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Abstrakt

Kultivace bunc¢k v bioreaktorech s mechanickou zatézi simuluje fyziologické
podminky, kterym jsou bunky v organismu vystaveny. Tato technologie byla vyuzita pro
navozeni diferenciace kmenovych bun¢k z tukové tkdné smérem k fenotypu bunék vaskularni
hladké svaloviny, které mohou dale slouzit pro tvorbu cévnich ndhrad. V soucasné dobé
neexistuje zavedeny postup kultivace kmenovych bunek s mechanickou zatézi. Hlavnim cilem
této prace bylo proto optimalizovat strategii kultivace a stanovit idedlni parametry zatéze.
Diferenciace byla hodnocena pomoci imunofluorescence specifickych  markert
hladkosvalovych buné¢k, a to a-aktinu a hl-calponinu, které byly kvantifikovany pomoci
Western blotu. Pomoci imunofluorescenéniho barveni byla také detekovana produkce
extracelularni matrix. Vystupem prace je ustanoveni idedlnich podminek kultivace bun¢k
v bioreaktoru s mechanickou zatézi, pii kterych dochazi k jejich diferenciaci do bun¢k hladké
svaloviny. Pro kultivaci byly pouzity tfi typy nosici, a sice plazmované sklo, sklo s vrstvou
fibrinu a decelularizovany perikard. Piedbézné vysledky ukazuji, ze diferenciaci smérem
k hladkému svalu se podafilo navodit u lidskych a prase¢ich kmenovych bunék z tukové
tkang, kdy bunky byly analyzovany 3. a 7. den kultivace. Vypracovani strategie kultivace
kmenovych bunck v bioreaktoru s mechanickou zatézi miize pftispét k zefektivnéni tvorby

cévnich nahrad vyuzivanych pfti 1€¢bé kardiovaskularnich onemocnéni.

Kli¢ova slova: kmenové builky, mechanickd zatéz, tkanové inzenyrstvi, bunécnd

diferenciace, dynamickd kultivace



Abstract

Cultivation of cells in bioreactors with mechanical load simulates the physiological
conditions to which cells in the body are exposed. This technology has been used to induce
the differentiation of stem cells from adipose tissue towards the phenotype of vascular smooth
muscle cells, which can further serve to form vascular replacements. At present, there is no
established strategy for cultivating stem cells while being exposed to mechanical stress. The
main aim of this work was therefore to optimize the cultivation strategy and determine the
ideal load parameters. Differentiation was analyzed by immunofluorescence of specific
smooth muscle cell markers, a-actin and h1-calponin, which were quantified by Western blot.
Extracellular matrix production was also detected by immunofluorescence staining. The
outcome of this work is the establishment of ideal conditions of cell culture in a bioreactor
with mechanical load, during which they differentiate into smooth muscle cells. Three types
of scaffolds were used for cultivation; plasma treated glass, fibrin-coated glass and
decelularized pericardium. Preliminary results show that smooth muscle differentiation was
succesfully induced in human and porcine adipose tissue stem cells. Cells were analyzed after
3 and 7 days of culture. Developing a stem cell culture strategy in a bioreactor with
mechanical stress can lead to a more efficient formation of vascular substitutes used in the

treatment of cardiovascular diseases.

Key words: stem cells, mechanical loading, tissue engineering, cell differentiation,

dynamic cultivation



Seznam pouzitych zkratek:

APS peroxodisiran amonny

ASC kmenové bunky z tukové tkané
BDNF mozkovy neurotroficky faktor
BMP4 kostni morfogeneticky protein 4
BMSC kmenové bunky kostni dfené

BSA hovézi sérovy albumin

CaMKII calmodulin dependentni proteinkinaza II
DAG 1,2-diacylglycerol
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Elk-1 ETS Like-1 protein

ePTFE expandovany polytetrafluorethylen
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FAK fokalni adhezni kinaza

FGF2 fibroblastovy ristovy faktor 2

FBS fetalni bovinni sérum
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IGF-I insulinu podobny ristovy faktor 1
IL 10 interleukin 10

IL 13 interleukin 13

IL 4 interleukin 4

1P; inositol-1,4,5-trisfosfat

IRS substrat insulinového receptoru
KVO kardiovaskularni onemocnéni
MHC tézky fetézec myosinu

MLCK kinaza lehkého fetézce myosinu
MSC mezenchymalni kmenové buiky
mTOR sav¢i cil rapamycinu

NGF nervovy rustovy faktor

PAGE elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

PBS fyziologicky roztok pufrovany fosfaty
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kin4za 1 ribosomalniho proteinu S6
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transformujici rastovy faktor 3
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1 Uvod

Tkanové inzenyrstvi je mladou mezioborovou disciplinou na pomezi materialového
inZenyrstvi, bunécné a molekularni biologie, kterou v roce 1993 definovali Robert S. Langer a
Joseph P. Vacanti. Za cil si klade tvorbu pln¢ funkénich biologicky kompatibilnich nédhrad
poskozenych nebo defektnich tkani, které budou snadno dostupné a nebudou v téle pacienta
vyvolavat imunitni odpovéd’. Tyto nahrady mohou byt jak biologické, tak umélé. Tkanové
nahrady musi mit mechanické vlastnosti, které¢ odpovidaji plvodni tkani, dale nesmi
mutagenné¢ nebo toxicky pusobit na tkané okolni. Aplikace téchto ndhrad sméiuje k
udrzovani, obnovovani nebo zlepseni funkci poskozené tkané ¢i orgdnu. V soucasné dob¢ se
metody tkdnového inZenyrstvi vyuzivaji naptiklad pii 1é€bé poSkozeni kize, pii tvorbé
kostnich ndhrad, kloubnich ndhrad, nebo cévnich nahrad (Langer and Vacanti 1993).

Zavedenym postupem pii nahrazovani nenavratné poskozené tkané je transplantovani
nové tkan¢. Transplantovanou tkan mtzeme podle jejiho zdroje rozliSovat na autologni (od
samotné¢ho pacienta), alogenni (od jiného lidského dérce), nebo xenogenni (od zvifeciho
darce). Pouzivani cizorodych bunék ¢i tkdni pivodem z jiné osoby nebo zvifete je
problematické z hlediska pfenosu patogentl, transplantace alogenni nebo xenogenni tkané
muze vést k vyvolani imunitni reakce. Tyto problémy odpadaji u autolognich transplantaci,
pti kterych se minimalizuje riziko odhojeni transplantované tkan€. Jejich ¢astou nevyhodou je
vSak Spatna dostupnost a nedostatek vhodné tkané pro transplantaci. Proto se stale Cast&ji
uchylujeme k tvorbé tkanovych nahrad z autolognich kmenovych bunék (Howard, Buttery et
al. 2008, Crupi, Costa et al. 2015).

Kmenové buiiky jsou nediferenciované zivoc¢isné bunky, které maji unikéatni schopnost
proliferace a diferenciace na jiny bunécny typ. Kmenové builky mizeme podle jejich
vlastnosti rozdélit na bunky totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni.
Totipotentni kmenové buiikky mohou diferencovat v jakykoliv bunéény typ v téle, vcetné
bunék placenty. Pluripotentni buniky maji schopnost diferenciace do vSech bunécnych typil,
kromé& bun¢k placenty. Multipotentni buniky mohou diferencovat pouze na buiky ptibuzné
danému typu bunky v piislusné tkani, unipotentni kmenové buiikky mohou diferencovat pouze
v jeden buné¢ny typ (Bacakova, Zarubova et al. 2018).

Pfi tvorbé wvaskularnich tkanovych nahrad se nejCastéji vyuzivaji dva typy
mezenchymalnich kmenovych bun¢k (MSC), konkrétné¢ kmenovych bunék z tukové tkané
(ASC) a kmenovych bunék z kostni diené (BMSC) (Pontikoglou, Deschaseaux et al. 2011).



ASC jsou multipotentni kmenové buiiky se schopnosti diferencovat smérem k cévnim
hladkym svalovym bunikdm. Jednim z hlavnich diivodt vyuzivani ASC pro tvorbu cévni
hladké svaloviny je fakt, zZe autologni cévni hladké svalové builkky z maturovanych cév jsou
Spatn¢ dostupné, a navic maji velmi omezenou zivotnost in vitro. Kromé toho podléhaji cévni
hladké svalové buiiky jiz v ¢asnych fazich kultivace in vitro takzvané fenotypické modulaci,
tedy dediferenciaci z fyziologického klidového kontraktilniho fenotypu na fenotyp synteticky
a proliferativni, coz miize vést k restendze cévni ndhrady a jejimu selhani. Toto chovani
hladkych svalovych bunék je dale umocnéno faktem, ze obvykle jsou pro tvorbu cévnich
nahrad vyuzivany buiikky vén, které se Spatn¢ adaptuji na arteridlni podminky, a tim snaze
podléhaji fenotypické modulaci. Proto byly v minulosti hladké svalové bunky obvykle z
konstrukce cévnich nahrad vylucovany, a tato konstrukce se omezovala jen na nahrady
bezbunééné ¢i endotelizované. Modernim pfistupem tkanového inzenyrstvi je uziti
kmenovych bun¢k, které mohou byt nové diferencovany v buiiky hladké svalové. Klasickym
pfistupem pro navozeni diferenciace je kultivace bun¢k v diferenciacnim médiu, které
obsahuje pfislusné rustové faktory. Pokud jsou vSak buiky kultivovany v konvenénim
statickém kultivacnim systému, tato kultivace nevytvarti fyziologické podminky odpovidajici
zivému organismu, kde jsou buiiky pfirozené vystaveny dynamické zatézi. Napiiklad na
builkky v cévni stén¢ je vyvijena mechanickd zatéz pusobenim krevniho tlaku. Cilem
diplomové prace je proto popsat a ustanovit optimalni strategii kultivace ASC v bioreaktorech
s dynamickou zatézi, které 1épe simuluji prostiedi téla organismu, a podporuji tak jejich
diferenciaci do bun¢k vaskularniho hladkého svalu (VSMC), které se nasledn¢ mohou

vyuzivat pfi tvorb€ cévnich ndhrad (Song, Rumma et al. 2018).



2 Literarni prehled

2.1 Kardiovaskularni systém

Hlavni komponenty kardiovaskularniho systému jsou srdce, cévy a krev. Cévy tvofi
sit, kterou je krev rozvadéna od srdce k orgdniim a tkanim, ze kterych se vraci zpatky do
srdce. Krev je zodpovédna za transport kysliku, Zivin a hormonti do tkdni a organti. Obsahuje
dvé slozky, bunécnou a tekutou. Bunécnd slozka se skladd z erytrocytli, leukocyti a
trombocytl. Tekuta slozka nazyvana plazma je sloZzena z 90% z vody, 10% tvofi proteiny
(klasifikované jako albuminy, globuliny nebo fibrinogeny), ionty, hormony, plyny, vitaminy a
dalsi organické latky (Basu and Kulkarni 2014).

Transport krve je zajiStovan dvéma ob&hovymi okruhy — malym (plicnim), a velkym
(télovym). Maly obéh zacind v pravé srdecni komote, odkud je krev s nizkym obsahem
kysliku odvadéna plicni tepnou do plic, kde dochdzi okyslicovani krve a vyluCovani oxidu
uhlic¢itého. Okyslicena krev je z plic odvadéna plicnimi zilami do levé sin€ srdecni a nasledné
je transportovana velkym obéhem. Velky obéh zacina v levé srdecni komote, odkud je krev
vedena pies aortu do jednotlivych ¢asti téla. Krev je vtéle rozvaddéna cévami, které

rozd€lujeme na artérie (tepny), arterioly (tepénky), vény (zily), venuly (zilky) a kapilary.
2.1.1 Struktura a funkce cév

Artérie jsou cévy vedouci krev smérem od srdce. Rozd€luji se do dvou kategorii; na
elastické artérie a svalové artérie. Elastické artérie jsou s primérem do 2,5 cm nejvetsi artérie
v téle. Do této kategorie patii aorta, spolecna karotida, nebo kycelni artérie. Jsou zodpoveédné
za transport velkého objemu krve do vSech cCasti téla. Obsahuji vysoké mnoZstvi elastickych
vlaken tvofenych elastinem a relativné mélo bunék hladké svaloviny, sténa elasticky artérii je
tak vice pruzna. Svalové artérie jsou stfedni nebo malé cévy s primérem okolo 4 mm. Jsou
zodpovédné za ptenos krve pro vnitini organy a kosterni svalovinu.

Sténa artérii se sklada ze tii vrstev, které se nazyvaji tunica intima, tunica media a
tunica externa (Obrazek 1). Tunica intima je umisténa v lumen artérie a je tvofena
jednovrstevnym endotelem, bazalni laminou a vrstvou pojivové tkané obsahujici elastinova a
kolagenova vlakna. Builky endotelu jsou ploché, protahlé s Sitkou mezi 10 — 15 um a délkou
mezi 25 — 50 pum. Vrstva endotelu je lokalizovana na rozhrani cévni stény a krve, kde tvori
selektivni bariéru pro plazmatické lipidy a lipoproteiny a udrzuje netrombogenni prostiedi.

V koronarnich artériich se pod vrstvou endotelu vyskytuje navic vrstva hladké svaloviny.



Endotelialni bunky jsou uchyceny na bazalni laminé slozené z kolagenu IV, fibronektinu,
lamininu a proteoglykanti, ktera oddé€luje endotel od pojivové tkané. Pod bazalni laminou se
nachazi subendotelova pojivova tkan tvorena vlakny kolagenu a elastinem, odd¢€lujici tunica
intima od tunica media. Struktura tunica media se u elastickych a svalovych artérii lisi. U
elastickych artérii je robustnéjsi, obsahuje koncentrické vrstvy elastinovych a kolagenovych
vlaken, které¢ jsou produkovany VSMC. Kolagenova vldkna maji zpeviiuyjici funkci, poméhaji
cévni stén¢ odolavat systolickému tlaku. U svalovych artérii je tunica media tenci, bez
elastinovych vrstev, tvofena je pirevazné VSMC. Svrchni vrstva artérii se nazyva tunica
externa nebo tunica adventitia. Je tvoiena fibroblasty a slozkami extracelularni matrix
(ECM), prevazné kolagenem typu 1. Od tunica media je oddélena externi elastickou laminou,
na vné&jsi strané kotvi artérie v okolni tkani. U elastickych artérii tvoii asi 10% tloustky cévni
stény, u artérii svalovych to mize byt az 50% (Herbert and Stainier 2011, Robertson and
Watton 2013).

Arterioly jsou s primérem pod 30 um ten¢i nez svalové artérie. Stavba jejich stény je
stejna jako u artérii, tunica media je zten¢end, obsahuje pouze jednu nebo dvé vrstvy VSMC.
Ztencena je 1 tunica externa (Mulvany and Aalkjaer 1990).

