakrat koncentrovanym roztokem
Trypsin/EDTA. Builky se nechaly 10 minut inkubovat v inkubatoru. Nésledné byla
zastavena trypsinizani reakce pomoci média obsahujiciho 10% FBS a buiky byly

nasazeny do novych kultiva¢nich lahvi v poméru 1:3.

2.1.2.6 PRIPRAVA A STERILIZACE DIFERENCIACNiCH PEPTIDU

Diferenciacni peptidy byly syntetizovany na zakazku firmou VIDIA a dodény byly
v lyofilizované formé&. Peptidy byly pied pouZitim rozpustény v PBS na koncentrace
uvedené v tabulce ¢. 4. V ptipadé¢ KIPKASSVPTELSAISTLYL (K) peptidu se jednalo
o hydrofobni sekvenci, z toho divodu byl pfidan dimethylsulfoxid (DMSO), tvoftil 5 %
finalniho objemu. Ptidanim DMSO se docililo rozpusténi peptidu K. Rozpusténé peptidy
byly sterilizovany filtraci pomoci Corning Spin-X UF. Nasledné byly peptidy zamraZeny

v mrazéaku, -20 °C.

Tabulka ¢. 4: Koncentrace peptidii po rozpusténi v PBS

Diferenciacni peptid Koncentrace peptidu | Pridavek
DGEA (D) 10000 g/ml
GQGFSYPYKAVFSTQ (G) 5000 g/ml

IAGVGGEKSGGF (I) 5000 g/ml
KIPKASSVPTELSAISTLYL (K) | 2700 g/ml DMSO

V den nasazeni bun€k na PCL nosice byly peptidy nafedény v médiu na testované
koncentrace a nasledné napipetovany k jednotlivym skupinadm. Koncentrace jednotlivych
peptida byly 1, 5 a 10 pg/ml média. Taktéz pii vyméné média v pribéhu pokusu byly

peptidy znovu piidavany v pozadovanych koncentracich do Cerstvého média.
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2.1.2.7 NASAZOVANi MESENCHYMALNICH KMENOVYCH BUNEK

MSC z druhé paséze byly spoCteny pomoci Biirkerovy komurky a resuspendovany
v bazalnim médiu v koncentraci 35000 bungk/50 pl média, tedy asi 124 000 bungk/cm?.
V piipadé média bez osteogennich suplementl se jednalo o bazalni médium, v piipadé
média s osteogennimi suplementy obsahovalo bazdlni médium ptidavek 100 nM
dexamethasonu, 100 nM B-glycerolfosfatu a 40 pg/ml askorbat-2-fosfatu. Na dno jamek
v antiadhezivni devadesati Sesti jamkové platnicce byly umistény sterilni PCL nosice,
na které¢ bylo nepipetovano 50 pl bunécné suspenze. Builkky se nechaly na nosice
adherovat dvé hodiny v inkubatoru. Po dvou hodinach bylo k buiikkam ptiddno 200 pl
odpovidajictho média sobsahem nebo bez obsahu osteogennich suplementl
s pozadovanou koncentraci jednotlivych diferenciacnich peptidi. Bunky byly po dobu
21denniho pokusu inkubovany v inkubdtoru, kazdy sedmy den byla provedena vymeéna

200 pl média za Cerstvych 200 pl pfislusSného média.

2.1.2.8 TEST METABOLICKE AKTIVITY

Testovani metabolické aktivity bunék bylo provadéno pomoci MTS testu, a to 1., 3., 7.,
14. a 21. den. V piislusny den byly buné¢né nosice piesunuty do novych jamek a bylo
k nim ptidano 100 pl bazalniho média a 20 pl MTS substratu (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium). Poté probihala dvé
hodiny inkubace bun€k s MTS substratem v inkubatoru. Béhem této doby byl substrat
metabolizovan pomoci mitochondridlnich enzyml na rozpustny formazan, ktery ma
absorbanci pfi vlnové délce 490 nm. Vznikly formazan byl spektrofotometricky métfen
u 100ul odbért pomoci readeru Synergy HT, BioTek. Méfeni se provadélo pii vinovych
délkach 490 nm a 690 nm. Méfeni pti 690 nm je referencni hodnota odecitana od hodnot
absorbance. Daéle byla od hodnot odecitdna absorbance MTS substratu s bunéénym

nosi¢em bez bunék.

2.1.2.9 MERENI AKTIVITY ALKALICKE FOSFATAZY

Kazdy 1., 7., 14. a 21. den byl provadén test na enzymatickou aktivitu ALP. Nosice
po inkubaci s MTS substratem byly dvakrat oplachnuty v PBS. Nasledn¢ k nim bylo
pfidano 100 ul ALP substratu (p-Nitrophenyl Phosphate Liquid Substrate System), s nim
se buniky nechaly inkubovat tficet min pii pokojové teploté, ve tmé. BEhem inkubace
ALP katalyzuje hydrolyzu bezbarvého p-nitrofenylfosfatu (pNPP) na p-nitrofenol, ktery
ma absorbanci pii vinové délce 405 nm. Po inkubaci se celkovy obsah jamek

ptepipetoval do nové desticky a do kazdé jamky bylo pfidano 25 pl 3M roztoku NaOH,
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ktery zastavil celou reakci. Vznikly p-nitrofenol byl detekovan na readeru Synergy HT
pfi vinové délce 405 nm. Od jednotlivych hodnot byla odectena absorbance ALP

substratu s bunéénym nosi¢em bez bunck.

2.1.2.10 KVANTIFIKACE OBSAHU BUNECNE DNA

Ve stanovené dny, 1., 3., 7., 14. a 21., byla provadéna kvantifikace DNA. Bunécné nosice
byly po provedeném MTS testu a testu na aktivitu alkalické fosfatazy pfendany do 500 pl
lyza¢niho pufru, ktery se skladal z 10mM tris(hydroxymethyl)aminometanu (Tris),
ImM EDTA, 0,0004% Triton-X-100 a destilované vody. Takto piipravené vzorky byly
ve tfech cyklech zamrazeny v mrazaku, -20°C, a rozmraZzeny. Pfi kazdém rozmraZeni
byly vzorky michany pomoci vortexu ZXClassic, VELP Scientifica. Do ¢erné devadesati
Sesti jamkové desticky bylo naneseno 200 upl pracovniho roztoku Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA Assay Reagent, ktery po vazbé na dvoufetézcovou DNA emituje
fluorescenéni signal. Z jednotlivych vzorkli pak bylo kreagentu ptidavano 20 pl
bunécného lyzatu. Soucasti eseje jsou i DNA standardy bakteriofagu lambda, které byly
pfidavany po 10 pl kreagentu. Fluorescence reagentu byla méfena pomoci

fluorescenéniho readeru Synergy HT pii hodnotach excitace 485 nm a emise 528 nm.

2.1.2.11 SKENOVACI ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE
Pro analyzu bunééné morfologie pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byly nosice
osazené¢ bunkami oplachnuty vroztoku PBS a poté fixovany dvé hodiny
v 2,5% glutaraldehydu pfi 4 °C. Nésledovala etanolova fada s 35, 48, 56, 70, 96
a 99,8% etanolem, inkubace probihala vzdy deset minut pii pokojové teplote.
V absolutnim etanolu byly vzorky ponechany dvakrat deset minut. Nasledné¢ byly
pokapany roztokem hexamethyldisilazanu (HMDS), ktery se v digestofi nechal odpafit.
Cela procedura probihala v devadesati Sesti jamkové platnicce.

Vzorky s buitkami nebo bez bun¢k byly pfichyceny na nosny tercik a pokoveny
zlatem v naprasovacim zafizeni Quorum QI150R. Nasledna analyza byla provadéna
na skenovacim elektronovém mikroskopu Vega 3 od firmy Tescan pii napéti v rozmezi

10-30 kV.

2.1.2.12 VIZUALIZACE BUNEK

Pro vizualizaci adheze bunék na nosi¢ich byly bunky kazdy 1., 3., 7., 14. a 21. den
barveny pomoci 3,3’-dietyloxakarbokyanin jodidu (DiOC6), ktery barvi membranové
struktury a propidium jodidu, ktery se vaze na bunéénou DNA. Buiiky byly oplachnuty
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v PBS a néasledné fixovany po dobu deseti min chlazenym metanolem, -20°C.
Nasledovalo dalsi proplachnuti v PBS a poté se ptidalo 120 pul DiOC6 v koncentraci
1 pg/ml PBS. Inkubace probihala za tmy, pfi pokojové teploté, Ctyficet pét minut.
Nasledn¢ byly vzorky proplachnuty v PBS a bylo k nim piidano 120 ul propidium jodidu
v koncentraci 5 pg/ml PBS, inkubace probihala 5 minut za tmy, pii pokojové teploté.
Nasledné se vzorky tfikrat proplachly v PBS. Nabarvené bunky byly pozorovany
konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 5 DUO. DiOC6 ma hodnotu excitace 488 nm

a emise 520 nm, propidium jodid excituje pfi 560 nm a emituje pii 580 nm.

2.1.2.13 BARVENI OSTEOKALCINU

Barveni osteokalcinu probihalo 14. a 21. den. Vzorky byly proplachnuty v PBS
a nasledné fixovany 3,7% roztokem formaldehydu po dobu deseti minut. Nasledné byly
vzorky proplachnuty v PBS a inkubovény tficet minut pii pokojové teploté s roztokem
PBS s3% FBS a 1% Triton-X-100. Poté byly vzorky oplachnuty v PBS a nechaly se
inkubovat s 90 pl primarni my$i neznacené protilatky, kterd se specificky vaze
na osteokalcin. Koncentrace primarni protilatky byla 5 pg/ml PBS. Inkubace probihala
pies noc pii 4 °C. Nasledné byly vzorky oplachovany 5, 10 a 15 minut roztokem PBS
$ 0,05% Tween-20. Nasledovalo dvakrat oplachnuti v PBS a k vzorkim byla ptfiddna
sekundarni protilatka proti mySi s fluoroforem, Alexa Fluor 488, ktera se vaze
na primarni protilatku. Inkubace trvala sedmdesat pét minut a probihala ve tmé,
pfi pokojové teploté, za tfepani na tfepacce. Nasledné se vzorky proplachovaly po dobu
5, 10 a 15 minut roztokem PBS s 0,05% Tween-20. Poté se vzorky dvakrat proplachly
PBS a nechaly se po dobu 5 minut inkubovat s propidium jodidem o koncentraci 5 pg/ml
PBS. Nakonec se vzorky jesté tfikrat proplachly roztokem PBS. Vzorky byly
analyzovany konfokalnim mikroskopem Zeiss LSM 5 DUO. DiOC6 ma hodnotu excitace
488 nm a emise 520 nm, propidium jodid excituje pfi 560 nm a emituje pii 580 nm.
Alexa Fluor 488 méa hodnotu excitace 495 nm a emise 519 nm. Pro odecteni pozadi
v podobé& nespecifické vazby sekundarni protilatky na bunéény nosi¢ byly pfipraveny
vzorky bez bunck stejnym postupem. Pfi postupu se nepouzila priméarni protilatka.
Primérna hodnota nasnimané intenzity nespecificky navazané sekundarni protilatky byla

odectena od vsech snimkil v programu ImageJ.

2.1.2.14 OBRAZOVA ANALYZA
Obrazovd analyza snimki pofizenych pii barveni osteokalcinu konfokalnim

mikokroskopem byla upravena v programu ImageJ. Od vSech snimkl byla odectena
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intenzita pozadi, kterym je neodmyty a nenavazany fluorofor Alexa Fluor 488. Program

Image] byl déle pouzit i k vypoctu praméri vldken u PCL vrstvy.

2.1.2.15 STATISTIKA
Statistick¢é hodnoty uvadéné u MTS, PicoGreen testu a u meéfeni aktivity alkalické

fosfatazy byly pocitany v programu SigmaStat, se zvolenou urovni signifikance 0,005.
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2.2 VYSLEDKY

Cilem prace bylo otestovat diferenciacni potencial Ctyf sekvenci peptidii odvozenych
z proteini ECM. Prvni je peptid D, odvozeny z kolagenu I, jeho aminokyselinova
sekvence je DGEA. Druhym peptidem je peptid I, ktery je odvozen z a podjednotky
kolagenu IlIla, aminokyselinova sekvence tohoto peptidu je IAGVGGEKSGGEF. Treti
peptid je oznaCovan G, je odvozen z proteinu BMP-7 a jeho aminokyselinova sekvence
je GQGFSYPYKAVFSTQ. Ctvrtym a poslednim peptidem je peptid K, odvozeny
z proteinu BMP-2, aminokyselinova sekvence je KIPKASSVPTELSAISTLYL. Vybrané
proteiny jsou asociovany s vlivem na osteogenni diferenciaci MSC. U vybranych
diferenciacnich peptidi se predpokladd, Ze by mély mit vliv na osteogenni diferenciaci
MSC, jelikoz jsou odvozeny ze sekvenci, které se vazi na bunécné receptory.

