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Abstrakt

Mesenchymalni kmenové buiiky (MSC) jsou multipotentni buiiky, které v organismu slouzi
k regeneraci tkani. Jednim z nejvyznamnéjsich zdroji MSC je tukova tkan, ze které 1ze bunky
izolovat snadno a ve velkych mnozstvich. Chovani bunécné kultury in vitro je ovlivnéno hlavné
fyzikalné-chemickymi vlastnostmi biomaterialu, vlastnostmi bunék a slozenim kultiva¢niho
média.

Cilem disertacni prace bylo studovat chovani mesenchymalnich kmenovych bun¢k
izolovanych z tukové tkan¢ (ADSC). Byla zkoumana jejich adheze, rist a diferenciace smérem
k hladkym svalovym bunkdm vin vitro kultivatnim prostfedi ovlivhéném slozenim
kultivaéniho média, fyzikalné-chemickymi vlastnostmi biomateridlu a dynamickou stimulaci
kultury.

Bylo zjisténo, Ze galektin-3 zprostfedkovava adhezi ADSC na povrch kultivaéniho
substratu, a to interakci s integrinovymi receptory. ADSC také vykazovaly adhezni interakci
s fibroblastovym riistovym faktorem 2 (FGF-2) a vaskularnim endotelovym faktorem A
(VEGF-A). FGF-2 rovnéz podporoval proliferaci ADSC, naopak VEGF-A nikoliv. ADSC byly
kultivovany na polylaktidovych foliich sriznymi povrchovymi modifikacemi (Uprava
argonovym plasmatem, pokryti polyethylenglykolem nebo dextranem). Povrchové modifikace
mély pozitivni vliv na adhezi a rist ADSC. Povrchové modifikace nemély vliv na diferenciaci
ADSC smérem k hladkym svalovym bunikam, kterd byla indukovana biochemickymi
diferenciaénimi faktory v kultivaénim médiu. ADSC rovnéz proliferovaly na mékkych
poréznich 3D nosicich z polylaktidu a polykaprolaktonu, pfi¢emzZ nejvhodnéjSim pro proliferaci
byl materidl bez ptidavku hydroxypropylcelulozy. Bunky vSak nepronikaly do hloubky
materidlu. Dynamicka stimulace kultury vedla ke zvySené proliferaci bunék na poréznim nosici.
Buniky proliferovaly také na prostorovych mftizkach z polylaktidu ptfipravenych 3D tiskem.
V tomto pifipadé buiiky pronikaly do hloubky materidlu a pfi kokultivaci s endotelovymi
buiikami z lidské pupecnikové Zily s dynamickou stimulaci dochazelo ke vzniku prekapilarnich
struktur.

Prace pfinesla nové poznatky o chovani ADSC in vitro za rlznych kultivacnich
podminek. Ziskané vysledky budou potencidlné vyuzity v regenerativni mediciné nebo
kardiovaskularnim tkanovém inzenyrstvi, kde jsou ADSC aplikovany.

Klicova slova: mesenchymalni kmenové bunky =z tukové tkan€é, adheze, proliferace,
diferenciace, hladké svalové bunky, fibroblastovy rastovy faktor 2, vaskularni endotelovy
rastovy faktor A, galektin-3, polylaktid, polykaprolakton, 3D tisk, kardiovaskuldrni tkanové

inZenyrstvi



Abstract (AJ)

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells that serve to regenerate tissue in the body.
One of the most important sources of MSC is adipose tissue, from which cells can be isolated
easily and in large quantities. The behavior of cell culture in vitro is mainly influenced by the
biomaterial's physicochemical properties, the cell's properties and the culture medium's
composition.

The dissertation thesis aimed to study the behavior of adipose tissue-derived
mesenchymal stem cells (ADSC). Their adhesion, growth and differentiation towards smooth
muscle cells were investigated in an in vitro cultivation environment influenced by the
composition of the culture medium, physicochemical properties of the biomaterial and dynamic
stimulation of the culture.

Galectin-3 was found to mediate ADSC adhesion to the culture substrate surface
by interacting with integrin receptors. ADSC also showed adhesion interaction with fibroblast
growth factor 2 (FGF-2) and vascular endothelial growth factor A (VEGF-A). FGF-2 also
promoted ADSC proliferation, whereas VEGF-A did not. ADSC were cultured on polylactide
foils with various surface modifications (argon plasma treatment, polyethylene glycol
or dextran coating). The surface modifications positively affected the adhesion and growth
of ADSC. Surface modifications did not affect ADSC differentiation towards smooth muscle
cells, which was induced by biochemical differentiation factors in the culture medium. ADSC
proliferated on soft porous 3D scaffolds made of polylactide and polycaprolactone.
The material without the addition of hydroxypropyl cellulose was the most suitable for cell
proliferation. However, cells did not penetrate deep into the material. Dynamic stimulation of
the culture resulted in increased cell proliferation on the porous scaffold. Cells also proliferated
on polylactide meshes prepared by 3D printing. In this case, the cells penetrated deep into the
material, and when cocultured with human umbilical vein endothelial cells with dynamic
stimulation, pre-capillary structures were formed.

This work provided new insights into the behavior of ADSC in vitro under different
culture conditions. The obtained results will potentially be used in regenerative medicine

or cardiovascular tissue engineering where ADSC are applied.

Keywords: mesenchymal stem cells from adipose tissue, adhesion, proliferation,
differentiation, smooth muscle cells, fibroblast growth factor 2, vascular endothelial growth
factor A, galectin-3, polylactide, polycaprolactone, 3D printing, cardiovascular tissue

engineering
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1 Uvod

1.1 Mesenchymalni kmenové bunky
Mesenchymalni kmenové buitky (MSC) jsou multipotentni bunky stromalniho ptivodu, které
jsou charakteristické svou schopnosti bunécného déleni za soucasného zachovani jejich
nediferencovaného stavu. MSC se nachézeji ve vyzralych tkanich organismu, kde slouzi
k obnové odumielych bun¢k a regeneraci poSkozené tkan¢. Dle Mezinarodni spolecnosti
pro bunécnou terapii musi MSC spliiovat tyto tii zakladni charakteristiky: 1. buiky jsou
adherentni na kultivaénim povrchu; 2. exprimuji povrchové markery CD105, CD73 a CD90
a naopak jsou negativni na ptitomnost markerd CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19
a HLA-DR; 3. diferencuji in vitro na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty (Dominici et al.,
2006). Mimo tyto tii zakladni charakteristické znaky bylo rovnéz prokazano, ze MSC maji
schopnost diferencovat in vitro i na dalsi bunécéné typy piivodem ze stejného zarode¢ného listu
(mesodermu) — mimo jiz zminéné adipocyty (Li a Wu, 2020), chondroblasty (Yang et al., 2022)
a osteoblasty (Shafei a Kalarestaghi, 2020) mohou diferencovat také smérem k bunkam
hladkého svalu (Gu et al., 2018), pticné pruhovaného svalu (Witt e al., 2017) a srde¢niho svalu
(Shen et al., 2017) nebo smérem k endotelovym buiikdm (Oswald et al., 2004). MSC mohou
vhodnou stimulaci transdiferencovat také smérem k bunkdm ektodermalniho ptvodu
(na nervové bunky, Hernandez et al., 2020) a endodermalniho piivodu, naptiklad na hepatocyty
(Yu et al., 2018) nebo B-buiiky slinivky btisni (Pavathuparambil ef al., 2019). MSC je mozné
ziskat témet ze vSech tkani organismu. Tyto buniky byly izolovany naptiklad z kostni dfené
(Baghaei et al., 2017), tukové tkané (Travnickova et al., 2020), kosterniho svalu (Testa et al.,
2020), synovialni tekutiny (Jorgenson ef al., 2018) a synovialni membrany (Mochizuki et al.,
2006), vazii (Cheng et al., 2010), kiize (Castro-Manrreza et al., 2019), zubni tkan¢ (Huang
et al., 2009) nebo z krve (Kassis et al., 2006) a z extrafetalnich tkani jako jsou Whartoniiv rosol
pupecniku (Zheng et al., 2022), placenta (Barlow et al., 2008), pupecnikova krev (Nguyen
et al., 2022), chorion (Gonzélez et al., 2015), amnion (Tamagawa et al., 2007) a plodova voda
(Roubelakis et al., 2007). MSC je rovnéz mozné¢ izolovat z moc¢i (Bharadwaj et al., 2013).
MSC jsou heterogenni populaci bunék, kdy jednotlivé bunky izolované ze stejné tkané
mohou mit rozdilnou diferencia¢ni kapacitu (Russell et al., 2010). Rozdilnost v chovani
a expresi povrchovych markera je déna také tkani, ze které jsou MSC izolovany. Naptiklad
MSC izolované z extrafetdlnich tkani vykazuji vyssi proliferacni a diferenciac¢ni potencial
ve srovnani s buitkami z dospélych tkani (Hass et al., 2011). U buné€k z Whartonova rosolu

pupecniku byly dokonce prok4zany alespon n€které markery pluripotence, jako je napiiklad
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OCT4, SOX2, NANOG c¢i SSEA4, a proto se nektefi autoii domnivaji, ze tyto bunky stoji
na hranici multipotence a pluripotence (Garzon et al., 2020). Je rovnéz zajimavé, ze MSC jsou
v fad¢ charakteristik in vitro velmi podobné s fibroblasty a pericyty. Je tedy otazka, zda MSC
ve skute¢nosti v organismu neplni funkce téchto dvou bunécnych typi. S fibroblasty a pericyty
sdili MSC nejen podobnou morfologii a expresi povrchovych markerti, ale 1 podobny
diferenciacni potencial (Covas et al., 2008). Arnold Caplan se dokonce zamyslel nad tim, pro¢
se MSC v riznych tkanich nachazeji obvykle perivaskularné, a dospél k zavéru, ze MSC jsou
ve skuteCnosti pericyty, €1 alespon jsou z téchto bun¢k odvozeny. Navrhoval proto zménu
vyznamu zkratky MSC z ptivodnich ,,mesenchymal stem cells* na ,,medicinal signalling cells*
(Caplan, 2017a). V jeho pojeti funguji MSC jako jacisi ,,strdzci a hlidaci® (,,sentinels and
gatekeepers®) na rozhrani tkdn¢ a krevniho fecisté, a pokud z tohoto fecisté piijde do tkané
nepiiznivy signal, zahajuji tyto buiiky regeneraci tkdné (Caplan, 2017b). Studie jinych autort
ovSem ukazuje, Ze in vivo se pericyty chovaji rozdiln€ ve srovnani s MSC, a podobnost mezi
témito dvéma bunéénymi typy je tedy dana nejspise umélym in vitro prosttedim (Guimaraes-
Camboa et al., 2017). V nékterych studiich se sice nepodatilo fenotypicky rozlisit fibroblasty
od MSC (Denu et al., 2016), jiné vSak poukazuji napiiklad na rozdilnou expresi CD146
a dalSich markert (Covas et al., 2008) nebo na rozdily v angiogenni a imunomodulacéni aktivité
(Blasi et al., 2011).

V  soucasnosti  jsou MSC  zkoumdny zejména z  hlediska  svého
regenerativniho, imunomodula¢niho, angiogenniho a antiapoptotického ucinku pro vyuZiti
v regenerativni mediciné a pokroc¢ilém tkanovém inzenyrstvi. MSC maji vysoky potenciél
pro lécbu neurodegenerativnich chorob a nervovych poSkozeni jako jsou Alzheimerova
(Hernédndez a Garcia, 2021) a Parkinsonova choroba (Canesi et al., 2016), amyotroficka
lateralni skler6za (Barczewska et al., 2020) a poranéni michy (Vaquero et al., 2018) nebo
pro 1écbu pacientli po cévni mozkové piihodé (Jaillard ef al., 2020). Dale jsou MSC pouZitelné
pro zlepSeni stavu pacientll s autoimunitnimi chorobami, jako je roztrousena skler6za (Harris
et al., 2020) nebo revmatoidni artritida (Park ez al., 2018). Aplikace MSC vede také ke zlepSeni
diabetu (Wang et al., 2011) nebo kardiovaskuldrnich chorob, naptiklad ischemické
kardiomyopatie (Heldman et al., 2014) a infarktu myokardu (Hare et al., 2009). MSC mohou
také pomahat v procesu 1€cby koznich ran (Zhou et al., 2022). Velmi perspektivni jsou MSC
1 v modernim tkanovém inzenyrstvi pro regeneraci a rekonstrukci organt a tkani, naptiklad
pro konstrukci cévnich nahrad s bunécnou slozkou (Murphy a Atala, 2013) nebo konstrukci

kostni tkan& pro 1é¢bu kostnich defektd (Sponer et al., 2018).



