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ABSTRAKT
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Studentka: Anna Gardianova

Skolitel’: PharmDr. Eduard Jirkovsky, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Charakterizacia réznych diferenciaénych protokolov H9c2

kardiomyoblastov

Bunkova diferencidcia je bezny proces vo vyvoji mnohobunkového organizmu, kedy dochadza
k zmene bunkového vzhl'adu a funkcie. Proces diferenciacie zohrdva vyznamnu ulohu aj pri
oprave poskodenych tkaniv. Niektoré chemické latky mozu negativne ovplyvnit’ tieto procesy,

a tym ovplyvnit i 'udské zdravie.

V tejto praci sme sa zamerali na charakterizdciu procesu diferencidcie bunkovej linie H9¢c2
pouzitim rdznych publikovanych diferenciacnych protokolov, apopisali v case zmeny
v morfolégii (vyskyt viacjadrovych a prediZenych buniek) a expresii mRNA vybranych
markerov typickych pre fenotyp srdcového (cTnT, Hand2, GATA4) alebo kostrového
(myogenin) svalu. Proces diferenciacie sme sledovali po dobu 15 dni a jednotlivé protokoly sa
lisili pridavkom fetalneho hovédzieho séra (FBS, 1 % alebo 10 %) a all-trans-retinovej kyseliny

(ATRA, 10 nmol/L) do kultivacného média Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.

Z pozorovanych vysledkov m6Zeme povedat’, Ze vSetky pouZzité protokoly viedli k diferenciacii
buniek, ktora sa ale kvantitativne 1 kvalitativne menila a menila sa i v ¢ase. Vyznamny efekt
mal tiez vek kultiry. Okrem iného, relativne homogénna zmena bola pozorovana v génove;j
expresii srdcového troponinu T a génu pre myogenin. Efekt sérovej deprivacie sa prejavil
hlavne na zaciatku diferenciaéného procesu (do 9. diia), neskdr boli pozorované vyznamnejsie
zmeny u média s vySSou koncentraciou FBS. S ohl'adom na homogenitu ziskanych vysledkov
sme sa rozhodli v budtcich experimentoch zamerat’ na protokol vyuzivajici médium s 10%

FBS s pridavkom ATRA a vSetky zmeny detailne potvrdit.
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Cell differentiation is a common process in the development of multicellular organisms leading
to an alteration of cell’s appearance and function. The process of differentiation plays a
significant role in the reparation of damaged tissues too. Some chemicals may have negative

effects on these processes and therefore affect human health.

This thesis focuses on characterization of differentiation processes of H9c2 cell line using
various published differentiation protocols, and to describe changes over time in the
morphology (occurrence of multinucleated and elongated cells) and mRNA expression of
selected markers typical for the cardiac (cTnT, Hand2, GATA4) or skeletal (myogenin) muscle
phenotype. We monitored the process of the differentiation for 15 days and the individual
protocols differed by the addition of fetal bovine serum (FBS, 1 % or 10 %) and all-trans-
retinoic acid (ATRA, 10 nmol/L) to the growth medium Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium.

From what we have observed, the results show that all of the utilized protocols led to the cell
differentiation that changed quantitively and qualitatively as well as with time. The age of the
culture had an important effect as well. Among others, relatively homogenous change was
observed in the cardiac troponin T and for myogenin gene expression. The effect of serum
deprivation was manifested mainly at the beginning of the differentiation process (up to the 9
day), later on more changes were observed in the medium with the higher FBS concentration.
Regarding the homogeneity of the acquired results, we have decided to focus on the protocol
which uses the 10% FBS medium with the addition of ATRA in the future experiments and

confirm the changes in detail.
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1 Zoznam skratiek

API

Bb

BCP

Cdk

DMEM HG

DMEM LG

EDTA

FBS

HEPES

PBS

RT-PCR

SAC

Nuclease-free water

Bunky

1-brém-3-chlorpropan

Cyklin-dependentnd kindza

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low glucose

Kyselina ethylendiamintetraoctova

Fetalne hovédzie sérum

(4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazin- N'-(2-etansulfonova kyselina))
Fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok

Polymerazova retazova reakcia v redlnom case (Real-Time PCR)

Spindle assembly checkpoint



2 Uvod

Bunkova diferenciacia je bezny proces, kedy dochadza k zmene bunkového vzhl'adu a funkcie.
Bunky sa stavaju morfologicky i funkéne Specializovanejsie. Bunky maju rovnaky genom, ale
fenotypovo sa od seba odlisuju. Tento proces je typicky pre multipotentné kmenové bunky, ale
mozu diferencovat’ aj terminalne diferencované bunky, a to vplyvom urcitych stimulacnych
podnetov. Variabilnd expresia génov a vyuzitie genetickej informacie su zakladnymi
mechanizmami bunkovej diferencidcie. Podstatou diferenciacie je zapinanie a vypinanie
Specifickych génov, pdsobenim roznych transkripénych faktorov, pricom sa tu uplatiiuju aj
epigenetické vplyvy. Proces diferencidcie zohrava vyznamnu tlohu aj pri oprave poskodenych
tkaniv. Niektoré chemické latky mdzu negativne ovplyvnit’ tieto procesy, a tym ovplyvnit’ 1
ludské zdravie. Aby sme boli schopni takéto latky identifikovat, je potrebné mat’ vhodny
model, na ktorom je mozné sledovat’ zmeny v diferenciécii. Z publikovanych prac je zname, ze
myoblastovd bunkové linia H9¢2, izolovana zo srdcového tkaniva potkana, je schopna sa
morfologicky diferencovat’ na fenotyp podobny srdcu alebo fenotyp podobny kostrovému
svalstvu, ale medzi jednotlivymi vysledkami publikécii su zna¢né rozdiely. Tato bunkova linia
je vyuzivana v roznych oblastiach kardiovaskularneho vyskumu, vratane Studia kardiotoxicity.
Bunky diferencované a bunky nediferencované, bunkovej linie H9¢2, m6Zu mat’ rozdielny
metabolizmus a mézu vykazovat’ rozdielne metabolické zmeny. Diferencované bunky H9c2
mozu byt lepSim modelom pre kultivované primarne kardiomyocyty ako nediferencované

bunky (Pereira et al. 2011, Repiska et al. 2020).



3 Teoreticka ¢ast’

3.1 Bunkovy cyklus

Cyklus bunky vedie od jedného bunkového delenia k d’alSiemu. Je to synchronizovany sled
udalosti v eukaryotickej bunke, ktory vedie k naslednému rozdeleniu jednej materskej bunky
na dve dcérske bunky. Tymto delenim sa predpokladd zdvojenie genetického materialu
a ostatnych funkénych jednotiek bunky. Vysledkom toho je rozdelenie na viacmenej totozné
dcérske bunky. Generacna doba je doba trvania cyklu (Bohmer et al. 2020). Bunkovy cyklus
ma niekol’ko f4z. Mikroskopicky 'ahko pozorovatel'nou hranicou je mitéza. Doba medzi dvoma
M-fazami sa nazyva interfdza. Je to obdobie medzi dvoma néslednymi mit6zami. Interfaza
zahtna niekol’ko faz pripravnych, teda pripravuje bunku na samotné delenie. Obr. 1 vyznacuje

postupnost’ faz a ilustruje ich relativne ¢asové trvanie (vid’ Obr. 1) (Levy et al. 2011).

G1-faza ‘
BUNKOWY
) CYKLUS
S-faza

Obr. 1 Schéma bunkového cyklu eukaryot.
Prevzaté z: BIOpedia (2020)

3.1.1 Fazy bunkového cyklu
Bunkovy cyklus je rozdeleny na fAzu mitdzy a interfazu. Vo faze mitdzy dochddza k samotnému
deleniu bunky, oznacuje sa ako M faza. Niektoré bunky prechadzaju po mitéze do kl'udove;j

fazy nazyvanej GO faza. Interfaza vSeobecne pripravuje bunky na delenie. V interfaze sa bunka

nedeli. Jadro a cytoplazma st v tejto faze metabolicky aktivne. Bunka metabolizuje, exprimuje
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svoje gény, syntetizuje proteiny a zviacSuje svoju vel'kost. Interfaza sa deli na tri fazy: G1 faza,

S faza a G2 faza (Otova et al. 2008).
G0 faza

Je kI'udovéa faza bunky. Bunky z tejto fazy mozu opét’ vstupovat’ do bunkového cyklu po rézne
dlhej dobe alebo mozu zostat’ v kl'udovom stave (Sipek 2010). S touto fazou sa stretavame
najmi u diferencovanych buniek. Plne diferencované bunky sa uz d’alej nedelia, pretoze tuto

schopnost’ stratili, teda ani nevstupuju uz do G1 fazy (Alberts 2005).
G1 faza (postmitoticka)

Moze nasledovat’ po GO faze alebo priamo po mitdze. Zacina po rozdeleni materskej bunky na
dve dcérske, kde dcérska bunka ziskava schopnost’ samostatnej existencie. V tejto faze
dochadza k zdvojeniu bunkovej hmoty. Je to pripravnd faza na dalSie delenie bunky, kde
dochiddza k syntéze RNA a proteinov, vytvara sa zasoba nukleotidov, syntéza enzymov
potrebnych k replikdcii DNA, zmnozenie bunkovych Struktir (ribozémy, mitochondrie) a
fragmentacia organel (Endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat). G1 faza konci zah4jenim
replikécie jadrovej DNA. Je tu hlavny kontrolny uzol, ktory za nevhodnych podmienok zastavi

bunkovy cyklus. Dochadza ku kontrole a opravam DNA (Alberts 2005).
S faza (synteticka)

V S faze dochéddza k replikdcii DNA (z 2n na 4n chromozomov). Prebieha syntéza RNA
a proteinov (histénov), ktoré su pri replikdcii DNA vyuzité. Replikacia vldkna 3> 5" a 5'—
3’pomocou DNA polymerazy. DNA polymeraza je enzym, ktory katalyzuje polymeraciu
retazca DNA. Enzym, ktory slizi na dokoncenie replikacie na koncoch chromozomov, teda
telomér sa nazyva telomerdza. Na konci tejto fazy sa chromozoémy skladaji z 2 chromatid

spojenych v mieste centroméry (Alberts 2005).
G2 faza (postsynteticka)

Je posledna faza v interfaze, predchadza deleniu bunky. Prebieha priprava na mitézu, bunka
rastie. Dochadza k syntéze RNA a proteinov (nehistonové proteiny, fosfolipidy, enzymy, G2
cykliny, proteiny mitotického aparatu) (Sipek 2010). Stastou tejto fazy je druhy kontrolny
bod. Kontroluje spravny priebeh replikacie DNA. Pri jej poskodeni, zabrani vstup do mitozy
(Alberts 2005).
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M faza

Je posledné faza bunkového cyklu. Chromozémy su zreplikované a st tvorené sesterskymi
chromatidami. Bunkovd hmota je zmnozena a bunka je pripravena na delenie jadra bunky

mit6zou a delenie vlastnych buniek cytokinézou (vid’ Obr. 2).