Osteogenni diferenciace se nejCastéji navozuje pomoci média s pridavkem
osteogennich suplementil. Zamérem této prace bylo porovnat, jaky vliv na diferenciaci
prase¢ich MSC vykazuji diferenciacni peptidy v nepfitomnosti a pfitomnosti
osteogennich suplementi. MSC byly kultivovany na nanovldkennych nosi¢ich
pripravenych metodou elektrostatického zvldknovani z PCL. Tento polymer je vhodny
pro bunécné testovani, jelikoz je biodegradabilni, biokompatibilni a snadno zvléknitelny.
Podporuje bunécnou adhezi a proliferaci. Z téchto divodu byl vybran jako vhodny
bunéény nosi¢ pro testovani vlivu diferenciacnich peptidli na osteogenni diferenciaci

MSC.

2.2.1 ANALYZA POLYKAPROLAKTONOVEHO NOSICE

PCL nosi¢e byly analyzovany skenovacim elektronovym mikroskopem. Na pofizenych
snimcich bylo provedeno méfeni priméru vldken a odhad velikosti pord, postup viz
kapitola Metody.

Priimér vlaken analyzovanych na PCL vrstvé se pohyboval v rozmezi od 110 nm
po 1,485 um, viz graf ¢. 1. Nejvyssi Cetnost méla vldkna s primérem 110-240 nm.
Cetnost vldken se se zvySujicim primérem snizuje. V intervalu od 1-1,15 pm nebyla
naméfena zadna vldkna s primérem v tomto rozmezi. Nasledn¢ byla naméfena vldkna
v rozsahu intervalt 1,16-1,41 um. Na PCL vrstvé se tedy nejcetnéji vyskytuji vldkna
s prumérem v rozmezi stovek nanometrt. Dale se tu vSak vyskytuje i mensi pocet vlaken
s prumérem vrozmezi do 2 pum. Pro tento jev existuje dvoji vysvétleni. PCL byl

rozpustén v ethanolu a chloroformu. Faze vldken s ethanolem muze formovat vlakna
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s menSim prumérem a faze vlaken s chloroformem vlakna s vy$Sim primérem. Druha
mozna teorie vysvétlujici vyskyt vldken s riiznou tloustkou je takova, zZe béhem formace
trysky polymeru dochazi k oddélovani velkych kapek, z nichz se odd¢€luji kapky mensi,
a ty formuji nanovldkna. Velké kapky ndsledné formuji mikrovldkna. Vyskyt nanovldken
s mnozstvim mikrovldken je vyhodné, jelikoz bunky adherujici na povrchy preferuji

ruznorodost. Adheze je poté efektivné;si.
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Graf ¢. 1: Cetnost priméri vlaken PCL vrstvy

B MRS PO B RAAS: 1 Brternams © sanopece

Obrazek ¢. 18: PCL vrstva pripravena elektrostatickym zvliakiovanim: Snimky pofizené
skenovacim elektronovym mikroskopem, na nichz bylo provedeno méfeni pruméru vlaken a
byla na nich provedena také analyza odhadu velikosti poru. Velikost mérky je 5 pm.
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Graf ¢. 2: Odhad velikosti pori PCL vrstvy: Funkce f znaci hustotu pravdépodobnosti vyskytu velikosti
poloméru pora.

Graf ¢. 2 udavé odhad velikosti p6rt PCL nosice. Z uvedenych hodnot vyplyva,
ze nejpravdépodobnéji se vyskytuji pory s velikosti poloméru 319 nm. Tato velikost port
neumoziuje bunkdm penetrovat do hloubky bunécného nosi¢e a bunky zastavaji
na povrchu nosice. Toto je patrné na obrazcich ¢. 45-57 a €. 86-99.

Kontaktni uhel naméfeny na PCL vrstvé ma velikost 82,61° + 21,35°. Vrstvy
s kontaktnim uhlem nad 65° jsou oznaCovany jako hydrofobni. U téchto vrstev je
problém s inicidlni adhezi bunék, jelikoZ objem média s bunkami pifi nasazovani je pouze
50 pl a tento objem ma tendenci z PCL nosice stékat. Tento problém byl vSak v téchto
experimentech prekonan postupem sterilizace bunééného nosice. Nosice byly nejprve

po dobu 30 min méceny v etanolu a nasledné proplachovany PBS pufrem.

2.2.2 VLIV DIFERENCIACNICH PEPTIDU PRIDANYCH VOLNE DO BAZALNTHO MEDIA

Nejprve byl testovan vliv riznych koncentraci diferenciacnich peptidi volné ptidanych
do bazalniho média skladajiciho se z MEM, 10% FBS a 1% Penicilin/Streptomycin,
na metabolickou aktivitu, adhezi, proliferaci a diferenciaci prase¢ich MSC. Buiiky byly
nasazovany na nosice vyrobené elektrostatickym zvlakiiovanim z PCL a inkubovany
po dobu tii tydnt. Kontrolni skupina byla v tomto pokusu zvolena jedna, jeji oznaceni je
Kontrola. Vzorek Kontrolni skupina byly prase¢ci MSC inkubované bez ptidavku
diferenciacnich peptidi. Oznaceni testovanych skupin s pfidavkem peptidi a pouzité

koncentrace téchto peptidil jsou uveden v tabulce €. 5.
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Tabulka ¢. 5: Oznaceni skupin a pouZzité koncentrace diferenciac¢nich peptidi v experimentech

Aminokyselinova Koncentrace 1 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml
sekvence l peptidu —

DGEA (D) D1 D5 D10
IAGVGGEKSGGEF (I) I I5 110
GQGFSYPYKAVFSTQ (G) Gl G5 G10
KIPKASSVPTELSAISTLYL (K) K1 K5 K10

2.2.2.1 KVANTIFIKACE OBSAHU BUNECNE DNA

Kvantifikace obsahu bunééné DNA byla méfena na stejnych nosicich, na nichZ probihal
MTS test a méfeni aktivity ALP. Kvantifikace probihala pomoci PicoGreen testu 1., 3.,
7., 14. a 21. den pokusu. Principem metody je detekce emitovan¢ho fluorescencniho
signalu po interkalaci PicoGreen reagentu do dvoufetézcové DNA. Cely postup

viz kapitola Metody. Namétené hodnoty jsou uvedeny v grafech €. 3 a 4.
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Graf ¢. 3: Hmotnost DNA: Nameétfené hodnoty hmotnosti bunééné DNA na skupinach s pfidanymi peptidy
D al v porovnani s Kontrolou. Méteno pomoci PicoGreen testu.
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Graf ¢. 4: Hmotnost DNA: Namétfené hodnoty hmotnosti bunééné DNA na vzorcich s pfidanymi peptidy G
a K v porovnani s Kontrolou. Méteno pomoci PicoGreen testu.

Z grafii ¢. 3 a 4 vyplyva, Ze v hmotnosti bunécné DNA na vzorcich nebyly 1.
testovaci den naméfeny signifikantni (p < 0,05) rozdily. Tteti den byl naméten jediny
statisticky vyznamny rozdil, a to v hmotnosti buné¢né DNA u skupiny G10, tato hodnota
byla vyssi nez hmotnost DNA u skupiny I5. V dalsi dny, tedy 7. a 14., nebyly opét
naméfeny signifikantni rozdily mezi hmotnosti DNA u testovanych vzorki. Signifikantni
rozdily byly namétfeny az 21. den pokusu. Hmotnost DNA u skupin K10 a G10 byla
vys$8i neZ hmotnosti u skupin D1, D5, I1, IS5, 110, G1 a GS, zaroven to byly nejvyssi
naméfené hodnoty. Hmotnost DNA u skupiny Kontrola byla vys$i nez hodnoty
na skupinach D1, D5, G1 a G5. Dale byla pro 21.den hmotnost DNA na skupinach D10,
K1 a K5 vyssi nez hodnoty namétené u skupin D1, D5 a G1.

Z hodnot naméfenych 1. den lze zjistit uspéSnost nasazeni prasec¢ich MSC
na bunééné nosice. Primérnad hmotnost vypocitana ze vSech bunécnych nosicli osazenych
bunkami je 5,946804 + 0,38053181 ng/ml bun&né DNA. Hodnota vykazuje nizkou
smérodatnou odchylku, navic nebyl naméfen signifikantn¢ vyrazny rozdil
mezi hmotnostmi DNA 1. testovaci den. Z toho plyne, Ze nasazeni 1. den bylo Uspésné
a na vSechny nosice byl nasazen pfiblizné€ stejny pocet bunck. Z naméfenych hodnot
uvedenych v grafech €. 3 a 4 vyplyva, ze prase¢i MSC na vSech vzorcich po dobu dvaceti
jedna dni proliferovaly, hmotnost bunééné DNA na vzorcich po celou dobu piibyvala
u vSech testovanych skupin. U skupiny Kontrola, bez ptidanych peptidi, mizeme rovnéz

pozorovat nartst v hmotnosti bunééné DNA, ztoho plyne, ze PCL nosi¢e jsou
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biokompatibilni. Jelikoz se hmotnost bunééné DNA po celou dobu experimentu
zvySovala, nebylo dosazeno maxima v hmotnosti. Osteogenni diferenciace je pii tom
v raném stadiu typickd pro vrcholné hodnoty poc¢tu bunck v pritbéhu do 4. dne. Tento

trend neodpovida ani jednomu typu pouzitého diferenciacniho peptidu.

2.2.2.2 TEST METABOLICKE AKTIVITY

Pomoci MTS testu byla v experimentalni dny, tedy 1., 3., 7., 14. a 21. den, métena
metabolicka aktivita bunék. Méfeni probihalo na zdkladé MTS testu. Test je zalozen
na aktivité mitochondrialnich enzymi, které metabolizuji MTS substrat na formazan,

ktery je detekovan. Cely postup viz kapitola Metody. Z namétenych hodnot metabolické

aktivity byly vytvoteny grafy ¢. 5 a 6.
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Graf ¢. 5: Metabolicka aktivita bunék: Namétené hodnoty metabolické aktivity na vzorcich s pridanymi
peptidy D a I v porovnani s Kontrolou. Méfeno MTS testem.
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Graf ¢. 6: Metabolicka aktivita bunék: Namétené hodnoty metabolické aktivity na vzorcich s pridanymi
peptidy G a K v porovnani s Kontrolou. Méfeno MTS testem.

Z grafii €. 5 a 6 plyne, Ze nejvys$i metabolickd aktivita byla namétena 1. den
u bunék nasazenych na skupinu K5. Tato hodnota byla signifikantné vyss$i nez hodnota
u bun¢k nasazenych na skupiny D5, D10, I1, I5, 10, G1, G5, G10, K1 a K10. Déle byly
naméfeny signifikantn€ vy$$i hodnoty u skupiny Kontrola v porovnani se skupinami
D10, I1, I5, 110, G5 a K1. Skupina D1 vykazuje statisticky vyssi hodnoty pro 1. den
v porovnani se skupinami [10, G10 a K1. Vyssi signifikantni hodnota byla dale 1. den
nameéfena u skupiny D5 v porovnani se skupinami 110 a G5. V prubehu 3., 7. a 14. dne
nebyly naméfeny statisticky vyznamné rozdily mezi testovanymi skupinami.
Signifikantn€ vyssi hodnoty pak byly naméteny az 21. den u skupin D1, D10, I5, 110,
G1, G10, K1, K10 v porovnani se skupinou D5, hodnoty viz grafy ¢. 5a 6.