Regenerativni, imunomodulacni, angiogenni a antiapoptoticky tuc¢inek MSC
je zpostfedkovan predevsim jejich parakrinni aktivitou. MSC jsou schopny produkovat celou
Skalu rtstovych faktorti, hormond, interleukind, cytokind, chemokinti, adheznich molekul
a mikroRNA, kter¢ jsou vyluCovany do extracelularniho prostoru bud’ ve volné solubilni formé
nebo vazané uvniti extracelularnich vesikuli. Extracelularni vesikuly jsou vacky tvofené
lipidickou dvojvrstvou a jsou odvozené od cytoplazmatické membrany. Slouzi k pfenosu
riznych bioaktivnich molekul a tedy k intercelularni signalizaci. Podle priméru vesikuly
je Ize délit na exosomy (30-150 nm), mikrovesikuly (150-500 nm) a apoptoticka téliska (800-
1500 nm). Izolované vesikuly maji v tkanich podobné biologické ucinky jako samotné MSC,
proto jsou rovnéz vyuzivany v klinickych aplikacich jako tzv. bezbunécnd terapie zalozena
na kmenovych bunkach (stem cell-based cell-free therapy; Lotfy et al, 2023). Sekreci
parakrinnich faktorQ in vitro je mozné stimulovat napiiklad hypoxickymi podminkami nebo
kultivaci MSC ve 3D sferoidnich formacich (Zhang ef al., 2014; Burand et al., 2020).

Sekrece interleukinii a cytokini umoziuje mesenchymélnim kmenovym buikdm
modulovat reakce imunitniho systému. MSC maji na imunitni reakce vétSinou tlumivy tc¢inek.
MSC mohou polarizovat makrofagy na M2 fenotyp, coZ vede k utlumeni zanétlivé reakce
a k stimulaci regenerace tkdné. Vlivem MSC rovnéZz dochézi k inhibici proliferace a aktivace
NK bunék. Vlivem parakrinnich signalti produkovanych MSC mohou byt inhibovany zrani
a aktivita dendritickych bun¢k. Inhibovana je dale také aktivace B lymfocyti a proliferace
a diferenciace T lymfocytl. Zaroven je podporovéana diferenciace T regulacnich lymfocyth
(Miizes a Sipos, 2022).

Pozitivni angiogenni U¢inek MSC je dan jejich sekreci rastovych faktori, hlavné
vaskularnich  endotelovych rlstovych faktorti, fibroblastovych riastovych faktort,
hepatocytarnich ristovych faktori a angiopoetinu, které podporuji vaskularizaci a rist
endotelovych bunék. Tyto faktory podporuji také rist a proliferaci jinych bunéénych typi, ¢cimz
dochazi k regeneraci tkané. Regenerace je dale stimulovéna také insulinu-podobnym ristovym

faktorem, stanniokalcinem-11, Bcl-2 nebo survivinem (Galderisi et al., 2022).

1.1.1 Mesenchymalni kmenové buriky z tukové tkané

Zjisténi, ze MSC lze izolovat rovnéz z tukové tkang€, znamenalo znacny piinos pro dalsi
vyzkum a vyuziti mesenchymalnich kmenovych bunék v klinickych aplikacich (Zuk et al.,
2001). Mesenchymalni kmenové bunky z tukové tkané¢ (ADSC) Ize totiz ziskat ve velkych
mnozstvich a tukova tkan je navic relativné snadno dostupna a samoobnovujici se. Napiiklad

v porovnani s kostni dfeni lze ziskat ztukové tkan€ zhruba 500x veEtSi mnozstvi



mesenchymalnich kmenovych bunék, coz ptedstavuje vytézek az 5000 ADSC na 1 gram tukové
tkané (Zhang et al., 2012). ADSC lze izolovat z bilé i hnédé tukové tkan¢ a nachazi se rovnéz

jak v podkoznim, tak visceralnim tuku (Baglioni et al., 2009; Silva et al., 2014).
1.1.1.1 Izolace ADSC

Klinicky nejvyznamnéj$im zdrojem ADSC je podkozni tuk ziskdvany pii liposukcich.
Nejcastéjsimi misty odbéru jsou stehna, boky a biisni oblast. Studie porovnavajici mnozstvi,
proliferacni a diferenciacni potencial ADSC v zavislosti na misté a zptisobu odbéru udéavaji bud’
protichtidné vysledky, naptiklad ze chovani ADSC zavisi na zptsobu odbéru (naptiklad excizi
tukové tkan€, tumescentni nebo ultrazvukovou liposukci; Oedayrajsingh-Varma et al., 2006),
nebo data ukazujici, Ze misto odbéru nema na chovani ADSC vyznamny vliv (Jurgens ef al.,
2008; Travnickova et al., 2020).

Lipoaspirat odebrany pfi liposukci je promyt pufrovanym fyziologickym roztokem
a enzymaticky natrdven pomoci kolagenasy. Po centrifugaci natraveného lipoaspiratu je mozné
pozorovat rozdéleni vzorku do 4 fazi — 1. Vrchni faze tvofena tuky uvolnénymi z tkang;
2. Stfedni faze slozena z enzymaticky natravené tukové tkané; 3. Vodna faze obsahujici
fyziologicky roztok pouzity pfi liposukci a médium nebo pufrovany fyziologicky roztok
pouzity pro promyti vzorku; 4. Spodni faze, tzv. stromdlni vaskularni frakce (SVF), kterd
se usadi na dné ve formé pelety. SVF je tvofena pifedev§sim ADSC, ale obsahuje také endotelové
buiiky, hladké svalové buiky, pericyty, preadiopcyty a krevni buiky. Buiky stromalni
vaskularni frakce jsou nasledné péstovany in vitro v kultivacnich lahvich, kde dojde
k vyselektovani buné¢nych populaci, a vysledna adherentni bunééna kultura poté neobsahuje
endotelové bunky a burniky krevni fady jako jsou lymfocyty, granulocyty a makrofagy (Brzoska
et al., 2005). Protokoly pro enzymatickou izolaci ADSC se mohou v publikacich mirn¢ lisit
v jednotlivych parametrech (doba inkubace s kolagenasou, koncentrace enzymu, doba
arychlost centrifugace). I pifes tyto rozdily jsou ziskany podobné populace ADSC
se srovnatelnym proliferacnim a diferenciaénim potencidlem (Palumbo et al., 2015). Nekteré
studie uvadéji také moznost izolace ADSC mechanickym rozmélnénim tkan€ a néslednym
prorustanim bunék z explantati na dno kultivacni lahve, coZ mize pfinést v porovnani
s enzymatickou metodou izolace Casovou usporu a snizené riziko kontaminace kultury
opakovanou manipulaci se vzorkem (Zeng et al., 2013). Relativné jednoducha je takeé
neenzymatickd metoda izolace ADSC spocivajici v odebrani vodné faze lipoaspiratu obsahujici
fyziologicky roztok pouzity pii liposukci nebo v promyti tukové tkané pufrovanym

fyziologickym roztokem. Fyziologicky roztok je néasledné centrifugovan a na dn¢ zkumavky



se usadi SVF. ADSC a dalsi bunky SVF se totiz ¢astecné uvolnuji do fyziologického roztoku
1 bez pouziti enzymi (Bellei et al., 2017).

1.1.1.2 Kultivace ADSC

Po izolaci SVF z lipoaspiratu jsou bunky nésledné expandovany in vitro. Expanze probiha
za standardnich kultiva¢nich podminek (tj. 37 °C, atmosféra s 5% CO.) v béZzné pouzivanych
komer¢nich kultiva¢nich médiich (Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium nebo minimalni
esencialni médium s modifikaci o) s obsahem antibiotik a 10% fetalniho hovéziho séra nebo
s obsahem destickového lyzatu, ¢imz dojde k selekci adherentnich bunék z SVF. Pro klinické
aplikace mohou byt ADSC expandovany i1 v bezsérovych médiich bez zivo¢isSnych produkti
(Patrikoski et al., 2013). Expanze izolovanych ADSC in vitro je spojena s riziky, které mohou
vést ke snizeni jejich regenerativniho potencialu. Buiiky mohou podléhat vlivem dlouhodobé
kultivace senescenci, coz vede k poSkozenim v bunééné DNA, které zpusobuji nezadouci
mutace, genovou nestabilitu a potencialni tumorigenicitu kultury (Itahana et al., 2004). ADSC
také ve statické in vitro kultufe spontdnné diferencuji a ztraceji schopnost proliferace
(Izadpanah et al., 2006). Pro zachovani multipotentniho charakteru ADSC a podporu jejich
ristu je nejbéznéji pouzivan fibroblastovy rastovy faktor 2 (FGF-2). FGF-2 udrzuje buiky
v multipotentnim stavu, zaroven pusobi jako inhibitor senescence a stimuluje proliferaci ADSC
aktivaci signélnich drah se zapojenim ERK1/2, JNK, p38, Akt, Src a MEK1/2 (Zaragosi et al.,
2006; Coutu a Galipeau, 2011; Ma et al., 2019; Cheng et al., 2020).

1.1.1.3 Fenotypicka charakterizace ADSC

Fenotypickd charakterizace adherentni kultury ADSC ziskané ze SVF je provadéna
zpravidla na pratokovém cytometru detekci povrchovych markerti, které jsou minimalnim
kritériem pro identifikaci mesenchymalnich kmenovych bun¢k (Dominici et al., 2006). Soupis
pozitivnich povrchovych markerti u ADSC je uveden v nasledujici tabulce (Mildmay-White
a Khan, 2017; tab. 1). Naopak negativni jsou ADSC na markery uvedené¢ v dalsi tabulce
(Mildmay-White a Khan, 2017 tab. 2).
Tabulka 1: Pozitivni povrchové markery charakteristické pro ADSC.