—

cytoplazma
jadro

replikacia

chromozomov

-
A\
-
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|
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~
~
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(@ @)
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(@) (@)
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— —

Obr. 2 Schématické znazornenie M- fazy.

Modifikované podl'a: Alberts (2005)

Po deleni buniek je bunkovy cyklus dokonceny a bunky st spat’ vo faze G1. Trvanie bunkového
cyklu sa vo véc¢Sine cicavCich buniek pohybuje medzi 10 a 30 hodinami. Bunky v G1 fdze m6zu
opustit’ bunkovy cyklus a vstipit’ do fazy GO, teda do stavu pokoja, ako je zndzornené na Obr.

1 (Wang 2021).
3.2 Regulacia bunkového cyklu

Aby bunka spravne fungovala, musi byt prisne kontrolované a regulované delenie buniek.
Regulacia bunkového cyklu je riadend bielkovinami dvojakého povodu, exogénne a endogénne

regulatory. Exogénne regulatory s mimobunkového povodu. Su to reakcie bunky na vonkajsie
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podmienky. Moézu to byt hormony alebo latky vyluCované inymi bunkami. Endogénne
regulatory vytvaraju vlastné bunky podla stavu bunkového cyklu. Su to bielkoviny, ktoré st

koédované protoonkogénmi a tumor—supresorovymi génmi.(Repiska et al. 2020)
Endogénna regulacia

Kontrola bunkového cyklu zahfiia najmé kontrolu integrity genetickej informacie pomocou
kontrolnych bodov. Medzi produkty protoonkogénov patria cykliny a cyklin—dependentné
kinazy (Cdk). Tieto bielkoviny postvaji bunkovy cyklus do d’alSej fazy a zaroven inhibuju
diferenciaciu bunky. Medzi produkty tumor—supresorovych génov patria napr. pS3 a RB1. Tieto
produkty inhibuji bunkovy cyklus a podporuju bunkovt diferenciaciu (vid’ Tab. 1) (Repiska
et al. 2020).

Tab. 1 Gény regulujiice bunkovy cyklus a ich porovnanie

Zastupcovia Bunkovy cyklus  Diferenciacia
Protoonkogény Cykliny, Cdk Stimulécia Inhibicia
Tumor-supresorové gény p53, Rbl Inhibicia Stimulacia

Cyklin-dependentné kinazy

Podstatou regulacie bunkového cyklu je aktivacia a inaktivacia cyklin—dependentnych kinaz
(Cdk) sich regulacnymi cyklinovymi podjednotkami. S to proteiny, ktoré¢ su sucastou
regulacie bunkového cyklu. Ide o enzymi, ktoré katalyzuju fosforylaciu inych proteinov.
Spustaju prechod do nasledujucich faz cyklu (Barnum and O'Connell 2014). Cyklin-
dependentné kindzy st malé serin/threoninové proteinkinazy, ktoré na svoju aktivaciu vyzaduju
spojenie s cyklinovou podjednotkou. Cyklinova vdzba umoznuje neaktivhym Cdk prijat

aktivnu konfiguraciu podobnii monomérnym a aktivnym kindzam (Van den Heuvel 2005).
Gén Rb1

Jeho produkt Rb protein, je jadrovy fosfoprotein, fosforyluje rozne proteinkinazy, ktory ma
dolezita ulohu pri regulacii bunkového delenia, behom diferencidcie a pri vyvolani apoptdzy
(Otova et al. 2008). Viaze sa k velkému mnoZstvu proteinov, ktoré sa podiel'aji na bunkove;j
diferenciécii a proliferacii a mé schopnost’ regulovat’ ich ¢innost’. Vplyv na priebeh transkripcie
ma pozitivny i negativny. Pozitivny regulacny ucinok génu sa uplatituje najméa pri bunkovej

diferenciacii a negativna regulacia sa viaze k bunkovému cyklu. Rb protein je aktivny
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v nefosforylovanom alebo malo fosforylovanom stave. Hlavnym cielom aktivneho pRb su
multifunkéné faktory E2F, ktoré maji rozhodujucu ulohu v kontrole bunkového cyklu (Van den

Heuvel 2005).

Bunkovy cyklus sa zastavi v ur¢itom bode, ked’ je poskodena DNA. Tento koncept kontrolného
bodu bunkového cyklu je rozSireny ako sledovacie mechanizmy pouzivané bunkami na
kontrolu integrity, presnosti a sekvencii. Medzi sledované body patri velkost’ bunky a jej rast
do vhodnej velkosti, replikacia a integrita chromozémov a ich presna segregacia pri mitoze

(Barnum and O'Connell 2014).
3.2.1 Kontrolné body bunkového cyklu

Ako je zmienen¢ vysSie, v ramci bunkového cyklu existuju kontrolné body, tzv. checkpointy,
ktoré zaistuju hladky priebeh bunkového cyklu. Jeho schéma a hlavné kontrolné body st
zobrazené na Obr. 3. Medzi hlavné kontrolné body patri G1/S hlavny kontrolny bod, S/G2
kontrolny bod, G2/M kontrolny bod a mitoticky kontrolny bod.

G1/S hlavny kontrolny bod

Pocas fazy G1 zasahuju rozne signaly vratane environmentalnych, stresovych a metabolickych
podnetov. Tieto podnety ovplyvituju vyvojovy program bunky. Na zaklade tychto signalov sa
bunka rozhodne, ¢i bude pokracovat’ v bunkovom cykle, diferencovat’ alebo zomrie. Pre vstup
do d’alsej fazy musia vietky bunky spiiat jednu zakladnt poziadavku, aktivaciu Cdk. Dochadza
tu k detekcii a reparacii DNA mutacii. Po oprave je povoleny vstup bunky do S fazy. Ak je
mutacie nemozné opravit, bunka je vedena k zaniku apoptéozou (Wang 2021, Limas

and Cook 2019).
S/G2 kontrolny bod

Je tu potrebna pritomnost komplexu cyklin E-Cdk2. Tento komplex riadi priebeh S fazy
a blokuje komplex cyklin B—Cdkl1, ktory je spustatom mitozy. Kontroluje progresiu S fazy.
Reakcia na poskodenu DNA a iny replika¢ny stres je inhibicia Cdk2, aby sa zabranilo replikacii

poskodenej DNA (Wang 2021, Repiska et al. 2020).
G2/M kontrolny bod

V G2 faze povoluje zacatie mitézy. Kli¢ova je kontrola DNA po replikacii. Oprava
dvojvlaknovych zlomov v DNA. Pocas replikacie DNA a po replikécii sa v bunke hromadia

zlomy dvojvlaknovej DNA. Je potrebné ich opravit’ predtym ako sa bunka presunie do d’alSej
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fazy a mohla prejst’ kontrolnym bodom G2/M. Ak je DNA zdvazne poskodena aktivuje sa
protein p53, tym sa vytvori inhibitor p21, alebo mé6ze byt bunka zlikvidovana apoptdzou (Wang

2021, Repiska et al. 2020).
Mitoticky kontrolny bod

Nachédza sa v metafaze a ma za tlohu zabezpecit’ pre obidve dcérske bunky rovnaky objem
gentickej informacie. Ma dve casti, ktoré navzajom na seba navédzuji. Prva Cast’ je kontrola
dostacujiiceho a spravneho napojenia mikrotubulov na kinetochory. Druhou castou je
povolenie zacatia anafazy. SAC (tzv. spindle assembly checkpoint) a mechanizmus korekcie
chyb, opravuju nespravne pripojenie mikrotubulov deliaceho vretienka ku kinetochoram. SAC
je zlozity bunkovy mechanizmus, ktory dohliada na spravne pripojenie mikrotubulov deliaceho
vretienka ku kinetochordm a zaist'uje tak rovnomernu segregaciu chromozémov do dcérskych

buniek (Libichova 2019, Lemmens and Lindqvist 2019, Repiska et al. 2020).
3.2.2 Tvorba komplexov Cdk s cyklinmi

Podl'a modelu (vid’ Obr. 3) Cdk 4/6 tvoria komplexy s cyklinmi typu D, tym sa aktivuja Cdk
4/6 a iniciuju fosforylaciu retinoblastomového proteinu (rb) v skorej faze G1. Tym sa stimuluje
uvolnovanie transkripcného faktora E2F, ktory d’alej stimuluje transkripciu génov, potrebnych
na progresiu bunkového cyklu. Medzi tieto gény reagujuce na E2F patria cykliny typu A a E.
V neskorej faze G1 sa cyklin E viaZe a aktivuje Cdk2, ¢o vedie k tplnej fosforylacii RB a d’alSej
aktivacii transkripcie sprostredkovanej E2F (Wang 2021). Tieto udalosti riadia prechod bunky
cez jej kontrolné body na hranici fazy G1 s S fazou a iniciuji fazu S. Na zaciatku S fazy sa
syntetizuji cykliny typu A a tvoria komplex s Cdk2, ktory fosforyluje proteiny zapojené do
replikacie DNA a riadia bunkovl progresiu do fazy G2. V neskorej faze G2 sa tvori a aktivuje
komplex Cdkl1 s cyklinom A, ¢o je potrebné pre prechod do fdzy M a na spustenie profazy.
Nakoniec sa vo faze M tvori komplex Cdk1 s cyklinom B a riadia dokoncenie mitozy (Wang

et al. 2016).
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Obr. 3 Regulacia progresie bunkového cyklu pomocou cyklin-dependentnych kinaz a cyklinov.