V pribehu pokusu trvajiciho tfi tydny se hodnota absorbance u vSech testovanych
skupin zvySuje. Hodnoty pro 1. den se pohybuji vrozmezi absorbance
0,13375 - 0,304417. K 21. dni hodnoty absorbance v priiméru vzrostly o 50 %, nejvyssi
naméfend absorbance pro 21. den je 0,47875 u skupiny D10. Tento fakt spolu s narGstem
bunééné DNA, méfené pomoci PicoGreen testu, vede k podpoie ndzoru, ze PCL je
biokompatibilnim polymerem pro vyrobu bunécnych nosicii. Rozdily naméfené 1. den
mezi skupinami vyrovnaly. Vyjimkou je 21. den u vzorku DS, ktery vykazuje statisticky

nejnizs$i namefenou hodnotou absorbance, 0,3275 +0,02136.
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Méteni metabolické aktivity nereflektuje pocet bunék na vzorcich. Vysoka
hodnota mize jednak znamenat, Ze na vzorcich je velky pocet bun¢k, které jsou méné
aktivni, a nebo mize znamenat nizky pocet bunck, které jsou velmi metabolicky aktivni.
Roli zde hraje 1 pocet mitochondrii v jedné buiice. Z téchto divodii byl ve stejné
testovaci dny, jako probihal MTS test, kvantifikovan i obsah bunééné DNA na stejnych
nosicich, viz kapitola 2.2.2.1. Hodnota absorbance udava metabolickou aktivitu vSech
bun¢k na vzorku, viz grafy ¢. 5 a 6. Tato hodnota po vydéleni hodnotou udavajici
hmotnost bunééné DNA z piislusného vzorku pro dany den, viz grafy ¢. 3 a 4, ndm ukaze
metabolickou aktivitu pfipadajici pro jednu bunku na bunééném nosic¢i. Tato hodnota je

uvedena v grafu ¢. 7 a je normovana na prvni den.
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Graf ¢. 7: Podil absorbance ku hmotnosti bunééné DNA: Graf vytvofeny znaméfenych hodnot
PicoGreen a MTS testu, ukazujici metabolickou aktivitu pfipadajici na jednu bunku.

Z grafu €. 7 vyplyva, Ze hodnota metabolické aktivity jednotlivych bunck se na
vzorcich zvySuje aZ do 14. dne. Od 14. dne dochazi k mirnému poklesu hodnot. To je
s nejvyssi pravdépodobnosti zplisobeno podminkami pfi in vitro kultivaci. Buiiky jsou

kultivovany v systému odliSném od in vivo podminek, nedochazi zde k odCerpavani
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metabolith z média, kumuluji se zde mrtvé bunky, nedochazi k interakci s dalSimi
bunéénymi typy a chybi trojrozmérnd ECM. Tedy to, ze v pribéhu pokusu chybi
komplexita tkan€, ma negativni vliv na buiiky. Tento vliv se v pribéhu pokusu kumuluyje,
a proto dochazi k mirnému poklesu metabolické aktivity prase¢ich MSC. Vyjimkou jsou
skupiny G5 a D1, které vykazuji vyssi metabolickou aktivitu i 21. den pokusu. Skupina
G5 maé pak nejvyssi hodnoty ze vSech skupin. Na rozdil od skupiny D1, kterd ma jednu
z nejnizsich hodnot. Skupina Kontrola mé velmi nizkou hodnotu metabolické aktivity.
Tento fakt poukazuje na pozitivni vliv diferencia¢nich peptidii na metabolickou aktivitu
bunék, pii ¢emz nejlepsi vliv ma jiz zminény peptid G5. Dale se Iépe nez skupina
Kontrola jevi vSechny skupiny kromé skupin K5 a D5. Skupina D5 vykazuje shodny

cv v

hodnoty metabolické aktivity.

2.2.2.3 AKTIVITA ALKALICKE FOSFATAZY

Aktivita ALP byla méfena na zaklad¢ hydrolyzy pNPP, s nimz jsou bunky inkubovany,
na p-nitrofenol, ktery byl nasledné detekovan. Kwvili efektivnosti porovnavani
naméfenych hodnot byly nosi¢e po MTS testu promyty v PBS pufru a nasledné na nich
byla méfena aktivita ALP. Cely postup viz kapitola Metody. Namétené hodnoty z 1., 7.

14.a21. dne jsou zaznamenany v grafech ¢. 8 a 9.
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Graf ¢. 8: Aktivita ALP: Naméfené hodnoty aktivity ALP na vzorcich s pfidanymi peptidy D a I
v porovnani s Kontrolou.
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Graf ¢. 9: Aktivita ALP: Namétfené hodnoty aktivity ALP na vzorcich s pfidanymi peptidy G a K
v porovnani s Kontrolou.

Hodnoty vynesené do grafti ¢. 8 a 9 uvadi, ze rozdily v aktivit¢ ALP na vzorcich
nebyly 1. den signifikantné vyznamné. Namétfené hodnoty absorbance se pohybovaly
vrozmezi 0,1535 — 0,262417. Sedmy experimentdlni den méfeni byl zaznamenan
statisticky vyznamny rozdil u skupin D10, G5 a G10 v porovnéni s aktivitou ALP
naméfenou na skupinach I5, tato hodnota byla niz§i. Ctrnacty den byla naméfena
signifikantné vyssi aktivita ALP u skupin G1 a K1 v porovnani s Kontrolni skupinou.
Aktivita ALP naméfend 21. den u skupin G10, K5 a K10 byla vyssi nez aktivita ALP
u skupiny D1.

ALP je ranym markerem osteogenni diferenciace MSC. Jeji aktivita
pii osteogenni diferenciaci bun¢k by méla stoupat od 5. do 14. dne. V tomto ¢asovém
intervalu je pfi osteogenni diferenciaci dosazeno maxima v ALP aktivité. Nasledné
bunky dozravaji, dochdzi k poklesu ALP aktivity a k depozici minerald. Pfi kultivaci
bun¢k v médiu bez osteogennich suplementii by mélo dochazet k expresi ALP, ovSem
bez nasledného procesu mineralizace, jelikoz v médiu chybi zdroj anorganického fosfatu,
jakym je B-glycerol fosfat.

Na testovanych vzorcich je patrny nartst aktivity ALP po celou dobu kultivace,
ktera probihala dvacet jedna dni. Za tuto dobu ovSem nebylo u vétSiny vzorkd dosazeno
maxima v aktivit¢ ALP. Maximalni hodnota je pozorovatelnd 7. den na vzorcich D5, 11
a KI1. Stoupajici hodnoty v aktivit¢ ALP jsou pozorovatelné¢ i na vzorku Kontrola,

na ktery nebylo plsobeno diferenciatnimi peptidy. Tyto vysledky naznacuji, ze
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u prasecich MSC kultivovanych na vSech typech vzorkti dochazi k expresi ALP.
K expresi dochéazi i bez jakychkoliv osteogennich suplementli, coZz je pozorovatelné
na vzorku Kontrola. ALP aktivita se po dobu pokusu zvysuje, ale nebylo dosazeno

maxima v jeji aktivite.

2.2.2.4 VIZUALIZACE ADHEZE BUNEK

Adheze prasecich MSC na nosi¢e a chovani téchto bunék v pribéhu tfitydenniho pokusu
bylo sledovano pomoci konfokalni mikroskopie a je zachyceno na obrazcich ¢. 19-31.
V experimentalni dny, tedy 1., 3., 7., 14. a 21. den, byly bunky zafixovdny metanolem
a byly obarveny fluorescencnimi barvivy. Jadra byla nabarvena propidium jodidem,

¢ervena jadra na snimcich, a membranové struktury barvou DiOC6, zelené struktury.

Cely postup viz kapitola Metody.

Obrazek ¢. 19: Skupina D1: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 20: Skupina DS: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 21: Skupina D10: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 22: Skupina I1: Vizualizace prasec¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 23: Skupina I5: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 24: Skupina I10: Vizualizace prasec¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 25: Skupina G1: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 26: Skupina G5: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 27: Skupina G10: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.



Obrazek ¢. 28: Skupina K1: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pum.

Obrazek ¢. 29: Skupina KS5: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 30: Skupina K10: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

- :

Obrazek ¢. 31: Skupina Kontrola: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Na vSech vzorcich, viz obrazky ¢. 19-31, jsou praseci MSC 24 hodin po nasazeni

agregovany dohromady. Jelikoz jsou bunky ve velkych shlucich a prekryvaji se, nebylo
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mozné spocitat plochu bun¢k adherovanych na nosic¢. Pro piedstavu o ploSe bunék 1. den
po nasazeni byly pofizeny snimky pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu,
viz obrazky ¢. 45-57. V priibéhu pokusu prase¢i MSC postupné zaplnily cely nosi¢
konfluentni vrstvou. Od 7. dne lze pozorovat na nosiCich zménu, bunky disagreguji
a jsou na nosi¢ich rozlozeny rovhomérnéji a samostatnéji. Na vSech vzorcich dochazi
k podobnému vyvoji a vyrazny rozdil mezi vzorky neni zaznamenan.

Z PicoGreen testu kvantifikace bunééné DNA vime, Ze hmotnost bunééné DNA
na vzorcich po celou dobu stoupala a mezi jednotlivymi skupinami se piili§ neliSila,
viz grafy ¢. 3 a 4. Pfipadny rozdil v poctu bun¢k na nosi¢ich je tak zplsoben
promyvacimi kroky, které jsou soucasti postupt barveni vzorkii. Ptfi nich mohlo dochazet

k odmyvani bun¢k z povrchu PCL nosice.

2.2.2.5 BARVENI OSTEOKALCINU

Osteokalcin je pozdni marker osteogenni diferenciace, z tohoto diivodu byly vzorky 14.
a 21. den zafixovany formaldehydem a obarveny primarni protildtkou proti osteokalcinu.
Na priméarni protilatku byla navazana sekundarni protilatka, Alexa Fluor 488 na snimcich

z konfokélniho mikroskopu sviti zelené. Jadra byla obarvena propidium jodidem, ktery je

na snimcich €erveny, viz obrazky ¢. 32-44. Cely postup viz kapitola Metody.

Obrazek ¢. 32: Skupina D1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 33: Skupina D5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 34: Skupina D10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosi¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 35: Skupina I1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢ci MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 36: Skupina I5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 37: Skupina I10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek €. 38: G1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC inkubované
na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 39: Skupina G5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 40: Skupina G10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosi¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 41: Skupina K1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 42: Skupina K5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 43: Skupina K10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosi¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 44: Skupina Kontrola: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci
MSC inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 pm.
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Osteokalcin je pozdni marker osteogenni diferenciace. Barveni osteokalcinu
odhalilo povétSinou jeho intracelularni pfitomnost, jak je vidét na obrazcich €. 32-44.
Na vzorku Kontrola, obrazek ¢. 44, je pozorovano nepatrné mnozstvi osteokalcinu 14.
den pokusu, 21. den je pak pozorovano jesté¢ méné osteokalcinu nez 14. den. Vzorek D1,
obrazek €. 32, vykazuje vyrazné vyssi mnozstvi osteokalcinu 14. den pokusu v porovnani
s Kontrolou, 21. den pak toto mnozstvi klesd. Na vzorku D5, obrazek ¢. 33, neni
osteokalcin témét vilbec pozorovatelny, a to ani jeden z testovacich dni. Vzorek D10,
obrazek . 34, vykazuje mensi mnozstvi osteokalcinu 14. den nez vzorek D1, 21. den pak
osteokalcin neni téméi pozorovatelny. Na vzorku I1, obrazek ¢. 35, je pozorovatelné
srovnatelné mnozstvi osteokalcinu s Kontrolnim vzorkem, a to oba testované dny.
Na vzorku IS5, obrazek ¢. 36, je detekovan osteokalcin ve vét§Sim mnozstvi nez na
Kontrole 14. den, 21. den pak osteokalcin neni téméf pozorovan. Na vzorku 110, obrazek
¢. 37, se 14. den osteokalcin nevyskytuje, ale 21. den je pozorovdno vyrazné vétsi
mnozstvi nez na Kontrole. U skupin s pouzitymi peptidy G, obrazky ¢&. 38-40, je
osteokalcin detekovatelny ve vétSim mnozstvi nez na Kontrolnim vzorku oba testované
dny. Vzorek G10, obrazek ¢. 40, vykazuje nejvétsi mnoZstvi osteokalcinu. Skupiny
s pouzitymi peptidy K, obrazky ¢&. 41-43,rovnéz vykazuji pfitomnost osteokalcinu
ve vétsim mnozstvi nez na Kontrole oba testované dny.