Vény zodpovidaji za transport krve ztkani a orgdni do srdce. Strukturné jsou
organizované podobné jako artérie, jejich sténa se sklada ze tii vrstev. Primér lumen vén je
v porovnani s artériemi vétsi, naopak stfedni vrstva tunica media je tenka a obsahuje méné
vrstev elastinovych vldken a VSMC. Mnoho vén, pfedevsim v koncetindch, obsahuje na
rozdil od artérii v lumen chlopné. Ty brani Spatnému proudéni krve (Obrazek 1). Podle
velikosti rozdé€lujeme vény velké, stfedni a nejmensi venuly. Velké vény maji polomér nad 10
mm, tunica intima se skladd z endotelu, bazalni laminy a subendotelové pojivové tkané.
Tunica media je redukovand, nejsilngj$i vrstvou je vn&j$i tumica externa. Vény stfedni
velikosti jsou strukturné podobné velkym véndm, jejich primér je pod 10 mm (Thakali,
Galligan et al. 2007).

Venuly se déli na dva typy, postkapilarni a svalové. Postkapilarni venuly s primérem okolo
0,1 mm pfijimaji krev z kapilar a nemaji dobfe vyvinutou tunica media. Svalové venuly maji
pramér okolo 1 mm, jejich tunica media je tvotena jednou nebo dvéma vrstvami VSMC.

Kapilary jsou nejmensim typem cév. Nachazeji se mezi artériemi a vénami, jsou
zodpovédné za vyménu Zivin a odpadnich latek mezi krvi a tkani. Jejich sténa je tvofena
bazalni laminou a endotelem, tunica media ani tunica externa se u kapilar nevyskytuji a jsou

alespoil do jisté miry suplovany pericyty, tedy podpirnymi buitkami fenotypicky podobnymi



VSMC. Primér kapilar jejich pramér je ptiblizné¢ 8 pm. Kapildry jsou organizovany do

vétvenych siti, které prostupuji organy (Shier, Butler et al. 2006).
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Obrazek 1: Struktura cév
Rozdil ve stavbé stény Artérie (A.) a Vény (B.). Pfevzato a upraveno podle (Shier, Butler et
al. 2006).

2.1.2 Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) jsou nejcastéjsi pti¢inou umrti ve vyspélych
zemich. Podle Svétové zdravotnické organizace (WHO) tvoii KVO 30% vsSech smrtelnych
onemocnéni; naptiklad vroce 2018 na KVO zemielo 17,9 milionu lidi na celém svéte.
Vrozené srde¢ni vady predstavuji nejcastéjsi defekty u novorozenct, v 1% pifipadi konci
smrti. Rozeznavame néckolik typli KVO. Onemocnéni spojend s aterosklerézou patii mezi

onemocnéni s nejvyssi mirou imrtnosti a zahrnuji napiiklad ischemickou chorobu srde¢ni a

cévni mozkovou piihodu. Ateroskleréza se projevuje ztlustovanim cévni stény v disledku
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akumulace lipidd. DalSimi typy jsou vrozené srdecni vady, kardiomyopatie, revmaticka
srdecni onemocnéni, srde¢ni arytmie a onemocnéni srdecnich chlopni. Mezi roky 2006 a 2016
doslo k néarGstu umrti spojenych s KVO o 14,5%. Existuje tedy silny tlak a zajem na vyvijeni
novych tkanovych nahrad a lécebnych postupti spojenych s KVO (Mozaffarian, Benjamin et
al. 2016).

2.2 Vaskularni tkanové inzenyrstvi

Klasickym pfistupem tkanového inzenyrstvi pii tvorbé cévnich nahrad je osidleni
nosice (scaffoldu) buitkami a jeho néslednd transplantace do pacienta (Obrazek 2). Bunky
jsou nejprve izolovany z darce, nasledné kultivovany in vitro a po dosazeni pozadovaného
mnozstvi nasazovany na nosice. Zdroj bunék mize byt autologni, alogenni nebo xenogenni.
Na nosicich jsou buiiky inkubovény za ptitomnosti ristovych faktori a mechanické stimulace.
Tyto podminky podporuji bunéénou diferenciaci a vyvoj dané tkané. DalSim ptistupem je
implantace bezbunétného nosice, ktery je nasledné¢ osidlen vlastnimi buikami pacienta. V
pripad¢ vaskularniho tkanového inzenyrstvi se nejcastéji jedna o vychytani endotelidlnich
progenitorovych bunck na nosici, které vSak dosud zlistdva spiSe jen na urovni experimentu.

(Alini, Li et al. 2003).
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Obrazek 2: Zakladni strategie tkanového inZenyrstvi

Buiiky izolované z darce (A) jsou kultivovany in vitro (B). Nasledné jsou v poZzadovaném
poctu nasazeny na nosi¢ (scaffold), kde jsou pod vlivem ristovych faktori a mechanické
zatéze (C). Nosi¢ osazeny bunikami je transplantovan pacientovi. Pfevzato a upraveno podle

(Serbo and Gerecht 2013).



2.2.1 Nosice

Nosic¢e mohou byt dvojrozmérné (2D) nebo trojrozmérné (3D), tvotfené z ptirodnich
proteini ECM, decelularizovanych tkéni nebo syntetickych polymerd. Jejich ukolem je
vytvaiet vhodné prostiedi pro bunécny rist a tvorbu nové tkané. Funguji jako strukturalni a
mechanickd podpora a urcuji morfologii nové vznikajici tkan¢. Vyhodou piirodnich polymert
vyuzivanych v tkanovém inzenyrstvi je jejich pfirozena biokompatibilita a dobré adhezivni
vlastnosti, potiebné pro uchyceni bunék. Nevyhodou mulze byt jejich nachylnost
k enzymatické degradaci a snizena schopnost odolavat mechanickému tlaku. Nosice tvorené
jednotlivymi proteiny ECM se vyuzivaji nejcastéji ve forme geli. Nosice z decelularizované
tkan¢, ktera je zbavena bunééné slozky, vyuzivaji kompletni slozku zachovalé ECM
(Thottappillil and Nair 2015).

Vaskularni ECM je produkovéana vSemi bunénymi typy pfitomnymi v cévni sténé,
tedy endotelovymi buitkami, VSMC a fibroblasty. Hlavni funkci ECM je podpora a udrzovani
tvaru dané tkan¢. Vytvari prosttedi, ve kterém mohou bunky migrovat a adherovat, zaroven
umoznuje distribuci rastovych faktorti potfebnych pro bunéénou proliferaci a diferenciaci.
Vseobecné se presné slozeni ECM se 1i8i podle tkané, ve které se vyskytuje. Hlavni slozku
ECM cévni stény tvoii proteiny — kolagen, elastin, laminin, fibronektin a rovnéz
glykosaminoglykany. Napfiklad sulfatované glykosaminoglykany podobné heparinu,
produkované endotelovymi bunikami, udrzuji VSMC v klidovém neproliferativnim fenotypu,
ktery umoZituje vykonavat jejich kontraktilni funkci (Frantz, Stewart et al. 2010).

Kolagen je hlavnim proteinem ECM, zaroven nejcastéji vyuzivanym proteinem pii
tvorbé biologickych nosi¢li. V soucasnosti rozeznavame 29 typi kolagenu a podle jejich
struktury je rozdélujeme na fibrilarni a nefibrilarni, které se dale déli na dals§i podskupiny.
V cévnich sténach se vyskytuji zejména fibrilarni typy I, III, V a rovnéz typ IV, tvofici
bazalni membranu. Kolagenni fibrila vznikd polymeraci molekul tropokolagenu, ktery ma
strukturu pravotoCivé trojSroubovice. Tropokolagen je tvofen tfemi levotoCivymi
Sroubovicemi. Kolagen je snadno degradovatelny, a proto se za ucelem prodlouzeni jeho
zivotnosti je vyuziva crosslinkingu (zesiténi) fyzikalnimi, chemickymi a enzymatickymi
metodami. Princip chemického zesiténi kolagenu je zaloZen na vytvofeni kovalentni vazby
mezi aminovymi a karboxylovymi skupinami ve stejné molekule kolagenu. Fyzikdlniho
crosslinkingu kolagenu lze dosdhnout UV zifenim a dehydrotermalnim zpracovanim

(Boccafoschi, Habermehl et al. 2005, Wu, Black et al. 2007).



Kolagenovy nosi¢ byl vyuzit k tvorbé prvnich umélych cév, a v ramci tkénového
inzenyrstvi je pro své vhodné biologické a mechanické vlastnosti hojné vyuzivan dodnes.
Pouziva se 1 na vyplnéni pora pletenych cévnich protéz. Ma pozitivni vliv na revaskularizaci
transplantovaného §tépu, nebot’ kolagenova matrice ptitahuje VSMC. Nevyhodou kolagenu
je, ze muze vyvolavat zanétlivou a trombogenni odpovéd’. Kontakt kolagenu s krvi ma za
nasledek aktivaci leukocytli a krevnich desticek, kterda mulze vést k trombdze. Neni tak
vhodnym materidlem pro rozhrani $tépu s krvi. Bez dopliikové podpory neni kolagenovy gel
schopen odolavat fyziologickému krevnimu tlaku (Ito, Ishimaru et al. 1997, Braddon, Karoyli
et al. 2002).

Jako nosi¢ je pro potieby vaskularniho tkanového inzenyrstvi vyuzivén i elastin a
elastinu podobné polypeptidy vytvarené technologiemi DNA rekombinace. Primarni struktura
téchto polypeptidi miize byt upravovana tak, aby vyslednd molekula méla pozadované
vlastnosti. V cévach je elastin dilezity pro strukturni stabilitu a elasticitu, a jeho degradace
vede ke vzniku aneuryzmat a cévnich disekci. Elastin tvoii sitovitou strukturu, ktera je
amorfni, zaroven ale siln¢ zesitovand, coz ma za nasledek pruznou odezvu pfi tlakovém
pusobeni. Elastinové S$tépy pfitahuji endotelidlni buiiky, pfi styku s krvi nevyvolavaji
zangtlivou ani trombogenni odpovéd’ (Chan and Leong 2008, Girotti, Fernandez-Colino et al.
2011).

Fibrin je nerozpustny vlaknity protein zodpovédny za srazeni krve. Velkou vyhodou
fibrinu je moZnost jeho ziskdvani z vlastni krve pacienta. Vznika S$t€penim fibrinogenu
trombinem v zavérecni fazi srdZeni krve, coz lze napodobit v laboratornich podminkéch.
Fibrin nevyvolava zanétlivou ani trombogenni odpovéd’, vytvati strukturu vhodnou pro adhezi
bunék. Podobn¢ jako u kolagenu vyzaduji fibrinové nosi¢e vyzaduji podporu pro odolavani
fyziologickému krevnimu tlaku (Ye, Ziind et al. 2000, Ceccarelli and Putnam 2014, Pajorova,
Bacakova et al. 2018).

Jako pfirodni nosi¢ se vyuZivaji také celulézova vldkna, kterd vykazuji nizkou
trombogenicitu a jsou vhodna pro bunécnou adhezi (Novotna, Havelka et al. 2013).

Nosice z decelularizované tkané mohou byt piimo decelularizované cévy, nebo
decelularizovany perikard. Vnéjsi perikard se skldda ze dvou vrstev; vnitini serdzni
pericardium serosum, pres kterou je fixovan na srdce a vné&j$i vazivovou pericardium
fibrosum, obsahujici zna¢né mnozstvi kolagennich a elastickych vlaken. Vyhodou téchto
nosicl jsou dobré biomechanické vlastnosti a jejich dostupnost pti autolognich transplantaci

(Straka, Schornik et al. 2018).



Metody decelularizace jsou fyzikalni, chemické a enzymatické. U fyzikalnich metod je
lyzace bun€k navozena sonikaci nebo rychlym zamrazenim bunééného materidlu, které
zpusobuje tvorbu ledovych krystalli a nasledné poskozeni bunééné membrany. Chemicka
decelularizace vyuziva roztoku zasad a kyselin, ionickych detergenti (SDS) a neionickych
detergentti (Triton X-100). Enzymatické metody vyuzivaji nukledz, kolagenaz, lipaz a
trypsinu (Elder, Kim et al. 2010).

Syntetické polymery se uspéSné vyuzivaji pro tvorbu velkych cévnich néhrad
s primérem nad 6 mm, méné uspéSné je vsak jejich vyuziti pfi nahradach cév mensich.
Hlavnim limitujicim faktorem je jejich trombogenicita a vyvolavani zanétlivé odpoveédi. Pri
kontaktu krve se syntetickymi polymery dochdzi k aktivaci leukocytii a krevnich desticek,
pricemz jako prevence tohoto jevu slouzi osazeni vnitini plochy tubuldrniho nosi¢e bunikami
endotelu. Syntetické nosice mizou byt degradovatelné, nebo nedegradovatelné.

Nejcastéji pouzivanym nedegradovatelnym polymerem pro tvorbu cévnich nahrad je
polyethylen tereftalat (PET). Povrch téchto nosicli, obvykle vyrabénych pletaiskou
technologii, je velice drsny a vysoce hydrofobni, a proto byl v dfivéjSich studiich upravovan
nanesenim proteinovych polymert, naptiklad fibrinem, ktery umoziuje bunécnou adhezi. Pro
nahrady s mens$im polomérem se vyuziva expandovany polytetrafluoroethylén (ePTFE), ktery
ma podobné vlastnosti jako PET. Mezi degradovatelné syntetické nosi¢e fadime kyselinu
polyglykolovou (PGA), kyselinu polymléénou (PLA). Vyhodou téchto nosicl je jejich
biokompatibilita a dobré mechanické vlastnosti, nevyhodou ze produkty jejich degradace
muzou vyvolavat nezddouci reakce, jako je zanct (Assmann, Delfs et al. 2013, Chlupac,

Filova et al. 2014, Toosi, Naderi-Meshkin et al. 2016).

2.2.2 Kmenové buiiky z tukové tkané

Prvni izolace mezenchymalnich kmenovych bunék (MSC) probé&hly v Sedesatych
letech minulého stoleti. Jednalo se o BMSC, které byly schopny in vitro kultivace a
diferenciace v jiné bun&tné typy. Dalsi izolace MSC se Usp&$né podafila z tukové tkané,
pupecnikové krve a dermis. Vyuzivani MSC oproti jinym kmenovym buitkdm ma fadu vyhod.
Na rozdil od embryonalnich kmenovych buné€k neni prace s MSC neni ovliviiovana etickymi
problémy, a jejich aplikace neni tolik omezena potencionalnimi imunologickymi problémy
(Friedenstein, Chailakhjan et al. 1970, Orbay, Tobita et al. 2012).

Hlavni vyhodou kmenovych bunék z tukové tkané (ASC) oproti ostatnim typiim MSC
je jejich vysoka vytéznost. V tkani kostni diené je frekvence vyskytu kmenovych bunék

odhadovéna na jednu kmenovou buiiku na padesat tisic bun€k, u dospélych aZ na jednu na
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milion bunék. U ASC se pomér kmenovych bunék odhaduje na rozmezi jedna kmenova
bunika na tficet bunc¢k az tisic bun¢k tukové tkdn€. Primarnim zdrojem ASC je podkozni
tukova tkan, kterd je dobfe dostupnd, a proto proces ziskdvani ASC neni tolik invazivni jako
v ptipadé¢ BMSC. ASC také prokazuji vysokou miru proliferace, ¢as zdvojeni jejich populace
se pohybuje okolo 28 hodin, zatimco u BMSC je to 39 hodin. Dalsi vyhodou ASC je jejich
vysoky diferenciacni potencial. Souhrn téchto vlastnosti déla z ASC idedlni kandidaty pro
potieby tkanového inzenyrstvi a regenerativni mediciny, buiikky miZou byt bezpecné a ucinné
transplantovany do autologniho nebo alogenniho hostitele (Muschler, Nitto et al. 2001,
Mitchell, McIntosh et al. 2006).