Prevzaté z: Repiska et al. (2020)

3.3 Bunkova diferenciacia

Podrla fyziologického stavu bunky a za pritomnosti urcitych extracelularnych faktorov moze
bunka reagovat’ rozne a vystupit’ z bunkového cyklu a nastartovat’ Specifické procesy ako je
kviescencia (kl'udové Stadium, quiescence), diferencidcia, senescencia alebo apoptoza, ¢i iné
typy programovanej bunkovej smrti. Po poslednom rozdeleni sa niektoré bunky d’alej nedelia
amozu sa diferencovat’ a funkéne Specializovat. Z pohl'adu bunkového cyklu sa tento stav
bunky nazyva kl'udové Staddium alebo kviescencia, kedy sa bunka uz d’alej nedeli, oznacuje sa
aj ako GO féza a je reverzibilna. Niektoré bunky vstupuji znova do bunkového cyklu a delia sa
(Repiskd et al. 2020). Stupen diferenciacie, funkény stav bunky a podmienky prostredia
rozhoduju otom, & bude bunka pokradovat vbunkovom cykle. Cim je vy$si stupeii
diferenciécie, tym je niz$ia pravdepodobnost’ navratu bunky do bunkového cyklu (Coffman

2004).

Bunky v G1 faze st nachylnejsie na diferenciaciu ako bunky v S alebo G2 faze. Dlha G1 faza
bunkového cyklu mdéze umoznit’ akumulaciu faktorov potrebnych na rozpad diferenciacie

a naopak. Kratka faza G1 minimalizuje vystavenie signdlom podporujucich diferencidciu (Sela

15



et al. 2012). Spontannej diferencidcii predchadza zastavenie bunkového cyklu v G1 faze

a zahfia podskupinu buniek v G1 so znizenou fosforylaciou pRb (Liu et al. 2019).

Schopnost’ buniek diferencovat’ sa nazyva pluripotencia, schopnost’ buniek diferencovat’ sa do
niekol’ko r6znych typov buniek. Je to stav, kedy maju bunky rovnaky geném, ale fenotypovo
sa odliSuju, teda maju odlisSné vlastnosti. Bunky menia svoju velkost’, tvar, metabolicku
aktivitu, membranovy potencial a schopnost’ reagovat’ na podnety pocas diferenciacie (Liu et

al. 2019).

U viacbunkovych organizmov dochadza k diferenciacii, vd’aka ktorej sa bunky svojou stavbou
prispdsobuju role, ktort maju v organizme vykonavat. V priebehu vyvoja organizmu je takato
diferenciacia dodlezitad (Alberts 2005). Vyrazné odliSnosti medzi bunkovymi typmi, ako je
vel’kost, tvar a funkcie, vznikaji odliSnost’ou génovej expresie. U zivociSnych buniek je proces
diferenciécie ireverzibilny a takéto bunky nie je mozné spitne dediferencovat, teda previest’

ich k prvotnému $tadiu (Sipek 2010).

Faktory, ktoré ovplyvnuji bunkovu diferencidciu: vonkajsie prostredie, vzajomny vplyv jadra
a cytoplazmy, vzdjomny vplyv zarodo¢nych buniek, rast a delenie, ovplyviiuje vzajomny dotyk
buniek, pdsobenie hormoénov a signalnych molekul. Diferencidcia moZe prebiehat na
niekol’kych trovniach. Molekularna troven, plazmatické membrany diferencovanych buniek
obsahuju r6zne receptorové proteiny, ktoré umoziuji ré6zne odpovede. Enzymova — dochadza
k produkcii Specifickych metabolitov, vznik Specifickych metabolickych drah. A morfologicka

uroven — zmeny v tvare a Struktire buniek, bunka straca schopnost’ delit’ sa (Alberts 2005).
3.3.1 Proliferacia a diferenciacia

Bunkova proliferacia je proces, kedy bunka rastie a deli sa, vysledkom je vznik dvoch
dcérskych buniek. Je dolezita pre vytvorenie d’alSich dcérskych buniek, ktoré¢ mézu d’alej
proliferovat’ alebo diferencovat’. Mdzu diferencovat’ v priebehu normalneho rastu tkaniva, ale
diferencujil najméd pri poskodeni a regenerdcii tkaniva. Proces proliferacie bunky je riadeny
génovou regulaciou. Génova expresia hra klI'a¢ovu tlohu v zakladnych bunkovych procesoch,
od vyvoja organizmu a diferenciacie buniek az po reakcie na bunkovy stres, homeostazu tkaniv
a imunitu. Reguldcia génov v mnohobunkovych organizmoch pohéna bunkovu diferencidciu.
Vznikaju roézne typy buniek s réznymi profilmi génovej expresie z rovnakej gendomovej

sekvencie. Proces diferencidcie zohrdva vyznamni ulohu nielen pri vyvoji kazdého
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mnohobunkového organizmu, ale aj pri oprave poskodenych tkaniv (Pope and Medzhitov

2018).

Zmeny v bunkovom cykle, vapnik modulujice alebo metabolické proteiny pocas procesu
diferencidcie mozu zmenit’ citlivost’” buniek H9c2 na toxické latky. Diferencované bunky
vykazuju vyssiu citlivost’ na rdézne kardiotoxické latky. Diferencované bunky maju zvySeny

oxida¢ny mechanizmus a metabolizmus (Branco et al. 2015).

Proces diferenciacie iniciuje (napr. odstrdnenie rastovych faktorov z média) a vyvolava
zastavenie bunkového cyklu a proliferdcie. Bunkova kultira H9c2 je proliferativneho
charakteru a v médiu s vysokym obsahom séra (10 % FBS) bunky proliferuja, teda rastli a
mnozia sa. Podl'a publikovanych protokolov kultivacia v médiu s nizkou koncentraciou séra
(1 % FBS) negativne ovplyviiuje bunkovu proliferaciu a podporuje bunkovu diferencidciu.
Tieto protokoly hovoria aj o zvySenych transkriptoch pre retinol viazuci protein 2 (Rbp2), ¢o
modze ovplyvnit’ dostupnost’ alebo signaliza¢né Uc€inky kyseliny retinovej (ATRA), ktoré veda
k bunkovej diferencidcii (Branco et al. 2015). Diferenciacia na fenotyp podobny srdcovému
svalu moze byt tiez podporena Specifickymi induktormi ako je TGF-B1 (transforming growth

factor beta 1), trijodtyronin, kyselina retinova (Ménard et al. 1999).

Publikované S§tadie uvadzaji vyznam cAMP (cyklicky adenozinmonofosfat) v bunkove;j
proliferacii a diferencidcii. cAMP je signdlna molekula, ktord zohrdva vyznamnt tlohu
v regulécii génovej expresie. V procese diferenciacie buniek H9¢2 v 1 % FBS intracelularnej
hladiny cAMP progresivne klesaju. Na druhej strane, v bunkach kultivovanych v 10 % FBS,
bolo pozorované progresivne zvySenie intracelularneho obsahu cAMP. ZvySenie
intracelularneho cAMP inhibuje diferenciaciu H9¢2 buniek do fenotypu ,,podobného*
kostrovému svalstvu. Dalej publikované prace uvadzaju, ze MAP kinaza (mitogenom
aktivovana proteinkinaza) sa podiel’a na procese diferenciacie. MAP je kinaza, ktoré reguluje
kyselinu retinovt. V diferencovanych bunkéch st vyznamne zvySené MAP kindzy, p38, ERK

a fosfo-ERK kindzy (Pagano et al. 2004).

Specifické Ca?* kanaly L-typu st relevantnymi funkénymi markermi diferencovanych
srdcovych a kostrovych myocytov. Bunkové linia H9c2 je schopnd exprimovat’ viacero
izoforiem Ca?" kanalov typu L. Bunky oSetrené kyselinou retinovou vykazuji zvy$enu expresiu
srdcového Ca®" kandla L-typu, ako dosledok zachovania ich srdcového fenotypu, teda prevlada

pritomnost’ buniek predstavujicich fenotyp srdcového svalu. Ca?* kanal je charakteristickym
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znakom skorej kardiogenézy. Na rozdiel od toho bunky H9C2, ktoré presli transdiferenciaciou

na myogénny fenotyp, exprimujii Ca** kanaly kostrového svalstva (Ménard et al. 1999).

Publikované stidie poukazuji dokaz o novej ulohe sirtuinu 1 (SIRT1) pri regulacii terminélnej
diferenciacie kardiomyocytov vo vyvoji srdca. SIRT1 priamo podporuje diferencidciu
kardiomyocytov a jeho inhibiciou dochddza k potlaceniu diferenciacie kardiomyocytov.
Dokonca k potlaceniu diferenciacie dochadza i u kardiomyocytov oSetrenych kyselinou
retinovou. SIRT1 podporuje prezitie ako obranny mechanizmus na prevenciu stresom
indukovanej bunkovej smrti v myoblastoch. Podiel'a sa na niekol’kych procesoch, vratane
kardiovaskularnych ochoreni, neurodegeneracie, zapalu, rakoviny a regulacie metabolizmu.
Pocas vyvoja maju mysi s deficitom SIRT1 abnormality srdca a d’alSich orgénov a zriedka

prezivaji po narodeni (Shin et al. 2018).
3.3.2 HO9c2 potkanie kardiomyoblasty a diferenciacia

Bunkova linia H9¢2 (2-1 subklon) odvodené od kardiomyocytov je bezne pouzivana in vitro
ako ,,model srdcového tkaniva“. Nejednd sa ale o kardiomyocyty, linia vykazuje mnoho
podobnosti s bunkami kostrového svalstva (preto ,,kardiomyoblasty*) (Escarda-Castro et al.
2021). St dostupné komercne a moZu byt tieZ ziskané izolaciou zo srdcového tkaniva potkana.
Morfologicky st charakterizované ako vel'ké, ploché myoblasty s jednym vretenovitym jadrom
(vid Obr. 4) (Kutichova 2012). Tato bunkovéa linia je vyuZivana v roznych oblastiach
kardiovaskularneho vyskumu, vratane Stiidia kardiotoxicity. Z publikovanych prac je zname, Ze
H9c2 bunky st schopné sa diferencovat do fenotypu ,,podobného* srdcovému alebo
kostrovému svalu (Escarda-Castro et al. 2021). Bunky st relevantnym modelom na skiimanie
mechanizmov a dosledkov r6znych srdcovych portch, vratane srdcovej hypertrofie (Branco et

al. 2015).
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Obr. 4 Nediferencované H9c2 bunky (usecka predstavuje 100 pm).