Z téchto vysledki jednozna¢né na osteogenni diferenciaci poukazuji vzorky
s pouzitymi peptidy G a K, a to u vSech pouzitych koncentraci. U vzorki s peptidy D a |
dochazi k detekovani vétsiho mnoZstvi osteokalcinu hlavné 14. den. Vyjimkou je skupina
110, na které bylo 21. den pozorovano vyrazné mnoZstvi osteokalcinu a tedy se zda, ze
rovnéz vyssi koncentrace peptidu I podporuje osteogenni diferenciaci prasecich MSC.
Na vzorku Kontrola, na némz nebyly praseci MSC stimulovany k diferenciaci peptidy,

témet nedochézi k produkcei osteokalcinu.

2.2.2.6 SKENOVACi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

V pribéhu 1. a 21. dne experimentu byly praseci MSC na bunécnych nosicich fixovany
glutaraldehydem a nasledné byly pofizovany snimky pomoci skenovaciho elektronového
mikroskopu, cely postup viz kapitola Metody. Z téchto snimkd, viz obrazky ¢. 45-57,
bylo mozné zjistit, jak vypadaly prase¢i MSC 1. den po nasazeni. Tyto snimky jsou
cenné, jelikoz z vizualizace adheze bunék nebylo mozné spocitat plochu bunék 1. den.
Dvacaty prvni den byly potizeny snimky proto, aby se porovnaly prase¢i MSC z prvniho

a posledniho dne experimentu.
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Obrazek ¢. 45: Skupina D1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosic¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.

Obrazek ¢. 46 Skuplna DS5: Prase¢i MSC 1nkubovane na PCL nosici. Snlmek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.

Obrazek ¢. 47: Skupina D10 Prase01 MSC 1nkubovane na PCL nosiéi. Smmek porlzen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 48: Skupina I1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.

Furfaomens i narosee

Obrazek ¢. 49: Skupina IS: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 50 Skupma 110 Prase MSC 1nkubovane na PCL nosiéi. Snlmek poftizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 51: Skupina G1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.

Obrazek ¢. 52: Skupina GS: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.

& -

SERY HV. TLE WY WL L e | % H- d { VEGAT TESCAN
aca Om BE ¥ i BE

BEN WAAG 38 ¥ BN MAG L x SarfirTENL P N NATGESIE N = EEW MG b x Farfamecs i Naraggaes

Obrazek ¢. 53: Skupina G10: Praseci MSC inkubované na PCL nosic¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 54: Skupina K1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 55: Skupina KS: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 56: Skupina K10: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 57: Skupina Kontrola: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek
pofizen skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.

Ze snimkl potfizenych 1. den je patrné, Ze na bunéénych nosi¢ich dochézi
k roztahovani buné¢k, viz obrazky ¢. 45-57. Buiiky za 24 hodin od nasazeni zménily svij
tvar z kulovitych, neadherovanych bunck, na buniky roztazené, zaujimaji tvar
fibroblastového typu. Buiiky spolu na nosi¢ich agreguji. Nejlepsi roztazeni bylo 1. den
docileno na vzorcich s pfidanymi diferenciaénimi peptidy D, G, K, viz obrazky ¢. 45-47
a obrazky ¢. 51-56, u vSech testovanych koncentraci a na vzorku Kontrola, obrazek ¢. 57.
Bunky na skupinédch s pfidanym peptidem I, viz obrazky ¢. 48-50, vykazuji odliSnou
bunécnou morfologii, buiiky jsou uzsi a celkové mensi, ne tolik roztazené.

K 21. dni bunécné kultivace jsou bunécné nosi¢e u vsech testovanych skupin
konfluentné porostlé vrstvou bunék. To naznacuje, ze nanovldkenny PCL nosi¢ je
vhodny pro bunécnou kultivaci. Zarovenn nebyl pozorovan ziejmy rozdil mezi vzorky
s peptidy a vzorkem Kontrola. Vzorky s ptidavkem peptidu I, obrazky ¢&. 48-50,
vykazovaly 21. den jiZ shodné bunécné chovani jako ostatni skupiny. Buiiky se zejména
21. den jevi na nosicich potrhané ¢i popraskané. Tento jev byl nejspiSe zplsoben

pfi procesu fixace a nasledné manipulace se vzorky.

2.2.3 VLIV DIFERENCIACNICH PEPTIDU PRIDANYCH VOLNE DO BAZALNIHO MEDIA

S OSTEOGENNIMI SUPLEMENTY
V dal$im pokusu, pfi némz byl zjistovan efekt plisobicich diferenciacnich peptidi, byly
prase¢i MSC kultivovany v bazdlnim médiu slozeném z MEM, 10% FBS,
1% Penicilin/Streptomycin a s pfidavkem osteogennich suplementd, tedy 100 nM

dexamethasonu, 100 nM B-glycerol fosfatu a 40 pg/ml askorbét-2-fosfatu. Bunky byly
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inkubovany na PCL nosi¢i, vyrobeném metodou elektrostatického zvlaknovani po dobu
dvaceti jedna dni.

Pojmenovani testovanych skupiny viz tabulka ¢. 5. Kontrolni skupiny byly
v tomto pokusu zvoleny dvé. Vzorek s nazvem Kontrola jsou prase¢i MSC inkubované
v bazdlnim médiu bez piidavku osteogennich suplementii a s nulovou koncentraci
diferenciacnich peptidi. Skupina s oznaenim ,,K dif*“ jsou praseci MSC inkubované
v bazdlnim médiu s pfidavkem osteogennich suplementli a s nulovou koncentraci

diferenciacnich peptidu.

2.2.3.1 KVANTIFIKACE OBSAHU BUNECNE DNA

Ve stejné dny, kdy probihalo méteni metabolické aktivity bunék pomoci MTS testu, byl
provadén na stejnych nosi¢ich PicoGreen test na kvantifikaci obsahu bunécné DNA
na vzorcich. Cely postup je popsédn v kapitole Metody, hodnoty jsou zaznamenany

v grafech ¢. 10 a 11.
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Graf ¢. 10: Hmotnost DNA: Naméfené hodnoty hmotnosti bunééné DNA na vzorcich s pfidanymi peptidy
D al v porovnani s K dif a Kontrolou. Méfeno pomoci PicoGreen testu.
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Graf ¢. 11: Hmotnost DNA: Naméfené hodnoty hmotnosti bunééné DNA na vzorcich s pfidanymi peptidy
G a K v porovnani s K dif a Kontrolou. Méfeno pomoci PicoGreen testu.

Z grafii ¢. 10 a 11 vyplyva, Ze méfeni probihajici 1. den neodhalilo statisticky
vyznamné rozdily v naméfenych hodnotich hmotnosti bunééné DNA mezi vzorky.
Signifikantné vys$i hmotnost byla naméfena 3. den u skupiny K5 v porovnani se
skupinami I1, 110 a Kontrola. Skupiny G1, G5, G10, K1 a K dif obsahovaly 3. den
meéfeni signifikantné vic bunééné DNA nez skupina Kontrola. Méfeni provadéna 7.
a 14. den byla bez statisticky vyznamnych rozdild v hmotnosti mezi vzorky.
Signifikantn€ vy$$i hodnota hmotnosti bunééné DNA byla naméfena 21. den u skupiny
K dif v porovnéni se skupinami G5 a K1. Skupina K10 vykazovala signifikantné vyssi
hmotnost v porovnani se skupinou K1 pro 21. den méteni.

Na vSech vzorcich doSlo k naristu v hmotnosti bunééné DNA s vrcholem
pozorovatelnym 3. den, pficemz k vyraznéjSimu nartstu doslo na vzorcich inkubovanych
s pridavkem osteogennich suplementi. Hmotnost bunééné DNA se pohybuje v rozmezi
9,398395v - 12,39368 ng/ml. Signifikantn€¢ vyznamny rozdil v narGstu hmotnosti
ke 3. dni neni pozorovatelny mezi vzorky inkubovanymi s diferencia¢nimi peptidy
a vzorkem K dif, ktery byl inkubovan bez ptfidavku diferenciacnich peptidl. Pfitomnost
osteogennich suplementl tedy vedla k vyssi proliferaci bun¢k.

V pribéhu od 3. do 7. dne doslo k vyraznému poklesu v naméfené hmotnosti
bunécné DNA na vzorcich, hmotnost se pohybuje v rozmezi 7,233985 ng/ml - 8,803836
ng/ml. Od 7. dne az do konce pokusu hmotnost bunééné DNA na vzorcich mirn¢€ klesala,
nejniZs§i hodnota, viz graf €. 11, byla 21. den namétena u skupiny G10, a nebo se drZela

zhruba na stejné hodnoté. Nejvyssi hodnota byla 21. den u skupiny K dif. Z porovnani
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grafii ¢. 3 a 4 s grafy ¢. 10 a 11 je vidét, Ze hodnota hmotnosti 3. den piesahla hodnoty
hmotnosti bunééné DNA z 21. dne u grafii ¢. 3 a 4. Pouzivané prase¢i MSC jsou primarni
bunky, u kterych funguje kontaktni inhibice. V pribehu 3. dne tak nejspis bylo dosazeno
maximalniho poctu bunék na nosi¢ich a od tohoto dne pak dochédzelo na vzorcich
k bunééné smrti v duasledku regulace poctu bunc¢k na nosiCich. Zaroven tento trend
podporuje domnénku, ze na nosic¢ich byla zahéjena rand osteogenni diferenciace, ktera

vrcholi v dobé od 1. do 4. dne po nasazeni bun¢k.

2.2.3.2 TEST METABOLICKE AKTIVITY
Metabolicka aktivita bunék byla méfena pomoci MTS testu 1., 3., 7., 14. a 21. den
experimentu. Postup a princip testu je popsan v kapitole Metody. Hodnoty jsou uvedeny

v grafech ¢. 12 a 13.
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Graf ¢. 12: Metabolicka aktivita bunék: Naméfené hodnoty metabolické aktivity na vzorcich s pfidanymi
peptidy D a I v porovnani s K dif a Kontrolou. Méfeno MTS testem.
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Graf ¢. 13: Metabolicka aktivita bunék: Naméfené hodnoty metabolické aktivity na vzorcich s pfidanymi
peptidy G a K v porovnani s K dif a Kontrolou. Mé&feno MTS testem.

Z grafii €. 12 a 13 vyplyvé, ze staticky vyznamné vys$$i hodnoty metabolické
aktivity byly naméteny 1. den u bunék inkubovanych na skupinach 15 a K1 v porovnani
se skupinou G10. Hodnoty metabolické aktivity byly 3. den staticky vyssi na skupinach
D1, D10, 11, G1, K5 a K dif v porovnani s Kontrolou. Statisticky vys$i hodnota
metabolické aktivity bun¢k byla naméfena 7. den na skupin¢ D5 v porovnani se
skupinami D1, G1, K1 a Kontrolou. Hodnoty metabolické aktivity 7. den byly naméfeny
signifikantné vyssi u skupin D5, D10, I1, I5, G10 a K5 v porovnani se skupinou G1. Dale
byly 7. den naméfeny signifikantné¢ vys$si hodnoty metabolické aktivity u skupin D5
a D10 v porovnani se skupinou K1 a také hodnoty naméfené u skupin D5, D10 a IS byly
signifikantné vyssi neZ hodnota metabolické aktivity zméfena na Kontrolni skupiné.

Z graft ¢. 12 a 13 plyne, Ze hodnota metabolické aktivity méfend 14. den byla
u u skupiny I1 signifikantné niz$i, nez hodnoty namétené na vSech ostatnich testovanych
vzorcich. Dale byly 14. den naméfeny  statisticky vyS§i  hodnoty
u skupin D10, 110, G1 a K dif v porovnani s hodnotami ze skupin D1, G5, G10, K1, K5,
K10 a Kontrolou. Metabolickd aktivita 14. den naméfend u skupiny D10 byla
signifikantnd vy$§i nez hodnota u skupiny I5. Ctrnacty den byla také naméfena
signifikantné¢ vySs§i hodnota absorbance u skupiny D5 v porovnani se skupinami G5
a K10. V neposledni fad¢ byla i hodnota u skupiny I5 signifikantn€ vyss$i neZz zméfena
metabolickda aktivita bunék u skupiny GS5. Posledni, tedy 21. testovaci den byla
signifikantné vyssi hodnota metabolické aktivity naméfena na skupiné DS v porovnani se

skupinami D10 a I5. Signifikantn€ nejvyssi hodnota metabolické aktivity byla 21. den
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naméfena na skupiné Kontrola. Tato hodnota byla vys§i v porovnani se vSemi
testovanymi vzorky.