Ptesna lokalizace ASC in vivo je kvili nedostatku specifickych markerii pfedmétem
dalstho zkoumani. V soucasné dobé se piedpokladd, ze ASC jsou lokalizovany
v perivaskularni nice. V nediferencovaném stavu vykazuji ASC pfitomnost markerd CD29,
CD44, CD73 a CD90, které maji spolecné s BMSC. Na rozdil od BMSC exprimuji v nizkych
pasazich CD34 a CD36, a s prubéhem kultivace exprese téchto markert klesa. Jako
multipotentni bunky jsou schopné diferenciovat do kostni, chrupav¢ité a tukové tkané.
Popsana byla také jejich diferenciace do hladké svaloviny, endotelu, epitelové a nervové
tkané (Obrazek 3) (Shi and Gronthos 2003, Crisan, Yap et al. 2008).

ASC ovliviuji buiikky ve svém okoli parakrinni signalizaci. Do svého okoli uvoliuji
rustové faktory jako platelet derived growth factor (PDGF), nerve growth factor (NGF),
fibroblast growth factor (FGF), hepatocyte growth factor (HGF), brain derived neurotrophic
growth factor (BDNF), vascular endothelial growth factor (VEGF), dale protizanétlivé
interleukiny IL 4, IL 10 a IL13 a prostaglandin E2. Schopnosti parakrinni signalizace ASC se
vyuziva pii bunééné terapii, nebot’ jejich transplantace muize urychlit hojeni a regeneraci
poskozené tkané. Zaroven mohou ASC pfitahovat okolni buniky a tim podpofit remodelaci

tkané (Salgado, Reis et al. 2010, Pinheiro, de Queiroz et al. 2012).
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Obrazek 3: Schéma diferenciace ASC
ASC izolované z tukové tkan¢ maji schopnost diferenciace do nékolika bunécnych linii.
Hlavni znich jsou zobrazeny na schématu. Pievzato a upraveno podle (Toyserkani,

Christensen et al. 2015)

2.2.3 Hladka svalovina

Hladka svalovina je jednim ze tfi typa svaloviny vyskytujici se v lidském téle. Jde o
kontraktilni tkan, kterd se nejcastéji vyskytuje ve sténach organi vaskularniho,
gastrointestinalniho, vylu€ovaciho, rozmnozovaciho a dychaciho systému. Builky hladké
svaloviny (SMC) maji specializované funkce odpovidajici tkani, ve které se vyskytuji.
Rychlost kontrakce, jeji sila, délka a spotieba energie se u jednotlivych organti lisi. SMC ve
sténach dutych organd jsou schopné svoji kontrakci a relaxaci ménit jejich pramér, coz
umoziuje vytvaret tlak a pohybovat jejich obsahem. Vyskytuji se také v oku, kde upravuji
tvar ¢ocky a primér zornice, nebo u vlasovych folikul, které¢ kotvi do okolni tkdn¢ (Prosser
1982).

SMC maji vietenovity tvar, jejich délka se li§i v zavislosti na tkéani, ve které se
vyskytuji, mize se pohybovat od 20 pm do 500 pm. Buiika obsahuje protdhlé jadro a

kontraktilni aparat ve formé funk¢ni sité strukturnich a kontraktilnich filamentarnich proteinti
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napojenych na denzni téliska. Kontraktilni slozku tvoii aktinova filamenta a myosinova
vlakna, strukturni je tvorena intermedialnimi filamenty. Krom¢ funkce strukturni opory jsou
intermedidlni filamenta diilezitd pro mechanotransdukci, kdy mechanicka stimulace vyvolava
biologickou odpovéd’. Denzni téliska jsou lokalizovana bud’ volné v cytoplazmé nebo na
membran¢. Obsahuji velké mnozstvi a-aktininu a maji obdobnou funkci jako Z-linie kosterni
svaloviny. Membrdnovéa denzni téliska se mohou propojit s denznimi télisky na okolnich
buiikach za vzniku denzniho spoje. Tyto denzni spoje jsou odpovédné za pienos sily z jedné
buiiky na druhou, pokryvaji az 50% povrchu SMC. SMC jsou dale propojeny adhezivnimi a
vodivymi spoji, které propojuji cytoplazmy jednotlivych bunék a umoznuji mezi nimi pienos
signdlu (Lehman and Morgan 2012).

Za kontrakce hladké svaloviny je zodpovédny aktino-myosinovy komplex. Aktinova
vlakna se skladaji z globularnich aktinovych monomerii. Rozeznavame tii izoformy aktinu, a
sice a-aktin, pfitomny hlavné ve svalech, kde spolu s y-aktinem tvoii kontraktilni vlakna, a -
aktin, vyskytujici se predevSim v prostoru pod bunéfnou membranou, a pfitomny i u
nesvalovych bun¢k. Myosiny jsou proteiny fazené mezi molekularni motory. V soucasné dobé
rozeznavame 18 tfid myosinl,, které se od sebe 1i8i velikosti globularni domény a
poctem lehkych a tézkych fetézcli. Myosiny jsou Casto regulované pfitomnosti vapenatych
iontli. Nevice zastoupenym myosinem v hladkosvalovych buiikach je myosin II. Jde de o
hexamer tvotfeny dvéma tézkymi fetézci a ¢tyimi lehkymi fetézci. Tézké fetézce se skladaji ze
tii domén — head domény, kterd obsahuje vazebné misto pro aktin a hydrolyzu ATP, neck
domény, ktera spojuje head doménu s tail doménou. Tail doména obsahuje coiled-coil oblast,
ktera interaguje s dalSimi myosiny (Webb 2003, Syamaladevi, Spudich et al. 2012)

Vznik kontrakce zdvisi na navazani pfisluSnych agonistl na receptory SMC.
Navazanim ligandu na receptor spfazeny s G-proteinem se receptor aktivuje, nasledné dojde
k vymén¢ GDP za GTP na a podjednotce a jeji disociaci od B a y podjednotek. Uvolnénd a
podjednotka difunduje po membrané a mize aktivovat fosfolipazu C. Fosfolipaza C Stépi
fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2) na inositol-1,4,5-trifosfat (IP3) a 1,2-diacylglycerol
(DAG). IP; a DAG jsou druzi poslové. IP3 se vaze na receptory sarkoplazmatického retikula a
zpisobuje vyliti vapenatych iontd do cytosolu. DAG spolu s vépenatymi ionty aktivuje
proteinkindzu C, ktera se podili na fosforylaci vapenatych kanalt a zpétnou vazbou stimuluje
tvorbu dalsiho DAG. Vépenaté ionty se vazi na calmodulin, ktery aktivuje MLCK kinazu,
ktera fosforyluje lehky fetézec myosinu a stimuluje ATPéazovou aktivitu myosinu. Energii
uvolnénou hydrolyzou ATP vyuziva myosin k pohybu po aktinovych vldknech. Vysledkem je
kontrakce svalové buiiky (Stull, Tansey et al. 1993, Kim, Lee et al. 2013).
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2.2.4 Diferenciace bunék hladké svaloviny

Bunécna diferenciace je proces vzniku rozdilnych typt bunck (specializace bungk),
ktery se vétSinou odehrdva na pozadi proliferace diferencujicich se bunék. Béhem
diferenciace dochéazi ke zménam genové exprese. Diilezitym faktorem je bunécna pamét’ — po
odeznéni signalizace pro diferenciaci zistavaji buiky diferencované, jsou schopné dale
diferencovat a piedavaji tuto informaci na své potomstvo. Diferenciace je dilezitym procesem
béhem ontogeneze a pii obnové tkani a organt. Proces diferenciace je regulovan rustovymi
faktory, které jsou schopné diferenciaci navodit i zablokovat. Rustové faktory neplisobi
samostatn¢; pokud chceme navodit diferenciaci smérem k ur¢itému bunéénému typu, musime
zvolit jejich vhodnou kombinaci (Xie, Zhang et al. 2007, Hill, Obrtlikova et al. 2010).

Samotnou diferenciaci mizeme hodnotit podle markerti diferenciace — proteint
specifickych pro dany bunéény typ. U SMC jsou to hladkosvalovy a-aktin, SM22a,
myocardin, h1-calponin, h-caldesmon, SM myosin heavy chain (isoformy 1 a 2) a smoothelin.
Podle stupné diferenciace, ve kterém se objevuji, je rozliSujeme na Casné, stifednédobé a
pozdni (Tabulka 1).

Hladkosvalovy a-aktin je nejvice zastoupena isoforma aktinu v diferencovanych SMC.
Diive se ptredpokladalo, Ze se vyskytuje pouze v hladké svaloviné, dnes je znamo, Ze se
vyskytuje 1 v jinych bunéénych typech, naptiklad v myofibroblastech. Jeho pfitomnost tak
neni pfimym dikazem vyskytu SMC. Hl-calponin je protein interagujici s aktinovymi
filamenty, a jeho exprese byla pozorovdna pouze u SMC. SM22a je protein strukturné
podobny calponinu. Uvadi se, Ze hraje roli v kontrakci SMC nezévislé na vapniku, a rovnéz
usnadiiuje seskupovani aktinovych filament do svazkl, ¢imz zvySuje kontraktilitu SMC a
udrzuje kontraktilni fenotyp téchto bunék. Caldesmon se vyskytuje ve dvou isoformach; 1-
caldesmon a h-caldesmon. H-caldesmon je protein, ktery se vaZe na aktin a tropomyosin a je
specificky pro SMC. Pozdni markery hladkosvalové diferenciace, a sice tézky fetézec
myosinu a smoothelin, se vyskytuji v obou piipadech ve dvou isoformach, tedy SM myosin
heavy chain 1 a 2 a smoothelin A a B, pficemZ smoothelin A je typicky pro visceralni SMC,
kdeZto smoohelin B pro vaskularni SMC. Smoothelin je protein asociovan se stresovymi
vlakny. Tyto markery pozorujeme u kontraktilnich, pln¢ diferencovanych SMC. Kromé plné
diferenciovaného kontraktilniho fenotypu pozorujeme také méné vyzraly proliferacni fenotyp

SMC. (Li, Miano Joseph et al. 1996, Rush, Tan et al. 2001).
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Casné markery a-aktin, SM22a, myocardin

Stirednédobé markery h1-calponin, h-caldesmon

Pozdni markery SM myosin heavy chain (isoformy 1 a 2),
smoothelin (isoforma B)

Tabulka 1: Markery diferenciace VSMC
Vytvoteno podle (Bacakova, Travnickova et al. 2018)

Jako reakce na mechanické ¢i biochemické poskozeni hladkosvalové tkané muze
dochazet k dediferenciaci z kontraktilniho fenotypu na takzvany fenotyp synteticky, ktery je
charakterizovan 1 vysokou migracni a proliferacni aktivitou buné¢k. Béhem procesu
dediferenciace dochézi k obnoveni bunécného cyklu, zvyseni miry proliferace, migraci bunck
a snizeni exprese kontraktilnich SMC markerii. SMC v proliferacnim fenotypu produkuji
slozky ECM, hlavné kolagen a elastin.

Jednim z faktort ovliviiujici diferenciaci hladkosvalovych progenitort a proliferanich
SMC na kontraktilni SMC je jejich kultivace spolu s endotelidlnimi buiikami, které jsou
schopné navodit jejich diferenciaci a udrzovat je v diferencovaném stavu, naptiklad pomoci
produkce sulfatovanych glykosaminoglykanti podobnych heparinu.

V souvislosti s diferenciaci na kontraktilni fenotyp SMC bylo popsdno nékolik
molekul a signalizacnich kaskad, které¢ tuto diferenciaci podporuji. Dilezitou molekulou pro
diferenciaci SMC je transforming growth factor B (TGF-B), ktery se vyuziva i pti navozovani
diferenciace z ASC. TGF-B je rustovy faktor, ktery aktivuje TGF-B receptory, coz jsou
heteromerni serin/threonin kindzové receptory. TGF-3 se vaze na dimer TGF-f receptort typu
IL, a tento komplex pak rekrutuje dimer TGF-B receptoru typu 1. Receptorovy komplex se
nasledné fosforyluje a aktivuje proteiny Smad 2 a Smad 3. Ty vytvareji komplex s proteinem
Smad 4, ktery translokuje do jadra, kde funguje jako transkripéni faktor. Interaguje
s promotory SMC specifickych genli a navozuje jejich expresi. U SMC byla popsana
interakce Smad 3 s proteinem 0EF1; tento komplex se vaZe na oblast promotoru pro a-aktin a
zvySuje jeho expresi. Signalizace TGF-B vede také k aktivaci p38, ¢imz reguluje prichod
bunéénym cyklem a zastavuje proliferaci SMC. Signalizace TGF-f3 vede k zvySeni hladiny
transkripéniho faktoru serum response factor (SRF), a¢ pfesny mechanismus tohoto procesu
neni zndm. SRF se podili na zvySeni exprese a-aktinu (Garat, Van Putten et al. 2000, Qiu,
Ritchie Raquel et al. 2005).

K zvyseni exprese markert diferenciace SMC rovnéz doslo zablokovanim signalizacni

drahy spojené s mTOR. Soucasti této signalizacni drahy je kindza S6KI1, kterd inhibi¢né
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fosforyluje IRS-1, tedy komponentu IGF-I signaliza¢ni drahy. Pouziti inhibitoru rapamycinu
dojde k zablokovani mTOR drahy, IRS-1 neni inhibovan a muze aktivovat PI3K, a tim
proteinkindzu B, ktera aktivuje transkripéni faktory. Pozorovanym vysledkem zablokovani
mTOR signalizace bylo zvySeni exprese markerii SM myosin heavy chain a hl-calponinu
(Tremblay and Marette 2001).

Diferenciace SMC je ovliviiovana také Notch signalizacni drdhou. SMC nejvice
exprimuji  receptor Notch3, po jehoz interakci sligandem (v tomto piipadé
transmembranovym proteinem) dojde k proteolytickému Stépeni receptoru, uvolnéni
intracelularni domény a jeji translokaci do jadra, kde interaguje s regulatorem transkripce
RBPJ. RBPJ se miize vazat do promotorovych oblasti genu pro a-aktin a zvySovat jeho
expresi (Li, Zhang et al. 2009).

Popsana byl také tcinek transfekce kinaz PKG-lo a PKG-I, kterd vedla k navozeni
diferenciace na kontraktilni fenotyp, kdy v bunikdch doSlo k zvySeni exprese molekul SM
myosin heavy chain 2 (Boerth, Dey et al. 1997).