Diferencované H9¢2 bunky sa vyzna¢uji predizenym tvarom s viacerymi jadrami (vid’ Obr. 5)
a nizkou proliferacnou kapacitou. Pocas procesu diferencidcie bunky ziskavaji vicSinou
fenotyp ,,podobny* kostrovému alebo srdcovému svalu. Podl'a publikovanych stadii zaleZi od

podmienok kultivacie a od pridavania mnozstva FBS a ATRA (Branko et al. 2015).

Obr. 5 Diferencované H9c2 bunky (Gisecka predstavuje 100 um).
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3.3.3 Diferencia¢né markery bunkovej linie H9c2

Pocas procesu diferencidcie bunky ziskavaju vacSinou fenotyp srdcového a kostrového
svalstva, ¢o dokazuju diferenciacné markery Specifické pre srdcovy a kostrovy bunkovy typ.
Su to gény suvisiace s procesom diferenciacie na srdcovy a kostrovy fenotyp. Dobre
charakterizované markery srdcovej diferenciacie su troponin T, troponin I, kalsekvestrin, MLC-
2v (myosin light chain 2v) a MLC-2a (myosin light chain 2a). Markery charakterizujuce
diferenciaciu do bunky podobnej kostrovému svalu st myogenin, myomesin 2 a nikotinové
receptory (Ménard et al. 1999). Diferencované bunky H9c2 podporené kyselinou retinovou
vykazuju zvySend expresiu génov suvisiacich s vapnikovymi transportérmi (ako je kalciova
adenozintrifosfatdza sarkoplazmatického retikula—SERCA, fosfolamban sarkolipinovy a
ryanodinovy receptor), srdcovymi sarkomérnymi proteinmi, ako je troponin T a troponin C a
diferenciatné markery, ako je myogenin a transkripny faktor nevyhnutny pre terminalnu
diferenciaciu na myocyty (Branco et al. 2015). Diferencované bunky H9c2 exprimuji niekol’ko
génov charakteristickych pre kostrové svaly, napr. izoformy a-aktinu, ryanodinového receptora-
1 (Ryrl) a typ troponinu I1 (TNNI1). Onédi popisuje zase len mierny stupeni diferenciacie H9¢c2
buniek s kyselinou retinovou (Onddi et al. 2022). V bunkach H9c2 boli d’alej detekované
vysoko Specifické proteiny pre fenotyp kontraktilného kostrového svalstva kalponin-1
a smoothelin n. Lenco opisal, Ze bunky H9¢c2 neexprimuju vyznamné mnozstva markerov,
Specifickych pre srdcovy sval, a produkujii len malé mnozstva markerov charakteristickych pre
kostrové svaly. Zdoraziiuje pritomnost’ nesvalového myozinu II ako dominantni formu
myozinu v bunkdch H9¢c2. V bunkach H9¢2 potvrdil vyrazny rozdiel v hladinach troponinu T

medzi vzorkami proliferujicich a neproliferujicich buniek (Lenco et al. 2015).

V tejto praci boli pouzité nasledovné markery, ktoré boli prevzaté z prace Escarda-Castro et al.

(2021) a ich pouzitel'nost’ bude nutné overit’:

e Diferencia¢né markery pre srdcovy sval: srdcovy troponin T (TnnT2) a srdcové
transkripéné faktory (GATA4 a Hand2).
e Diferenciacné markery pre kostrovy sval: transkripény faktor kostrového svalstva

myogenin (Myog).

Skupina d’alSich transkripénych faktorov, vratane proteinu Nkx2.5, GATA4, GATAS, GATA6
proteiny, MEF2 faktory a SRF, T-box faktory, vratane Tbx1, Tbx2, Tbx3, Tbx5, Tbx18, Tbx20
st rozhodujuce pre vyvoj srdca. Tieto transkripéné faktory interaguju navzajom a s radou

d’alSich transkripénych faktorov sa podielaji na kontrole vyvoja srdca. Hlavné srdcové
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transkripéné faktory funguju vo vzajomne sa posiliiujicej transkripcnej sieti, v ktorej kazdy
z faktorov reguluje expresiu ostatnych. Je to komplexnd molekuldrna a genetickd sthra, ktora
riadi viaceré $tadid vyvoja srdca a prevodového systému. Preto mutacie v niekol’kych génoch
kodujucich hlavne srdcové transkripcné faktory s spojené s vrodenou srdcovou chorobou

(McCulley and Black 2013).
3.3.4 Latky ovplyviujuce diferenciaciu buniek

Bisfenoly

Bisfenoly st chemické latky, ktoré sa vo vyznaénej miere pouzivaji pri syntéze plastov,
nachadzaju sa aj v potravinovych obaloch. Bisfenol A (BPA) je jednym z najviac Studovanych
bisfenolov. Negativne u¢inky BPA na zdravie v désledku jeho estrogénnej aktivity, (sposobenie
endometridzy, rakoviny prsnika, neplodnosti a vrodenych chyb), vedu k rastiicemu pozivaniu
alternativnych bisfenolov (Park et el. 2020). Nedavne $tadie ukéazali, ze BPA svojimi u¢inkami
narusa endokrinny systém (Karrer et al. 2018). Bisfenol AF (BPAF) je derivat BPA, ktory sa
Siroko pouziva ako jedna z ndhrad BPA, avSak Studie ukazali, ze expozicia BPAF je spojena
s hypertrofiou kardiomyocytov v dosledku zvysSenia produkcie reaktivnych foriem dusika
(RNS) (Yang et al. 2020). TaktieZ tento bisfenol sa vyznacuje nadmernou produkciou
reaktivnych foriem kyslika (ROS), ¢oho nasledkom mdze byt indukcia cytotoxicity podla
publikovanych stadii (Lei et al. 2019). BPF a BPS, ktoré postupne nahradzaji BPA, maja vo
vy$Sich koncentraciach podobné estrogénne a antiandrogénne Uc¢inky ako BPA, dokonca

vykazovali aj negativny endokrinny ucinok (Park et al. 2020).

Vysoké davky bisfenolu A (BPA), bisfenolu S (BPS) abisfenolu AF (BPAF) inhibuju
diferencidciu embryondlnych kmenovych buniek na kardiomyocyty a vykazuji slabu
embryotoxicitu. Individualne tieto latky inhibuji expresiu endodermalnych, mezodermovych
a ektodermovych markerov, ale zvySuju expresiu markerov pluripotencie. A kombinovana
expozicia bisfenolov pri vysokych davkach mé aditivny uc¢inok na diferenciaciu
kardiomyocytov a proliferaciu embryonalnych kmenovych buniek. Tieto bisfenoly hraja tlohu
pri ovplyviiovani vyvoja, zvySenim schopnosti sebaobnovy alebo znizenim schopnosti

diferencidcie kmenovych buniek, pocas diferencidcie (Zhou et al. 2021).

Diferencidcia myokardu zaloZzena na embryondlnych kmetovych bunkdach moéze byt
vynikajicim modelom na $tadium kardiotoxicity indukovanej niektorymi bisfenolmi na

bunkovej a molekularnej trovni (Yang et al. 2020).
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4 Ciel’ diplomovej prace

Naplilou mojej diplomovej prace bola charakterizacia procesu diferenciacie bunkovej linie
H9¢2, navodenej réznymi diferenciaénymi médiami a dizky trvania procesu diferenciécie.
Charakterizacia bola vykonana sledovanim morfologickych zmien pomocou svetelnej
mikroskopie a pomocou sledovania zmien, v relativnej génovej expresii vybranych markerov
a transkripcnych faktorov Specifickych, pre srdcovy akostrovy sval. Cielom prace je
identifikovat' diferenciacny protokol a markery poskytujuce vyraznii a ¢o najjednotnejSiu
zmenu, ktord v d’alSej faze vyskumu umozni Studovat’ latky s potencialom ovplyviiovat’ proces

diferenciacie.
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5 Experimentalna cast’
5.1 Biologicky material
5.1.1 Bunkova linia H9c2

H9c¢2 bunky st bune¢na linia odvodena od kardiomyocytov. Su dostupné komercéne a mozu byt
tiez ziskané zo srdcového tkaniva potkana. Morfologicky su charakterizované ako velké,
ploché myoblasty s jednym vretenovitym jadrom. Tato bunkova linia je vyuZzivana v roznych
oblastiach kardiovaskularneho vyskumu, vratane $tadia kardiotoxicity. Tieto bunky st schopné

sa diferencovat’ (Kutichova 2012, Escarda-Castro et al. 2021, Kimes and Brandt 1976).
Kultivacia H9¢2 buniek

Bunky H9c2 st adherentného charakteru, boli kultivované v kultivacnej nadobe
s dvojpolohovym uzaverom o velkosti T75 a T150 (TPP, Svajéiarsko). Bunky boli kultivované
a pasazované v kultivaénom médiu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high glucose
(DMEM HG) (Sigma) s pyruvatom doplnené o HEPES, bez antibiotik. Kultivované pri
optimalnych podmienkach 37°C a 5% CO; a pasazované kazdych 72 - 96 hodin, pokial’ sme sa

dostali k urcitej pasazi a bunky boli d’alej pouzité na proces diferenciécie.
5.2 Pasaz buniek a nasadenie na proces diferenciacie

Bunky boli v defl pasdzovania a nasadzovania na pokus konfluentné v kultivacnej nadobe na
100 %. Bunky vretenovitého tvaru s mononuklearnym charakterom, rovnomerne prilnuté na
povrchu. Po oplachu buniek PBS bola pridana zmes trypsin/EDTA k bunkam. PouZiva sa na
oddelenie buniek zpovrchu nadoby. Boli pouzit¢ 2 ml na T75 a3 ml na T150. Cast
trypsin/EDTA bola odsata tak, aby v nadobe zostalo 0,5 ml a inkubovalo sa 5 minuat. Po
inkubacii dostaneme bunky do suspenzie so zakladnym médiom (tj. DMEM HG + 10% FBS).
Zo suspenzie boli bunky spocitané pomocou farbiva trypanovej modrej v Blirkerovej komorke
a mnozstvo bolo prepo¢itané na pozadovant koncentréaciu. 1 10° buniek v 1ml pomocou rovnice
c1V1=c2V2. Suspenzia o pozadovanej koncentracii buniek bola napipetovand po 10 ml (. 0,3
mil. bb) do Petriho misiek (TPP, Svajéiarsko) s vniitornym priemerom 87 mm a ploche 60,1
cm?. Pre kazdé jednotlivé diferencia¢né médium bolo pre jeden pokus nasadenych 5 Petriho
misiek (proces diferencidcie bude ukonceny v piatich intervaloch, vid’ d’alej). Druhy deni boli

média vymenené za jednotlivé diferenciatné média (vid’ Obr. 6).
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DMEM DMEM DMEM DMEM
+ 1% EBS +1% FBS +10% FBS +10% FBS

+ ATRA + ATRA

5X 5X 5X 5X

Obr. 6 Rozdelenie Petriho misiek podl'a druhu pridavaného média v 2. den.