Metabolicka aktivita u vSech testovanych skupin vrcholi 3. nebo 7. den, viz grafy
¢. 12 a 13. Nasledn¢ je patrny pokles hodnot absorbance u vSech testovanych skupin.
K poklesu metabolické aktivity bunék doslo v dasledku jejich snizujiciho se poctu
na bunécnych nosicich, jak je vidét z grafa ¢. 10 a 11. Maxima v hodnotach absorbance
je dosazeno u vétSiny vzorkl 3. den, tedy ve stejny den, kdy bylo dosazeno vrcholnych
hodnot taktéZ v hmotnosti bunééné DNA.

V pribéhu do 7. dne lze pozorovat vyssi hodnoty metabolické aktivity u bunék
kultivovanych s pfidavkem osteogennich suplementti, na Kontrole inkubované
bez ptidanych suplementl nejsou patrné tak vysoké hodnoty, viz graf ¢. 12 a 13. Toto
zjisténi vede k domnénce, ze ptidavek osteogennich suplementd, nikoliv diferenciacnich
peptidl, by mohl podporovat metabolickou aktivitu bunék. Pro 21. den pak byla
naméiena metabolicka aktivita bunék u Kontrolni skupiny nejvyssi ze vSech vzorkd.

Hodnoty absorbance zméiené v MTS testu, uvedené v grafech €. 5 a 6, nepfesahly
po celou dobu experimentu hodnotu absorbance 0,5. Zaroveni jsou hodnoty uvedené
v grafech ¢. 12 a 13 u Kontrolniho vzorku srovnatelné se vzorkem Kontrola v grafech
¢. 5 a 6. Hodnoty absorbance u vzorkt s osteogennimi suplementy byly naméfeny i okolo
hodnoty absorbance 0,75. Tento fakt pfispiva k domnénce, Ze piidavek osteogennich

suplementil vedl ke zvySeni absorbance.
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Graf €. 14: Podil absorbance ku hmotnosti bunééné DNA: Graf vytvofeny z naméfenych hodnot
PicoGreen a MTS testu ukazujici metabolickou aktivitu pfipadajici na jednu butiku.

Graf ¢. 14 ukazuje metabolickou aktivitu pfipadajici na jednu buiku. Hodnoty
jsou normovany na 1. den. Graf byl vytvofen podélenim hodnot metabolické aktivity
uvedenych v grafech ¢. 12 a 13, hmotnostmi bunééné DNA uvedenymi v grafech ¢. 10
a 11. Z grafu €. 14 je patrné, Ze maximalnich hodnot metabolické aktivity bylo dosazeno
7. den, tedy Ctyii dny po poklesu poctu bun€k na nosi¢ich. Od 7. dne pak klesala
metabolicka aktivita u bun¢k kultivovanych na vSech typech vzorkd, kromé skupiny G1,
ktera dosahla maximalni hodnoty az 14. den a nasledné¢ klesla k 21. dni nejméné ze vSech
skupin. Klesajici trend metabolické aktivity byl s nejvétsi pravdépodobnosti zplsoben
velkym odumirdnim bun€k na nosi¢ich. Zbytky mrtvych bunék na nosicich zlstavaji
do konce experimentu a nejsou odstranény tak, jako by k tomu doslo v in vivo prostiedi,

coZ ma negativni vliv na okolni Zivé bunky.

2.2.3.3 AKTIVITA ALKALICKE FOSFATAZY
Princip méfeni aktivity ALP a postup piipravy vzorkd je popsan v kapitole Metody.
Meéfeni probihalo na shodnych vzorcich jako MTS a PicoGreen test. Namétené hodnoty

absorbance jsou uvedeny v grafech ¢. 15 a 16.
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Graf ¢. 15: Aktivita ALP: Naméfené hodnoty aktivity ALP na vzorcich s pfidanymi peptidy D a I
v porovnani s K dif a Kontrolou.
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Graf ¢. 16: Aktivita ALP: Namétené hodnoty aktivity ALP na vzorcich s pfidanymi peptidy G a K
v porovnani s K dif a Kontrolou.

Nameétené hodnoty absorbance z 1. dne jsou signifikantné vyssi u skupin D5, 15
a K5 v porovnani se skupinou D1, jak je vidét na grafech €. 15 a 16. Signifikantné vyssi
hodnota absorbance byla naméfena 7. den u skupiny K5 v porovnani s Kontrolni
skupinou. Signifikantné vyznamnégj$i hodnota absorbance byla naméfena 14. den
u skupin D10 a I10 v porovnani se skupinou I5. V pribéhu 14. a 21. dne méfeni byla
zjisténa statisticky vyznamné vysSi hodnota absorbance u vSech vzorkt v porovnani
s Kontrolou. Dale byla 21. den naméfena signifikantné vys$$i hodnota asborbance

u skupin D1 a K5 v porovnani se skupinami I1, I5, G1 a K10. Ve stejny den byla hodnota
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absorbance u skupiny D5 signifikantné vys$i nez hodnota u skupiny I1. V neposledni
fadé¢ byla 21. den zjisténa statisticky vyS$i hodnota absorbance u skupiny D10
v porovnani se skupinami I1, G1 a K10.

Z prub¢hu absorbanci uvedenych v grafech ¢. 15 a 16, namétenych pfti zjistovani
aktivity ALP, jsou pozorovatelné celkové vyssi hodnoty absorbance na vzorcich
inkubovanych s pfidavkem osteogennich suplementi. Hodnota absorbance u skupiny
Kontrola je od 14. dne signifikantné nizsi. Aktivita ALP u prase¢ich MSC vykazuje
vrcholové hodnoty u vétSiny vzorki 7. a nebo 14. den inkubace. K 21. dni aktivita mirné
klesa. Toto naznaCuje, ze na bunénych nosi¢ich probihd rana faze osteogenni
diferenciace, jelikoz aktivita ALP dosahla v pribéhu pokusu maximalnich hodnot
po nichz nasledoval pokles absorbance. Aktivita ALP u vzorki stoupé az do 7. a nebo 14.
dne a to 1 pfes fakt, Ze PicoGreen test, viz grafy ¢. 10 a 11, poukazuje na sniZujici se
pocet bun¢k na nosi¢ich po 3. dni kultivace.

V porovnani s grafy ¢. 8 a 9, tedy s daty ziskanymi z pokusu pii némz byly
prase¢i MSC inkubovany bez osteogennich suplementt, je vidét celkové nizsi hodnoty
absorbanci a to 1 pfes to, ze vtomto pokusu nebylo dosazeno maximalnich hodnot.
Dlvodem je nepfitomnost osteogennich suplementli, které osteogenni diferenciaci
praseCich MSC vyrazné napomadhaji. Statisticky vyznamny rozdil mezi hodnotami
naméefenymi na vzorcich inkubovanych s ptidavkem diferenciacnich peptida a na vzorku
K dif, tedy snulovou koncentraci peptidli, naméfen nebyl. Vzorky inkubované
s diferenciaénimi peptidy vSak vykazovaly od 7. dne rozdilné chovéni, jak vypovidaji
namétfené hodnoty absorbance.

U peptidu D, odvozeného z kolagenu I, je dosazeno maximalni hodnoty ALP
pouze u skupiny s nejvyssi koncentraci peptidu, tedy D10. U peptidu I odvozeného
zkolagenu III bylo dosaZzeno maximalnich hodnot az 14. den kultivace, nastup
osteogenni diferenciace je zde tedy pozvolnéjsi. Skupina G1 dosahla maximalni hodnoty
az 14. den, avSak skupiny G5 a G10 jiz 7. den, coz naznacuje, ze zvysujici se koncentrace
peptidu odvozeného z BMP-7 ma vliv na osteogenni diferenciaci. Peptid K, odvozeny
z BMP-2, vykazoval maximalni hodnoty jiz pfi 7. dni kultivace, byla zde tedy zahdjena
rané faze osteogenni diferenciace diive, a to u vSech testovanych koncentraci peptidu K.
U skupiny K dif bylo dosaZeno maximalni hodnoty v aktivit¢ ALP 7. den a poté byl

pozorovan pouze nepatrny pokles v jeji aktivité.
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2.2.3.4 VIZUALIZACE ADHEZE BUNEK

V prubéhu tfitydenniho pokusu byla sledovana adheze, roztazeni a chovani prasecich
MSC na nosicich pomoci konfokalni mikroskopie. V experimentalni dny, tedy 1., 3., 7.,
14. a 21. den, byly buiikky zafixovany metanolem a nésledné obarveny fluorescencnimi
barvivy. Jadra jsou obarvena propidium jodidem a sviti ¢erven¢, membranové struktury

jsou zelené, byly obarveny barvou DiOC6, snimky jsou na obrazcich ¢. 58-71. Cely

postup ptipravy vzorki je popsan v kapitole Metody.

Obrazek ¢. 58: Skupina D1: Vizualizace praseich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 um.

103



Obrazek ¢. 59: Skupina DS: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 60: Skupina D10: Vizualizace prasecich MSC ikubovan}'/ch na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 61: Skupina I1: Vizualizace prasecich MSCinkbovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 62: Skupina IS: Vizualizace prasec¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 63: Skupina I10: Vizualizace praseC¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

"

Obrazek ¢. 64: Skupina G1: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 65: Skupina G5: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Obrazek ¢. 66: kupina G10: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 67: Skupina K1: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

' . . LSt
Obrazek ¢. 68: Skupina KS5: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 um.
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Obrazek ¢. 69: Skupina K10: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

& R k.

Obrazek ¢. 70: Skupina K dif: Vizualizace prasecich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescencnich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.
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Obrazek ¢. 71: Skupina Kontrola: Vizualizace prase¢ich MSC inkubovanych na PCL nosi¢ich pomoci
fluorescenénich barev propidium jodid a DiOC6. Velikost mérky je 200 pm.

Na vSech nosicich s pouzitym osteogennim médiem je pozorovan shodny pribéh
vyvoje bunéfného chovani, viz obrazky ¢. 58-71. Builky jsou 1. den po nasazeni
na bunéénych nosi¢ich agregovany do shlukii. Nebylo tedy mozné spocitat jejich plochu,
ta je ovSem pozorovatelnd na snimcich pofizenych ze skenovaciho elektronového
mikroskopu, viz obrazky ¢. 86-99. Buiiky jsou na nosi¢ich agregovany i v pribéhu
3. dne, kdy je na nosi¢ich pozorovan nejvétsi pocet bunék, které jsou po vétSinou
v konfluentni vrstvé. Od 7. dne pak dochézi k postupnému poklesu v poctu praseich
MSC na nosi€ich, coz je ve shod¢ s vysledky PicoGreen testu, viz garfy ¢. 10 a 11.
Od 7. dne rovnéz dochéazi k segregaci bun¢k, které i pfes nizsi pocet zapliuji celou
plochu bunécéného nosice. V pribéhu 14. a 21. dne se na snimcich objevuje znacné
mnozstvi obarvenych membranovych struktur v prostfedi okolo bun¢k. To mohou byt
sekretované matrixové vacky, které se objevuji v procesu mineralizace ECM. Na vzorku
Kontrola, viz obrazek ¢. 71, je pozorovano rozdilné bunééné chovani od 3. dne, pocet
bunék na nosicich neklesa tak vyznamné jako na ostatnich vzorcich, 14. a 21. den pak
nejsou témet pozorovany membranove struktury vné bunek. I v pribehu 21. dne se zda,

ze bunky jsou vice agregovany, nez na zbyvajicich nosicich.
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2.2.3.5 BARVENI OSTEOKALCINU

V pribéhu experimentu byl 14. a 21. den barven osteokalcin, coz je pozdni marker
osteogeneze. Cely postup je popsan v kapitole Metody. Na snimcich je zelené zachycen
osteokalcin, ktery je barven primdrni protilatkou proti osteokalcniu a sekundarni

protilatkou Alexa Fluor 488. Cervené jsou pak na snimcich zachycena jadra obarvena

fluorescencni barvou propidium jodid, viz obrazky ¢. 72-85.

Obrazek ¢. 72: Skupina D1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 73: Skupina DS: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.



Obrazek ¢. 74: Skupina D10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 75: Skupina I1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci MSC
inkubované na PCL nosi¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 76: Skupina IS: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 77: Skupina 110: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 78: Skupina G1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 79: Skupina G5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 80: Skupina G10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 81: Skupina K1: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosi¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 82: Skupina K5: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosici. Velikost mérky je 50 um.
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Obrazek ¢. 83: Skupina K10: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 84: Skupina K dif: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Prase¢i MSC
inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 um.