Diferenciace SMC je vyznamné ovliviiovana rovnéZz mechanickou zatézi bunék.
VétSina bunéénych typl, do kterych ASC diferencuji, je vysoce mechanosenzitivni. Buiiky
jsou schopné reagovat na mechanické sily pomoci mechanosenzitivnich receptortii a pietvaret
je procesem mechanotransdukce na biochemické signaly. Smyslem aplikace mechanické
zatéze béhem in vitro kultivace je snaha napodobit fyziologické podminky, kterym jsou bunky
v téle vystaveny. Za timto uUcelem se vyuZiva bioreaktorli (dynamickych systémt), které
mohou bunky mechanicky zatéZovat riznymi zptsoby (Huang and Niklason 2014).

Pro experimentalni ¢ast této prace byl vyuzit vlastni dynamicky systém, ktery
kombinuje vlastnosti komeréné vyuzivanych systémi. Kromé zajisStovani ideélni teploty,
tlaku, vlhkosti a mechanické zatéze, udrzuje sterilni prosttedi pro kultivaci bunék. Cely proces
kultivace je mozné pozorovat pomoci metody live cell imaging (Obrazek 5).

Pti kultivaci in vitro mizeme aplikovat n€kolik druhli mechanické zatéze. Patii mezi
n¢ tenzni zatéz, kdy je vzorek osazeny buitkami natahovan. V téle je takové zatézi vystavena
napiiklad svalova, kostni nebo pojivova tkan a kiize. Dal$i moZnosti je kompresni zatéz, kdy
sila piisobi proti vzorku, a ten je stlacovan. Kompresni zatézi je v té€le vystavena napiiklad
kostni dfeil. Na bunky miize plsobit smykové napéti; zpisobeno je nejcastéji pohybem
tekutiny okolo povrchu bunky (Pedersen and Swartz 2005, Gurkan and Akkus 2008).

Mechanismy mechanotransdukce zahrnuji mechanicky ovladané iontové kandly,

receptory spojené s G-proteiny, nebo senzory jako cilie. Cilie jsou organely tvofené
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z mikrotubulii; pfedpoklada se, ze na svém povrchu maji receptory citlivé k pohybu okolnich
tekutin.

Dulezitou roli v procesu mechanotransdukce hraji integriny. Integriny jsou
transmembranové proteiny, které spojuji bunécény cytoskelet s ECM. Po vazbé na ligandy
vyskytujici se v ECM, napftiklad na specifické aminokyselinové sekvence v proteinech ECM,
jako je RGD, se integriny sdruzuji do utvart zvanych fokalni adheze. Vazby integrini na
ligandy odolavaji vnéjSim silam a umoziuji pfenos téchto sil z vnéjsiho prostfedi na
cytoskelet, ktery se tak deformuje. Jako odpovéd na deformaci cytoskeletu dochazi k jeho
piestavbe, kterd vede ke zméné tvaru bunck a zméné¢ jejich orientace k ose plisobici zatéze.

V oblastech fokalnich adhezi dochazi k aktivaci FAK kindzy, a tato aktivace vede ke
spusténi kaskady aktivujici ERK kinazy, které fosforylaci aktivuji Elk-1. Elk-1 muze
aktivovat SRF, ktery navozuje expresi proteint specifickych pro SMC. (Hirst, Twort et al.
2000).

Jednou z popsanych signaliza¢nich drah aktivovanych mechanickou zatézi vedoucich
k diferenciaci SMC je draha, které se ucastni malé GTPazy Rho. Pti plisobeni mechanické
zatéze na buniku dochézi k aktivaci RhoA, kterd aktivuje ROCK kindzu. Ta mtze fosforylovat
LIM kinazu, kterd fosforyluje protein cofilin. Cofilin je protein, ktery se vaze na aktin a
podporuje rozpad aktinovych vldken. Cofilin ve fosforylované formé ztraci schopnost vazat se
na aktin. V takovém piipadé jsou vldkna aktinu stabilizovana a v buiice se zvysSuje mira
filamentarniho aktinu. Tato zména poméru globularniho a filamentdrniho aktinu vede
k zvySeni aktivity SRF. SRF pisobi v jadie jako transkripéni faktor a zvySuje expresi
hladkosvalového a-aktinu. Pouzitim ROCK kindzového inhibitoru Y27632 doslo
v diferencujicich ASC ke snizeni produkce markert SMC a-aktinu, SM22a a hl-calponinu
(Miralles, Posern et al. 2003).

Mnoho dalSich studii potvrzuje pozitivni vliv mechanické zat€Zze na diferenciaci
kmenovych bunék do bunék hladké svaloviny. Popsan byl vliv mechanické zatéze s frekvenci
1 Hz po dobu 7 dnli v kombinaci s TGFf na zvySeni exprese a-aktinu, SM22a a h1-calponinu.
Béhem mechanické stimulace se meénila orientace bun€k k ose stimulace az o 90°, coz
odpovida in vivo orientaci bun€k v cévach. Popsan byl také nardst markerti o-aktinu, hl-
calponinu a MHC pfii zatézi s frekvenci 0,1 Hz a 1 Hz. Kontrolni vzorek nebyl vystaven
mechanické zatézi, produkce markerit SMC u néj nebyla pozorovana (Reusch, Wagdy et al.
1996, Ghazanfari, Tafazzoli-Shadpour et al. 2009, Huang, Jia et al. 2010).

Ve vétsing piipadii nejsou mechanismy plsobeni mechanické zatéze na bunécnou

diferenciaci podrobné prozkoumany; tento fenomén je predmétem dalsiho vyzkumu.
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Cile prace

Nalézt optimalni dynamické podminky potiebné pro diferenciaci kmenovych

bunék z tuku na hladké svalové bunky

Analyzovat stupen jejich diferenciace smérem k hladkym svalovym bunkam
pomoci specifickych markera diferenciace hladkych svalovych bunék

Analyzovat produkeci extracelularni matrix
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4 Material a metody
4.1 Buiky

Pro studium vlivu mechanické zatéze na diferenciaci do hladké svaloviny byly pouzity
lidské a prase¢i ASC. Lidské ASC byly ziskdny izolaci z lipoaspirati podkozniho tuku
z bfi$ni oblasti, odebranych pacientim po jejich informovaném souhlasu a souhlasu etické
komise na Klinice plastické chirurgie nemocnice Na Bulovce, Praha (ve spolupraci s dr.
Martinem Molitorem). Izolace ASC z lipoaspirati byla provedena spolupracovniky na
Oddéleni biomaterialti a tkafiového inzenyrstvi Fyziologického tistavu AV CR modifikovanou
metodikou podle autorti Estes a Diekman (Estes, Diekman et al. 2010). Pouzivané bunky byly
z né€kolika nezavislych odbéri od pacientek ve v€ku kolem 40 let, nekufacek a bez
interkurentnich chorob (Przekora, Vandrovcova et al. 2017).

Prase¢i ASC byly ziskany izolaci z kréni tukové tkané dvou Sestimé€si¢nich prasat,
jejiz explantace byla zajisténa spolupracovniky Centra Experimentalni Mediciny IKEM.
Jednalo se o dva nezavislé odbéry. Bunky byly kultivovany v proliferacnim médiu na bazi
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)
s 10% fetdlnim bovinnim sérem (FBS) v 75 cm? plastovych kultivanich lahvich (TPP,
Trasadingen, Svycarsko), a v inkubatoru IncuSafe CO, Incubator (PHCBI, Nijverheidsweg
120, Nizozemsko) pti 37°C, v atmosféte obsahujici 5% CO». V tomto prostiedi byly bunky
inkubovany pftiblizné 48 az 72 hodin, a jakmile dosahly 90% az 95% konfluence, byly

pasazovany.
4.1.1 Pasazovani

Z kultivacnich lahvi bylo ve sterilnim laminarnim boxu odsato médium a vrstva bunck
byla dvakrat oplachnuta 5 ml sterilniho fyziologického roztoku pufrovaného fosfaty (PBS),
ohtéatého na teplotu 37°C. Buiiky byly néasledné inkubovany ptiblizné¢ 60 sekund v 3 ml 0,25%
trypsinu s EDTA v PBS pii teploté¢ 37°C. Po uvolnéni buné€k byl trypsin inaktivovan 9 ml
média s obsahem 10% FBS, cely obsah kultivacni lahve byl n¢€kolikrat promichan pipetou a
nasledné pfemistén do 15 ml centrifugacni zkumavky. Bunky byly centrifugovany po dobu 5
minut pii 1340 rpm. Tekutd frakce byla z centrifuga¢ni zkumavky odsata a bunécné peleta
resuspendovana v 5 ml média. Buné¢né suspenze byla nasledné pipetou pienesena do novych

75 cm? kultiva¢nich lahvi.
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4.1.2 Izolace prasecich ASC

Explantovana tukova tkan se mechanicky rozvolnila rozstfihdnim, a nasledné byla
prenesena do 50 ml centrifugacni zkumavky a zalita fyziologicky roztokem (Sysmex, Praha,
Ceskda Republika). Po promichani se oddélila vrstva lipoaspiratu, spodni vrstva
fyziologického roztoku s krvi byla odsata injekéni stiikackou s jehlou. K lipoaspiratu bylo
pridano stejné mnozstvi PBS (1:1), obsah byl protfepan a po odd¢€leni lipoaspiratu byla odsata
spodni ¢ast PBS. Tento promyvaci krok byl opakovan nejméné pétkrat, dokud nebyla spodni

¢ast s PBS ¢ira.

Obrazek 4: Izolace prasecich ASC

Svrchni vrstva lipoaspiratu a ¢ird spodni vrstva PBS po opakovaném promyti.

Promyty lipoaspirat byl nasledné ptidan do roztoku PBS obsahujiciho 1% BSA a 0,1
% kolagendzy I (Sigma-Aldrich) v poméru 1:1. Smés byla nasledné inkubovana na tfepacce
po dobu 90 minut pfi 300 RPM a 37°C. Homogenni smés byla poté centrifugovana 5 minut,
pii 300 g a 21°C, po centrifugaci promichdna opakovanym oto¢enim a znovu centrifugovana
za stejnych podminek. Nasledn¢ byl odsan supernatant, ponechana byla pouze stromalni
vaskularni frakce, kterd byla néasledné prenesena pipetou do sterilni 50 ml centrifugacni
zkumavky obsahujici pfipravené proliferaéni médium (viz 4.2 Statickd kultivace bunék).

V ném byla centrifugovana 5 minut, pti 300 g a 21°C. Nasledné byl odsan supernatant,
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piidano 5 ml média a smés byla ptes 100 pul bunécny filtr (Sigma-Aldrich) prefiltrovana do
sterilni centrifugacni zkumavky. Nésledné byla bunécna suspenze nafedéna na pozadovany

objem a pfenesena pipetou do 75cm? kultivacnich lahvi.
4.2  Staticka kultivace bunék

Buniky byly kultivovany za standardnich podminek v inkubétoru pii 37°C a
v atmosféte obsahujici 5% CO.. Pouzity byly tfi typy nosict — sklo upravené metodou plasma
cleaning (metoda je podrobné popsand v kapitole 4.4.2), sklo s vrstvou fibrinu a volny
decelularizovany perikard. Buiniky na plazmovanych sklech a sklech s vrstvou fibrinu byly
kultivovany v 24-jamkovych destickach, bunky na decelularizovaném perikardu v 6-
jamkovych destickach (oboje od firmy TPP). Bunétna nasada na oba typy skla byla 30
tis.b./cm?, u bun&k na nasazenych na perikard 75 tis.b./cm?. Pro kultivaci byla pouzita dvé

nasledujici rozdilna média.

Prolifera¢ni médium obsahujici:

e DMEM (Sigma-Aldrich)

e 1% penicilin (Sigma-Aldrich)

e 1% streptomycin (Sigma-Aldrich)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich)

e 10% FBS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, US)
e FGF2 (10 pg/pl, Sigma-Aldrich)

Diferencia¢ni médium obsahujici:

e DMEM (Sigma-Aldrich)

e 1% penicilin (Sigma-Aldrich)

e 1% streptomycin (Sigma-Aldrich)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich)

e 10% FBS (Thermo Fisher Scientific)
e TGFp (2.5ng/ml, Sigma-Aldrich)

e BMP4 (2.5ng/ml, Sigma-Aldrich)

e Vitamin C (50 pg/ml, Sigma-Aldrich)
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4.3  Optimalizace dynamické kultivace bunék

Buniky byly kultivovany v bioreaktoru v 6-jamkovych a 24-jamkovych destickach
v inkubatoru pii 37°C, v atmosféfe obsahujici 5% CO,. Pouzity byly tfi typy nosicit — sklo
upravené metodou plasma cleaning, sklo s vrstvou fibrinu a volny decelularizovany perikard.
Bunky na plazmovanych sklech a sklech s vrstvou fibrinu byly kultivovany v 24-jamkovych
destickéch, buiiky na decelularizovaném perikardu v 6-jamkovych destickach (oboje od firmy
TPP). Desticky byly umistény do bioreaktort zajistujicich mechanickou zatéz. Bioreaktor byl
napojen na cCerpadlo syst¢tmem hadic, jejich prichodnost byla ovladatelna kleStinovymi
ventily, které byly umistény vné celého systému a nemohly tak toxicky ovliviiovat bunéény
materidl. Bioreaktor byl vybaven vlastnim tésnénim, které zajistovalo sterilni prostfedi.
V prvotnich pokusech byla aplikovana mechanicka zatéz v hodnotach 130/80 mmHg, 120/70
mmHg a 110/80 mmHg, pii frekvenci 1 Hz, pouZitd bunééna nisada byla 100 tis.b./cm? a 75
tis.b./cm?. Nasledn& byla mechanickd z4t&Z sniZena na optimdlni hodnotu 100/80 mmHg,
frekvence 1 Hz, bunééna nasada pro oba typy skla byla snizena na 30 tis.b./cm?. U buné&k

2

nasazenych na perikard byla bunéénd ndsada 75 tis.b./cm”. Pro kultivaci bylo pouzito

diferencia¢ni médium obsahujici:

DMEM (Sigma-Aldrich)

e 1% penicilin (Sigma-Aldrich)

e 1% streptomycin (Sigma-Aldrich)

e L-glutamin (Sigma-Aldrich)

e 10% FBS (Thermo Fisher Scientific)
e TGFp (2.5ng/ml, Sigma-Aldrich)

e BMP4 (2.5ng/ml, Sigma-Aldrich)

e Vit C (50 pg/ml, Sigma-Aldrich)
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Obrazek 5: Dynamicky kultiva¢ni systém

Bunky umisténé na decelularizovany perikard byly inkubovany v 6-jamkovych kultiva¢nich
destickéach (A). Buiiky umisténé na plazmované sklo a sklo s fibrinem byly inkubovany v 24-
jamkovych kultivaénich destickach (B). Desticka byla umisténa do bioreaktoru, systémem
hadic napojeného na Cerpadlo, které pulzovanim zprostiedkovava mechanickou zatéz. Ta je
dale zprostfedkovana pohybem silikonové membrany, pasobicim na bunky. Stavba
bioreaktoru umoznuje pozorovani bun€k mikroskopem v redlném case (B) v inkubatoru

béhem kultivace.
4.4 Uprava nosi¢i
4.4.1 Postupna decelularizace

Nativni prase¢i perikard byl mechanicky ocistén od tukové tkan€ a byl upraven na
velikost o rozmérech 7 x 10 cm. Tkan perikardu byla nasledné umisténa a pfisita do
decelulariza¢ni komory (Obrazek 6). Komora byla umisténa v inkubatoru s teplotou 37°C a s
atmosférou obsahujici vzduch a 5% CO2. Tkan byla promyvana 0,5% SDS v Sesti
desetiminutovych cyklech a proplachovana destilovanou vodou (dH20) v péti pétiminutovych
cyklech. V 60 ml pufru bylo rozpusténo 0,5 mg DNAzy I (Sigma-Aldrich). Tkai byla
nasledné promyvana DNAzovym roztokem, ¢as recirkulace byl dvacet minut.