Média boli menené kazdy druhy den: d4, d6, d8, d10, d12, d14 a ATRA (100 uM roztok) bola
pridavand kazdy deti po 1 pl na 10 ml média, podl'a schémy na obrdzku €. 5. V deni 3, 6, 9, 12,
15 bola vzdy jedna Petriho miska z kazdej skupiny pouzitd pre mikroskopické vyhodnotenie
morfoldgie buniek a nasledne zberana lyzou pomocou TRIzol/TRIreagentu® na vyhodnotenie
RT — PCR. Proces diferencidcie bol teda sledovany celkovo 15 dni po 3 opakovaniach (n=3).

V kazdom opakovani bol sledovany aj vplyv ¢isla pasaze, v ktorej dané opakovanie bolo.

Boli nasadené este d’alsie dve Petriho misky o velkosti 87 mm a ploche 60,1 cm? (0,3 mil. bb)
s 10% FBS bez ATRA as ATRA (vid’ Obr. 7). Proces diferenciacie bol sledovany 15 dni
a média neboli pocas celej tejto doby menené a ATRA bola pridand len v 1. defi nasadenia na

pokus.

DMEM DMEM
+ 10% FBS + 10% FBS

+ ATRA

Obr. 7 Rozdelenie Petriho misiek, média nemenené.
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Zlozenie kultivacnych a diferenciacnych médii

ZlozZenie vypocitané na 100 ml:

DMEM HG 1% FBS DMEM HG 10% FBS

99 ml DMEM HG média 90 ml DMEM HG média

1 ml FBS sigma 10 ml FBS sigma

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

1 ml Pyruvétu sodného, 1 ml Pyruvétu sodného,

pokial’ nie je obsahom média od vyroby pokial’ nie je obsahom média od vyroby

5.3 Zber buniek — lyza pomocou TRIzol/TRIreagentu®

Vzdy bola zobrata 1 Petriho miska z kazdého druhu média. Médium bolo z Petriho misiek
odsaté pomocou automatickej pipety. Bunky boli oplachnuté PBS a s PBS nésledne aj vyfotené
na mikroskope Nikon eclipse TS 100 s kamerou Nikon Japan ELWD Model Moticam. Po
vyfoteni boli bunky zbavené PBS a lyzované pomocou TRIzol/TRIreagentu® pokial sa vSetky
neodlepili z povrchu kultivaénej misky — lyzovanie priamo v kultiva¢nej miske. Automatickou
pipetou boli bunky zhomogenizované, bunkovy lyzat bol niekol’kokrat prejdeny Spickou pipety,
a prenesen¢ do uzatvératel'nej skimavky s objemom 2 ml a zamrazené v hlbokomraziacom

boxe pri -80°C.
5.4 Princip Real-Time PCR (RT-PCR)

Real — Time PCR je metdda zaloZzena na polymerazovej retazovej reakcii (PCR), vhodna
k analyze génovej expresie. Sluzi k transkripcii a kvantifikdcii DNA. RT — PCR umoziiuje
meranie amplifikovaného produktu v priebehu reakcie, tzn. v redlnom case (real time). Ide o
enzymatickl amplifikaciu vybranej sekvencie DNA in vitro. Dvojvladknova DNA je najskor
denaturovana na dve jednovlaknové matricové molekuly DNA. Nemusi byt zndma
nukleotidova sekvencia ciel'ovej DNA, ale musia byt zndme aspon sekvencie kratkych tisekov
na oboch koncoch ciel'ovej amplifikovanej DNA. Oligonukleotidové sondy, teda primery,
hybridizujii na oboch stranach cielovej DNA a riadia syntézu novych vlakien. Tuto syntézu

katalyzuje termostabilnd DNA polymeraza.
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K detekcii produktov reakcie sa vyuzivaju fluorescencné molekuly, ktoré odrazaju mnozstvo
amplifikovanej DNA v kazdom cykle. V tejto praci bolo pouzité fluorescencné farbivo
SYBR®-Green (SG). Je to interkalacna latka, a preto sa navizuje len na dvojretazcovu DNA.
Pokial’ je pritomna jednoretazcova DNA, molekuly Sybergreenu su v roztoku vo vol'nej forme
atym nedochadza k emisii fluorescencie. K fluorescencii dochddza az po naviazani na

dvojretazcovit DNA (Praisa 1997, Spacek 2017).
5.5 Izolacia RNA zo vzoriek

Izol4cia z diferencovanych buniek, nami zozbieranych pomocou TRIzol/TRIreagentu®,

zhomogenizovanych a skladovanych v 2ml skiimavkach v hlbokomraziacom boxe pri -80°C.
Jednotlivé kroky izolacie:

e Fazova separacia
e Precipitacia RNA
¢ Premyvanie RNA
e Solubilizicia RNA

Fazova separacia:

Homogenat sa nechal svojvol'ne rozmrazit’ a nechal sa stat’ 5 minut pri laboratorne;j teplote, aby
doslo k Uplnej disociacii nukleoproteinovych komplexov. K homogenatu bolo pridanych 0,1 ml
BCP (1-brém-3-chlorpropan) na 1 ml TRIzol/TRIreagentu®. BCP je reagent pre fazovu
separaciu a mierne zlepSuje kvantitu a kvalitu izolovanej RNA oproti chloroformu. Po pevnom
uzatvoreni boli vzorky pretrepavané v rukach po dobu 15 sekund. Nasledne sa nechala vysledné
zmes 2-3 minUty stat’ pri laboratornej teplote a potom sa scentrifugovala pri 14 000 x g v
chladiacej centrifige Heraeus Biofuge Stratus 15 minut pri teplote 4°C. Centrifugaciou bola

zmes rozdelend do 3 faz (vid’ Obr. 8):

- dolna ruzova az cervena (fenolovd) organicka faza obsahujlica proteiny a DNA
- interfaza obsahujuca proteiny a DNA

- horna bezfarebna vodna faza obsahujuca RNA

BCP je menej toxicky ako chloroform a jeho pouZitie znizuje moznost DNA kontaminacie
RNA. Centrifugéaciu na oddelenie faz je dolezité vykonat’ prave pri teplote 4 — 10°C. Ak sa
uskutocnuje pri zvysenych teplotach, zvyskové mnozstvo DNA sa mdze sekvestrovat’ vo vodne;j

faze (Chomczynski and Mackey 1995, Chomczynski and Sacchi 1987).
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vodna faza

interfaza

organicka faza

Obr. 8 Fazova separacia.

Precipitacia RNA:

Vodna faza sa odobrala pomocou pipety do novej skimavky. Z vodnej fazy bola vyzraZzana
RNA pridanim 0,5 ml isopropanolu na 1 ml TRIzol/TRIreagentu®, pouZzitého v priprave
vzorky. Vzorky boli zvortexované a nechali sa stat’ pri laboratornej teplote po dobu 10 minnt.
Po uplynuti 10 minut boli vzorky scentrifugované pri 14 000 x g v chladiacej centrifige
10 mint pri teplote 4°C.

Pomocou isopropanolu ddjde k zrazaniu nukleovych kyselin. Precipitat RNA tvori gélovité
alebo biele peletky na boku a dne skumavky, ktoré st ¢asto pred centrifugaciou neviditeI'né.
Centrifugécia pri 4°C je dolezitd pre lepSiu a dokladnejSiu pracu s peletkou. Pokial’ by bola
uskuto¢nena pri vyssej teplote peletky by vol'ne plavali v supernatante, ktory by sa nasledne zle
odoberal a hrozilo by riziko straty peletky RNA (Chomczynski and Mackey 1995,
Chomczynski and Sacchi 1987).

Premyvanie RNA:

Zo skumavky s peletkou bol pomocou pipety odstraneny supernatant. K peletke bolo pridaného
0,5 ml 75% etanolu, skimavky boli zvortexované a nasledne scentrifugované pri 14 000 x g v

chladiacej centrifiige 5 minut pri teplote 4°C.
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Solubilizacia RNA:

Zo skumaviek sa odobral etanolovy premyvaci roztok a peletky RNA sa nechali vysusit’ po
dobu 5 minit na vzduchu. Peletky RNA boli rozpustené pridanim 0,1 ml vody bez RNAzy
(RNAse free water) a pre lepSie rozpustanie boli premiesavané opakovanym pipetovanim

s mikropipetou.

Je dolezit¢ vyhnut' sa Uplnému vysuSeniu peletky RNA, pretoZze to vyrazne zniZuje jej
rozpustnost’. Peletky RNA musia zostat’ biele a nie priesvitné. Roztok pouzity na solubilizaciu

RNA by mal byt zbaveny RNAzy pomocou uprav.
5.6 Vyhodnotenie Cistoty a kvantifikacia RNA

Kvalita a kvantita takto pripraveného RNA bola merana pomocou spektrofotometra NanoDrop
(Thermo Scientific) (vid® Obr. 9). Presnost’ spektrofotometric méze byt nedostatoéna pri
nizkych koncentracidch RNA. Pre NanoDrop analyzu su potrebné malé objemy vzoriek 1-2 pl.
Koneény produkt RNA je bez DNA a proteinov. Cistota RNA je uréena pomerom absorbancie
pri vinovej dizke 260/280 nm a 260/230 nm. Pomer 260/280 nm by mal byt medzi hodnotami
1,9 — 2,1. Pokial' by hodnoty klesli pod 1,7 znamenalo by to, ze nasa vzorka by bola
kontaminovana DNA. Pomer 260/230 nm by mal byt medzi hodnotami 2,0 — 2,2. Ak by

hodnota klesla pod 1,5 je potrebné vykonat' znova proces Cistenia RNA s etanolom. Idedlna

koncentracia RNA pre RT je > 100 ng/ul (Masago 2021).