Obrazek ¢. 85: Skupina Kontrola: Barveni osteokalcinu, vlevo 14. den, vpravo 21. den. Praseci
MSC inkubované na PCL nosic¢i. Velikost mérky je 50 pm.
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Na vzorku K dif, viz obrazek €. 84, je 21. den pozorovatelny osteokalcin, 14. den
vSak ne. Na vzorku Kontrola, obrazek ¢. 85, je velmi malo pozorovatelny osteokalcin
14. den, 21. den pak osteokalcin neni témét vibec pfitomen. Na vzorku D1, obrazek ¢.
72, je pozorovatelné shodné, avSak nepatrné mnozstvi osteokalcinu 14. 1 21. den pokusu.
Pti zvysujici se koncentraci peptidu je pak na vzorcich D5 a D10, obrazky ¢. 73 a 74,
pozorovano vyrazné mnozstvi osteokalcinu 21. den. Pribéh na vzorcich D5 a D10 je
shodny se vzorkem K dif, obrazek ¢. 84. Na vzorcich I1 a I5, viz obrazky ¢. 75 a 76, je
pozorovan osteokalcin ve vyS$Sim mmnozstvi nez na vzorku K dif oba testované dny.
Na vzorku 110, obrazek ¢. 77, je pozorovan osteokalcin rovnéz oba testované dny, je ho
zde nepatrné méné nez u skupin I1 a I5. Na vzorcich G1 a G5, obrazky ¢. 78 a 79, je
osteokalcin ve vétsim mnozstvi nez na vzorku K dif oba testované dny. Na vzorku G10,
obrazek €. 80, je pak 14. den osteokalcinu méné€ nez na vzorcich G1 a G5, ovSem 21. den
je jiz osteokalcin pfitomen ve vy$Sim mnozstvi. Na vzorcich s peptidy Ku vsech
pouzitych koncentraci, obrazky ¢. 81-83, je v oba testované dny pozorovano jen nepatrné
mnozstvi osteokalcinu, srovnatelné s Kontrolnim vzorkem, obrazek ¢. 85.

Ze ziskanych hodnot je patrné, Ze peptidy I a G v pfitomnosti osteogennich
suplementt podporuji nejvice osteogenni diferenciaci praseCich MSC. Osteokalcin byl
na vzorcich pifitomen ve vyS$im mnozstvi nez na vzorku K dif. Shodné mnozstvi
osteokalcinu jako na vzorku K dif bylo na vzorcich D5 a D10. Vzorek D1 a pak vSechny
vzorky s pouZitym peptidem K vykazovaly témét nulové mnozZstvi osteokalcinu, coz je

shodny trend s pribéhem na vzorku Kontrola.
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2.2.3.6 SKENOVACi ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

Buniky na bunéénych nosicich byly 1. a 21. den experimentu fixovany glutaraldehydem
a pozorovany na skenovacim elektronovém mikroskopu, viz obrazky ¢. 86-99. Postup je
popsan v kapitole Metody.
1. den S §
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Obrazek ¢. 86: Skupina D1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosic¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 87: Skupina D5: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 88: Skupina D10: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 89: Skupina I1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 90: Skupina I5: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 91: Skupina 110: Prase MSC mkubovane na PCL nosici. Smmek porlzen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 92: Skupina G1: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 93 Skupma G5 Prasem MSC 1nkubovane na PCL nosici. Snlmek potizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 94: Skupina G10: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.
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Obrazek ¢. 96: Skupina KS: Praseci MSC inkubované na PCL nosici. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 97: Skupina K10: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 98: Skupina K dif: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek pofizen
skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 um.
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Obrazek ¢. 99: Skupina Kontrola: Prase¢i MSC inkubované na PCL nosi¢i. Snimek
pofizen skenovaci elektronovou mikroskopii. Velikost mérky je 100 pm.

121



Snimky potizené 1. den ukazuji vybornou adhezi prase¢ich MSC na bunécny
nosi¢. Bunky na nosiich agreguji a jsou roztazené, viz obrazky ¢. 86-99. Nejvétsi
agregaty jsou pozorovatelné u skupin D10, IS5, I10 a u vSech skupin s pouzitymi peptidy
G a K, viz obrazky ¢. 88, 90-97. Snimky u skupin D1, D5, I1 a K dif, viz obrazky ¢. 86,
87, 89, 98, ukazuji mensi bunééné agregaty. Z toho plyne, ze piidavek vyssi koncentrace
peptida D a I a pridavek peptidit G a K o vSech testovanych koncentraci ptispiva k adhezi
a roztazeni bunck. Na skupin€¢ Kontrola, obrazek ¢. 99, jsou pozorovatelné vyraznéjsi
agregaty nez na zbylych vzorcich, tedy pridavek osteogennich suplementi ma vliv
na adhezi a roztazeni bun¢k 24 hodin po nasazeni.

Snimky potizené 21. den experimentu ukazuji plné konfluentni vrstvy prasecich
MSC na bunéénych nosicich u vSech skupin. Na skupindch s peptidy G a K je vidét
krystalové struktury na povrchu bun€k, coz by mohl byt deponovany hydroxyapatit
a nebo matrixové vacky, viz obrazky ¢. 92-97. Krystalkli je mén¢ na skupinéach s peptidy
D a I a na skupiné K dif, viz obrazky ¢. 86-91 a 98. Na skupiné Kontrola, obrazek ¢. 91,
se nevyskytuji zaddné krystalky a povrch bunék se jevi hladky. Ztoho je patrné,

ze ptidavek peptidi G a K vede k navozeni osteogenni diferenciace.
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DISKUZE

Interakce ECM s bunéénymi receptory piimo ovliviiuje bunécné chovani. Inkorporace
proteintit ECM, a nebo z nich odvozenych sekvenci mtize vést k diferenciaci MSC. Takto
vytvotfeny biomimeticky nosi¢ by mohl mit potencidl ovlivnit osteogenni diferenciaci
MSC po implantaci nosice v misté defektu.

Na zaklad¢ vyse zminéné hypotézy byl stanoven cil prace. Cilem bylo ovéfit,
zda diferenciacni peptidy odvozené z proteini ECM maji vliv na adhezi, proliferaci,
viabilitu a osteogenni diferenciaci praseCich MSC. Sekvence diferenciacnich peptidi
byly vybrany na zéklad€¢ clankt vénujicich se vlivu téchto peptidi na osteogenni
diferenciaci. Zkoumanych peptidovych sekvenci s vlivem na osteogenni diferenciaci je
mnoho, viz tabulka ¢. 1. Pro tuto praci byly vybrany ¢tyii typy proteint a to kolagen I,
kolagen III, BMP-7 a BMP-2. Z nich odvozené aminokyselinové sekvence byly poporadé
DGEA (D), IAGVGGEKSGGF D, GQGFSYPYKAVFSTQ (G)
a KIPKASSVPTELSAISTLYL (K). Tyto sekvence se jevi mit nejlepsi potencidl
k indukeci osteogenni diferenciace MSC.

Studie zabyvajici se vlivem diferenciacnich peptidi na osteogenni diferenciaci
maji rizné nastaveny podminky experimentii. Napiiklad existuje studie, ktera voli
inkubaci jenom né¢kterych peptidit v bazalnim médiu, jmenovit¢ RGD peptidu. Zbylé
peptidy jako je peptid D inkubuji v bazalnim médiu s osteogennimi suplementy [91]. Jiné
studie zkoumaji vliv diferenciatniho peptidu G pouze v médiu s osteogennimi
suplementy [82, 105]. Tim padem nelze fict, zda samotny peptid bez piidavku
osteogennich suplementi ma vliv na bunéfnou diferenciaci. Daéle existuji studie
zkoumajici vliv peptidii na zlepSeni funkce kultivovanych osteoblastii. Z téchto studii
vSak nelze posoudit vliv peptidu na inicidlni osteogenni diferenciaci MSC [84, 89, 101].
Dalsi studie se zabyvaji osteogenni diferenciaci peptidii s aminokyselinovou sekvenci
RGD a GFOGER [86, 90, 91]. Jiné studie se vsSak zabyvaji vlivem stejnych
aminokyselinovych sekvenci na chondrogenni diferenciaci MSC
[95, 96, 98]. Dale existuje studie, kterd se zabyva efektem peptidi D a K pfi inkubaci
MSC na hydroxyapatitovém substratu, ktery ma také vliv na osteogenezi [75, 102].

Pro uspésné detekovani skute¢ného diferenciaéniho potencidlu peptidd byly
pokusy nastaveny tak, ze peptidy byly inkubovény s prase¢imi MSC nejprve v bazalnim

médiu. Samotné bazalni médium by nemélo podporovat diferenciaci bunék. Nasledné
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byly provadény experimenty, pii nichz byly peptidy inkubovany s ptidavkem
diferenciacnich peptidd do bazdlniho média s osteogennimi suplementy. Na zakladé
téchto pokusti bylo mozné porovnat efektivitu diferenciacnich peptidii a zaroven fici,
zda ptitomnost diferenciacnich peptidi v bazdlnim médiu s pfidavkem osteogennich
suplementii méla odlisny efekt od pridani peptidi do samotného bazalniho média.

Prase¢i MSC byly kultivovany na PCL nosi¢ich vyrobenych metodou
elektrostatické¢ho zvlaknovani po dobu dvaceti jedna dni. V tomto Case jiz lze stanovit,
zda dochézi k osteogenni diferenciaci. Pro ovéfeni vlivu diferenciaéniho potencialu byly
MSC inkubovany s rOznymi koncentracemi diferenciacnich peptidid. Vybrané
koncentrace byly 1, 5 a 10 pg/ml kultivaéniho média. Tato mnozstvi byla zvolena, jelikoz
by méla mit potencidl navodit osteogenni diferenciaci a zaroven nejsou
suprafyziologické. Testovdna byla nejen bunécné diferenciace, ale také adheze, viabilita
a proliferace prasecich MSC.

PCL nosi¢ byl vybran, protoze nepodporuje bunéénou diferenciaci. Zaroven je
tento material biokompatibilni a buiky na néj adheruji ve vysokém poctu. Metoda
elektrostatického zvlaknovani byla pouzita k vyrob¢é nanovldkennych PCL bunéénych
nosicl. Primér vlaken PCL nosi¢e se pohyboval v rozmezi 110 nm - 1,485 um, viz graf
¢. 1. Raznorodost povrchu nosi¢e je optimalni. Buiniky na takovy nosi¢ adheruji
ve vysoké mife [106]. Dale je toto rozmezi tloustky vlaken u PCL nosic¢e vyhodné,
jelikoZ ptitomnost nanostruktur napodobuje ECM a nanokrystalky hydroxyapatitu [79].
Pfitomnost mikrostruktur pak nosi¢ vyztuzuji.

Odhad velikosti porii stanovil, Ze nejbéznéji se v PCL nosi¢i vyskytuji pory
s polomérem 319 nm. S ur¢itou pravdépodobnosti se také vyskytuji pory az s velikosti
poloméru 10 pum. Vyrobeny mikroporézni nosi¢ je odolny, mensi pory nesniZuji
mechanickou odolnost nosice tolik jako pfitomnost makroporti [80]. Pory ptitomné
na dvouvrstevném PCL nosi¢i neumoziiuji bunkdm penetrovat do hloubky nosice.
Penetrace je mozna az pti vyskytu pért s polomérem nad 60 pm [107]. Bunky tak
po celou dobu zistavaji na povrchu nosice, kde maji dostatecny pfisun zivin.

Kontaktni uhel u vyrobené PCL vrstvy byl naméfen v hodnoté 82,61° + 21,35°,
Tato hodnota udava, ze vyrobeny PCL nosi¢ je hydrofobni. Hranice urcujici zda je nosic¢
hydrofilni, a nebo hydrofobni je 65°. Vyss§i hydrofobicita nosi¢e je vyhodna, jelikoz
na hydrofilnich nosicich je problém s inicidlni bunécnou adhezi a to 1 pfes to, Ze nosic¢
by byl biokompatibilni. Na povrchové skupiny nosice se totiz pfednostné navazuji

molekuly vody, které tak zabranuji buné¢né adhezi.
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V ptipad¢ inkubace prase¢ich MSC na PCL nosi¢i v bazalnim médiu s piidavkem
diferenciacnich peptidd dochézelo k proliferaci buné¢k u vSech skupin. To udavaji
vysledky z PicoGreen testu, viz grafy ¢. 3 a 4. Obsah bunééné DNA stoupal u vSech
testovanych skupin po celou dobu experimentu. Vzhledem ke shodnym hodnotdm
Kontroly se skupinami inkubovanymi s diferenciatnimi peptidy mohu usuzovat,
ze ptidavek peptidi do média nema vliv na bunécnou proliferaci. Toto zjiSténi se shoduje
s vysledky studii zabyvajicich se vlivem peptidu D a I na proliferaci MSC. Vliv
na zlepSeni proliferace MSC rovnéz nebyl prokazan [83, 91, 99].