DNAZzovy pufr obsahoval:

e TRIS-HCI (100 mM, pH 7.5, Bio-Rad)
e MgCLh (25 mM)
e CaCl (1 mM)
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Finalni proplach dH>O byl ve sto dvaceti desetiminutovych cyklech. Tkan byla
sterilizovana v 70% etanolu po dobu jedné hodiny. Nasledné byla proplachovana v PBS na

titepacce po deset hodin. Nakonec byla pfemisténa do sterilniho PBS.

Obrazek 6: Decelulariza¢ni komora
Nativni perikard uchycen do decelularizaéni komory, ve které probiha postupna

decelularizace.

4.4.2 Uprava skla

Plazmovana skla byla upravena metodou ,,plasma cleaning® v pfistroji Femto plasma
cleaner (Diener electronic GmbH, Ebhausen, Némecko) za nasledujicich podminek: 60%
vykon, pritok 0,75 nl/hod, ¢as 20 minut.

Skla s vrstvou fibrinu byla vytvofena podle upraveného protokolu obsazeného ve
studii z roku 2012 (Kolehmainen and Willerth 2012). Skla byla ponofena na 60 minut do
roztoku fibrinogenu rozpusténém v TRIS-HCI (10pg/ml, Sigma-Aldrich). Nasledné byla skla
2x oplachnuta TRIS-HCI (Sigma-Aldrich). Fibrinogen byl aktivovan ponofenim skla na 15
minut do roztoku trombinu rozpusténém v TRIS-HCI (2,5 U/ml, Sigma-Aldrich). Nasledné
byla skla 2x oplachnuta TRIS-HCI (Sigma-Aldrich). Dal§im krokem bylo ponoteni skla na 60
minut do roztoku fibrinogenu rozpusténém v TRIS-HCI (400 pg/ml, Sigma-Aldrich) a
antitrombinu III (0,5U/ml, Chromogenix, Milan, Italie) rozpusténém v destilované vodé.

Nésledné bylo sklo 2x oplachnuto PBS.
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4.5 Imunofluorescenéni barveni
4.5.1 Imunofluorescen¢ni barveni markera diferenciace

Imunofluorescencni barveni markerit diferenciace VSMC bylo provadéno na
fixovanych bunkach nasazenych na plazmované sklo, sklo s vrstvou fibrinu a
decelularizovany perikard po tiech a sedmi dnech kultivace. Pro jednotlivé markery byly v
kazdém intervalu barveny tii vzorky. Vzorky byly pfed barvenim promyty PBS a fixovany
v metanolu s teplotou -20°C po dobu 20 minut. Piipadna nespecificka vazba protilatek byla
blokovéna inkubaci v PBS s 1% BSA a 1% Tweenu 20 po dobu 60 minut. Vzorky byly
nasledné promyty Cistym PBS a inkubovany pfes noc v primarni protilatce fedéné v roztoku
PBS obsahujicim 1% BSA a 0,1% Tween 20. Pouzita byly protilatka proti a-aktinu (mysi,
Thermo Fisher Scientific) fedénd v poméru 1:100, dale protilatka proti hl-calponinu (mysi,
Thermo Fisher Scientific) fedénd v poméru 1:200, a protilatka proti SM myosin heavy chain
(mys$i, Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA) fedénd v poméru 1:100. Po inkubaci
v primarni protilatce byly vzorky dvakrat proplachnuty PBS a néasledn¢ inkubovany
v sekundarni protilatce po dobu jedné hodiny. Pouzité sekundérni protilatky proti mySim
protilatkdm byly: protildtka izolovand zkozy konjugovand s Alexa Fluor 488 (zelend
fluorescence, Abcam, Cambridge, UK) a protilatka izolovana z kralika konjugovana s Alexa
Fluor 647 (Cervena fluorescence, Thermo Fisher Scientific). Sekundarni protilatky byly
fedény v roztoku PBS obsahujicim 1% BSA v poméru 1:400. Jadra bunck byla barvena
barvivem DAPI (modra fluorescence, Thermo Fisher Scientific) fedénym v PBS v poméru

1:1000.

4.5.2 Imunofluorescencni barveni kolagenu I a fibronektinu

Imunofluorescen¢ni barveni kolagenu I a fibronektinu bylo provadéno na fixovanych
bunikdch nasazenych na plazmované sklo a sklo s vrstvou fibrinu po tfech dnech
kultivace. Imunofluorescencni barveni kolagenu I na decelularizovaném perikardu bylo
provedeno po tfech a sedmi dnech kultivace. V kazdém intervalu barveny tii vzorky. U vSech
nosicl bylo pouzito podobného postupu jako pii barveni markerti diferenciace: vzorky byly
pfed barvenim promyty PBS a fixovany v etanolu s teplotou -20°C po dobu 20 minut.
Nespecifickd vazba byla blokovéana inkubaci v PBS, obsahujicim 1% BSA a 1% Tween 20,
po dobu 60 minut. Vzorky byly nésledné¢ promyty c¢istym PBS a inkubovany pfes noc v
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primarni protilatce proti kolagenu (mysi protilatka, Sigma-Aldrich) nebo proti fibronektinu
(krali¢i protilatka, Abcam). Protilatky byly fedény v roztoku PBS obsahujicim 1% BSA a
0,1% Tween 20. Nasledné byly vzorky dvakrat proplachnuty PBS. Sekundarni protilatka proti
mysi primarni protilatce byla izolovana z kozy a konjugovana s Alexa Fluor 488 (zelena
fluorescence, Abcam), sekundarni protilatka proti krali¢i primarni protilatce byla izolovéana z
kozy a konjugovédna s Alexa Fluor 647 (Cervena fluorescence, Thermo Fisher Scientific).
Vzorky byly inkubovany v sekundarnich protilatkdch po dobu jedné hodiny, a néasledné 2x
promyty Cistym PBS. Jadra bunék byla dobarvena barvivem DAPI (modra fluorescence,
Sigma-Aldrich) fedénym v PBS v poméru 1:1000.

Protilatka | Vyrobce I;:ltglzgove Zdroj Typ

a-SMA Thermo Fisher | 14-9760-82 | Mys monoklonalni

a-SMA Abcam ab5694 Kralik polyklonalni

CALP Abcam ab46794 Kralik monoklonalni

COL-1 Sigma-Aldrich | C2456 Mys monoklonalni

FNI1 Abcam ab23750 Kralik polyklonalni

MYHI11 Santa Cruz sc-6956 Mys monoklonalni

anti-mouse | Abcam ab150113 Koza polyklonalni, konjugovana s Alexa 488
anti-rabbit | Thermo Fisher | A27040 Koza polyklonalni, konjugovana s Alexa 647

Tabulka 2: Seznam protilatek.

4.6 Mikroskopie

Fluorescencni fotografie byly pofizeny na tiech typech mikroskopt. Produkce markert
diferenciace a kolagenu I u ASC inkubovanych na skle s fibrinem a na decelularizovaném
perikardu byla snimana pomoci konfokalnich mikroskopti Leica TCS SP8 WLL MP (objektiv
x20, vodni imerse) a Carl Zeiss LSM 880 NLO (objektiv x20, vodni imerse a objektiv x40,
olejova imerse). Produkce markerit v buiikkach na plazmovanych sklech a postupna
decelularizace perikardu byla sniména na fluorescencnim mikroskopu Leica DMi8 S (objektiv
x10). Snimky z kazdé sady byly fotografovany se stejnym nastavenim expozice. Pro upravu
fotografii byl pouzit software ZEISS ZEN — Digital Imaging for Light Microscopy a Leica
LAS X.
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4.7 Elektroforéza SDS PAGE

4.7.1 Ptiprava bunécéného lyzatu

Pro ptipravu lyzatu z bunénych vzorkl na skle s vrstvou fibrinu byl pouzit nésledujici
postup:

Ze vzorku bylo odsato médium a fibrinova vrstva s bunikami byla tfikrat proplachnuta
v PBS. Po proplachu byl do jamky s butikami pfidan roztok RIPA pufru s blokatory protedz a
fosfataz (Thermo Fisher Scientific) vychlazeny na 4°C. Bunécény material byl nasledné
seSkraban ze dna jamky a pipetou prenesen do zkumavky. Obsah zkumavky byl
homogenizovan promichanim pipetou. Zkumavka byla nasledné inkubovéna na ledu po dobu
30 minut. Obsah byl nasledn¢ centrifugovan po dobu 15 minut, pfi 14000 g pii 4°C.
Supernatant byl po centrifugaci pfemistén do nové zkumavky. Na analyzu kazdého intervalu

bylo pouzito pét vzorkd.
4.7.2 Priprava geli

Pro ptipravu 10% akrylamidovych geli bylo pouZito néasledujiciho sloZeni:

Stacking gel:
e dHO
e 40% akrylamid (Bio-Rad)
e TRIS-HCI, pH 6,8 (Bio-Rad)
e 10% SDS (Sigma-Aldrich)
e 10% APS (Sigma-Aldrich)
e TEMED (Bio-Rad)

Separaéni gel:
e dH:O
e 40% akrylamid (Bio-Rad)
e TRIS-HCI, pH 8,8 (Bio-Rad)
e 10% SDS (Sigma-Aldrich)
e 10% APS (Sigma-Aldrich)
e TEMED (Bio-Rad)
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4.7.3 SDS PAGE

Vzorky v lyzaénim roztoku byly nafedény na pozadovanou koncentraci proteinu (100
pg/ml) smichdnim s 2x Laemmliho vzorkovym pufrem (Bio-Rad) obsahujicim:
e 10% 2-merkaptotanol
e 20% glycerol
e 4% SDS
e 0.02% bromfenolovd modf

e TRIS-HCL, pH 6,8

Takto pfipravené vzorky byly promichany vortexem a nasledné vafeny po dobu 5
minut pii 95°C. Nasledné byly aplikovany do jamek v gelu na sestavené aparatute Criterion™
(Bio-Rad, USA). Do prazdnych jamek bylo naneseno barvivo s RIPA (pomér 1:1).
Elektroforeticky pufr byl nalit do vnéj$i nddoby. Nasledné byl zapnut zdroj, aplikované napéti
bylo 90 V prvnich 10 minut, nasledné¢ 120 V do konce analyzy.

Elektroforeticky pufr obsahoval:
e TRIS (25 mM, Bio-Rad)
e Glycin (190 mM, Sigma-Aldrich)
e 0.1% SDS (Sigma-Aldrich)

4.7.4 Western Blot

Polyvinyliden difluoridovd (PVDF) membrana byla aktivovana namocenim v 100%
metanolu. Nasledn¢ byla omyta dH>O a ponofena do transferového pufru (25 mM TRIS, 190
mM glycin). Pod membranou byl umistén filtrani papir. Separa¢ni gel byl omyt v dH20 a
ponofen do transferového pufru na PVDF membranu. Na vrchni ¢ast gelu byl umistén
filtracni papir. Filtracni papiry, PVDF membrana a gel byly uzavieny v elektroforetické
aparatufe, ktera byla umisténa na ledu. Po zapnuti zdroje bylo aplikovano napéti 20 V pres
noc. Po rozebrani aparatury byla membrana ponofena na 2 minuty do metanolu, nasledn¢ byla
omyta v dH>0. Nésledné byla barvena 0,05% Ponceau v 5% kyselin¢ octové po dobu 30
minut. Po barveni byla membréana promyta v dH>O. Blokovani bylo provedeno v 5% roztoku
mléka po dobu jedné hodiny. Pro barveni byly pouzity primarni protilatky (Tabulka 2) fedéné
v roztoku PBS obsahujicim 1% BSA a 0,1% Tween 20. Barveni probihalo pfes noc,
membrana byla nésledné omyta PBS. Sekundéarni protilatky (Tabulka 2) byly fedény
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v roztoku PBS obsahujicim 1% BSA, doba barveni byla 60 minut. Membrana byla nasledné
omyta PBS, k analyze byl pouzit pfistroj FUSION Solo S (VILBER, Eberhardzell, Némecko).
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5 Vysledky

5.1 Optimalizace dynamické kultivace bunék

Béhem kultivace v bioreaktoru s mechanickou zatézi byla v prvotnich pokusech
aplikovana zatéz v hodnotach 130/80 mmHg, 120/70 mmHg a 110/80 mmHg, pfi frekvenci 1
Hz. Aplikace této mechanické zatéze vedla u bunék kultivovanych na plazmovaném skle
k odtrhavéani bunééného materialu od podkladu po jednom dni dynamické kultivace. U bunék
kultivovanych na skle s vrstvou fibrinu vedla k odtrhavani bunééného materialu mezi druhym
a tietim dnem dynamické kultivace. U vzorkl kultivovanych na decelularizovaném perikardu
dochézelo béhem dynamické kultivace k deformaci perikardového nosice. Idealni mechanicka
zatéz, béhem jejiz aplikace nedochéazelo k Castému poSkozovéani bunééného materidlu byla
sérii experimentd stanovena na 100/80 mmHg, frekvence 1 Hz.