Povrchovy | Nazev Funkce Zdroj
marker
CD73 membranova produkuje extraceluldrni adenosin regulujici | Tan et al.,
ekto-5'- zangtlivé procesy, klicova v regenerativni a | 2019
nukleotidasa protizanétlivé funkci kmenovych bunék
CD90 Thy-1 glykoprotein ukotveny v membrané¢ pies | Moraes et
glykosylfosfatidylinositolovou kotvu, hraje | al., 2016
roli v diferenciaci a riistu




CD105 endoglin koreceptor pro transformujici ristové faktory, | Moraes et
hraje roli pii diferenciaci a imunomodulacnich | al., 2016
vlastnostech bunék

CD29 B1 integrin adhezni receptor, ktery zprostiedkovava | Wang et al.,
interakci builky s proteiny extraceluldrni | 2020
matrix a u ADSC sepodili na jejich
regenerativni funkci a diferenciaci

CD13 aminopeptidasa | podili se na adhezi, migraci bun¢k a | Rahman et
N endocytoze, ma klicovou roli v regenerativnich | al., 2014

vlastnostech bun&k

CD34 protein typicky pro hematopoetické kmenové | Lin et al,
buniky; ackoli je wuvadén v minimalnich | 2012
kritériich jako negativni marker pro MSC, byl
v fadé publikaci identifikovan na povrchu
Cerstvé izolovanych ADSC, avSak vlivem in
vitro kultivace dochazi k jeho vymizeni

CD44 P-glykoprotein | podili se na buné¢né adhezi a migraci Senbanjo a
1 Chellaiah,

2017

CD166 podili se na adhezi a migraci bunék Swart, 2002

CD10 Neprilysin Stépi proteiny a peptidy v extracelularnim | Bilalovic et
prostoru al., 2004

CD49%¢ a5 integrin soucast adhezniho receptoru a5B1 integrinu, | Kachroo et
ktery se vaze na fibronektin al., 2020

CD59 protektin ochranuje buniky pted aktivaci komplementu | Maio ef al.,

1998
Tabulka 2: Negativni povrchové markery u ADSC.

Povrchovy | Nazev Funkce Zdroj

marker

CD45 protein typicky pro hematopoetické kmenové buiiky a | Trowbridge
tyrosinfosfatasa | vSechny bunky krevni fady, klicovy | efal., 1994

pro bunécnou signalizaci

CD14 marker monocytii, makrofagt a dendritickych | Zamani et
bunék, rozpoznava lipopolysacharidy bakterii | al., 2013

CDI11b aM integrin typicky pro buiitky myeloidni linie, dilezity pfi | Schmid et
adhezi, chemotaxi a polarizaci makrofagt al.,2018

CD19 CVID3 imunoglobulin, klicovy pro proliferaci | Wang et al.,
a diferenciaci B lymfocytl 2012

CD56 Adhezni imunoglobulin, typicky exprimovany | Van Acker
molekula nervovymi a imunitnimi bunikami etal., 2017
neurontl
(NCAM)

CD146 Adhezni imunoglobulinovy adhezni receptor; izolované | Li et al,
molekula ADSC obsahuji velmi malé procento | 2019
melanocyti pozitivnich buné¢k, jeho exprese je spojena
(MCAM) se zvySenou regeneratni a imunomodulacni

schopnosti bun¢k




CD31 Adhezni Imunoglobulinovd adhezni molekula, marker | Li et al,
molekula endotelidlnich bunck, zprostiedkuje adhezi | 2019
krevnich desticek a zanétlivych bunék k endotelu,
desticek a reguluje propustnost cév, podporuje migraci
endotelidlnich | endotelovych bun¢k a angiogenezi.
bunck
PECAM-1

Je nutné podotknout, ze u fady povrchovych markera se mira pozitivity nebo negativity
muize napfi¢ studiemi liSit. Tyto odliSnosti jsou dany rozdilnym metodickym pfistupem
pii fenotypizaci bunék. Bunécné kultury mohou byt charakterizovany v rozdilnych pasazich —
napiiklad marker CD105 zalind byt exprimovan az pii in vitro kultivaci, ihned v Cerstve
izolované SVF nemusi byt detekovan (Yoshimura et al., 2006). Rozdilnost v expresi markerti
muze byt dana také heterogenitou v adherentni populaci bun¢k v SVF. Napiiklad ve studii
Lietal., 2011 byly ADSC z SVF separovany na zaklad¢ odlisnosti v expresi markerd CD31,
CD34 a CD146 do 4 adherentnich populaci, které se poté lisily in vitro jak v proliferaci,

tak v diferencia¢nim potencialu.

1.1.1.4 Aplikace ADSC

ADSC jsou s oblibou vyuZzivany v celé Skale klinickych aplikaci diky své snadné dostupnosti
ve velkych mnozstvich. Jsou pouzivany v 1é¢bé autoimunitnich, kardiovaskuldrnich nebo
neurodegenerativnich chorob a v tkdnovém inzenyrstvi pro rekonstrukci a regeneraci tkani
¢i v hojeni ran. Obdobné vyuziti mé také sekretom ADSC jako bezbunécna terapie (Chan ef al.,
2014; Zhang et al., 2020; Cai et al., 2020).

Pouziti ADSC v regenerativni medicin€ a tkaniovém inZenyrstvi s sebou pfinasi i nékteré
nevyhody, které je potfeba pii konkrétni aplikaci zohlednit. Napiiklad ve srovnani s MSC, které
jsou izolovany z extraembryondalnich tkani (Whartonova rosolu pupecniku, pupecnikové krve
nebo placenty), maji ADSC niz$i proliferacni a diferenciacni potencial (Christodoulou et al.,
2013; Wang et al., 2016). Nizsi regeneracni a diferenciacni schopnost ADSC je také spojena
s vysSim veékem darct tukové tkdn€¢ (Maredziak et al., 2016; Choudhery et al., 2014). Dalsi
nevyhodou ADSC je jejich postupny piechod do bunééné senescence, ktery je zplsobeny
opakovanym pasazovanim a dlouhodobou in vitro kultivaci (Turinetto et al., 2016; Truong
etal., 2019). Dlouhodobd kultivace vede ke snizené proliferaci, a rovnéz k akumulaci
posSkozeni DNA a epigenetickych modifikaci, coz je zptisobeno snizenou aktivitou DNA
polymerasy a chybovosti v opravnych mechanismech DNA poskozeni. To ma za nasledek
prechod kultury do bunécné senescence nebo jeji genetickou nestabilitu spojenou se zvySenym

rizikem chromozomalnich abnormalit nebo transformace kultury (Neri, 2019). Nutné je také
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zminit tumorigenni potencidl ADSC, ktery je zprostiedkovan fadou mechanismi, zejména
podporou angiogeneze v nadorech a odolnosti vi¢i chemoterapeutikiim, imunosupresivnimi
vlastnostmi a indukci vzniku metastdz v organismu. V nékterych piipadech mohou

mesenchymalni kmenové buniky naopak rist rakovinnych bunék inhibovat (Liang et al., 2021).

1.1.1.5 Diferenciace ADSC smérem k hladkym svalovym buikam

ADSC jsou stejn¢ jako MSC izolované z jinych tkdni multipotentni a mohou tudiz diferencovat
do fady bunécnych typia (Bacakova et al., 2018). Z hlediska vyuziti ADSC v kardiovaskularnim
tkanovém inzenyrstvi pii konstrukci cévnich ndhrad nebo vaskularizovanych konstruktt tkéni
je zajimava zejména jejich schopnost diferencovat na cévni hladké svalové bunky, které tvori
stfedni vrstvu cév, tzv. tunica media.

Na biochemické trovni probihéd proces diferenciace ADSC na cévni hladké svalové
bunky aktivaci signalnich drah transformujicim rastovym faktorem B1 (TGFB1) a kostnim
morfogenetickym proteinem 4 (BMP4). Tyto faktory se vazou na pfislusné receptory
na povrchu bun¢k (TGFp receptor typu I a II, respektive BMP4 receptor typu I a II). TGFf1
aktivuje signalni drahy se zapojenim Notch, Smad2/3-Smad4, MEK/ERK, p38, JNK a PI3K.
BMP4 aktivuje signdlni drahu RhoA/ROCK (obr. 1). Tyto signalni drahy nasledné vedou
k translokaci a navazani transkrip¢nich faktori na CarG boxy v DNA, ¢imZ dojde k aktivaci
exprese hladkosvalovych genli. Exprese je aktivovana transkripénim faktorem A piibuznym
s myokardinem (MRTF-A) a faktorem sérové odezvy (SRF) (Zhang et al., 2017). V buiice
je béhem diferenciace aktivovana exprese gent typickych pro kontraktilni aparat hladkosvalové
buniky. Dochézi ke zvySené expresi a-hladkosvalového aktinu, ktery je povazovany za ¢asny
marker diferenciace a je typicky pro celou fadu dalSich bunéénych typi, jako jsou fibroblasty
a myofibroblasty (Wang et al., 2006). Mezi ¢asné markery diferenciace patii také transgelin
(SM22a, hladkosvalovy protein 22a), ktery je strukturné podobny kalponinu a podili
se naregulaci kontraktility bunky vazbou na aktinova vldkna (Lietal, 1996). Dale
je pii diferenciaci stimulovana exprese kalponinu a h-kaldesmonu, které jsou ozna¢ovany jako
sttednédobé markery diferenciace do hladkého svalu. Kalponin a h-kaldesmon jsou proteiny
vazajici se na aktinovd vldkna a modulujici tak kontrakci hladkého svalu (Wang, 2008;
LiuaJin, 2016). V diferencovanych buitkach mohou byt exprimovany také tézky fetézec
hladkosvalového myosinu a smoothelin-B, které jsou typickymi a unikétnimi znaky pro zcela
vyzralou hladkosvalovou buiiku a jejich exprese na proteinové Urovni znaci termindlni fazi
diferenciace (Owens et al., 2004). VétSina studii se ovSem zaméiuje pouze na detekci exprese

casnych a stfednédobych hladkosvalovych markert. Exprese markerti termindlni faze



diferenciace na proteinové urovni spolu s funk¢ni kontraktilni eseji, které mohou jako jediné
slouzit pro jednozna¢nou identifikaci kontraktilniho hladkého svalu, Casto nejsou stanoveny.
Proto je v tomto sméru vhodnéjsi oznacovat diferencované ADSC jako ,,buiiky diferencované
smerem k hladkému svalu® nebo ,,buiikky podobné hladkosvalovym bunikam®.

Mimo TGFB1 a BMP4 miize byt diferenciace indukovana také jinymi biochemickymi
stimuly, napiiklad vazoaktivnimi peptidy bradykininem a angiotensinem II, dale
lysofosfolipidy (sfingosin-1-fosfatem, sfingosylfosforylcholinem), prostanoidy
(thromboxanem A2). Pozitivni vliv na diferenciaci smérem k hladkému svalu maji také faktory,
u nichz ovSem nebyl piesné¢ charakterizovan mechanismus Uc¢inku; jednd se o kyselinu L-
askorbovou, heparin, PDGF-BB nebo kyselinu retinovou (Zhang et al., 2017; obr. 1).
Hypoxické podminky, tj. atmosféra s obsahem kysliku niz§im nez 21%, mohou rovnéz
podporovat hladkosvalovou diferenciaci bunék. Jako nejvhodnéjsi pro diferenciaci se ukéazala
koncentrace kysliku 5% (Wang et al., 2018). To odpovida fyziologické koncentraci kysliku
v tukové tkani, ktera se pohybuje mezi 2-8% (Pasarica et al., 2009). V hypoxii ADSC secernuji
zvySené mnozstvi TGFp a jinych rastovych faktorti do média, coz stimuluje jejich diferenciaci
(Lin et al., 2020).

V praxi je nejcastéji vyuzivana indukce diferenciace pomoci biochemickych stimull
ptidavkem TGFB1, BMP4, kyseliny askorbové nebo heparinu do kultivaéniho média (Wang
et al., 2010; Lin et al., 2020; Travnickova et al., 2021). Nevyhodou dlouhodobé stimulace
exogennimi diferenciaénimi faktory v médiu je ovS§em mozna neZzadouci fibrotizace bunécnych

kultur, projevujici se napt. zvySenou produkci intersticialniho kolagenu (Xu et al., 2007).



L &

> Caz“ Ions .
TGF-p1 BMP-4 " — Angll  Bradykinin sPC S1P

(1) & b ol 0z 7

?C a?t ..

()

TGF-B type BMP-4 type TxA2 TP receptor Anglitype BK B2 SPC receptor s1P type Iiflll
I/l Receptor I/ll Receptor Cellcontractlcn | receptor receptor receptor
VSMC gene
expression
" P are r

- Ca?*-Calmodulin

000

Buijjeubig

Obrazek 1. Signalni drahy vedouci k diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bun¢k smérem
k hladkym svalovym bunikdm. Pfevzato ze Zhang et al., 2017.