V ptipadé¢ inkubace prasec¢ich MSC s piidavkem rizné koncentrace peptidi
v bazdlnim médiu s osteogennimi suplementy dochéazelo k nartistu v obsahu bunécné
DNA u vSech vzorkl pouze do 3. dne, viz graf ¢. 10 a 11. Po 3. dni hmotnost bunécné
DNA na nosicich klesala. Jelikoz maximum v po¢tu bun€k do 4. dne kultivace je
charakteristické pro osteogenni diferenciaci, nejspi§ zde byla zahdjena osteogenni
diferenciace. Signifikantni rozdily v obsahu bunééné DNA nebyly mezi skupinami
pozorovany. Z toho plyne, ze pfidavek diferencianich peptidii nema vliv na bunécnou
proliferaci ani v ptipadé€, kdy dochézi k inkubaci bun€k v bazalnim médiu s osteogennimi
suplementy.

Vizualizace bun€k inkubovanych na PCL nosi¢i byla provedena konfokalni
mikroskopii. Obrazky ¢. 19-31 byly pofizeny pro skupiny inkubované v médiu
bez ptidavku osteogennich suplementli. Buiikky na vSech nosicich po celou dobu pokusu
proliferuji. Toto pozorovani je ve shod¢ s vysledky z PicoGreen testu, viz grafy ¢. 3 a 4.
Bunééné agregaty jsou patrné do 3. dne. V prubéhu 14. a 21. dne je vidét, ze bunky
na nosi¢ich disagreguji a tvofi konfluentni vrstvy. Rozdily mezi skupinami nebyly
pozorovany.

Snimky pofizené pii inkubaci bunc¢k v bazidlnim médiu s osteogennimi
suplementy, viz obrazky ¢. 58-71, ukazuji maximalni pocet bun€k 3. den po nasazeni.
Nésledné dochézi na nosicich k ubytku bunék. Tento fakt opét potvrzuje vysledky méteni
obsahu bunééné DNA, viz grafy ¢. 10 a 11. Mezi skupinami nejsou patrné vyraznéjsi
rozdily. Dvacéty prvni den jsou na snimcich inkubovanych s pfidavkem osteogennich
suplementd patrné membranové struktury vné bunék. Ty nebyly pozorovany u skupiny
Kontrola. Tyto struktury jsou nejspiSe matrixové vacky, které se objevuji v procesu
mineralizace pfi osteogenni diferenciaci. Mezi skupinami s peptidy a skupinou K dif
nebyl pozorovan rozdil v mnozstvi membranovych struktur. V1iv na jejich sekreci maji

tedy osteogenni suplementy.
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Buiikky inkubované v bazalnim médiu tvofily jiz prvni den agregaty,
charakteristické pro MSC. Viz obrazky ¢. 45-57 potizené skenovaci elektronovou
mikroskopii. Builkky jsou na nosiCich roztazené. Jelikoz velikost port se pohybuje
vrozmezi 319 nm — 10 um je patrné, Ze bunky zistavaji adherovany na povrchu
a nepenetruji do hloubky nosice. Dvacaty prvni den pokusu byly na nosi¢ich pozorovany
konfluentni vrstvy bunék, bez rozdilu mezi testovanymi skupinami.

Skenovaci elektronovd mikroskopie bunck inkubovanych v bazalnim médiu
s osteogennimi suplementy odhalila, Ze na nosi¢ich vznikaly vétsi bunééné agregaty,
viz obrazky ¢. 86-99. Tyto agregaty byly na skupin¢ Kontrola mensi. Dvacaty prvni den
byly na nosi¢ich konfluentni vrstvyy MSC. U vzorki s pfidavkem osteogennich
suplementii byly na povrchu bunék pozorovany krystalické struktury. Nejspis se jednalo
o matrixové vacky, a nebo o vznikajici krystalky hydroxyapatitu. Jelikoz
1 na konfokalnim mikroskopu byly u téchto vzorkli patrné membranové struktury,
usuzuji, ze zde byla navozena osteogenni diferenciace. Nejvice krystalki bylo
pozorovano u bunék inkubovanych s diferenciacnimi peptidy G a K. Tyto peptidy maji
tedy pfidatny vliv na osteogenni diferenciaci pii inkubaci s osteogennimi suplementy.
Krystalické struktury nebyly pozorovany u skupiny Kontrola.

Na zékladé¢ PicoGreen testu, konfokalni mikroskopie a snimkil pofizenych
skenovaci elektronovou mikroskopii vyvozuji, Ze piidavek diferenciacnich faktorti nemé
vliv na adhezi a bunécnou proliferaci. Rozdily patrné mezi obéma typy pouzitého
kultiva¢niho média prokazuji néstup osteogenni diferenciace v dlsledku pfidani
osteogennich suplementli. Osteogenni diferenciace byla vylepSena ptidavkem peptidi G
a K do bazalniho média s osteogennimi suplementy.

Prokazéani vlivu diferenciacnich peptidi na metabolickou aktivitu bun¢k bylo
realizovano MTS testem. Buiiky inkubované v bazdlnim médiu vykazovaly narist
metabolické aktivity po celou dobu tfitydenniho pokusu, viz grafy ¢. 5 a 6. V pribéhu
pokusu se nevyskytovaly statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami. Rozlicné
tendence v metabolické aktivité byly odhaleny pfi vztaZzeni metabolické aktivity na jednu
bunku, viz graf ¢. 7. Metabolicka aktivita vztazend na jednu builku byla nejnizsi
u Kontrolni skupiny a dale u skupin K5 a D5. Zbylé hodnoty byly vyssi. Z toho vyplyva,
ze pridavek diferenciacnich faktorti ma vliv na metabolickou aktivitu jednotlivych bunék.
Tyto rozdily vSak nejsou pozorovany u hodnot uvedenych pro celkovou populaci

inkubovanych MSC.
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Pfi inkubaci bunck s osteogennimi suplementy dochazelo k nartistu metabolické
aktivity u skupin do 3.-7. dne, viz grafy ¢. 12 a 13. Poté doslo k poklesu aktivity,
coz bylo zpisobeno ubytkem bun€k na nosi¢ich. Signifikantné¢ vyznamné rozdily
mezi skupinami pozorovany nebyly. Hodnoty metabolické aktivity vztazené na jednu
buiiku se mezi skupinami vyrazné neliSi. Z toho plyne, Ze pfidavek diferencia¢nich
peptidl ani osteogennich suplementti nemél vliv na metabolickou aktivitu kultivovanych
MSC. Shodného zavéru dosahly i studie zkoumajici vliv peptidu G na metabolickou
aktivitu MSC [82, 105].

Grafy ¢. 8 a 9 uvadi aktivitu ALP pfi inkubaci bunék v bazalnim médiu.
V prubéhu experimentu nebylo dosazeno vrcholné hodnoty v jeji aktivité. Jelikoz ALP je
¢asnym markerem osteogenni diferenciace, méla by jeji aktivita stoupat od 5. do 14. dne.
Aktivita ALP stoupala u vSech skupin, ale jelikoZ v bazdlnim médiu nebyl zdroj
anorganického fosfatu, nebylo dosazeno maxima v jeji aktivité. Statisticky vyznamné
rozdily mezi skupinami s peptidy a Kontrolou naméfeny nebyly.

Mg¢fieni aktivity ALP pfi inkubaci buné¢k v bazdlnim médiu s osteogennimi
suplementy, viz grafy ¢. 15 a 16, odhalilo odlisny vyvoj v porovnani s buiikami
inkubovanymi pouze v bazalnim médiu. Skupiny dosahly vrcholu v aktivit¢ ALP
v pribéhu 7. dne u diferenciacnich peptidi G, K a u skupiny K dif. V prubéhu 14. dne
dosahla aktivita ALP svého maxima u skupin s pouZitymi peptidy D a 1. Skupina
Kontrola vykazuje od 14. dne kultivace signifikantné niz8§i hodnoty v aktivité¢ ALP.
Anderson et al. méfili aktivitu ALP 1., 14. a 21. den inkubace lidskych MSC v bazalnim
médiu s ptidavkem peptidu D. Signifikantné vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou
pozorovan nebyl [83]. Studie testujici peptidy D, I, G a K detekovaly zvySenou aktivitu
ALP po pfidani peptidi do média. Méfeni vSak probihala pouze jeden den pokusu.
Zvoleny mély 3., 7., 12 nebo 14. den [75, 82, 99, 102, 103].

Osteokalcin je pozdnim markerem osteogenni diferenciace. Fluorescen¢ni barveni
a nasledna vizualizace pomoci konfokalni mikroskopie, viz obrazky €. 32-44, detekovala
osteokalcin pfi inkubaci bun¢k v bazalnim médiu. Na vzorku Kontrola bylo pozorovéno
pouze nepatrné mnozstvi osteokalcinu a to jak 14. tak 21. den. Na vzorcich D1, 110
a u skupin se v§emi pouzitymi koncentracemi diferencia¢nich peptidii G a K bylo mozné
pozorovat vétSi mnoZzstvi osteokalcinu. Z toho usuzuji, ze na téchto skupinach dochazi
k navozeni osteogenni diferenciaci na zdéklad€ tvorby osteokalcinu. Rozdilny zavér
od zavéru na zadkladé aktivity ALP je zpusoben tim, Ze osteokalcin je protein, ktery se

translatuje na zdklad¢é specifické bunécné signalizace. Aktivita ALP vSak vyzaduje
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externi zdroje fosfatu, naptiklad z parakrinni signalizace. Tento zdroj se pii kultivaci
nahrazuje pridavkem B-glycerol fosfatu. Ovsem v ptfipadé kultivace bunék v bazalnim
médiu tento zdroj nebyl k dispozici a aktivita ALP tak po celou dobu pokusu stoupala.

Barveni osteokalcinu pii inkubaci bunék v bazalnim médiu s piidavkem
osteogennich suplementt, viz obrazky ¢. 72-85, ukazuje téméf zadny osteokalcin
na skupin¢ Kontrola. Na skupiné¢ K dif byl osteokalcin ve vétsi mife detekovan 21. den.
Na snimcich s riiznymi koncentracemi peptidu K bylo mnozstvi osteokalcinu srovnatelné
s Kontrolnim vzorkem. Skupina se vSemi typy koncentraci peptidu D byla srovnatelna se
skupinou K dif. Nejvétsi mnozstvi osteokalcinu bylo pozorovano na vzorcich s peptidy I
a G. Osteokalcin byl dokonce pozorovatelny i 14. den experimentu. Studie Kim et al.
prokézala pfitomnost osteokalcinu, na zéklad¢ fluorescencni mikroskopie, jiz dvacet Ctyfi
hodin po inkubaci MSC s pfidavkem peptidu G v bazdlnim médiu s osteogennimi
suplementy. Buiikky byly pfed nasazenim po dobu tii dnii preinkubovdny v médiu
s osteogennimi suplementy [105].

U skupin inkubovanych s pfidavkem ridznych koncentraci peptidu G
a sosteogennimi suplementy v bazdlnim médiu, dochdzi v mych experimentech,
k maximu v aktivit¢ ALP jiz 7. den. Tohoto vrcholu bylo dosazeno v ptipadé¢ vyssich
koncentraci peptidu. Také pfi barveni osteokalcinu, a to jak pfi inkubaci v bazalnim
médiu, tak v bazalnim médiu s osteogennimi suplementy, bylo na skupinach s peptidem
G pozorovano jedno z nejvysSich mnozstvi osteokalcinu. Inkubace bunék v bazdlnim
médiu s osteogennimi suplementy vedla 21. den inkubace k detekovani krystalickych
struktur pomoci skenovaci elektronové mikroskopie. Krystalki bylo vic nez u skupiny
K dif. Z toho usuzuji, ze peptid G odvozeny z BMP-7 zlepSuje navozeni osteogenni
diferenciace v bazalnim médiu s osteogennimi suplementy. V piipad¢ inkubace MSC
v bazalnim médiu ma ptidavek peptidu G vliv na vyssi produkci osteokalcinu. Z testl
dale vyplyva, ze 1 vliv koncentrace pouzit¢ho peptidu ma efekt na navozeni osteogenni
diferenciace. NejlepSich vysledkl bylo dosazeno pti nejvyssi koncentraci peptidu G, tedy
u skupiny G10.