K odtrhavani bunék od podkladu dochazelo rovnéz pii pfili§ vysokych bunéénych
nasadach. U plazmovaného skla i skla s vrstvou fibrinu se béhem dynamické kultivace vrstva
bunék odtrhavala od podkladu v pokusech s nasadou 100 tis.b./cm? a 75 tis.b./cm?. Idealni
bunééna nasada na oba typy skla byla stanovena na 30 tis.b./cm?, u bunék nasazenych na

decelularizovany perikard na 75 tis.b./cm?.
5.2  Postupna decelularizace perikardu

Pro pfipravu decelularizovaného perikardu byl jako zdroj pouzit nativni praseci
perikard. Decelularizovany perikard byl v dalSich experimentech vyuZivan jako bunécny
nosi¢. Proces decelularizace zahrnoval postupné promyvani 0,5% SDS a roztokem DNAzy.
Z nativniho perikardu, v intervalech 20, 40, 60 minut promyvani SDS a po proplachu
DNAzou byl z tkan¢ odebran vzorek 2x2 cm, ktery slouzil k analyzovani tkan€ v prib¢hu
decelularizace. Nativni tkan vykazovala pfitomnost bunck (Obrazek 7; a — b); ptfitomnost
jader byla patrna jeste po 40 minutach promyvani SDS (Obrazek 7; e — f). Mista vyskytu jader
nebyla detekovana po 60 minutach plsobeni SDS, tkan ale stale ziistdvala pozitivni na
pfitomnost DNA (Obrazek 7; g — h). Po promyti DNAzou nebyla DNA jiz detekovana
(Obrazek 7; 1 — j), a zcela decelularizovana tkan byla pfipravena po finalnim proplachu
(Obrazek 7; k — 1). Béhem decelularizatniho procesu dochazelo k nabobtnani tkdn€, po
findlnim proplachu se vratila do pivodniho stavu (Obrazek 7; g — k). Decelularizovana tkan
vykazovala pfi manipulaci hor$i mechanické vlastnosti nez tkan nativni, byla citlivéjsi

k poskozeni a snadnéji se trhala.
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Brightfield Fluorescence

Nativni perikard

0 muant

2

60 mumut 40 muimt

Po DMNAze

Proplach dH20

Obrazek 7: Postupna decelularizace perikardu

Tkan perikardu byla pfed a béhem decelularizace analyzovéna na pfitomnost bunék a DNA.
Nativni perikard (a, b), interval 20 minut (¢, d), 40 minut (e, f), 60 minut (g, h), po proplachu
DNAZzou (i, j) a findlnim proplachu dH>O (k, 1). Tké&n byla pozorovdna ve svételném poli,
DNA byla barvena pomoci Hoechst 33258 (modra fluorescence, Sigma-Aldrich). Leica DMi8
S, objektiv x10, métitko 200 pm.
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5.3 Detekce markeru diferenciace

Vliv mechanické zatéze na diferenciaci ASC do VSMC byl hodnocen pomoci
imunofluorescence markert diferenciace, a sice Casného markeru SM a-aktinu a
sttednédobého markeru hl-calponinu. Pro analyzu byly pouzity lidské a prasec¢i ASC. Lidskeé
ASC byly kultivovany na tfech typech nosic¢ti — plazmovaném skle, skle s vrstvou fibrinu a
decelularizovaném perikardu. Prase¢i ASC byly kultivovany na plazmovanych sklech a
sklech s vrstvou fibrinu. Sledované intervaly byly 3 a 7 dni kultivace. Pouzitd mechanicka
74t byla 100/80 mmHg, frekvence 1 Hz. Bun&éna nasada byla 30 tis.b./cm? pro plazmované

sklo a sklo s vrstvou fibrinu, pro decelularizovany perikard 75 tis.b./cm?.

5.3.1 Plazmované sklo

U lidskych i prasecich ASC se pfi statické i dynamické kultivaci v diferenciaénim
médiu podafilo navodit diferenciaci smérem k VSMC. U vsech vzorkt byly detekovany
markery diferenciace a-aktin i hl-calponin (Obrazek 8 — 11). Hlavni rozdil mezi statickou a
dynamickou kultivaci byl pozorovatelny u lidskych ASC v intervalech 3 a 7 dni. Vyskyt
vlaken stfednédobého markeru hl-calponinu byl zaznamenan u vétSiny dynamicky
kultivovanych bun¢k v intervalu 3. dne, zatimco u staticky kultivovanych bun¢k byl spise
sporadicky (Obrazek 8; f.). Sedmy den byla vSak vlakna hl-calponinu pozorovana u
obdobného poctu staticky 1 dynamicky kultivovanych bunck (Obrazek 9; e, f). Produkce
¢asného markeru a-aktinu byla u lidskych 1 prase¢ich ASC srovnatelna, a byla srovnatelna i u
bunék kultivovanych staticky a dynamicky. Nejvyssi intenzita signdlu obou markert byla
pozorovatelnd u prasecich ASC 7. den statické i dynamické kultivace (Obrazek 11; g, h). U
kontrolnich ASC kultivovanych v proliferacnim médiu ve statickém systému nebyla vSak
exprese markeri diferenciace smérem k VSMC zaznamenana. Pozdni marker SM myosin
heavy chain se nepodaftilo detekovat u zadného z pozorovanych vzork.

Povrchova tprava metodou ,,plasma surface cleaning” se vyuzivala pro zvySeni
hydrofilnosti povrchu skla. Hlavnim limitujicim faktorem pro vyuZivani skla jako nosice
v bioreaktorech s dynamickou zatézi byl problém s bunécnou adhezi. Bunécnd vrstva se
v pribéhu dynamické kultivace v bioreaktoru u vétSiny nasazenych vzorkli casto odtrhavala,

nejcastéji po prvnim dni kultivace.
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Staticka kultivace. 3 dny Drynamicka kultivace, 3 doy

jadra

u-actin

calponin

sloucené

@

Obrazek 8: Lidské ASC, sklo, 3 den

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,
diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescencni barveni jader (modrd, a — b) a markerii
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, ¢ — d) a hl-calponin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a h1-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkéch v prolifera¢nim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

métitko 50 pm.
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Staticka kultivace, 7 dni

Drvnamicka kultivace, 7 dai
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calponin

Kontrola, proliferaéni medmm

sloutené

63]

Obrazek 9: Lidské ASC, sklo, 7 dni

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 7. den,
diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescenéni barveni jader (modrd, a — b) a markerii
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, c — d) a hl-calponin (zelend, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a h1-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkéch v prolifera¢nim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

métitko 50 pm.
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Staticka kultivace, 3 dny Dynamicka kultivace, 3 doy

jadra

g-actin

calponin

Kontrola, proliferaéni medium

sloucené

(E) (1) Y]

Obrazek 10: Prasec¢i ASC, sklo, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace prase¢ich ASC 3. den,
diferenciatni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modréd, a — b) a markert
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, c — d) a hl-calponin (zelend, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a hl-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunikach v proliferacnim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

mefitko 50 pm.
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Staticka kultivace, 7 dni Dynamicka kultivace, 7 dni
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calponin

Kontrola, proliferatni médium

slouéend

G

Obrazek 11: Praseci ASC, sklo, 7 dni

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace prase¢ich ASC 7. den,
diferenciatni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modréd, a — b) a markert
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, c — d) a hl-calponin (zelend, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a hl-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkach v proliferacnim
médiu, staticka kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

meéfitko 50 pm

35



5.3.2 Sklo s vrstvou fibrinu

U lidskych i prase¢ich ASC kultivovanych na skle s vrstvou fibrinu se podobné jako u
vzorkil kultivovanych na plazmovaném skle podatilo navodit diferenciaci smérem k VSMC
ve statickém i dynamickém prostiedi. Casny marker diferenciace a-aktin byl detekovan u
vSech zkoumanych vzorki (Obrazek 12), avSak v jeho obsahu a distribuci v bunikach byl mezi
dynamickou a statickou kultivaci pozorovan signifikantni rozdil (Obrazek 13 — 17). Jak
ukazala densitometrie Western blotd, obsah a-aktinu byl statisticky vyznamné vyssi u bun¢k
kultivovanych v dynamickém systému, a to 3. 1 7. den kultivace (Obrazek 13).
Imunofluorescence vSak ukazala srovnatelnou tvorbu vldken a-aktinu v ASC kultivovanych
staticky 1 dynamicky; u prase¢ich ASC se dokonce jevila vladkna a-aktinu jako vyraznéjsi u
bun¢k kultivovanych staticky (Obrazky 16; ¢, d; 17; ¢, d).

Stejné jako u vzorkl kultivovanych na plazmovaném skle se rozdil mezi statickou a
dynamickou kultivaci lidskych ASC projevil u produkce hl-calponinu. Porovnani 3. dne
statické a dynamické kultivace potvrzuje signifikantni zvySeni obsahu hl-calponinu u
dynamicky kultivovanych bun¢k (Obrazek 13), u nichz byl navic hl-calponin uspotadan do
vldken, byt 1 slab& patrnych (Obrazek 14; f, h), zatimco u staticky kultivovanych bunék
(Obrazek 14; e, g) vlakna pozorovana nebyla. Po 7 dnech kultivace jsou vldkna hl-calponinu
pozorovatelnd i u statické kultivace (Obrazek 15; e), intenzivnéj$i signdl vykazuji vzorky
kultivované¢ dynamicky (Obrazek 15; f). U praseCich ASC byla vlakna hl-calponinu
detekovana u vSech vzorkl (Obrazek 16 — 17), avSak u bun¢k v dynamickém systému jejich
fluorescence byla intenzivnéjsi, zejména 3. den kultivace (Obrazek 16; e, f), kdy dokonce
imunofluorescence hl-calponinu ¢aste¢né maskovala imunofluorescenci a-aktinu (Obrazek
16; g). Nejvyssi intenzita signalu byla zaznamendna po 7 dnech kultivace prasecich ASC, a
tato intenzita stale pretrvavala jako mirné€ vyssi u bunék v dynamickém systému (Obrazek 17;
e, f, g, h). Pozdni marker SM myosin heavy chain nebyl detekovéan u Zadného z pozorovanych
vzork.

Dynamicky kultivované buniky na skle s vrstvou fibrinu byly podobné jako buiky
kultivované na plazmovanych sklech nachylné k uvolnéni od podkladu. Po 3 dnech kultivace

v bioreaktoru dochazelo k ¢asteénému, nebo 1 celkovému uvolnéni buné¢ného materialu.
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3D stat 3D dyn 7D stat

7D dyn

Obrazek 12: Western blot; exprese markeri diferenciace ASC na skle s vrstvou fibrinu

Porovnani exprese markerti diferenciace u lidskych ASC na trovni proteinu. Analyza

potvrdila produkci a-aktinu a hl-calponinu u obou intervalt statické (3D stat, 7D stat) i

dynamické kultivace (3D dyn, 7D dyn); obsah téchto markerii vSak byl obvykle vyznamné

vyssi v buiikach kultivovanych dynamicky s vyjimkou calponinu 7. den, jehoz obsah byl

srovnatelny v buiikach kultivovanych staticky 1 dynamicky. Kontrola: GAPDH.
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Obrazek 13: Densitometrie Western bloti pro expresi markeri diferenciace

Densitometrie proteinli z bunécnych lyzati lidskych ASC kultivovanych staticky 3 a 7 dni
(D3_Fb ASC a D7 Fb ASC) a dynamicky 3 a 7 dnt (D3 _Fb ASC a D7 Fb ASC).

Hodnocen byl a-aktin a hl-calponin. Statistickd metoda ANOVA, statistickd vyznamnost

p=<0.05, n=5 pro vSechny méfené intervaly.
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Staticka kultivace, 3 dny Drynamicka kultivace, 3 dny
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Obrazek 14: Lidské ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 3 dny
Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,

diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modrd, a — b) a markerii
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, ¢ — d) a hl-calponin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a h1-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkéch v prolifera¢nim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

métitko 50 pm.
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Staticka kultivace, 7 dni Dynamicka kultivace, 7 dni
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Kontrola, proliferatni médium

Obrazek 15: Lidské ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 7 dni

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 7. den,
diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescenéni barveni jader (modrd, a — b) a markerii
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, ¢ — d) a hl-calponin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a h1-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkéch v proliferacnim

médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

métitko 50 pm.
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Staticka kultivace, 3 dny Dynamicka kultivace, 3 dny
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Obrazek 16: Praseci ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 3 dny
Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,

diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modrd, a — b) a markerii
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, ¢ — d) a hl-calponin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a h1-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkéch v proliferacnim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x40,

métitko 25 pm.
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Staticka kultivace, 7 dni Drynamicka kultivace, 7 dni
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Obrazek 17: Praseci ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 7 dni

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 7. den,
diferenciatni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modréd, a — b) a markert
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, c — d) a hl-calponin (zelend, e — f). Sloucené fotografie
jader, a-aktinu a hl-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkach v proliferacnim
médiu, staticka kultivace. Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20,

meéfitko 50 pm.
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5.3.3 Decelularizovany perikard

Decelularizovany perikard byl pouzit jako nosic pro statickou a dynamickou kultivaci
lidskych ASC. Na rozdil od plazmovaného skla a skla s vrstvou fibrinu u perikardu
nedochazelo k problémtim s odtrhavanim bunécného materidlu. Béhem dynamické kultivace
dochazelo po patém dni kultivace ke zkrouceni perikardového nosice, pi1 kterém ovSem
nedochdzelo k fatdlnimu poskozeni bunééného materialu.

Hladkosvalovy a-aktin byl detekovan u vSech pozorovanych vzorki (Obrazek 18 —
19). Piitomnost signalu hl-calponinu byla po 3 dnech statick¢é a dynamické kultivace
v porovnani s buitkami kultivovanymi na obou typech skla detekovana u malého poc¢tu bunék
(Obrazek 18; e, f). K jejimu zvyseni doslo s rostoucim ¢asem kultivace, vlakna h1- calponinu
byla detekovana u vétSiny bunék intervalu 7 dne (Obrazek 19; e, f). Rozdil mezi statickymi a
dynamickymi vzorky byl minimalni Ve tfetim dnu kultivace se imunofluorescence obou
markerd jevila jako vyraznéj$i u bun€k kultivovanych dynamicky, ovSem v sedmém dnu
naopak u bun¢k kultivovanych staticky, zejména v ptipadé hl-calponinu (Obrazek 19; e, f, g,
h). Pozdni marker SM myosin heavy chain se nepodafilo detekovat u zadného z

pozorovanych vzork.
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Obrazek 18: Lidské ASC, perikard, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,
diferenciatni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modréd, a — b) a markert
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, ¢ — d) a hl-calponin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie
jader, a-aktinu a hl-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunkach v proliferacnim
médiu, statickd kultivace. Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 WLL MP, objektiv x20,

meéfitko 25 pm.
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Obrazek 19: Lidské ASC, perikard, 7 dni

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 7. den,
diferenciaéni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader (modréd, a — b) a markert
diferenciace VSMC; a-aktin (Cervend, c — d) a hl-calponin (zelend, e — f). Sloucené fotografie
jader, a-aktinu a hl-calponinu (g — h). Kontrola (i) fotografovana na bunikach v proliferacnim
médiu, staticka kultivace. Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 WLL MP, objektiv x20,

mefitko 25 pm.



5.4 Detekce produkce extracelularni matrix

Podle literatury beéhem diferenciace ASC do VSMC dochézi k produkci extracelularni
matrix. Podobné jako u hodnoceni markerti diferenciace byly pro analyzu pouzity lidské a
prase¢i ASC. Lidské ASC byly kultivovany na tifech typech nosicli — plazmovaném skle, skle
s vrstvou fibrinu a decelularizovaném perikardu. Praseci ASC byly kultivovany na
plazmovanych sklech a sklech s vrstvou fibrinu. Pouzitd mechanickd zatéz byla 100/80
mmHg, frekvence 1 Hz. Bun&éna nasada byla 30 tis.b./cm? pro plazmované sklo a sklo

s vrstvou fibrinu, pro decelularizovany perikard 75 tis.b./cm?.