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

koncentracia RNA

Obr. 9 Ukazka zmeraného vzorku na spektrofotometri NanoDrop.
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5.7 Prepis RNA do cDNA

Po zmerani koncentracie RNA na NanoDrope bolo vypocitané riedenie RNA na mnozstvo 10 ul
o koncentracii 100 ng/ul. Ku kazdej vzorke bolo pridaného 10 ul High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) na syntézu cDNA do PCR stripov (zlozenie vid’ Tab.
2). Zmes bola premiesana pipetou a stocena v centrifige. Celkového objemu reakcie bolo teda

20 ul (vid’ Tab. 3). Po celt dobu bolo pracované s vychladenymi vzorkami.

Tab. 2 Zlozenie High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

Zlozky Reverse Transcription Kit MnozZstvo v ul
Nuclease-free water (API) 3,2
10X RT Buffer 2,0
10X RT Random Primers 2,0
25X dNTP Mix (100mM) 0,8
Multiscribe Reverse Transcriptase 1,0
Rnase Inhibitor 1,0
Celkové mnozstvo 10,0

Tab. 3 Obsah PCR stripov

Nariedené vzorky RNA 10,0 pl
Reverse Transcription Kit 10,0 pl
Celkovy objem reakcie 20,0 pl

Takto pripravené vzorky boli dané do Thermal cykleru T100 (BIORAD) a bol zvoleny vhodny
program (vid’ Obr. 10). Teplotny profil Thermal cykleru:

- 25°C—-10 min
- 37°C-120 min
- 85°C—-5min

- 4°C-w

Po prepise bolo ku kazdej vzorke s templatom cDNA napipetovanej 113,3 APL. PremieSané

pipetou a mierne zvortexované.
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Obr. 10 Ukazka Thermal cycleru a jeho teplotného profilu.

5.8 Real-Time PCR (RT-PCR)

Na analyzu expresie génov bola pouzitd metdoda Real-Time PCR v systéme QuantStudio6 Flex
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) s pouZitim na mieru navrhnutych primerov a gb
SG PCR Master Mix (obidva Generi Biotech) (zloZenie vid’ Tab. 4) a teplotny profil vid’ Tab.

6). Pouzité farbivo SYBR®-Green sa interkalacne viaze na dvojretazcova DNA.

Tab. 4 ZloZenie Master Mixu

Zlozky Master Mixu MnoZstvo v pl na 1 reakciu
R gb primer 0,20
F gb primer 0,20
Gb SG PCR Master Mix(2X) 5,00
Passive Reference Dye (ROX) 0,07
Nuclease-free water (API) 0,53

V reakcii bolo pouzitych 30 pl riedenej cDNA a 6 ul Master Mixu. ZloZenie Master Mixu (vid’
Tab. 5). Kazda vzorka bola na dosku pipetovana v triplikate. Na analyzu relativnej génovej
expresie boli pouzité na mieru navrhnuté primery a gb SG PCR Master Mix—SybrGreen Master
Mix. Ziskané hodnoty expresie boli normalizované metodou 224

referenénych génov GADPH a HPRT1.

na geometricky priemer
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Tab. 5 Riedenie templatu cDNA

Koncentracia cDNA po RT (ng/ul) 50,0
Koncentracia cDNA po riedeni po RT (ng/ul) 7,5
Vlozené mnozstvo cDNA do reakcie (ng) 30,0
Finalny objem cDNA pre 1 PCR reakciu (pl) 4,0

Tab. 6 Teplotny profil RT — PCR cykléru

Krok Teplota Dizka  Pocet cyklov
Pociato¢na denaturacia/aktivacia enzymov 95°C 3 min 1
Denaturécia 95°C 30s
Annealing 60°C 40 s 40
Extenzia 72°C 50s
Zavere€na extenzia 72°C 10 min 1

5.9 Statisticka analyza dat

V praci nebolo vykonané Statistické vyhodnotenie zmien expresie vybranych génov, pretoze
charakter prace je Cisto pilotny a porovnavané pokusy diferencidcie st z roznych pasazi. Teda

vnltorna variabilita dat je primarne vel'kd a ziskané Statistické data by neboli validné.
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6 Vysledky

6.1 Porovnanie médii DMEM HG a DMEM LG

V tejto praci sme sa zamerali na charakteristiku procesu diferenciacie bunkovej linie H9¢c2
pouzitim réznych diferenciatnych médii a podmienok diferencidcie. Porovnavali sme stav
diferenciacie v nizkoglukézovom a vysokoglukézovom médiu. Pracovali sme s dvoma
médiami, vysokogluk6zovym DMEM (DMEM HG; 25 mM glukézy) anizkoglukézovym
DMEM (DMEM LG; 5,5 mM glukozy).

Porovnavanie procesu diferencidcie v DMEM HG a DMEM LG bolo vykonané po jednej sérii
(n=1). Vysledky nevykazovali vyrazné¢ rozdiely, ale rozhodli sme sa pracovat
s vysokoglukézovym médiom aj napriek tomu, ze nizkoglukézové médium ma fyziologickt
koncentraciu glukozy. Bunkové linie st z Casti mortalizované, potrebuji byt dostatocne
zasobované glukézou, aby mali zdroj energie, ked’ze samé si glukdzu netvoria. Pre vytvorenie
uplnej konfluencie buniek na Petriho miskach pred diferencidciou, bolo vhodnejSie pouzit
vysokogluk6zové médium so sérom. Preto sme sa z ¢asového hl'adiska rozhodli d’alej pracovat’
len sjednym médiom, ale aj pre jednoduchSie prevedenie pokusu a l'ahSiu interpreticiu

vysledkov.

Vsetky nasledujuce vysledky boli teda vykonané v DMEM HG a ako kontrolny stav bol pouzity
deit 3 v DMEM HG + 10 % FBS bez ATRA (DMEM HG d’alej oznacované ako DMEM).
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6.2 Mikroskopické vyhodnotenie morfologie buniek H9c2

Porovnévali sme morfologické zmeny buniek diferencovanych oproti nediferencovanym a
morfologické zmeny v danych diferenciacnych protokoloch. Zmeny sme potvrdili aj na trovni

relativnej génovej expresie pomocou RT-PCR markerov a transkripénych faktorov.

Z casovych dovodov bola diferencidcia sledovana na troch rdéznych pasazach. AvSak neboli
zaznamenané vyznamné rozdiely medzi starymi bunkami (pasédz +38) a mladSimi (pasaz +20

a+24).
Popis a fotografie buniek:

3. dei (d3) (mikroskopicky prehl'ad vid’ Obr. 11)

d3:1% FBS d3: 1% FBS + ATRA

A ¢ LD IV

Obr. 11 Fotografie buniek v treti den (d3) diferenciacie (usecka predstavuje 100 pm).

Bunky s viacerymi jadrami vid’ ¢ierne Sipky na obrazku.

DMEM + 1 % FBS: Povrch Petriho misky konfluentny na 100 %, bunky nepredizené, kratke
vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, viac buniek s mononuklearnym charakterom.
DMEM + 1 % FBS + ATRA: Povrch Petriho misky konfluentny na 100 %, bunky nepredizené,

kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, viac buniek s jednym jadrom. Sem-tam
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bunka prediZena s dvomi jadrami. DMEM + 10 % FBS: Povrch Petriho misky konfluentny na
100%, bunky nepredizené, kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, viac buniek s
jednym jadrom, bunky sa zacinaju prerastat. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Povrch Petriho
misky konfluentny na 100%, bunky nepredizené, kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi

jadrami, viac buniek s jednym jadrom. Sem-tam bunka prediZena s dvomi jadrami.

6. den (d6) (mikroskopicky prehlad vid’ Obr. 12)

Obr. 12 Fotografie buniek v Siesty den (d6) diferenciacie (asecka predstavuje 100 pm).

Bunky s viacerymi jadrami vid’ ¢ierne Sipky na obrazku.

DMEM + 1 % FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky nepredizené kratke
vretenovité s jednym jadrom, ale aj bunky predizené s viacerymi jadrami. DMEM + 1 % FBS
+ ATRA: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky nepredizené, kratke vretenovité s
jednym alebo viacerymi jadrami, ale aj bunky prediZzené s viacerymi jadrami. DMEM + 10 %
FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky neprediZené, kratke vretenovité s
jednym alebo viacerymi jadrami, bunky poprerastané, na Obr. 12 mdézeme vidiet’ ako tvoria

zhluky. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky
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nepredizené, kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami ale aj predizené bunky

s viacerymi jadrami.

9. den (d9) (mikroskopicky prehlad vid’ Obr. 13)

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

Obr. 13 Fotografie buniek v deviaty den (d9) diferenciacie (usecka predstavuje 100 pm).

Bunky s viacerymi jadrami vid’ ¢ierne Sipky na obrazku.

DMEM + 1 % FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky nepredizené kratke
vretenovité s jednym jadrom, ale aj bunky predizené s viacerymi jadrami. DMEM + 1 % FBS
+ ATRA: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky prediZené s viacerymi jadrami, ale
aj bunky kratke vretenovité s jednym jadrom. DMEM + 10 % FBS: Bunky pril'nuté na povrchu
Petriho misky. Bunky neprediZené, kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, bunky
poprerastané, na Obr. 13 modzeme vidiet' ako tvoria velké zhluky. DMEM + 10 % FBS
+ ATRA: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Mnoho buniek predizenych s viacerymi
jadrami (vid’ ¢ierne Sipky na Obr. 13). Ale aj bunky vretenovité s jednym jadrom.
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12. den (d12) (mikroskopicky prehlad vid’ Obr. 14)

d12: 1% FBS

Obr. 14 Fotografie buniek v dvanasty den (d12) diferenciacie (isecka predstavuje 100 pm).

Bunky s viacerymi jadrami vid’ ¢ierne Sipky na obrazku.