ADSC mohou byt stimulovany k diferenciaci nejenom prostfednictvim biochemickych
signalnich molekul, které jsou pfidany extern¢ do kultivacniho média, ale také parakrinnim
pusobenim signalnich molekul produkovanych jinym bunéénym typem, ktery je s ADSC
kokultivovan. Ve studiich jsou ADSC béZné kokultivovany s endotelovymi buitkami, hladkymi
svalovymi buiikami a makrofagy, tedy s bunéénymi typy, které se i v cévni sténé nachéazeji
v tésné blizkosti a vzdjemné se ovliviiuji bud’ parakrinni signalizaci nebo pfimym kontaktem
bunika-bunika. ADSC  kokultivované s endotelovymi buitkami nebo kultivované
v kondiciovaném meédiu z endotelovych bunék diferencovaly smérem k hladkym svalovym
buitkdm, coz bylo prokdzédno zvySenou expresi o-hladkosvalového aktinu, transgelinu
a kalponinu. Diferenciacni G¢inek byl zpisoben akumulaci aktivinu A v kultivaénim médiu
(Merfeld-Clauss et al., 2015). Podobné muze byt diferenciace stimulovana kokultivaci ADSC
s hladkymi svalovymi buikami v poméru 1:5 (Zhang et al., 2012). Diferenciace ADSC byla
rovnéZ indukovana médiem kondicionovanym makrofagy, a to prostfednictvim prostaglandinu
F2a (Lee et al., 2012).

V pfirozeném prostiedi tkani jsou bunky obklobeny extracelularni matrix, ktera dava
dané tkani mechanickou stabilitu a rovnéz davéa bunkam signal pro diferenciaci. Prostiedi
extracelularni matrix cévni st€ny bylo napodobeno fadou polymernich biomaterialti. U ADSC

byla pozorovana zvySend exprese o-hladkosvalového aktinu a transgelinu na materidlech
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z polyethylenglykoldiakrylatu. Na téchto nosic¢ich byl rovnéz studovan vliv povrchové
morfologie materidlu na diferenciaci bunék. Bunky nejlépe diferencovaly na povrchu
s rovnobéznymi pruhy s Sitkou viadech mikrometrdi (Qu et al., 2013). ADSC byly
diferencovany i na mikrosférach z kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové, coz bylo
potvrzeno zvySenou expresi kalponinu, kaldesmonu a tézkého ftetézce hladkosvalového
myosinu. Diferenciace na mikrosférach byla indukovana ptidavkem TGFB1 do kultiva¢niho
média, exprese kaldesmonu a kalponinu vSak byla zvySena i u bunék na mikrosférach
vrastovém médiu  bez TGFBl (Parmar et al, 2015). Na kopolymeru
z ethylenglykolmonomethyletheru a kaprolaktonu byly ADSC stimulovany k expresi t€zkého
fetézce hladkosvalového myosinu v médiu s pfidavkem heparinu (Kim et al., 2010).
Hladkosvalovou diferenciaci stimuluje také substrat pokryty polypyrrolem (Bjorninen et al.,
2017). ADSC je mozné diferencovat biochemickou stimulaci smérem k hladkému svalu
1 na polyethylentereftalatu vhodném pro konstrukci umélych cév, materidl ov§em samotnou
diferenciaci nevyvolava (Yogi et al, 2021). Podobné¢ i PLLA folie s povrchovymi
modifikacemi (plasmovany povrch nebo pokryti dextranem a polyethylenglykolem) nebo
kultiva¢ni polystyren pokryty lamininem nebrani biochemicky stimulované diferenciaci ADSC
smérem k hladkému svalu (Travnickova et al., 2021; Rodriguez et al., 2006).

DalSim diferenciacnim faktorem je dynamicka stimulace bunééné kultury. V cévni sténé
jsou buiiky vystaveny cyklickému napéti vlivem proudici krve, které se 1isi frekvenci a silou
v z&vislosti na typu a umisténi cévy. Mechanickd stimulace v pulznim bioreaktoru vedla
ke zvySené expresi a-hladkosvalového aktinu, kalponinu a transgelinu v ADSC kultivovanych
na poréznim tubuldrnim nosi¢i z polytrimethylenkarbonatu pro konstrukci cévni nahrady
(Parvizi et al., 2016). I dynamické natahovani bunék na nosici z kopolymeru kyseliny mlécné
a kaprolaktonu vede ke zvySené expresi a-hladkosvalového aktinu a t&zkého fetézce
hladkosvalového myosinu (Park ef al., 2012). Pulzni bioreaktor byl pouZit 1 pro diferenciaci
ADSC na tubularnich konstruktech cév z kopolymeru kyseliny mlé¢né a glykolové (Wang
etal.,2017).

Nékteré studie naznacuji mozny diferenciacni efekt elektrické stimulace (Bjorninen et al.,
2017) nebo infracerveného zafeni (Abrahamse, 2014), jednoznacny ucinek ale v téchto

ptipadech nebyl potvrzen.

1.2 Adheze bunék

Tkéané organismu jsou tvofeny buitkami a extracelularni matrix, ktera utvari vngjsi prostredi

bunék a dava strukturu dané tkéani. Interakce obou téchto slozek je dulezitd pro spravnou
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strukturni organizaci a mezibunécnou komunikaci v tkanich mnohobunécnych organismi.
Buiiky jsou v tkanich organismu ukotveny v riznych typech vné&jSiho prostiedi. Bunécna
adheze je schopnost bun¢k vazat se k jinym buitkam nebo k extracelularni matrix. Buné¢éna
adheze je klicova pro pienos signali z vnéjSiho prostiedi, které reguluji riist a vyvoj tkani.
Adheze rovnéz hraje roli pfi migraci a diferenciaci bun¢k (Khalili a Ahmad, 2015). MSC jsou
pfi in vitro kultivaci adherentni, coz znamend, Ze adheze k extracelularni matrix je v in vitro
podminkach nahrazena adhezi na kultiva¢ni biomaterial (Dominici et al., 2006).

Bunécéna adheze in vitro mize byt rozdélena do tfi fazi. Prvni fazi je inicialni
sedimentace a ptisednuti buiikky na povrch substratu. Dalsi fazi je rozprostirani bunky na dany
povrch substratu spojené s vazbou integrinovych receptorti na vazebné ligandy na povrchu
substratu a se zploStovanim piivodné sferoidni buniky. Posledni fazi je plné rozprostfeni butiky,
formace fokalnich adhezi mezi butikou a substratem a rozvinuti aktinového cytoskeletu v buiice

(obr. 2, Khalili a Ahmad, 2015).
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Obrazek 2. Faze in vitro bunécné adheze na kultivaéni substrat (pfevzato z Khalili a Ahmad,
2015).

1.2.1 Integriny

Integriny jsou transmembranové adhezni receptory. Jejich funkci je ukotveni bunky
k extracelularni matrix nebo k jinym buiikdm a také pfenos signdlu z vnéjSiho prostiedi,
tj. integrace vné¢jSiho a vnitiniho prostiedi buiiky, jak napovida jiz samotné oznaceni téchto
proteint. Jednd se o heterodimerni proteiny tvofené vzdy podjednotkou a a podjednotkou .
V lidském organismu existuje 18 typl podjednotek a a 8 typl podjednotek B, které¢ umoznuji
tvorbu 24 unikatnich heterodimernich receptori. p podjednotky mohou vazat vice typu
a podjednotek. Receptory vznikaji nekovalentni asociaci dvou podjednotek. Extraceluldrni
doména integrinové podjednotky je zakoncena globuldrni hlavici tvofenou 7 otockami.
Vsechny B podjednotky a nékteré a podjednotky obsahuji v globuldrni ¢asti proteinu také

vazebné misto pro dvojmocné kationty. Vazba dvojmocnych kationtd (Mg?*, Ca*") do t&chto
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vazebnych mist vede ke zméné konformace proteinu a ke zvySené afinité integrinového
receptoru k substratu. Cytoplazmaticka doména je kratka a obsahuje méné€ nez 75 aminokyselin.
Na intracelularni doménu se vaze fada signalnich nebo strukturalnich proteind. Intracelularni
doména zprostfedkovava prenos signalu z receptoru a jeho interakci s cytoskeletarnimi proteiny
uvnitt buiiky (Campbell a Humphries, 2011).

Integriny rozpoznavaji a vazou specifické aminokyselinové sekvence v proteinech
extracelularni matrix (obr. 3). Pro vétSinu integrinovych receptori je charakteristické, ze jsou
schopny rozpoznavat vice typt sekvenci a nejsou ptisné specifické pouze k jedinému ligandu.
Integriny také mohou vézat celou skalu riistovych faktorti, hormonti a nizkomolekularnich latek
v extracelularnim prostfedi nebo proteini na povrchu virii a bakterii (LaFoya et al., 2018).
Nekteré integriny, které jsou typické predevsim pro leukocyty, interaguji také s receptory
a membranovymi proteiny na dalSich bunikéch, jako jsou naptiklad mezibunéénd adhezivni
molekula 1 (ICAM1) nebo vaskuldrni adhezivni molekula (VCAM), a jsou klicové
pro dynamickou in vivo adhezi bunék na endotel v cévnim fecisti (Mitroulis et al., 2015).
Integrinové receptory je mozné podle jejich specificity k vazebnému substratu délit
do 4 nasledujicich skupin: 1. Arg-Gly-Asp (RGD) vazajici integriny, mezi které patii aSp1,
a8fB1, allbp3 a vSechny integriny obsahujici aV podjednotku. Jsou oznacovany jako ,,nejvice
promiskuitni receptory* schopné vazat rizné proteiny jako fibronektin, fibrinogen, vitronektin
nebo osteopontin. 2. integriny vazajici Leu-Asp-Val (LDV) ligandy, mezi které patii a4p1,
a4B7, 09B1, aEB7 avSechny integriny obsahujici B2 podjednotku. Vazou LDV sekvenci
obsazenou naptiklad na fibronektinu nebo VCAM. 3. B1 integriny obsahujici A doménu, jedna
se o0 heterodimery kombinujici B1 integrin s podjednotkou al, a2, a10 nebo al1. Tyto receptory
se vazou predev§im na rizné typy kolagenti a laminint. 4. Integriny bez aA domény,
jedné se o a6P4, a3B1, a6pl a a7P1 integriny, které vazou preferencné sekvence na lamininu

(Humpbhries et al., 2006).
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Amino acid Typical for a certain Preferred by a certain
sequence ECM molecule cell adhesion receptor
. . A . Integrin a,fi;
G0 Vitronectin Fibronectin ) X
Integrin o,
s N Integrin aqf},
DGEA Collagen
A . - : Integrin a,fi;
KA Vitronectin, fibronectin
VAPG Elastin Non-integrin receptor
RED Fibronectin Integrin owf},
GsR, KV Laminin Integrins agfby asfh
KRSR Part of the heparin . )
- : Non-integrin receptor
binding domain -

Obrazek 3. Priklady specifickych adheznich sekvenci rozpozndvanych integrinovymi
receptory. U kazdé sekvence jsou uvedeny integrinové receptory, které je jsou schopny vazat
(ptevzato z Bacakova a Svorcik, 2008).