5.4.1 Plazmované sklo

Produkce kolagenu I a fibronektinu byla potvrzena u vSech pozorovanych vzork,
sledovany interval byl 3 dny. U lidskych ASC se kolagen I i fibronektin vyraznéji barvi u
bun¢k ve statickém systému. U praseCich ASC je rozdil v produkci ECM u bunék ve
statickém a dynamickém systému méné napadny nez u lidskych ASC, ale tato produkce je

v

vyrazngj$i i homogennéj$i u bunék ve statickém systému. (Obrazek 20 — 21).
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Staticka kultivace, 3 day Drynamicka kultivace, 3 dov
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Obrazek 20: Lidské ASC, sklo, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,
diferenciani médium (a — h). Imunofluorescencni barveni jader (modra, a — b) a
extracelularni matrix; kolagen I (Cervend, ¢ — d) a fibronektin (zelena, e — f). Sloucené
fotografie jader, kolagenu I a fibronektinu (g — h). Konfokélni mikroskop Carl Zeiss LSM 880
NLO, objektiv x20, métitko 50 pm.
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Obrazek 21: Praseci ASC, sklo, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace prasec¢ich ASC 3. den,
diferenciatni médium (a — h). Imunofluorescencni barveni jader (modra, a — b) a
extracelularni matrix; kolagen I (Cervend, ¢ — d) a fibronektin (zelena, e — f). Sloucené

fotografie jader, kolagenu I a fibronektinu (g — h). Konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 880
NLO, objektiv x20, métitko 50 pm.
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5.4.2 SKklo s vrstvou fibrinu

Podobné¢ jako u vzorki kultivovanych na plazmovaném skle byla produkce kolagenu I
a fibronektinu byla potvrzena u vSech pozorovanych vzorki, sledovany interval byl 3 dny. Pti
porovnani statické a dynamické kultivace nejsou pozorovany signifikantni rozdily, intenzita
signalu je u vSech pozorovanych vzorki obdobna (Obrazek 22 — 23). Pouze usporadani
lidskych ASC, kolagenu I i fibonektinu se 1i8i: zatimco ve statickém systému je uspotradani
spiSe ndhodné, v dynamickém systému maji buiky i struktury (vldkna) ECM tendenci byt
usporadany paraleln¢ (Obrazek 22; c-h). Paralelni uspofddani se neprojevuje u pracecich
ASC; zde jsou bunky i ECM uspotadany nahodné¢, ale misty se ECM barvi intenzivnéji v
dynamickém nez ve statickém kultivacnim systému (Obrazek 23; c-h). Produkce kolagenu I a
fibronektinu byla detekovana i u obou typi bunck kultivovanych v proliferaénim médiu
(Obrazek 24). Na rozdil od lidskych ASC kultivovanych v diferenciacnim médiu (Obrazek
22; g, h) nebyla u bunék kultivovanych v proliferacnim médiu (Obrézek 24; g) pozorovana
souvisld vrstva kolagenu I a fibronektinu. U prase¢ich ASC nebyl mezi kultivaci
v prolifera¢nim (Obrazek 24; h) a diferenciaénim médiu pozorovatelny rozdil (Obrazek 23; g,

h).
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Obrazek 22: Lidské ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace lidskych ASC 3. den,
diferenciani médium (a — h). Imunofluorescencni barveni jader (modra, a — b) a
extracelularni matrix; kolagen I (Cervend, ¢ — d) a fibronektin (zelena, e — f). Sloucené
fotografie jader, kolagenu I a fibronektinu (g — h). Konfokélni mikroskop Carl Zeiss LSM 880
NLO, objektiv x20, métitko 50 pm.
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Obrazek 23: Praseci ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 3 dny

Porovnani statické (a, c, e, g) a dynamické (b, d, f, h) kultivace prasec¢ich ASC 3. den,
diferenciani médium (a — h). Imunofluorescencni barveni jader (modra, a — b) a
extracelularni matrix; kolagen I (Cervend, ¢ — d) a fibronektin (zelena, e — f). Sloucené
fotografie jader, kolagenu I a fibronektinu (g — h). Konfokélni mikroskop Carl Zeiss LSM 880
NLO, objektiv x20, métitko 50 pm.
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Obrazek 24: Lidské a Praseci ASC, sklo s vrstvou fibrinu, 3 dny

Lidské ASC (a, c, e, g) a praseci ASC (b, d, f, h), statickd kultivace, 3. den, proliferacni
médium (a — h). Imunofluorescenéni barveni jader (modra, a — b) a extracelularni matrix;
kolagen I (Cervena, ¢ — d) a fibronektin (zelena, e — f). Slouc¢ené fotografie jader, kolagenu I a
fibronektinu (g — h). Konfokélni mikroskop Carl Zeiss LSM 880 NLO, objektiv x20, métitko
50 pm.
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5.4.3 Decelularizovany perikard

Analyza produkce ECM b¢hem statické a dynamické kultivace na decelularizovaném
perikardu byla provedena na lidskych ASC. Detekovana byla produkce kolagenu I. Sledované
intervaly byly 3. a 7. den. Produkce kolagenu I byla potvrzena u vSech pozorovanych vzorkt
(Obrazek 25). Vysledky ukazuji, ze v produkci ECM neni mezi statickou a dynamickou
kultivaci signifikantni rozdil. Hladiny intenzity fluorescence jsou u vSech vzorkti obdobné.
Pouze pocet bunék je na vzorcich v podminkach dynamické kultivace vyssi nez pii kultivaci
statické. Produkce kolagenu I byla detekovana i u vzorkl kultivovanych v proliferacnim

médiu (Obrazek 26)

kolagen

Staticka kultivace, 3 day

Dynamicka kultivace, 3 doy

d)

Staticka kultivace, 7 dni

Dynamickd kultivace, 7 dud

Obrazek 25: Lidské ASC, perikard, 3 a 7 dni

Porovnani statické (a, b, e, f) a dynamické (c, d, g, h) kultivace lidskych ASC 3. a 7. den na
decelularizovaném perikardu, diferencia¢ni médium (a — h). Imunofluorescen¢ni barveni jader
(modra, a, c, e, g) a kolagenu I (zelena, b, d, f, h). Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8
WLL MP, objektiv x20, métitko 25 pm.
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Obrazek 26: Lidské ASC, perikard, 3 a 7 dni

kolagen

Staticka kultivace, 3 doy

Staticka kultivace, 7 dni

Lidské ASC, staticka kultivace 3. a 7. den, proliferacni médium (a — d). Imunofluorescenc¢ni
barveni jader (modra, a, ¢) a extracelularni matrix; kolagen I (zelend, b, d). Konfokalni

mikroskop Leica TCS SP8 WLL MP, objektiv x20, méfitko 25 um.



6 Diskuse

Cilem tkanového inZenyrstvi je tvorba funkc¢nich nahrad schopnych nahradit v téle
pacienta chyb¢jici nebo posSkozenou tkan. Tyto ndhrady nesmi toxicky ptsobit na organismus,
naopak maji podporovat hojeni a obnovovani defektni tkané a poskytovat pacientim komfort
béhem procesu 1écby. Soucasnym trendem v tkdnovém inzenyrstvi je vyuzivani kmenovych
bun¢k, které jsou diky svym specifickym vlastnostem povazovany za témei idealni bunécnou
slozku pro tvorbu biokompatibilnich nahrad. Kmenové buiiky, alespoii nékteré jejich typy,
jako jsou kmenové bunky tukové tkané, lze ve srovnani s buikami diferencovanymi ziskat v
autologni formé ve vétSim mnozstvi, expandovat je do vyssich kvantit a dale je piisobenim
vhodnych faktori diferencovat do pozadovanych bunéénych typl. Jednim z odvétvi
tkanového inzenyrstvi, které vyuziva kmenovych bunék, je vaskularni tkanové inzenyrstvi.
Vzhledem k tomu, ze nejcastéjs$i pti¢inou umrti ve vyspélych zemich jsou v soucasné dobé
kardiovaskularni onemocnéni, existuje zdjem na zdokonalovani a tvorb&é novych strategii,
které¢ by vedly k tispésné tvorbé vaskuldrnich ndhrad (Nerem and Seliktar 2001). K témto
strategiim patii napiiklad vypracovani a zavedeni novych kultivaénich metod, jako je
napiiklad vyuzivani kultivacnich bioreaktori, ve kterych je na bunky piisobeno mechanickou
Zateézi.

Bunky ve sténach cév jsou v organismu nepretrzité vystaveny krevnimu tlaku a dal§im
silam. Pfi cilené diferenciaci kmenovych bun€k do VSMC =zajisti kultivace v bioreaktoru
s mechanickou zatéZi podminky podobné fyziologickému prostiedi v organismu, které pti
klasicke statické kultivact v jamkach kultivacnich desti¢ek, miskdch a lahvich nejsou
pfitomny. In vitro mizeme na bunky pusobit dvéma zékladnimi typy mechanické zatéze;
ekviaxidlnim, pfi kterém plsobi mechanickd stimulace na builkky rovnomérné ve vSech
smérech a uniaxidlnim, pfi kterém pisobi zatéz pouze v jednom sméru. Uniaxialni naméahani
1épe simuluje prosttedi, kterému jsou za fyziologickych podminek bunky v téle vystaveny a
podporuje diferenciaci do vice bunéénych typt (Haghighipour, Heidarian et al. 2012, Leong,
Wu et al. 2012).

V soucasnosti neexistuje zadny ustaleny postup pro kultivaci bun€k v dynamickych
systémech; optimalni tlakové a frekvencni parametry na diferenciaci kmenovych bunék do
bunék hladkého svalu bylo proto nutné nalézt experimentaln¢. Navic komeréné vyuzivané
bioreaktory maji pro dlouhodobég;jsi kultivaci bunék fadu nevyhod, pfedev§im v neschopnosti
udrzet sterilni prostfedi a moZnosti inkubace velmi omezeného mnozstvi vzorkli. Béhem

dynamické kultivace dochazi Casto k poskozeni bunécného materidlu, proto je vyhodou
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béhem tohoto typu kultivace moznost pozorovani bunék v realném case, kterou vétSina
komercnich dynamickych kultivacnich systému postrada. Znehodnoceni bunééného materialu
odtrzenim se dé4 ptedejit nasazenim bunck na vhodny nosic, ktery riziko oddéleni bunék od
podkladu miize vyrazné snizovat (Jeong, Kwon et al. 2005, Bilgen, Chu et al. 2013, Raveling,
Theodossiou et al. 2018).

Vzhledem k témto skutecnostem jsme pii experimentech pouzivali bioreaktor vlastni
konstrukce (Obrazek 5), ktery spliioval vétSinu pozadovanych podminek; jeho stavba
z transparentniho materidlu umoziuje na rozdil od syst¢tmu STREX pouzitého ve studiich
zlet 2012 a 2014 sniméani bun¢k mikroskopem v redlném case, a oproti systému s
mikroskopem STB-150 udrzuje sterilni prostfedi potiebné pro bunécnou kultivaci (He, Potter
et al. 2012, Dhein, Schreiber et al. 2014, Kamble, Barton et al. 2016). Pro experimenty byly
pouzity ASC, u kterych byla popsdna schopnost diferenciace do SMC (Kern, Eichler et al.
2006). Pro ustanoveni optimalni strategie kultivace kmenovych bunék v bioreaktoru
s mechanickou zatézi byly pouzity ASC ze dvou zdroju; lidské a praseci.

Mnoho studii prokazalo pozitivni vliv rastovych faktort TGF-f a BMP4 na
diferenciaci kmenovych bunék do SMC (Lagna, Ku et al. 2007, Wang, Yin et al. 2010, Tang,
Yang et al. 2011, Mamo, Wittern et al. 2017). Studie z roku 2004 popsala vliv mechanického
namahani na diferenciaci kmenovych bun¢k do SMC bez ptitomnosti riistovych faktori;
béhem aplikace ekviaxialniho namahani nedoslo k detekci markerd diferenciace SMC, pii
aplikaci uniaxidlniho naméhani byl detekovan hladkosvalovy a-aktin (Park, Chu et al. 2004).
Dalsi studie z roku 2004 popisuje pozitivni vliv uniaxidlniho namahani ptsobiciho 7 dni na
produkci a-aktinu a hl-calponinu (Hamilton, Maul et al. 2004). Podobnych vysledki bylo
dosazeno v pracich zlet 2009 a 2011, kter¢ dosahly aplikaci mechanické zitéZe béhem
kultivace kmenovych buné€k diferenciace na buniky podobné VSMC (Ghazanfari, Tafazzoli-
Shadpour et al. 2009, Jang, Lee et al. 2011). Studie z roku 2007 popisuje vliv kultivace s
uniaxidlnim namahanim plsobicim 7 dni bez a za ptfitomnosti TGF-B. Bez ptitomnosti TGF-f3
doslo k inhibici proliferace, za ptitomnost TGF-f3 dochazelo k expresi markert a-aktinu a h1-
calponinu (Lee, Maul et al. 2007). Studie z roku 2008 zkoumala vliv mechanické zatéze po
dobu dvou hodin. Pozorovany byly morfologick¢ zmeény, markery diferenciace se vSak
detekovat nepodafilo. Na bunky byla aplikovana zatéz s frekvenci v rozmezi 1 — 3 Hz
(Ghazanfari, Tafazzoli-Shadpour et al. 2008). Wang a kolektiv ve své praci zkoumali
produkci markerti diferenciace SMC u kmenovych bun¢k vystavenych TGF-B a BMP4 po
dobu 7 dni. V buiikdch dochazelo k expresi a-aktinu a hl-calponinu. Dale popisuji, Ze

mechanickd stimulace bunék je nutné, aby nedochdzelo ke ztraté exprese piisluSnych markert
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a zastaveni diferenciace (Wang, Cen et al. 2010). Hamilton a kolektiv ve své studii z roku
2004 popisuji, ze buiiky by mély byt kultivované v diferenciaénim médiu s mechanickou
zatézi minimalné 3 dny, aby byla mozné detekce markert diferenciace. Pro detekci pozdnich
markert diferenciace je nutna kultivace v delSim ¢asovém intervalu (Hamilton, Maul et al.
2004).

Na zdkladé vyse uvedenych praci jsme se rozhodli bunky kultivovat v médiu na bazi
DMEM obsahujicim TGF-B a BMP4 pfi aplikaci cyklického uniaxidlniho mechanického
zatizeni a pozorovat vliv téchto faktorti na buné¢nou diferenciaci. Sledované intervaly byly 3
a7 dni.

Buiiky byly nasazovany na tfi typy nosicl; plazmované sklo, sklo s vrstvou fibrinu a
decelularizovany perikard. V literatuie jsou popsany systémy aplikujici mechanickou zatéz
v rozmezi od 60/40 mmHg do 130/80 mmHg (Opitz, Schenke-Layland et al. 2004, Engbers-
Buijtenhuijs, Buttafoco et al. 2006, Zhang, Wang et al. 2009). Na zakladé téchto studii jsme
v prvotnich pokusech aplikovali mechanickou zatéz v hodnotach 130/80 mmHg, 120/70
mmHg a 110/80 mmHg, pfi frekvenci 1 Hz. Kultivace za téchto podminek vedla u vzorka
nasazenych na plazmovanych sklech ve vétSin€ piipadi k odtrzeni bunécného materialu.
Podobnych vysledkli bylo dosazeno i u vzorkl na skle s vrstvou fibrinu, kde byl bunécny
material byl po tfech dnech kultivace bud castecné, nebo zcela odtrzen. U vzorkl
kultivovanych na decelularizovaném perikardu k ztrat¢ bunéného materidlu nedochazelo,
nosi¢ se béhem mechanické kultivace vSak deformoval. Toto pozorovani odpovida literatute,
3D nosice jsou vhodné pro kultivaci s vy$§i mechanickou zatézi nez 2D nosice, dochazi v§ak
k jejich deformaci (Xu, Ge et al. 2005). Idedlni kultiva¢ni parametry jsme ustanovili na
100/80 mmHg s frekvenci 1 Hz. Za téchto podminek jsme byli schopni kultivovat buiiky do
intervalu sedmi dni. Problematickym faktorem béhem dynamické kultivace byla vymeéna
média. Bioreaktor musel byt béhem vymény vypnut a odpojen, kultiva¢ni deska vyjmuta a
pienesena do sterilniho laminarniho boxu, kde byla provedena vyména média. Béhem
manipulace a vyjimani kultivacni desky z bioreaktoru byly vzorky nechranéné a tim padem
nachylné k mikrobidlni kontaminaci. V budoucnu planujeme upravit bioreaktor tak, aby se
riziko kontaminace béhem manipulovani se vzorky minimalizovalo.