DMEM + 1 % FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky nepredizené kratke
vretenovité s jednym jadrom, ale aj bunky predizené s viacerymi jadrami. DMEM + 1 % FBS
+ ATRA: Bunky pril'nuté na povrchu Petriho misky. Bunky prediZzené s viacerymi jadrami, ale
aj bunky kratke vretenovité s jednym jadrom. DMEM + 10 % FBS: Bunky pril'nuté na povrchu
Petriho misky. Bunky neprediZzené, kratke vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, bunky
extrémne poprerastané. DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky pril'nuté na povrchu Petriho
misky. Mnoho buniek predizenych s viacerymi jadrami, viac ako v 1 % FBS + ATRA. Ale aj

bunky vretenovité s jednym jadrom.
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15. den (d15)_(mikroskopicky prehlad vid’ Obr. 15)

d15: 1 % FBS + ATRA

Obr. 15 Fotografie buniek v patnasty den (d15) diferenciacie (usecka predstavuje 100 um).

Bunky s viacerymi jadrami vid’ ¢ierne Sipky na obrazku.

DMEM + 1 % FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky nepredizené kratke
vretenovité s jednym jadrom, ale aj bunky prediZené s viacerymi jadrami. Nie je tu vel’ka zmena
oproti tretiemu dnu (d3). DMEM + 1 % FBS + ATRA: Bunky pril'nuté na povrchu Petriho
misky. Bunky prediZené s viacerymi jadrami, ale aj bunky kratke vretenovité s jednym jadrom.
DMEM + 10 % FBS: Bunky prilnuté na povrchu Petriho misky. Bunky neprediZené, kratke
vretenovité s jednym alebo viacerymi jadrami, bunky extrémne poprerastané, tvoria zhluky
(vid’ Obr. 15). DMEM + 10 % FBS + ATRA: Bunky pril'nuté na povrchu Petriho misky.
Mnoho buniek prediZzenych s viacerymi jadrami, viac ako v 1 % FBS + ATRA. Ale aj bunky
vretenovité s jednym jadrom. Na Obr. 15 je pekne vidiet vicsiu predizent mnohojadrova

bunku.

Celkovy mikroskopicky prehPad vsetkych dni je na Obr. 16. Od tretieho dia (d3) po patnasty
den (d15). Sérova deprivacia (1 % FBS prvé dva stipce) a pridanie ATRA (druhy a $tvrty stipec)

zvysili tendenciu buniek zmenit’ morfoldgiu na predlZeny tvar s viacerymi jadrami ( vid’ Cierne
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$ipky) do 9. diia (d9), potom sa predizeny tvar buniek viac vyskytoval v 10 % FBS s ATRA.
Kazdy def predstavuje inGi bunkova populaciu. Sipka na avom boku obrazka znazoriiuje

Casovu postupnost’ buniek.

d3: 10 % FBS + ATRA

d6: 1% FBS [}

d9: 10 % FBS + ATRA

d12: 1% FBS __ d 3 : d12: 10 % FBS + ATRA

d15: 1% FBs &

Obr. 16 Celkovy mikroskopicky prehl'ad vsetkych dni.

Zobrazenie buniek kultivovanych v normalnom kultivathom médiu pred diferencidciou odo
dna 0 (d0) do 3. dia (d3). Bunky maju vretenovity tvar a mononuklearny charakter (vid’ Obr.

17). Obrazky predstavuju rovnaktl bunkovli populéciu.
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Obr. 17 Zobrazenie buniek H9¢2 v normalnom kultivatnom médiu (asecka predstavuje 100 pm).

Primarne boli bunky nasadené na proces diferencidcie na Petriho miskach, ale skuiSali sa nasadit’
aj na 96j. a 12j. format, kde bunky vykazovali rovnaky stupeni diferenciacie. Spotreba buniek
pri nasadzovani na Petriho misky je niekol'kokrat vacsia ako na 96j. a 12j. format. Znamenalo
by to mensiu spotrebu buniek na pokus, a tym zase realnejSie pouzitie buniek v nizsich
pasazach. Dalej by sa dala urobit’ koncentraéna $kala pre kyselinu retinovi, &im by sme mohli
zistit’ idealnejSiu koncentraciu pre diferenciaciu. Aj ked’ koncentracia, ktorti sme pouzili v tejto
praci (10 nM) sa ukazala, ze relativne dobre indukuje bunky k diferenciécii, ale mozno by nizsie
koncentracie vykazovali rovnaky stupenn diferencidcie, alebo naopak vysSia koncentracia by

mohla podporit’ bunky sa diferencovat’ eSte viac.

6.3 Vyhodnotenie relativnej génovej expresie vybranych markerov

a transkripénych faktorov

Vyhodnotenie relativnej génovej expresie na vybrané markery: srdcového troponinu T (cTnT),
srdcovych transkripénych faktorov (GATA4 a Hand2) a transkripéného faktora kostrového

svalstva myogeninu (Myog).
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A) TnnT2 mRNA -10 % FBS C) TnnT2 mRNA - 10 % FBS + ATRA
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Obr. 18 Relativna génova expresia Specifického srdcového troponinu T.
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Z grafov mézeme pozorovat, ze nie vSetky vysledky vykazovali jednoduchu a jednotnu
odozvu, pricom vyznamné zmeny trendu boli pozorované¢ v 9. dni. Vyznamna a dobre
pozorovatel'na zmena bola u génu TnnT2 a Myog v médiu DMEM s 10 % FBS + ATRA (vid’
Obr. 18C a Obr. 19C), kde doslo k zvyseniu génovej expresie. Tento efekt bol extrémne
viditeI'ny hlavne v nizSej pasazi, pridanie ATRA tento efekt zvyraznilo, kyselina retinova teda
mala vplyv na zvySenie diferencidcie u oboch koncentracii séra. Dokonca 5-nasobnd zmena
bola pri 10 % FBS + ATRA u génu Myog v paséazi p+20 a p+24 oproti pasdzi p+38. Myogenin
pekne reagoval aj pri sérovej deprivécii (1 % FBS). Naopak GATA4 mal minimélnu zmenu,
ktora bola nejednotnd, napr. pri 1 % FBS bol mierny narast pri p+20 a zase pri p+24 génova
expresia mierne klesla. (vid Obr. 20B). Hand2 reagoval zaujimavo v suvislosti s vys$sou
pasdzou buniek, jeho génova expresia najskor klesala a potom prudko stapala. (vid’ Obr. 21).

Tento vysledok je vSak neStandardny. V nizSich pasdzach bola zmena génu Hand2 minimalna.

Dosledkom niektorych nejednotnych vysledkov mohlo byt prave vykonanie nasho pokusu v 3
opakovaniach s réznou pasazou, ¢o by sa dalo potvrdit novym prevedenim pokusu za
zjednoduSenych podmienok. Ked'ze sme skuSali vplyv pravidelnej vymeny média a
kazdodenného pridavania ATRA na diferencidciu buniek. Napr. gén GATA4 by bolo mozZné
vyskusat’ na eSte mladSej bunkovej kultare H9c2 (nizsia ako p+20), prave preto, Ze tato pasaz

vykazovala mierny narast v génovej expresii.

Z nasich vysledkov mézeme urcit’, Ze vek buniek, teda stupenl pasdze, ma tiez vplyv na génovu
expresiu vybranych markerov. Gény TnnT2 a Myog reagovali velmi dobre najméi v niZzSich
paséaziach, teda pri mladSich bunkach, jedno opakovanie s vySSou pasazou moéze vysledky
skresl'ovat’, preto by bolo dobré eSte raz urobit’ pokus s mladSimi bunkami, idealne v rovnakej
pasazi. TaktieZ tieto dva gény dobre reagovali v médiu s 10 % FBS + ATRA a Myog aj pri
sérovej deprivacii v médiu s 1 % FBS s aj bez ATRA. Protokol s 10 % FBS bez ATRA by sa
teda nemusel pouzivat’ a bunky by mohli byt’ nastavené na proces diferenciacie len v 3 médiach,
a to so sérovou deprivaciou 1 % FBS s/bez ATRA a 10 % FBS s ATRA. Naopak, zase gén
Hand?2 reagoval zaujimavo, jeho relativna génova expresia stiipala hlavne vo vyssej pasazi, ¢o
teda limituje nas pokus a pre tento gén by boli vhodnejSie pokusy na starSich bunkéch, teda vo
vyssej pasazi. Gén GATA4 vykazoval minimdlnu zmenu, zato ale nejednotnu. Ddsledkom opét’

moze byt nerovnaké pasaz buniek.
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6.4 Vplyv pravidelnej vymeny média

Boli sledované dve série s/bez vymeny DMEM 10 % FBS a s 10 % FBS + ATRA. Boli
kultivované 15 dni bez vymeny média a ATRA bola pridand len v 1.deii (vid’ Obr. 22). Sledovali
sme vplyv pravidelnej vymeny média a kazdodenného pridavania ATRA na génovl expresiu

vybranych génov (vid’ Obr. 23).

Publikované protokoly st zaloZzené na kazdodennom pridavani kyseliny retinovej, ked’ze je
povazovana za nestabilnu latku a rychlo degraduje. Pomocou nasho pokusu, sme zistili, ze
proces diferenciacie sa nastartuje uz pri prvom podani kyseliny retinovej k bunkovej kulture
anie je potrebné ju pridavat’ kazdy den. Bez pravidelnej vymeny média a kazdodenného
pridavania ATRA diferenciécia prebehne, tym padom by sa prevedenie pokusu diferencidcie na
bunkovej kultare H9¢2 dalo zjednodusit. Tym padom by bolo prevedenie pokusu jednoduchsie
a Casovo menej naro¢né. Taktiez by bol jednoduchSie dosiahnutelny pokus v troch

opakovaniach s rovnakou pasdZou buniek.

d15: 10 % FBS

Obr. 22 Fotografie buniek v patnasty deni (d15) bez vymeny média a ATRA pridana len v 1.den (usecka
predstavuje 100 um).
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7 Diskusia