1.2.2 Fokalni adheze

Mista mechanické interakce buiiky s okolnim prostfedim jsou v butice lokalizovéna do tzv.
fokalnich adhezi. Na vnéjSim povrchu buiiky jsou fokalni adheze tvofeny integrinovymi
receptory, které rozpoznavaji a vazou aminokyselinové sekvence v proteinech extracelularni
matrix. Po navazani integrinu na sekvenci dojde k pfenosu signalu do buiiky a na vnitini strané
bunééné membrany je formovan fokalné-adhezni komplex, ktery slouzi jako ukotveni
pro formaci aktinového cytoskeletu. Vazba integrinti na extracelularni matrix a tvorba fokalné
adhezniho komplexu tedy tvofi spojeni cytoskeletu buiiky s vnéjSim prostiedim. Vytvoteni
fokalnich adhezi spousti v buiikach signalni kaskady a je nezbytné naptiklad pro regulaci
migrace, proliferace ¢i diferenciace bun€k a spravné fungovani a regeneraci tkani. Po aktivaci
integrinového receptoru dojde na jeho cytoplazmatické doméné k formaci multiproteinového
komplexu (fokalni adheze), ktery je v in vitro kulturach patrny ve vybézcich membrany
rozprostirajici se builky. Cytoplazmatickd doména integrinu obsahuje tfi vazebné motivy,
na které se vazou ruzné adaptorové proteiny. Aminokyselinovy motiv His-Asp-Arg-Lys
(HDRK), vézajici fokalné-adhezni kinasy, paxilin nebo Fyn; dale motivy NxxY a NPxY
schopné vazat talin, kindlin 1 a 2 nebo Shc prostfednictvim PTB domény na té€chto proteinech.
Adaptorové proteiny mohou plnit ve fokalnich adhezich rtzné funkce. Mohou mit

enzymatickou funkci, diky které pfenaseji signal z fokéalnich adhezi na piislusnou signalni
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dréhu (napftiklad fokalné-adhezni kinazy, Src, kinasy spojené s integriny). Nékteré adaptorové
proteiny se mohou vazat na aktinovy cytoskelet (filamin, talin, a-aktinin, tensin) nebo mohou
zprosttedkovat vazbu dalsich proteinti do fokalné-adhezniho komplexu (paxillin) (Wu, 2007).
Integrinova signalizace ptes fokalni adheze ma nasledné vliv na regulaci bunécného cyklu
a bunécného déleni (Kamranvar et al., 2022), migraci a angiogenesi (Zhao a Guan, 2011).
Adherentni buiiky, které maji nedostatek adheznich signald z integrinovych receptord,
podstupuji programovanou bunéfnou smrt zvanou anoikis. Tento mechanismus zabraiuje
migraci a rastu bun¢k v jinych tkénich, nez pro které jsou tyto buiky urCeny, a tim udrzuje

homeostazu v organismu (Taddei et al., 2012).

1.3 Interakce bunék s biomaterialy
Chovani bunék v in vitro kultute (ve smyslu jejich adheze, ristu a diferenciace) na biomaterialu
je ovlivnéno tfemi hlavnimi faktory: 1. Fyzikalné-chemickymi vlastnostmi biomaterialu,

2. Vlastnostmi buné¢éné kultury a 3. SloZenim kultiva¢niho média.

1.3.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti biomaterialu

Jednou z fyzikalné-chemickych charakteristik, které maji vliv na adhezi, rist 1 diferenciaci
bunécné kultury je tuhost kultivaéniho materidlu. Tuhost materialu je buitkami rozpoznévana
pomoci integrinovych receptorti. V bufice se po navazani receptord na substrat formuji
kontraktilni stresova vladkna aktinového cytoskeletu a dochdzi k mechanotransdukci signalu,
ptedevsim prostiednictvim RhoA/ROCK, ale i jinych signélnich drah. Adherujici buiiky maji
tedy na meékkych materialech ve vysledku malou plochu rozpostfeni a nedokonale zformovany
aktinovy cytoskelet. Naopak na pevném materialu buiikky formuji jasné patrné fokalni adheze
s dobfe rozvinutym cytoskeletem a maji velky povrch rozprostieni (Pelham a Wang, 1997;
Lv et al., 2015). Tuhost materidlu rovnéz stimuluje diferenciaci MSC smérem k bunéénému
typu, ktery se i v tkdnich in vivo nachézi v prostfedi extracelularni matrix o podobné tuhosti.
Kultivace ADSC na tuhém materialu tak vede k jejich osteogenni (Zhang et al., 2018) nebo
chondrogenni diferenciaci (Lee ef al., 2020). Na stfedné tuhém materialu pak mize dochazet
k myogenni diferenciaci (Tijore et al., 2018) a na mékkém k adipogenezi (Zhang ef al., 2018)
nebo neurogenezi (Stukel et al., 2018).

Dal$im faktorem je povrchova struktura materidlu. Drsnost materidlu miiZe nabyvat
makroskopickych rozmérti v milimetroveé Skale aZ po €lenitosti v fadech nanometrfi. Povrchova
morfologie udava tvar adherujici buiice. To mulZe byt nejjasnéji ilustrovano na piikladu
materiall s rovnobéznymi drazkami v mikrometrovych velikostech. Buiiky na téchto povrSich

adheruji ve sméru pruhti, coz vede ke zméné¢ jejich tvaru ve srovnani s buitkami na hladkém
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povrchu (Kim et al., 2009). Obecné lze fict, Zze povrchy s vétsi drsnosti maji vétsi povrch
pro adsorpci proteintl, adhezi a rozprostieni bunék a akumulaci proteinti extracelularni matrix.
Povrchova drsnost v mikro i nanometrovych fadech tedy vede ke zvySené adsorpci adheznich
proteinil ze séra, coz podporuje bunécnou adhezi a také osteogenni diferenciaci (Webster et al.,
2000; Faia-Torres et al., 2014). Mikrokanalky na povrchu hydrogelu podporuji i myogenni
diferenciaci bunék (Tijore et al., 2018). Drazkovany povrch rovnéz podporuje vyvoj neuronti
(Park et al., 2018) a neurogenni diferenciaci (Yang et al., 2014). U nékterych materiali
ale mize mikrodrsnost ptsobit na buné¢nou proliferaci negativné (Kim et al., 2005). Bunky
se totiz pii adhezi rozprostiraji na vzdalenosti i nékolika desitek mikrometrti, a tak mohou napf.
vyvyseniny v fadu mikrometrl toto rozprostieni omezovat. Bunky se naptiklad musi stésnat
do prohlubni mezi vyvySeninami, nebo naopak pfemostuji prohlubné, a nevyuzivaji
tak efektivné celou plochu své membrany k interakci bunka-matrix. Ve snaze adherovat
soucasné do prohlubni i na vyvySeniny pak buiika nepfirozené¢ deformuje svou membranu,
coz muze mit negativni vliv na jeji funkce. V neposledni fadé mohou ostré vyvySeniny bunku
i mechanicky poskodit (Bacakova et al. 2004, 2011).

Chovani bunc¢k na biomateridlu je ur¢eno také jeho smacivosti a elektrostatickym
nabojem. Smacivost vyjadiuje miru hydrofobnosti/hydrofilnosti materidlu. Smacivost
je méfena pomoci kontaktniho thlu vodni kapky na povrchu materialu. Cim vétsi je kontaktni
uhel kapky, tim vétsi je hydrofobnost materidlu. Hydrofobnost ma zasadni vliv na adsorpci
proteinll ze séra, coZ vyznamné ovliviiuje chovani bunék. Pfili§ hydrofobni povrchy adsorbuji
proteiny v denaturovaném stavu, coZ je nevhodné pro adhezi bun¢k. Prili§ hydrofilni povrch
naopak brani adsorpci proteinti z kultivacniho média. Napftiklad ve studii porovnavajici adhezi
MSC na skale hydrogeld s kontaktnimi uhly mezi 26-85° vyslo najevo, ze MSC adheruji nejlépe
na stfedné hydrofobni povrch s hodnotou kontaktniho tthlu 58°. Tento povrch adsorboval
nejveétsi mnozstvi fibronektinu a lamininu ze séra (Ayala et al., 2011). Naopak u fibroblasti
byla se stoupajici hodnotou kontaktniho thlu povrchu (rozmezi 0-106°) pozorovana zhorSena
adheze; nejlépe bunky adherovaly na hydrofilnim povrchu. Na hydrofilnim povrchu
byl ve zvySené mife adsorbovan fibronektin a na hydrofobnim albumin (Wei et al., 2007).

Elektrostaticky ndboj materidlu je dan jeho chemickymi skupinami na povrchu
a ma rovnéz vliv na smacivost materidlu, adsorpci proteint ze séra a adhezi bunék. Povrchovy
naboj miZe byt modifikovan povrchovou funkcionalizaci, nej€astéji pomoci skupin -CH3, -OH,
-COOH nebo -NH:. U rozdilnych bunéénych typi byl pozorovan rozdilny efekt
elektrostatického naboje na adhezi. Kladny naboj materialu podporoval naptiklad adhezi

fibroblasttl, keratinocytii nebo hladkych svalovych bungk (Guo et al., 2016; Cernochova et al.,
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2020). V jiné studii byl naopak pozorovan pozitivni efekt zaporného naboje materialu na adhezi
fibroblastl. Zaporny ndboj navic inhiboval rist bakteridlnich kultur na materiadlu (Guo et al.,
2018). Zaporny naboj na tepelné oxidovanych Ti, Nb a TiNb substratech rovnéz podporoval
osteogenni diferenciaci bun€k linii Saos-2 a MG-63, odvozenych z lidského osteosarkomu,
zatimco kladny naboj podporoval proliferaci t€chto bunék (Vandrovcova et al., 2014).

Povrch biomaterialit mtize byt modifikovan a zatraktivnén pro bunéénou adhezi, rust
i diferenciaci navazanim rGznych bioaktivnich molekul. Biomateridl muze byt potazen
adheznimi proteiny extracelularni matrix (Aung et al., 2023), adheznimi peptidy (Li et al.,
2016), rastovymi (Qu et al., 2018) nebo diferencia¢nimi faktory (Lu et al., 2012). Povrch miize
byt modifikovan polymernimi slouceninami ptirodniho (Chen et al., 2018) a syntetického
puvodu (Kim et al., 2018). Povrch miize byt modifikovan i fyzikalnimi metodami, naptiklad
plazmatem (Svoréik er al, 2009). Uprava povrchu mize rovndz spodivat ve vytvaieni
mikrodomén (Peng et al., 2011) nebo nanodomén (Cavalcanti-Adam et al., 2007) na povrchu

s odlisnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi ve srovnani s biomaterialem.

1.3.2 Vlastnosti bunééné kultury
Vlastnosti bunék pfi nasazeni maji rovnéz vyznamny vliv na chovani bunééné kultury
na biomaterialu. Tento vliv je zejména patrny pti proliferaci a diferenciaci MSC.

Diferenciace je naptiklad vyrazné€ ovlivnéna hustotou ndsady bunécné kultury. Buiky
maji pii vyssi koncentraci ndsady mensi prostor pro rozprostieni a vznikd mezi nimi vice
mezibunéénych kontaktd. Pii niz$i hustoté nasady maji bunky velkou plochu rozpostfeni
ale méné mezibunécénych spoji. Tento jev byl podrobné popsan u MSC, které byly nasazeny
v rtizné hustoté na mikroostriivky o plose 5600 um?. Rostouci hustota nasady méla pozitivni
vliv na adipogenni diferenciaci bunék, u osteogenni diferenciace byl efekt hustoty néasady
zanedbatelny. Bylo zjiSténo, ze kladny efekt na adipogenezi je dan jednak menSi plochou
rozprostieni bunc¢k a také vétSim poctem mezibunécnych kontaktti. Naopak u osteogenni
diferenciace byly zjistény protichtidné efekty, kdy mala plocha jednotlivych bunék inhibovala
osteogenezi, kterd byla vSak zarovein stimulovana ¢etnéj$imi mezibunéénymi spoji (Peng et al.,
2012). Kladny efekt tvorby vétSiho poctu mezibunéénych spoji na diferenciaci MSC
byl popsan 1 ve studii Tang et al., 2010. Osteogeneze je u dostatecné rozprosttenych bunck
aktivovana pfes RhoA/ROCK signalni drahu (McBeath ef al., 2004). Efekt hustoty bunécné
nasady na osteogenni diferenciaci MSC byl popsén i v pfipadé kultivace na materidlech
z fosforeCnanu vapenatého. Pii nizkych nasadach bunky Spatné diferencovaly a hiife

proliferovaly (Zhou et al., 2011). Pokud je ovSem inicalni ndsada bun¢k ptili§ velka, dochazi
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k tzv. kontaktni inhibici, kdy buiiky v in vitro kultufe nemaji dal$i prostor pro riist a dochazi
tak k inhibici jejich proliferace (Eagle a Levine, 1967).