Pti vypracovani optimalni kultiva¢ni strategie pro dynamickou kultivaci byla
dalezitym faktorem bunétna nasada zkoumanych vzorki. V prvotnich pokusech byla nasada
pro oba typy nosi¢l ze skla 100 tisic bunék na cm?. Pii téchto nasadach dochézelo, podobné
jako u tlakové zatéze v rozmezi 110-130/70-80 mmHg, k odtrhavani bunééného materidlu za

n&kolik dni po nasazeni. U nédsad s hustotou 75 tisic bunék na cm? dochdzelo k podobnému
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efektu, bunécny materidl se po né¢kolika dnech kultivace od podkladu odtrhl. Idealni nasada
byla stanovena na 30 tisic bun&k na cm? v 24-jamkovych desti¢kach. Idealni pouzivana
bunééna nasada na decelularizovany perikard byla stanovena na 75 tisic bun&k cm? v 6-
jamkovych kultivacnich destickéch.

Za nejmén¢ vhodny nosi¢ pro kultivaci bun¢k v bioreaktoru s mechanickou zatézi
muizeme po zhodnoceni vySe popsanych experimentl oznacit plazmované sklo. Tento nosi¢
sice umoziuje analyzovat bunécny material po ukonceni dynamické kultivace vétSinou
molekularn¢ biologickych metod, zaroven je velmi néachylny k odtrhavani bunécného
materidlu, kterému nevytvaii dostatecné silnou oporu. Jako idedlni nosice jsme po prvotnich
experimentech urcili sklo s vrstvou fibrinu a decelularizovany perikard. Fibrin je jako nosi¢
v ramci tkanového inzenyrstvi hojné€ vyuzivan pii in vivo 1 in vitro experimentech. Popsan byl
jeho vliv na zlepSeni adheze a zvySeni bunééné proliferace. Buiiky kultivované na skle
s vrstvou fibrinu jsou mén¢ nachylné k odtrhavéani od podkladu (Mutsaers, Bishop et al. 1997,
Jockenhoevel, Zund et al. 2001, Nair, Joseph et al. 2014). Poslednim vyuzivanym nosi¢em byl
prase¢i decelularizovany perikard, ktery je v soucasnosti ve vaskularnim tkanovém
inzenyrstvi vyuzivdn pii rekonstrukcich srde¢nich chlopni a k tvorbé cévnich nahrad
(Morticelli, Thomas et al. 2013, Mallis, Michalopoulos et al. 2017) Nativni tkan perikardu
musi byt kompletné zbavena bunécéné slozky a dobie promyta, aby mohla slouzit jako vhodny
netoxicky nosi¢ nizkou imunogenni aktivitou (Obrazek 7). V soucasnych studiich je uvadéno,
ze decelularizaci ztraci tkan az 90% své imunogenni aktivity, pficemz si decelularizované
matrice zachovavaji obdobné chemické slozeni, 3D strukturu i mechanické vlastnosti jako
nativni tkan (Schaner, Martin et al. 2004, Meyer, Nagendran et al. 2005, Wang, Lin et al.
2007). Proto jsou v soucasné dob¢ decelularizované matrice povaZovany za jedny z
nejperspektivnéjSich nosicit bun¢k pro tkanové inZenyrstvi, a za vyhodnéj$i nez matrice
syntetické¢ (Crapo, Gilbert et al. 2011). Decelularizované perikardy osazené kmenovymi
buitkami kultivované v bioreaktoru s mechanickou zatézi v nasi laboratofi byly jiZ UspéSné
implantovany na poSkozené cévy u potkanii a prasat ve form¢ zaplat. Kmenové bunky
perikardem mohou prorustat, perikard je kompletné endotelizovan.

Diferenciace ASC smérem k SMC se hodnoti pomoci produkce markert diferenciace
(Marra, Brayfield et al. 2011). Kultivace ASC byla provadéna v bioreaktoru s mechanickou
zatézi s diferenciatnim médiem. Paralelné€ probihala kultivace bunék pouze v diferenciacnim
médiu bez mechanického zatézovani. Jako kontrola byly pouzity ASC kultivované
v proliferacnim médiu ve statickych podminkéach. Navozeni diferenciace smé€rem k SMC se

podafilo u vSech sledovanych vzorkl v diferenciaénim médiu (Obrazek 8 — 19).
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U lidskych ASC kultivovanych na plazmovaném skle byl a-aktin pozorovan ve treti
den statické i dynamické kultivace (Obrazek 8; c, d). Vlakna h1-calponinu byla detekovana ve
treti den dynamické kultivace (Obrazek 8; f), u statické kultivace byl zeleny signal hl-
calponinu pozorovatelny jen u malého poctu bun¢k (Obrazek 8; e). Sedmy den kultivace byla
vlakna hl-calponinu detekovatelnd u obou zplsobii kultivace, rozdil mezi statickou a
dynamickou kultivaci byl minimalni (Obrazek 9; e, f). Lze vSak pfece jen vyvodit zavér, ze
dynamicka kultivace urychlila tvorbu h1-calponinu v ASC.

Vysledky mikroskopie prasecich ASC se podobaji lidskym ASC. U prasec¢ich ASC byl
a-aktin detekovan u statickych i dynamickych vzorki treti i sedmy den. (Obrazek 10 a 11; c,
d), vldkna h1l-calponinu byla detekovana 3 den dynamické kultivace (Obrazek 10; f), zeleny
signal hl-calponinu u statické kultivace byl dobie detekovatelny, struktura vlaken ale na
rozdil od dynamické kultivace pozorovana nebyla (Obrazek 10; e). Sedmy den kultivace byl
vlaknity hl-calponin detekovan u statické i dynamické kultivace (Obrazek 11; e, f). Vyzrala
forma hl-calponinu, ktery se vyskytuje az ve stfedni fazi diferenciace, ma podle literatury
tvotit vlakna distribuovand spolecné s vldkny a-aktinu (Kashiwagi, Lindsey et al. 1997). Lze
tedy shrnout, Ze dynamicka kultivace urychlila vyzravani hl-calponinu u ASC diferencujicich
smérem k SMC. Jeden z faktorti ovlivitujicich chovani bun&k byl vék prasat, ze kterych byly
buiiky izolovany. Buiky z Sestimési¢nich prasat reagovaly 1épe nez lidské bunky z odbért od
dospélych pacientek ve véku kolem 40 let.

U vzorkt kultivovanych na skle s vrstvou fibrinu jsme pozorovali podobny trend jako
u vzorkl z plazmovaného skla. Vyssi odolnost vzorkt lidskych ASC na skle s vrstvou fibrinu
k odtrZzeni umoznila analyzu pomoci Western blotu. U vSech vzorkd byl detekovan a-aktin
(Obrazek 12 a Obrazek 14, 15, 16, a 17; c, d), u dynamicke kultivace jeho signal signifikantné
siln€j8i (Obrazek 13, Obrazek 14 — 17). Signifikantni narist hl-calponinu byl pozorovan u
lidskych bunék trettho dne dynamické kultivace (Obrazek 13, Obrazek 14; f). Vldkna hl-
calponinu byla pozorovana u sedmého dne statické 1 dynamické kultivace. U prasecich bunék
byla vlakna hl-calponinu dobfe detekovatelnd v obou intervalech statické 1 dynamické
kultivace (Obrazek 16 a 17; e, f).

Prace pluvodné piedpokladala i stanoveni tézkych fetézcli myosinu, piipadné i
smoothelinu jako pozdnich markert diferenciace ASC smérem k SMC. Pozdni marker
diferenciace SM myosin heavy chain se vSak nepodaiilo detekovat u bun€k na obou typech
skla ani na decelularizovaném perikardu, a to jak pfi statické, tak pti dynamické kultivaci.
Podle literatury byl pozdni marker smoothelin detekovan po tiech tydnech diferenciace, SM

myosin heavy chain byl detekovan az po Sesti tydnech diferenciace (Salem, Hwie et al. 2013).
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Planem do budoucna je tedy prodlouzeni doby kultivace v bioreaktoru tak, aby bylo mozné
detekovat i pozdni markery diferenciace. Popsan byl také pozitivni vliv overexprese CaMK II
na expresi pozdnich markert diferenciace SMC (Aji, Maimaijiang et al. 2016).

U vzorkl kultivovanych na decelularizovaném perikardu byl a-aktin detekovan u
vSech vzorkl (Obrazek 18 a 19; c, d), vlakna hl-calponinu byla se vyskytovala jen u malého
poctu bun¢k tretiho dne kultivace (Obrazek 18; e, f), dobfe pozorovatelna byla u statické i
dynamické kultivace sedmy den (Obrazek 19; e, f).

U zadné zkontrol kultivovanych v proliferacnim médiu nebyla zaznamendna
pritomnost markert diferenciace do SMC (Obrazek 8 — 11 a 14 — 19). Z tohoto vysledku lze
vyvodit zaveér, ze rozhodujici vliv na zahdjeni diferenciace ASC smérem k SMC m¢lo slozeni
kultiva¢niho média; dynamicka kultivace pak jen tento smér diferenciace dale urychlovala.
Dalsi faktor, ktery by v budoucnu mohl pozitivné ovlivnit diferenciaci ASC smérem k SMC je
piipadna kultivace spolecn¢ s bunikami endotelu (Liu, Kennard et al. 2009).

Produkce extracelularni matrix byla hodnocena na vsech tfech typech nosict. Studie z
roku 2016 popisuje pozitivni vliv mechanické stimulace a kultivace v pfitomnosti TGF-$ na
diferenciaci ASC do SMC, zéaroven popisuje, Ze produkce kolagenu I byla detekovéana u
staticky a dynamicky kultivovanych vzork, ale i u vzorki kultivovanych v nediferenciaénim
médiu (Parvizi, Bolhuis-Versteeg et al. 2016). To potvrzuji i nase vysledky. Produkce
kolagenu I a fibronektinu byla detekovana u dynamické i statické kultivace vzorkl
kultivovanych na plazmovaném skle 1 skle s vrstvou fibrinu (Obrazek 20, 21, 22 a 23). Na
plazmovaném skle byla ptekvapivé imunofluorescence kolagenu I i fibronektinu niz$i u bun¢k
kultivovanych v dynamickém systému, ackoli Ize predpokladat, ze mechanické zatizeni bunék
bude spiSe zvySovat produkci ECM. Naptiklad u VSMC v cévach pii hypertenzi byla
pozorovana zvysSend syntéza kolagenu a fibronektinu, coz vedlo ke zvySovani tuhosti cévni
stény (Bacakova, Travnickova et al. 2018). Na druh¢ stran¢ vSak dynamicka kultivace mohla
branit depozici kolagenu a fibronektinu na plazmovana skla, nebo byly molekuly ECM
nachylné k odtrzeni a uvolnéni do média, podobné jako buiiky. Situace se zlepSila po naneseni
fibrinu na skla. V tomto ptipad¢ se rozdil v depozici ECM buiikami pfi statické a dynamické
zmirnil, ba dokonce se v nékterych ptipadech stala depozice ECM na skla s fibrinem
vyraznéj$i u bun€k v dynamickém systému. O fibrinu je zndmo, Ze ma vazebna mista pro
fibronektin a dalsi proteiny (Bacakova, Musilkova et al. 2016), coZ se mohlo pozitivné
uplatnit 1 v nasi studii pro zvyseni depozice sledovanych molekul ECM na sklech s fibrinem v
dynamickém kultivaénim systému. Rovnéz u bunék kultivovanych v proliferaénim médiu byl

detekovan kolagen 1 i fibronektin (Obrazek 24). Produkce kolagenu I byla potvrzena i u bunék
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kultivovanych na decelularizovaném perikardu (Obrazek 25) i pfi kultivaci v prolifera¢nim
médiu, které diferenciaci ASC smérem k SMC nepodporuje (Obrazek 26).

Vysledky dohromady ukazuji, Ze kultivace s mechanickou zatézi za ptitomnosti TGF-
B ma pozitivni vliv na diferenciaci ASC smérem k SMC. Hlavni rozdily mezi statickou a
dynamickou kultivaci se projevuji tfeti den kultivace, kdy dynamicky kultivované bunky
exprimuji vice hladkosvalového a-aktinu a jsou u nich pozorovatelnd vyzrala vlakna hl-

calponinu. U kontrol v proliferaénim médiu nebyly markery SMC detekované.
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7 Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo vypracovat funkcni strategii pro kultivaci kmenovych
bun¢k v bioreaktoru s mechanickou zatézi podporujici diferenciaci do bunc¢k hladké
svaloviny. Optimalni podminky pro kultivaci kmenovych bunék se sérii experimentti podatilo
stanovit, buiiky byly kultivovany v médiu na bazi DMEM obsahujicim rtistové faktory TGF-
a BMP4, aplikovana mechanické zatéz byla 100/80 mmHg, frekvence 1 Hz. Bunécné nasada
pro lidské i praseci ASC kultivované na plazmovaném skle a skle s vrstvou fibrinu byla 30
tis.b./cm?, u bunék na nasazenych na decelularizovany perikard perikard 75 tis.b./cm?.

V dalsi c¢asti prace se podafilo navodit diferenciaci smérem k SMC u vSech
pozorovanych vzorkd. Diferenciace se hodnotila pomoci detekce markerti diferenciace
imunofluorescenénim barvenim, vlakna €asné¢ho markeru a-aktinu byla detekovdna u vSech
vzorkd. Vlakna stfedniho markeru hl-calponinu byla detekovana u vsSech vzorkii 7 den
statické i dynamické kultivace, u vzorkd inkubovanych 3 dny byla detekovana u bunék
vystavenych mechanické zatézi. U zddného ze vzorkl nebyl detekovan pozdni marker SM
myosin heavy chain potvrzujici pfitomnost maturovanych hladkosvalovych bunék.
Z dosazenych vysledkii mizeme usuzovat, ze pozorovany trend je spravny, ale pro dosazeni
plné diferenciovanych SMC je potiebna delsi doba kultivace.

Produkce extracelularni matrix byla rovnéz detekovana u vSech pozorovanych vzorkd,
kolagen I byl buitkami produkovan i pti kultivaci v médiu které nepodporovalo diferenciaci.

V ramci analyzy markerd diferenciace a produkce extraceluldrni matrix je v budoucnu
potieba provést dalsi experimenty pro detailni objasnéni rozdili mezi statickou a dynamickou

kultivaci.
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