V ramci tejto diplomovej prace boli Studované a porovnané Styri rozne, uz publikované
postupy, veduce k navodeniu diferenciacie bunkovej linie H9¢2 potkanich kardiomyoblastov.
Tieto postupy sa odliuju mnozstvom séra v kultivaénom médiu (1 % vs 10 %) a v pridavani
retinovej kyseliny. Vyznamnym prinosom tejto prace je to, Ze dané protokoly sledujeme po
dobu 15 dni, o sa odliSuje od referencnych prac citovanych d’alej, z ktorych sme vychadzali,
ktoré pracuju s dobou diferenciacie 5-6 dni. Tato bunkova linia je ¢asto pouzivana ako in vitro
model srdcového tkaniva, a ¢asto nespravne oznacovand ako kardiomyocyty. Bunky H9¢2 st
odvodené zo srdcového tkaniva potkana, maji proliferativny a relativne nediferencovany
fenotyp, teda fenotyp neodpovedajuci kardiomyocytom. Napriek tomu, ze sa bunky dokdzu
dobre diferencovat’ na dospelé svalové bunky, vacsina toxikologickych studii, zahfiiajucich tato
bunkovu liniu, uskutoéituje experimenty s nediferencovanymi myoblastmi. Publikované studie
dokazuj, ze stav diferencidcie srdcovej bunky ovplyviuje jej citlivost’ na toxické latky (Branco
et al. 2015). Diferencované a nediferencované bunky H9¢2 mé6zu mat’ rozdielny metabolizmus
a mozu vykazovat’ rozdielne metabolické zmeny. Teda latky a zlaCeniny, modulujtiice bunkovy
metabolizmus, by mohli mat’ rozdielne uinky podla stavu diferenciacie na metabolizmus
(Pereira etal. 2011). Hlavnym cielom tejto prace je vybrat co najreprodukovatelnejsi
diferenciacny protokol H9c2 buniek, ktorého priebeh a vysledok by bol jasne definovatelny a
detekovatel'ny pomocou zmien v génovej expresii vybranych markerov srdcového tkaniva
(srdcovy troponin T -TnnT2), kostrového svalu (myogenin) a transkripénych faktorov
spojenych s vyvojom srdca (GATA4, Hand2), ktoré boli pilotne vybrané na zaklade prace
Escarda-Castro et al. (2021).

Vysledky nedavno publikovanych §tudii porovnavajtice proteomické a transkriptomické profily
potvrdili fakt, Ze ani po diferenciaci nie s H9¢2 bunky porovnatel'né s primarnymi potkanimi

kardiomyocytmi ¢i l'udskymi iPSC bunkami (Lenco et al 2015, Onddi et al 2022).

Bunkova diferenciacia prebiehajuca pri sérovej deprivécii, teda v nasom pripade v médiu s 1 %
obsahom séra, a v pritomnosti kyseliny retinovej sa vyznacovala v praci Branco a kol. (2015)
zvysenou expresiou srdcového Specifického markeru troponinu T, €o je potvrdené v tejto praci
na urovni mRNA $pecifického srdcového markeru troponinu T. Casovy profil expresie mRNA
TnnT2 naviac ukdzal, Ze mRNA postupne narastala a v protokole bez ATRA bol narast
minimélne obdobny. ZvySené hladiny markeru myogenézy (najmd kostrového svalu)

myogeninu boli taktieZ popisané ako naSou, tak aj pracou Branco a kol. V oboch pripadoch bol
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popisany narast vacsi nez v pripade troponinu T. Expresia myogeninu spolu s troponinom T
sved¢i o zmie$anom fenotype H9c2 buniek popisovanym &asto ako myotubuly. Casovy profil
mRNA myogeninu vykazuje pri sérovej deprivacii vrchol okolo 6. dna s naslednym
poklesom.(vid. Obr. 19). Gata4, transkripény faktor exprimovany v srdcovych bunkach,
nevykazoval Ziadne vyznamné zmeny po diferenciacii buniek H9¢2 s ATRA, ¢o odpoveda
vysledkom citovanych prac. Minimalna zmena bola v médiu so sérovou deprivaciou (1 % FBS),
avSak bola nejednotna. Mohol by sa vyskusat’ d’alsi transkripény faktor z rodiny GATA, a to
GATAG®6, popisovany v Studii od Onodiho a kol. (Onodi et al 2022). Vel'mi nejednotnt odpoved’
na nizkosérovl diferenciaciu vykazoval transkripéni faktor pre vyvoj srdca Hand2, ktory ale
bohuzial’ nebol stanovovany v ziadnej z tu citovanych prac. U mladsich buniek mierne klesal,

zatial’ ¢o u starSich postupne sttipal s vrcholom v 12. dni.

V praci Branco a kol. bola okrem TnnT2 a myogeninu d’alej potvrdena i expresia dalSich
génov ako je troponin I a srdcovy kalvestrin na Grovni srdca a Myom 2 na urovni kostrového
svalu (Branco et al. 2015). Ménard akol. aPereira akol. uvddza, ze myogénna
transdiferencidcia buniek H9c2 je potlacend pridanim kyseliny retinovej k diferenciaénému
médiu. Je dolezité zohl'adnit’ fakt, Ze bunky Studovali len pocas Siestich dni (Ménard et al. 1999,

Pereira et al. 2004). V naSom protokole doSlo k zmenam prave po 6. dni.

Dal3ou sadou skuisanych diferenciaénych protokolov boli média s nezmenenou koncentraciou
séra (10 % FBS) s a bez kyseliny retinovej. Bunky v tychto médiach preukazuju vyraznu
schopnost’ proliferovat’ a bol unich ofakdavany minimdlny naznak diferenciacie smerom
k srdcovému fenotypu, na rozdiel od tvorby myotubul. Je nutné doplnit’, Ze médium bez ATRA
bolo v citovanych pracach pouzité ako kontrolné médium (Ménard et al. 1999, Pereira et al.
2004). Experimenty s tymto médiom prebehli kvoli tomu, aby bolo porovnanie vysledkov
kompletné. AvSak, z mikroskopickych snimok, tak iz c¢asového profilu zmien mRNA
sledovanych markerov je zrejmé, ze k istej diferencidcii aj tak doslo a najvacsie zmeny boli
zaznamenané u myogeninu, kde bol u mladsich buniek pozorovany az 50ndsobny narast jeho
mRNA. To je v stlade so vSeobecne znamym poznatkom, Ze ,,prerastené* H9c2 bunky pri
dlhodobejsej kultivacii stracaji svoj fenotyp a diferencuju sa smerom k myotubulom, teda

k fenotypu svalovych buniek.

Pokial by sme porovnali vysledky diferenciacie prevedené v nizkosérovom médiu
s normalnym médiom, tak naSe vysledky potvrdzuji, ze génova expresia myogeninu bola
vicsia v médiu s nizkym obsahom séra ako v referenénom médiu. Z vysledkov je viditeI'né, ze
kultira s nizkym obsahom séra podporuje bunky viac k diferenciacii na bunky podobné
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kostrovému svalu. Dokonca tato odpoved’ pretrvavala po 15. den, ale po 9. dni mierne klesala,
no stale bola génova expresia myogeninu vicsia ako génova expresia Specifického srdcového
troponinu T (vid’ Obr. 18, Obr. 19). Pagano a kol. popisuje, Ze génova expresia myogeninu
v médiu so sérovou deprivaciou bola podstatne vysSSia ako v médiu s 10 % FBS, po dobu
kultivacie 6 dni. A Ze kultara s nizkym obsahom séra podporuje bunky k diferenciécii na bunky

kostrového svalstva a sucasne obmedzuje diferenciaciu na bunky srdcového svalu (Pagano et

al. 2004).

Nase vysledky poukazuji na najvacsiu génovu expresiu pri kultivacii buniek v médiu bez
sérovej deprivéacie s kyselinou retinovou (10 % FBS + ATRA). Génova expresia vyrazne stupala
v tomto diferencianom médiu a zmena bol vyrazna u markerov TnnT2 a Myog (vid’ Obr. 18C,
Obr. 19C), prislusny graf vyznaceny Cervenym Stvorcom. Zda sa, Ze tento protokol by mohol
byt' najvhodnejS$im na sledovanie zmien v génovej expresii pri §tidiu mozného toxického
posobenia bisfenolov. Publikované prace opisuju najvyssi stupen diferencidcie H9¢2 buniek
v médiu so sérovou deprivaciou vSeobecne, ale aj s pridanim kyseliny retinovej do média so
sérovou deprivaciou. Popisuji proces diferenciacie len po dobu 6 dni (Ménard et al. 1999,
Pereira et al.2004). M6Ze to byt’ kratka doba pre sledovanie zmien, pretoZe v naSich protokoloch

boli vyrazné zmeny najviac pozorovatelné v 9. dni.

Pre sledovanie stavu diferenciacie by bolo mozné pouzit’ len TnnT2 a Myog z vybranych génov,
najlepsie v troch sériach s rovnakou, idealne nizSou pasazou. Je nutné vSak vyskusat’ aj d’alSie
gény. Pre kompletizaciu vysledkov by bolo vhodné este potvrdit’ génova expresiu, na urovni
proteinov na vybrané gény, pomocou metddy western blot aimunofluorescencie. Z inych
publikécii je mozné najst’ d’alSie markery, ktoré su popisované v diferencia¢nych procesoch.
Detailny prehlad’ markerov a transkripénych faktorov je uvedeny v review o regulacii vyvoja
srdca, autorov McCulley a Black, v ktorom je vidiet komplexnost’ celého procesu (vid’ Obr.
24). Z daného obrazku su zrejmé urcité kI'icoveé regulatory (GATA4, Nxk2.5 a Tbx5), upstream
regulatory (rodina SMAD proteinov a ISL1) a downstream regulatory, ktoré st vzijomne vel'mi

poprepletané. Dalsi z rodiny GATA je GATAG6, ktory popisuje Onodi (Onddi et al. 2022).
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Prevzaté z: McCulley a Black (2012)
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8 Zaver

V tejto praci boli porovnavané ¢asové profily zmien v expresii vybranych markerov pre srdcové
alebo kostrové svalové bunky, v Styroch roznych diferenciaénych protokoloch. Ciel'om bolo
vybrat’ najlepsSie reprodukovatelny protokol a markery s robustnou génovou expresiou, aby
bolo mozné Studovat’ v néaslednej faze toxické posobenie latok na proces diferenciacie, ¢i uz
smerom k srdcovému, alebo kostrovému svalu. Vsetky protokoly viedli k istej diferenciacii,
zatial’ najsI'ubnejSim protokolom pre d’al§ie experimenty sa javi normalne kultivaéné médium
s kyselinou retinovou (10 % FBS a ATRA) (a to tiez z Cisto praktickych dovodov) a ako doba

diferenciacie 6 alebo 9 dni.
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