Dalsim faktorem ptsobicim na diferenciaci kultury je tvar bun¢k na substratu. MSC
maji vin vitro podminkidch na kultivacnim polystyrenu podlouhly, vietenovity tvar
(Travnickova et al., 2021). V jiné studii byly MSC jednotlivé nasazeny na mikroostrivky
o ruznych tvarech (kruh, ¢tverec, trojuhelnik a péticipa hvézda) se stejnou plochou a stejnym
pomérem délky stran. Diferenciacni potencial zavisel na celkovém obvodu daného tvaru.
Adipogenni diferenciace probihala nejvice ve tvaru kruhu, ktery mél nejkratsi obvod, a nejméné
ve tvaru hvézdy, ktery mél obvod nejdelSi. Pti osteogenni diferenciaci byl efekt opacny
anejvice bunky diferencovaly v hvézdicovitém tvaru (Peng et al, 2011). Adipogenni
diferenciace MSC na mikroostrivcich riznych tvari byla sledovana i ve studii Song et al.,
2011, kde se kruhovy tvar ukazal také jako nejvhodnéjsi. Osteogenni diferenciace naopak
probiha 1épe, pokud maji buiiky ostré okraje (Kilian ef al., 2010).

Na diferenciaci ma také podstatny ucinek délka bunék. Pfi nasazeni jednotlivych bunék
na mikroostrivky o stejné plose, ale riizném poméru stran (tj. na ¢tverec a razné dlouhé a Siroké
obdelniky) dochazi po indukci diferenciacnim médiem k vyraznéj$i adipogenni diferenciaci
MSC na &tvercovém tvaru. Cim delsi a tenéi je buiika na substratu, tim méné adipogenné
diferencuje. Pii osteogenezi je diferenciace nejintenzivnéjsi v bunééném tvaru obdélniku
s pomérem stran 2:1. Ctvercovy nebo piili§ podlouhly tvar buiiky jiZ neni pro osteogenezi
optimalni (Peng et al., 2011). Stejny jev byl pozorovan i pfi kultivaci bun€k v ristovém médiu
bez biochemickych diferencia¢nich faktort (Yao et al., 2013).

Z dosud publikovanych studii je tedy mozné soudit, ze diferenciace MSC smérem
k hladkym svalovym buiitkam, které¢ maji v in vitro kulturach protahly a vietenovity tvar, bude
rovnéZ ovlivnéna tvarem a plochou rozprostieni jednotlivych bunék. Studovan byl napiiklad
vliv bunéné morfologie na chovani vyzralych hladkych svalovych bunék. Bylo zjisténo,
ze hladké svalové bunky lépe proliferuji pii vétsi ploSe rozprostfeni. AvSak je-li plocha
rozprostfeni jiz pfili§ velikd, proliferace bunék se opét sniZzuje, nebot’ je omezena velkym
poctem fokalnich adhezi a bohat¢ rozvinutym cytoskeletem. Lze tedy shrnout, Ze prolifera¢ni
aktivita bun€k je nejvysSi na stfednim stupni adheze (Bacdkovad et al. 2004, 2011).
Na proliferaci mél negativni vliv 1 pfili§ podlouhly tvar buiky. I exprese hladkosvalovych

markert byla ptekvapive snizend v bunkéch s pfili§ podlouhlym tvarem (Thakar et al., 2009).
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1.3.3 SloZeni kultiva¢niho média

Mimo zakladnich zivin (jednoduché cukry, aminokyseliny, vitaminy) a minerali
je do kultivacniho média bézné piidavano fetalni hovezi sérum (FS). To obsahuje fadu proteind,
nizkomolekularnich latek a iontd, které mohou mit vliv na adhezi, rust a diferenciaci bunécné
kultury.

FS obsahuje fadu adheznich molekul, které se adsorbuji na povrch kultiva¢niho
polystyrenu a podporuji tak bunécnou adhezi. Hlavni slozkou ovliviiyjici adhezi ve FS jsou
fibronektin a vitronektin, proteiny extracelularni matrix rozpoznévané integrinovymi receptory
(Hayman et al., 1985; Steele et al., 1992). Na druhou stranu témét polovinu z celkového
mnozstvi proteini v séru tvofi albumin. Tento protein ma pii adsorpci na kultivacni polystyren
antiadhezivni ucinky a pouzivéd se jako blokacéni latka pfi studiu adheze bunck na substrat
(Yamazoe a Tanabe et al., 2008; Sedlat et al, 2021a; Sedlar et al., 2021b). U jinych
biomaterialti mize adsorpce albuminu naopak adhezi bunék podporovat (Horvathy et al., 2013;
Kim et al, 2023). Pokud se totiz adsorbuje v pfiméfeném mnozstvi, mize vylepSovat
geometrickou konformaci fibronektinu a vitronektinu, a tim 1 dosazitelnost jejich specifickych
aminokyselinovych sekvenci integrinovymi receptory bunék (Sousa et al. 2008). Typ
a mnozstvi proteinu, které se budou na kultivaéni povrch adsorbovat, zavisi hlavné
na fyzikalné-chemickych vlastnostech biomaterialu (Wilson et al, 2005). Pfipouziti
bezsérovych médii mize byt absence adheznich molekul suplovana adsorpci nékterého
proteinu extraceluldrni matrix na kultivac¢ni polystyren pfed samotnym nasazenim bunécné
kultury (Li et al., 2010; Sedlat et al., 2021b).

Proliferace a diferenciace bunék je ovlivnéna obsahem rastovych faktori v séru. Sérum
obsahuje pfedevsim fibroblastové, endotelové, epidermalni, transformujici a insulinu podobné
rustové faktory a rustové faktory odvozené z desticek (Lee ef al., 2022).

V nékterych ptipadech, zejména pii naslednych klinickych aplikacich, je Zadouci
upustit od pouziti zivo€iSnych produktl pti in vitro kultivaci. Proto se v souc¢asnosti rozmaha
pouziti lidského destickového lyzatu, ktery rovnéZ obsahuje celou Skalu bioaktivnich molekul,
jako ndhrazky FS (Oeller ef al., 2021). Existuje také moZnost pouZiti bezsérovych médii
s presné definovanym obsahem bioaktivnich sloZek (Usta et al., 2014).

1.4 Tkanové inZenyrstvi
Definice tkdnového inZenyrstvi byla formulovana jiz pted vice neZ 30 lety americkymi védci
Langerem a Vacantim. Jednd se o mezioborovou disciplinu, kterd vyuziva poznatkil

z materidlového inzenyrstvi a véd o zivé piirodé k vyvoji biologickych ndhrad, které obnovuji,
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udrzuji nebo zlepsuji funkci poSkozenych tkéni nebo organt (Langer a Vacanti, 1993). Jinymi
slovy, jedna se o konstrukci tkanovych ndhrad pro ucely regenerativni mediciny, nebo
v posledni dobé 1o vytvafeni modeli tkdni v podminkach bunéénych kultur in vitro
pro nejruznéjsi védecké studie za ticelem nahradit pouzivani pokusnych zvifat v moderni védé

21. stoleti.

1.4.1 Kardiovaskularni tkanové inZenyrstvi

Navzdory neustévajicim pokrokiim v moderni mediciné jsou kardiovaskularni choroby
nejéast&jsi pri¢inou umrti v civilizovaném svété, véetné Ceské republiky. Dle dat Eurostatu
zvefejnénych ve Zdravotnim profilu Ceska choroby ob&hové soustavy v roce 2021 zptisobily
34,3% viech umrti v Ceské republice, coZ v absolutnich &islech ptedstavuje pies 48000
zemielych (OECD/European Observatory on Health Systems and Policies, 2024). Tato
statistika je navic v roce 2021 znacn¢ zkreslena zvySenym poctem zemielych na onemocnéni
COVID-19 a v ptedeslych letech tedy byly kardiovaskularni choroby pfi¢inou témét poloviny
vSech umrti. NejcastejSim kardiovaskularnim onemocnénim zpiisobujicim Umrti byla v roce
2021 ischemicka choroba srdecni (15,7% ze vSech umrti) nasledovana mozkovou mrtvici
(5,1%). U n€kterych chorobnych stavli ovSsem neni farmakologicka 1é¢ba dostacujici a musi byt
proto feSeny chirurgicky nahrazenim poSkozenych tkani. Napftiklad pii selhdvani srdecnich
chlopni mohou byt posSkozené chlopné vyméneény za mechanické nebo bioprostetické chlopné
(Kumar et al., 2023). Dalsim ptikladem je transplantace srdce u pacientd s pokro¢ilym
srdeénim selhanim (Ahmed a Jain, 2023). Nahrazovany mohou byt také cévy u pacientli
s vyduti bfiSni aorty nebo ischemickou chorobou srde¢ni (Hu et al., 2022). Chronicky
nedostatek tkani ob&hového systému vhodnych pro transplantace vedl ke vzniku
kardiovaskularniho tkdiiového inZenyrstvi. Tento obor je dale mozné rozdé€lit na inZenyrstvi
srde¢ni tkan€ a cévni tkdnové inzenyrstvi, které si kladou za cil regenerovat nebo rekonstruovat

srde¢ni nebo cévni tkan.

1.4.1.1 Cévni tkanové inZenyrstvi

Nutnost vyvoje a piipravy tkanové-inZzenyrskych konstruktl cév prameni z neklesajici potieby
nahrazovat nendvratné poSkozené cévy pacientll s kardiovaskularnimi chorobami. Cévni
nahrady jsou potieba napiiklad u pacientd trpicich ischemickou chorobou srde¢ni
(aortokoronarni bypass) nebo u pacienti s vyduti bfi$ni aorty. Standardné pouzivané cévni
Stépy pro aortokoronarni bypass jsou nejcastéji autologni, tedy pochazejici z téla pacienta. Jako
autologni Stép miiZze slouzit vnitini hrudni tepna nebo Zila z dolnich koncetin. Velka cast

pacientll ovSem nema vhodné cévni $t€py s dostatecnou kvalitou, které by byly pro operace
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pouzitelné. U zilnich §t€pa navic dochéazi po operaci Casto ke snizené prachodnosti vlivem
neointimalni hyperplasie, coz miize v nékterych piipadech vést kriziku jejich selhéni.
Dutlezitym faktorem ve vzniku a rozvoji intimdlni hyperplasie zilniho §tépu je jeho implantace
na arterialni pozici a ndhlé vystaveni vysSimu krevnimu tlaku, coz vede k jeho vyznamné
dilataci a nezaddouci aktivaci proliferace hladkych svalovych bunék, ktera mtize vést ke stenoze
Stépu (Skalsky et al., 2012).

Dalsi moznosti je pouziti syntetickych cévnich nahrad, které jsou pro klinické pouziti
vyrabény z materidli na bazi polyethylentereftalatu (PET) nebo expandovaného
polytetrafluorethylenu (ePTFE), tedy material s hydrofobnim povrchem, ktery je inertni
a nevhodny pro kolonizaci buitkami. Pfi pouziti téchto $t€pii u ndhrad cév s malym primérem
(<6 mm) ale casto dochézi ke vzniku krevnich srazenin, proto jsou tyto syntetické materialy
preferenné vyuzivany pti ndhradach cév s vnitinim primeérem vétSim nez 6 mm (Chlupac
etal., 2009). Cilem vaskularniho tkanového inzZenyrstvi je tedy vytvofit cévni konstrukt
obsahujici materidlovou a bunéénou slozku, ktery by predchdzel nezddoucim vlastnostem
a nevyhodam soucasné pouzivanych cévnich nahrad.