Ve studii Lee et al. prokazali vliv peptidu G v bazalnim médiu s osteogennimi
suplementy na zvySujici se aktivitu ALP a depozici vapniku. Koncentrace peptidu byla
Iug/ml [82]. Kim ef al. testovali vliv peptidu G o koncentraci 1pg/ml v bazalnim médiu
s osteogennimi suplementy. Pfi testech dochdzelo ke zvySeni aktivity ALP, depozici
vapniku i ke zvySené expresi RunX2, ALP a kolagenu 1. Fluorescen¢ni barveni odhalilo

vys§i pritomnost osteokalcinu pii inkubaci MSC s peptidem G [105]. Ani jedna
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zuvedenych studii vSak nezkoumala vliv peptidu G na diferenciaci MSC v bazalnim
médiu.

Peptid K, v mych experimentech, vykazoval maximum v hodnot¢ aktivity ALP jiz
7. den, pii inkubaci MSC v bazdlnim médiu s osteogennimi suplementy. Mnozstvi
osteokalcinu pozorované fluorescenénim mikroskopem bylo pfi inkubaci bun¢k v médiu
s ptidavkem osteogennich suplementti jedno znejvysSich. OvSem pii barveni
osteokalcinu u bun€k inkubovanych v bazalnim médiu s osteogennimi suplementy, bylo
mnozstvi osteokalcinu srovnatelné se vzorkem Kontrola. Pfi inkubaci bunék v bazalnim
médiu s piidavkem osteogennich suplement bylo skenovaci elektronovou mikroskopii
odhaleno na povrchu bunék vice krystalkti nez u skupiny K dif. Z toho usuzuji, ze peptid
K odvozeny z BMP-2 ma piidatny vliv na osteogenni diferenciaci v pfipad¢ inkubace
bunck s osteogennimi suplementy. Bez osteogennich suplementi dochdzi k vyssi
produkci osteokalcinu. Saito et al. zkoumali vliv peptidu K v bazdlnim médiu. Ptidavek
peptidu mél vliv na zvysSenou aktivitu ALP 3. den pokusu. Metoda PCR odhalila vyssi
mnozstvi mRNA pro osteokalcin oproti kontrole, coz byly buiiky inkubované v bazalnim
médiu. V této studii bylo ptidavano 100 nebo 200 pg peptidu na jamku v devadesati Sesti
jamkové desticce. [103].

Peptidy D a I, vmnou provadénych experimentech, vykazovaly maximalni
hodnoty v aktivit¢ ALP aZz 14. den kultivace MSC v bazalnim médiu s ptidavkem
osteogennich suplementii. Barveni osteokalcinu pii inkubaci bun¢k v bazalnim médiu
s ptidavkem osteogennich suplementii odhalilo shodné mnozstvi tohoto proteinu u skupin
s ptidavkem peptidi D jako u skupiny K dif. V pfipadé¢ skupin inkubovanych
s pfidavkem peptidi I bylo pozorovdno vétsi mnoZzstvi osteokalcinu. U inkubovanych
bunék v bazalnim médiu bylo mnoZstvi pozorovaného osteokalcinu shodné se skupinou
Kontrola, vyjimkou byl 21. den u skupiny 110, kdy bylo pfitomné vysoké mnoZstvi
osteokalcinu. Inkubace bunék v bazalnim médiu s pfidavkem osteogennich suplementd,
jak s peptidem D tak I, vedla k pfitomnosti krystalickych struktur na povrchu bunék.
Jejich mnozZstvi bylo srovnatelné s mnozstvim krystalkti na skupiné K dif.

Usuzuji, Ze v ptipadé peptidu I byl prokdzan vliv na produkci osteokalcinu. Tento
peptid ma minoritni vliv na osteogenni diferenciaci. Agrawal et al. prokazali, Ze peptid I
meél vliv na zlepSeni osteogenni diferenciace pii inkubaci bunck v bazilnim meédiu
s osteogennimi suplementy na zaklad¢ zvySené aktivity ALP a depozice vapniku, pii uZziti

100uM peptidu. Na zakladé PCR metody se prokéazal vliv na zvySeni exprese kolagenu I,
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osteopontinu a RunX2 pouze v bazalnim médiu s pfidavkem osteogennich suplementd.
V bazalnim médiu mél peptid I vliv jenom na zvySenou aktivitu ALP [99].

Jelikoz diferenciacni peptid D vykazoval shodné vysledky jako Kontrolni ¢i K dif
skupiny, usuzuji, ze pravdépodobné nemd vyrazny vliv na osteogenni diferenciaci.
Anderson et al. prokazali, ze po ptidani peptidu D do bazadlniho média nedochézelo
k mineralizaci ECM, ale ALP aktivita MSC byla zvySena [83]. V dalsi studii Anderson et
al. prokdzali zvySenou aktivitu ALP pfi inkubaci peptidu D v bazdlnim médiu
s osteogennimi suplementy. Na zdkladé metody PCR dochazelo i ke zvySené expresi
mRNA pro RunX2, ALP a osteokalcin [91].

Z dosazenych vysledkli usuzuji, Ze nejvétsi potencidl navodit osteogenni
diferenciaci MSC mély peptidy G a K odvozené z BMP-7 a BMP-2. Tyto diferencia¢ni
peptidy se vazi na BMP receptory, které zptsobuji fosforylaci Smad proteinti. Nésledné
jsou aktivovany geny spojené s osteogenni diferenciaci [103]. Peptid I odvozeny
z kolagenu III vykazuje v mych experimentech minoritni vliv na zlepSeni osteogenni
diferenciace. Peptid I se vaze na integrinovy receptor [99]. U peptidu D odvozeného
z kolagenu I nebyl v mych experimentech prokazan vliv na osteogenni diferenciaci. Tato
aminokyselinova sekvence se vdze na integrin a2f1 [97]. Z mych experimentl usuzuji,
ze aktivace signdlnich drah prostfednictvim BMP receptord ma vyrazngjsi vliv
na osteogenni diferenciaci MSC, neZ aktivace signalnich drah prostfednictvim
integrinovych receptord.

Déle na zéklad¢ experimentli usuzuji, Ze samotné peptidy v bazalnim médiu
nemaji takovy potencial, pro navozeni osteogenni diferenciace, jako piidavek
osteogennich suplementti. V kombinaci osteogennich suplementi s peptidem G nebo
K v8ak vykazovaly prase¢i MSC lepsi osteogenni diferenciaci.

Zavéry tykajici se osteogenni diferenciace byly stanoveny na zaklad& aktivity
ALP, produkci osteokalcinu, fluorescencniho barveni a skenovaci elektronoveé
mikroskopie. Barveni depozice vapniku, jako se provadi v fadé vySe zminénych studii,
nebylo na PCL nosi¢ich mozné provést. Vldkna PCL nosi¢e maji velky specificky
povrch. Vaze se na n¢ velké mnozstvi alizarinové Cervené. To znemoziuje detekci
vapniku. Tato prace, na rozdil od vétSiny zminénych studii zabyvajicich se vlivem
diferenciacnich peptidl na osteogenni diferenciaci, si kladla za hlavni cil otestovat vice
druhti diferenciacnich peptidi pfi rtiznych pouzitych koncentracich. Detekce exprese
osteogennich markeri PCR metodou u takového mnozstvi skupin, které byly v této praci

testovany, nebylo z finan¢nich diivodi mozné.
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ZAVER

Cilem prace bylo otestovat vliv ¢tyi aminokyselinovych sekvenci odvozenych z proteinti
ECM na adhezi, metabolickou aktivitu, proliferaci a osteogenni diferenciaci prasecich
MSC. Jelikoz standardné se osteogenni diferenciace MSC navozuje pomoci osteogennich
suplementii v bazalnim médiu, snahou prace bylo zjistit, zda piidavek peptida
do bazalniho média a nebo do média s osteogennimi suplementy vykazuje zlepSeni
v procesu osteogenni diferenciace.

Metodou elektrostatického zvlaknovani se podatilo piipravit PCL nanovlakenné
nosice. Tyto nosice byly mikroporézni a neumoznovaly buitkam penetrovat do hloubky.
Bunky byly po celou dobu pokusu adherovany na povrchu, kde mély dostate¢ny piisun
zivin. Nosi¢ byl mirn¢ hydrofobni, takze umozioval efektivni bunécnou adhezi. Zaroven
byl zméten primér vldken PCL nosie. Z tohoto meétfeni vyplyva, ze vldkna se
pohybovala v rozmézi nanometri az mikrometrd. Toto Siroké rozpéti ve velikosti vldken
také napomaha bunécné adhezi.

U vSech zkoumanych peptidi, tedy peptidu D odvozeného z kolagenu I, peptidu I
odvozeného z kolagenu III, peptidu G odvozeného z BMP-7 a peptidu K odvozeného
z BMP-2 se neprokazal vliv na adhezi, metabolickou aktivitu a proliferaci bunék. Tento
fakt vyplyva jak zexperimentl pfi nichZ byly buiiky inkubovany v bazalnim médiu,
tak z experimentl s kultivaci MSC v médiu s pfidavkem osteogennich suplementi.

Pti inkubaci bun¢k bez ptidavku osteogennich suplementi buiiky proliferovaly
po celou dobu experimentu, aktivita ALP rovnéZ po celou dobu stoupala, fluorescencni
barveni neodhalilo pfitomnost matrixovych vackl, na snimcich ze skenovaciho
elektronového mikroskopu nebyly pozorovany krystalické utvary. Pouze vysledky
z barveni osteokalcinu ukazuji, ze byl tento protein pfitomen ve vysSi mife
u bunék s pridavkem diferenciacnich peptidi G a K. U skupin s pfidavkem peptida D a |
bylo mnozZstvi osteokalcinu srovnatelné s Kontrolni skupinou.

Z testh pti nichz byla sledovana bunécna diferenciace vyplyva, ze nejlepSich
vysledkiit bylo dosazeno u bunék inkubovanych na nosiich s vys§im ptidavkem
diferencia¢niho peptidu G a v pfitomnosti osteogennich suplementi v bazalnim médiu.
Maximalni pocet bun¢k byl dosazen 3. den experimentu, 21. den experimentu byly
pozorovany konfokdlni mikroskopii matrixové vacky. Vrcholné hodnoty v aktivité

alkalické fosfatazy bylo dosaZeno 7. den. Osteokalcin byl pozorovatelny jiz 14. den

131



experimentu. Na snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu bylo 21. den
pozorovano vysoké mnozstvi krystalickych utvara.

V ptipadé peptidu K bylo dosazeno podobnych vysledkii jako u peptidu G.
Ovsem barveni osteokalcinu odhalilo o néco nizs§i mnozstvi tohoto proteinu v piipadé
inkubace bunck s osteogennimi suplementy. Peptid I mél ve vétSin€ testi prubéh
vysledk shodny se skupinami Kontrola a K dif, ovSem v jeho pfitomnosti dochézelo
k vyssi produkci osteokalcinu, v porovnani s kontrolnimi skupinami. Tento protein ma
ziejm¢e minoritni vliv na osteogenni diferenciaci. Peptid D mél shodny prub¢h testti jako
skupiny Kontrola a K dif. Jeho ptidavek tedy nevedl k vyraznéjSimu navozeni osteogenni
diferenciace.

Vysledky prace prispély k obohaceni poznatkii o vlivu peptidii na osteogenni
diferenciaci MSC na nanovldkenném nosi¢i. Peptidy vykazuji vlastnosti vhodné
pro selektivni stimulaci diferenciace bunck bez rizika spojeného s aplikaci ristovych
faktord. Jak je vSak z vysledkl patrné, efektivita jejich ucinku je rtizna. Pro $irsi aplikaci
v tkédnovém inzenyrstvi je tieba dal$i zkouméani. Budouci experimenty by mély porovnat
vliv peptidi a ristovych faktorli na diferenciaci a stabilitu v trojrozmémém prostiedi

pii in vivo kultiva¢nich podminkach.
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