Vytvoteni funk¢niho tkdnové-inzenyrského konstruktu cévy vyzaduje znalosti anatomie
cévy a fyzikalné-chemickych vlastnosti jeji extracelularni matrix. Struktura velkych
cév je tvofena tfemi vrstvami. 1. vnitini vrstva (funica intima) je tvofena endotelovymi
buitkami, které zabranuji srdzeni krve a tvofi vnitini povrch cévy. Bunky jsou uchyceny
na bazalni membrané, ktera je slozena z lamininu, kolagena typu IV, XV a XVIII, nidogenu,
perlekanu a dalSich proteint. Od dalsi vrstvy je tunica intima oddélena vnitini elastickou
laminou. 2. stfedni vrstva (funica media), tvofena pfedevsim hladkymi svalovymi buikami,
které zajiSt'uji mechanickou silu cévy. Obsahuje elastinova vlakna, kolagen a proteoglykany.
3.vnéjSi vrstva (tunica externa nebo tunica adventitia) tvotend fibroblasty. Jedna
se o pojivovou tkan udrzujici strukturu cévy. Extraceluldrni matrix této vrstvy se sklada
prevazné z kolagent typu I a III, chondroitinsulfatu a proteoglykanti (Wagenseil a Mecham,
2009; Xu a Shi, 2014). Idealni cévni konstrukt by tedy mél mit vhodné mechanické vlastnosti
(elasticitu a odolnost proti roztrZeni), byt biokompatibilni, biodegradabilni a antitrombogenni,
m¢él by mit nizkou imunogenicitu (Wang et al., 2022).

Ze syntetickych degradovatelnych materiali je pro nov€ vyvijené cévni konstrukty
nejcastéji pouzivan polykaprolakton (PCL). Tento polymer je biodegradabilni, biokompatibilni
a vykazuje dobré mechanické vlastnosti. Na druhou stranu je ale pfili§ hydrofobni, coz mtize
zpusobovat problémy pii osazeni konstruktu bunéénou slozkou (Siddiqui et al., 2018). PCL

byl pouzit pro cévni konstrukty jako nanovlakenny tubuldrni nosi¢ (Abdal-hay et al., 2018)
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nebo ve forme vlaken potazenych zelatinou (Coimbra et al., 2017). Dal§im z Casto pouzivanych
polymeri je polylaktid (poly-L-kyselina mlécnd, PLLA), ktery rovnéz vykazuje dobré
mechanické vlastnosti, biokompatibilitu a biodegradabilitu, kdy pii rozkladu vznika netoxicka
kyselina mlécna. Materidl je ale podobné jako PCL velmi hydrofobni, coz plisobi negativné
na bunécnou adhezi (Capuana et al., 2022). PLLA je mozné pouzit v nanovlakenné podobé
(Chen et al., 2024) a také v kombinaci s jinymi syntetickymi polymery jako PCL nebo PLGA
(Wang et al., 2018). Ve vaskularnim tkanovém inzenyrstvi je pouzivan i kopolymer kyseliny
mlécné a kyseliny glykolové (PLGA, Wang et al., 2017), polyglycerolsebakat (PGS, Wu et al.,
2012) nebo polyglykolova kyselina (PGA, Hodge a Quint, 2020).

Cévni konstrukty mohou byt pfipravovany i z piirodnich materiali. Bézné je pouzivan
naptiklad kolagen, ktery je jednou z hlavnich slozek extracelularni matrix cévy. Jeho
nevyhodou jsou S$patné mechanické vlastnosti vysledného konstruktu, spocivajici v nizké
pevnosti materidlu (Copes et al., 2019). Kolagenovy nosi¢ pro cévy mulze byt pouzivan
ve form¢ pletenych vldken (Zhang et al., 2019) nebo hydrogeli (Bosch-Rué et al., 2022).
Pouzivan je také elastin, ktery rovnéz tvofi extraceluldrni matrix nativni cévy. Material
se vyznacuje velmi dobrymi mechanickymi vlastnostmi v nanovldkenné formé (McKenna
et al.,2012) nebo v kombinaci se syntetickymi polymery (Wise et al., 2011). DalSim proteinem,
ze kterého 1ze vytvaret cévni konstrukty, je fibroin (Kiritani et al., 2020). Pro konstrukei cév
lze pouzit i prirodni polysacharid chitosan v hydrogelové podobé (Aussel et al., 2017), jako
pokryv syntetickych nosict (Maleki et al., 2022) nebo v nanovldkenné formé v kombinaci
se syntetickymi polymery (Yin et al., 2020).

Jako pfirodni materidl mohou byt pouzity nosice pfipravené decelularizaci cévni tkang.
Ty si zachovavaji stejné slozeni extracelularni matrix jako nativni cévy. Decelularizace probiha
vétSinou promyvanim cévy roztoky obsahujici detergenty (SDS, Triton X-100) a enzymy
(DNasa nebo trypsin), ¢imz se tkan zbavi bunéného obsahu. Decelularizovany mohou
byt jak allogenni, tak xenogenni tkané (nejcastéji z prasete), protoze pii dikkladném odstranéni
bunééné slozky ztraci tkan vétSinu své imunogenicity. Decelularizovany byly napftiklad
krkavice, aorty, véncité tepny nebo Zily dolnich koncetin (Leal et al., 2021)

Tkanové-inzenyrsky konstrukt muize byt osazen autolognimi vyzradlymi bunkami
pacienta. Pro osazeni jsou pouzivany endotelové a hladké svalové buiiky, které musi byt ovSem
odebrany invazivni biopsii. Bunky jsou navic ziskdny v malych mnoZstvich a maji nizky
proliferacni a regeneracni potencial. Dal$i moZnosti je aplikovat embryonalni kmenové buiiky,
které jsou pluripotentni a mohou tedy diferencovat do bunéénych typt nachazejicich se v cévni

sten€. Jejich pouziti je ale spojeno s etickymi problémy. Variantou je rovnéZ pouZiti
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indukovanych pluripotentnich kmenovych bun¢k, které mohou byt ptipraveny z autolognich
bun¢k pacienta v prakticky neomezenych mnozstvich. Genetické manipulace v téchto bunikach
ale zpusobuji velké riziko vzniku naddorového bujeni. Idedlnim feSenim se proto jevi pouziti
MSC, které lze ziskat autologné z riznych tkani pacienta. Poté je mozné je expandovat
a diferencovat do pozadovanych bunécnych typt (Jouda et al., 2022).

Pro tspéSnou ptipravu tkanoveé-inzenyrského konstruktu je tedy nutné vychazet nejen
ze znalosti biologickych obortli, ale také z poznatkl fyzikalnich a chemickych disciplin,
zejména z materidlového inZenyrstvi. Pfi konstrukcei je potieba peclivé zvazit veskeré aspekty
ovliviiujici interakci bunék s materidlem. Priprava konstruktu zacind vyrobou biomaterialu
s fyzikalné-chemickymi vlastnostmi vhodnymi pro pozadovanou aplikaci. Déle je potieba
zvolit bunécnou kulturu a upravit kultivaéni podminky tak, aby doslo k uspesné kolonizaci
konstruktu buné€nou sloZzkou. Cilem této prace bylo tedy zkoumat vSechny tyto aspekty
ptipravy tkanové-inzenyrského konstruktu. Ziskané vysledky mohou pfispét jak k rozSiteni
obecnych znalosti o interakcich mezi bunikou a biomateridlem, tak k dalSim aplikacim
v kardiovaskularnim tkdnovém inzenyrstvi pii konstrukci cévnich nadhrad a vaskularizovanych

modelu tkani.
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2 Cile prace

Cilem této disertacni prace je ziskat nové poznatky o adhezi, rustu a diferenciaci ADSC

v riznych kultivacnich podminkach in vitro, ovlivnénych sloZzenim kultivaéniho média,

pouzitym biomateridlem a dynamickou stimulaci. Diléi cile této prace Ize tudiz formulovat

nasledovné:

Posoudit vliv rekombinantnich proteintt FGF-2M, VEGF-A¢s5 a galektinu-3 na adhezi
arust ADSC.

Prozkoumat adhezi, rust a diferenciaci ADSC na planarnich polylaktidovych foliich
sriznou povrchovou modifikaci, které zastupuji 2D biomateridly vhodné
pro konstrukci umélych cév.

Vyhodnotit chovani ADSC na 3D biomateridlech na bazi polylaktidu
a polykaprolaktonu, které jsou potencidlné¢ vhodné pro konstrukei vaskularizovanych

nahrad a modelti me¢kkych a tvrdych tkéni.
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3 Material a metody

3.1 Priprava rekombinantnich proteinii

Rekombinantni proteiny VEGF-A1¢s5, FGF-2M a galektin-3 byly piipraveny a charakterizovany

Ing. Kristynou Slamovou, PhD. v Laboratoii biotransformaci Mikrobiologického tistavu AV

CR.

3.1.1 Priprava VEGF-A6;s a FGF-2M

Ristovy faktor VEGF-A1es (vaskularni endotelovy ristovy faktor A — splicing varianta s 165

aminokyselinami) byl pfipraven rekombinantné v kvasinkach Pichia Pastoris KM71H.
Rastovy faktor FGF-2 (fibroblastovy rastovy faktor 2) byl pfipraven rovnéz

v kvasinkach Pichia Pastoris KMT71H. Do aminokyselinové sekvence proteinu byly zavedeny

mutace ve dvou pozicich polypeptidového fetézce (R31K/R129K), ¢imz doslo k odstranéni

mist, které by mohly byt potencialné stépeny kvasinkovymi endoproteasami Kex2. Proto je dale

tento mutantni ristovy faktor oznacen jako FGF-2M. Detailngji je pfiprava obou ristovych

faktorii popsana v publikaci Sedlaf et al., 2021a.

3.1.2 Priprava galektinu-3

Galektin-3 byl pfipraven jako rekombinantni protein s histidinovou kotvou na N-terminalnim
konci v bakteriich Escherichia coli Rosetta 2 (DE3) pLysS. Podrobny popis ptipravy proteinu
je publikovan v ¢lanku Sedlar ef al., 2021b.

3.2 Priprava PLLA materialii a jejich povrchova uprava

Polylaktidové (PLLA) folie s povrchovymi modifikacemi byly pfipraveny a charakterizovany
na Ustavu inZenyrstvi pevnych latek na Vysoké $kole chemicko-technologické v Praze
Ing. Nikolou Slepickovou Kasalkovou, PhD. Povrchova tuprava spocivala ve vystaveni
materiadlu argonovému plasmatu po dobu 240 sekund (material znaceny jako 240), plazmovani
a navazani polyethylenglykolu (Mr = 20000) na povrch materialu (PEG) nebo plazmovani
a navazani dextranu (Mr = 9000 — 11000, Dex). Jako kontrola byl pouzit ¢isty PLLA (PLLA)
a polystyren pro bunécné kultury (PS). Podrobny postup ptipravy a charakterizace materialti

je popsan v ¢lanku Travnickova et al., 2021.

3.3 Priprava 3D materiali na bazi PLLA/PCL

Trojrozmérné (3D) materidly byly vyrobeny Ing. MiloSem Beranem z Vyzkumného tustavu
potravinaiského v Praze. M¢kké porézni 3D materidly z PLLA/PCL byly vyrobeny metodou
lyofilizace s vyuzitim NaCl (velikost krystali 0,25 — 0,5 mm) jako porogenu. Pro piipravu
materidlti byl pouzit polylaktid (NatureWorks, Ingeo Biopolymer 4043D, M; = 160000)
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a polykaprolakton (Sigma-Aldrich, 440744, M, = 80000). Porézni materidly byly pfipraveny
s riznym hmotnostnim obsahem hydroxypropylcelulézy (Klucel™ E). Mechanicky odolngjsi
materiadly pro konstrukci tvrdych tkdni byly pfipraveny metodou 3D tisku. Pro tisk byl pouzit
polylaktid (Aurapol PLA 3D filament Natural, Smart 3D). Bylo pfipraveno né¢kolik typa
materidlti s riznou vnitini architekturou, které se liSily Sifkou, tvarem a usporadanim vlaken

a také $itkou mezer mezi jednotlivymi vlakny.
3.4 Bunécné kultury

3.4.1 Mesenchymalni kmenové buiiky z tukové tkané

ADSC byly izolovany z lipoaspiratu ziskaného pti liposukci pacientd. Lipoaspirat byl 5x
promyt pufrovanym fyziologickym roztokem (PBS, Sigma-Aldrich, P4417) pro odstranéni
znecisténi krvi. Nasledné byl lipoaspirat inkubovan s 0,1% (w/v) kolagenasou typu I
(Worthington, LS004214) rozpusténou v 1% (w/v) roztoku hovéziho sérového albuminu (BSA,
Sigma-Aldrich, A9148) v PBS po dobu 1h na tfepacce pii 37 °C. Pomér lipoaspiratu a roztoku
kolagenasy byl 1:1. Lipoaspirat byl centrifugovan pti 300 g a pokojové teploté po dobu 5 minut.
Supernatant byl odsan, peleta promyta v 10 ml Dulbeccova modifikovaného Eaglova média
(DMEM, Gibco, 52100-021) s 10% (v/v) fetdlniho hovéziho séra (FS, Gibco, 10270-106).
Po dalsi centrifugaci byl supernatant opét odsan a peleta resuspendovana v 10 ml Cerstvého
média. Suspenze byla prefiltrovana ptes sitko na bunky (Biologix, 15-1100, velikost pora
100 um) a buiiky byly nasazeny na 75 cm? kultivaéni lahve pro naslednou expanzi. ADSC byly
kultivovany v DMEM s 10% FS, 10 ng/ml fibroblastového ristového faktoru 2 (FGF-2,
GenScript, Z03116-1) a gentamicinem (40 png/ml, Sandoz). Postup izolace byl pievzat ze studie
Estes et al., 2010 a je popsan v publikaci Sedlat et al., 2021a. Buiiky byly charakterizovany
vdruhé pasazi pomoci priitokového cytometru NovoCyte® Flow Cytometer (ACEA
Biosciences, Agilent) pro pfitomnost nebo absenci specifickych povrchovych markerd.
U bunék byla prokazana ptitomnost markert CD105, CD90, CD73, CD29. Na izolovanych
bunikach byla detekovana nulova nebo téméf nevyznamna exprese markertt CD31, CD34, CD45
a CD146. V experimentech byly pouzity buniky vzdy v druhé az ¢tvrté pasazi.

ADSC byly také diferencovany smérem k hladkym svalovym bunkam. Diferenciace
byla indukovéna tpravou slozeni kultivaéniho média. Buniky byly pii diferenciaci kultivovany
v DMEM s ptidavkem 2% FS, 2,5 ng/ml TGFB1 (Abcam, ab50036), 2,5 ng/ml BMP4 (Sigma-
Aldrich, GF167) a 150 uM askorbov¢ kyseliny (Sigma-Aldrich, 49752).
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3.4.2 Endotelové buiiky z lidské pupecnikové zily

Endotelové buiiky z lidské pupecnikové zily (HUVEC) byly zakoupeny jako komeréni produkt
(Lonza, C2517A, 3. pasaz). Buiiky byly kultivovany v endotelovém bazalnim médiu 2 (EBM2,
PromoCell, C-22111) s ptidavkem suplementti (PromoCell, C-39211) obsahujici 2% FS, EGF,
VEGF, IGF-1, FGF-2, hydrokortison, heparin a kyselinu askorbovou a s 1% (v/v) smési
antibiotik a antimykotik (ABAM, Sigma-Aldrich, A5955).

3.4.3 Cévni hladké svalové buriky z praseci aorty

Cévni hladké svalové bunky (VSMC) byly izolovany z praseci aorty explantacni metodou.
Postup izolace je podrobné popsan v publikaci Liskova et al., 2017 (kde byl pouzit pro ziskani
intersticialnich bun¢k srde¢nich chlopni). Izolace byla provedena Mgr. Elenou Filovou, PhD.
(Laboratot biomaterialii a tkanového inZenyrstvi, FGU AV CR). Buiiky byly kultivovany
vDMEM s10% FS. Bunky byly -charakterizovany imunofluorescencnim barvenim
na pritomnost a-hladkosvalového aktinu, kalponinu, h-kaldesmonu, desminu a tézkého fetézce

hladkosvalového myosinu.

3.5 Studium incialni adheze

Pro studium inicialni adheze bun¢k na substrat s adsorbovanymi proteiny bylo pouzito zatizeni
xCELLigence Real-Time Cell Analysis — Single Plate (RTCA SP). Dna jamek v 96jamkovych
deskach (E-plate view 96 PET, 300600910) byly adsorbovdny rekombinantnimi proteiny
VEGF-A165 a FGF-2M v koncentracich 0,01 az 10 uM pies noc pii 4 °C v PBS. Rekombinantni
galektin-3 byl adsorbovan v koncentracich 0,1 az 33 pM. Poté byla v ¢asti jamek potencialni
nespecificka vazebnd mista pro protilatky blokovana pomoci 1% BSA v PBS po dobu 1 hodiny
pii 37 °C. Cést jamek byla ponechana bez blokace BSA. Buiiky byly nasazeny na jamky
v médiu (DMEM pro ADSC a EBM2 pro HUVEC) bez obsahu séra a suplementti ve findlni
koncentraci 10* bunék na jamku v 200 ul média. Impedance v jamkach byla snimana kazdé
3 minuty po dobu 4 hodin v termostatu pii 37 °C ve vlhké atmosféfe obsahujici 5% COx.

Pro objasnéni mechanismu adheze bun¢k na galektin-3 byly pouZity protilatky blokujici
integrinové podjednotky nebo integrinové heterodimery. Byly pouZity protilatky proti
aV (Millipore, MAB2021Z), a3 (Millipore, MAB19527), B1 (Millipore, MAB2253),
B3 (Millipore, MAB2023Z), aVB3 (Millipore, MAB1976), a5B1 (Millipore, MAB1969) a 0231
integrinu (Millipore, MAB1998). Jako izotypova kontrola byl pouzit nespecificky mysi IgG1
(Millipore, MABCO002). Pouzitd koncentrace protilatek byla 20 pg/ml, u protilatky proti
aV integrinu bylo pouZito fedéni 1:25. Dale byl pouzit také synteticky inhibitor a V1 integrinu
(MedChemExpress, HY-100445A; 0,01 - 10 pM), syntetické peptidy GRGDSP (200 uM,
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Sigma-Aldrich, SCP0157) a GRADSP (200 uM, Sigma-Aldrich, SCP0156)
a ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA, 0,1 — 10 mM, Sigma-Aldrich, E6758).

3.6 Kultivace bunék s ristovymi faktory VEGF-Ai6s a FGF-2M

HUVEC a ADSC byly nasazeny ve vysledné koncentraci 3x10* buné&k/jamka v 96jamkové
kultivaéni desce (TPP, 92096). ADSC byly nasazeny v médiu DMEM s 10% FS a HUVEC
v médiu EGM2 s 2% FS, hydrokortisonem, heparinem a kyselinou askorbovou, ale bez dalSich
suplementti (EGM2 weak). Do média byl pfidany rekombinantni ristové faktory VEGF-Ass
(10 — 1000 ng/ml) a FGF-2M (5 — 250 ng/ml) pfipravené v laboratofi spolupracujiciho
pracovisté. Pro srovnani byly pouzity také komer¢ni produkty VEGF-A16s5 (GenScript, Z03073-
1) a FGF-2 (GenScript, Z03116-1) ve stejnych koncentracich. V dal$im experimentu byly
jamky v desce pred nasadou bun¢k pres noc adsorbovany rustovymi faktory VEGF-A 165 a FGF-

2M v koncentracich 0,01-10 pM pfi 4 °C. Rekombinantni proteiny byly fedény v PBS.

3.7 Stanoveni metabolické aktivity bunék

Metabolicka aktivita bun¢k byla stanovena metodou vyuzivajici resazurin. Resazurin (Sigma-
Aldrich, R7017) je intracelularnimi reduktasami zivych a proliferujicich bunék redukovan
narizovy resorufin, jehoz fluorescenci je mozno detekovat na mikrodestickovém
fluorescenénim readeru. V publikaci Sedlaf et al., 2021a bylo buitkdim v 96jamkové desce
odsato kultivacni médium. Buiky byly promyty v PBS a k buiikdim bylo pfidano Cerstvé
médium obsahujici resazurin v koncentraci 40 uM. Buiiky byly nasledné inkubovany 4 hodiny
v termostatu pfi 37 °C. Poté byla vjamkach detekovana fluorescence (vlinové délky
excitace/emise byly 530/590 nm) na pfistroji Synergy™ HT Multi-Mode Microplate reader.
Jako blank slouZilo médium s resazurinem v jamce bez bunék. Vzorky byly méfeny

v triplikatech.

3.8 Imunocytochemické barveni a fluorescenéni mikroskopie
Buiiky byly v danych €asovych intervalech fixovany roztokem 4% paraformaldehydu v PBS
po dobu 10 minut pfi pokojové teplote. Buitky byly blokovany a permeabilizovany roztokem
1% BSA s 0,1% Tritonem X-100 v PBS (20 minut) a dale 1% roztokem Tweenu-20 v PBS
(20 minut).

Pro obarveni cytoskeletu bun€k byl pouzit faloidin-TRITC (100 ng/ml v PBS, Sigma-
Aldrich, P1951) a bunécné jadra byla barvena Hoechstem 33258 (10 ug/ml v PBS, Sigma-
Aldrich, B1155). Pro vizualizaci bunééné morfologie bylo pouzito také barveni Texas Red C2-

maleimidem (1,7 pg/ml, Invitrogen, T6008). Barveni probihalo 1 hodinu pii pokojové teploté.
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Fokalni adheze byly vizualizovany s pomoci protilatky proti vinkulinu (fedéni 1:400
v PBS, Sigma-Aldrich, V9131). Markery diferenciace ADSC smérem k hladkym
svalovym bunikam byly vizualizovany pomoci protilatek proti a-hladkosvalovému aktinu
(1:200 v PBS, Sigma-Aldrich, A2547), kalponinu (1:200 v PBS, Abcam, ab46794) a t¢Zkému
fetézci hladkosvalového myosinu (1:200 v PBS, Santa Cruz Biotechnology, sc-6956). Buiky
byly inkubovany s primarni protilatkou ptes noc pti 4 °C. Poté byly promyty PBS a inkubovany
se sekundarni protilatkou proti mysimu IgG konjugovanou s fluorescencni znackou Alexa Fluor
488 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A11017), proti krali¢imu IgG konjugovanou
s Alexou Fluor 488 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A1070) nebo proti mysimu IgG
konjugovanou s Alexou Fluor 546 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A11003) 1 hodinu
pfi pokojové teploté.

Mikrofotografie byly pofizeny na epifluorescenénim mikroskopu Olympus 1X71
s digitalni kamerou DP71 (Olympus). Mikrofotografie bunék na 3D biomateridlech byly
potizeny na konfokalnim mikroskopu Andor Dragonfly 503 se skenovacim diskem, ktery
byl vybaven kamerou Zyla 4.2 PLUS sCMOS (Andor Technology Ltd.). Pocty bun¢k byly
spoc€itany z mikrofotografii fluorescen¢né barvenych jader a morfologické paramtery bunék
pii adhezi vyhodnoceny z mikrofotografii bunék barvenych faloidinem konjugovanym
s TRITC nebo Texas Red-C2 maleimidem pomoci programu ImagelJ (National Institutes

of Health, verze FIJI 2.0.0-rc-68/1.52h).

3.9 Stanoveni exprese markeru diferenciace na irovni mRNA
Analyza markert diferenciace ADSC smérem k hladkym svalovym builkdm na Grovni mRNA
byla provedena pomoci qPCR.

Pro izolaci RNA byl pouzit kit Total RNA Purification Micro Kit (Norgen Biotek,
25700) podle instrukci od vyrobce. Koncentrace izolované RNA byla zméfena na pfistroji
NanoDrop One Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Vzorky RNA byly nasledné
uchovany pii -80 °C. Pro piepis RNA na cDNA byl vyuzit Omniscript Reverse Transcription
Kit (Qiagen, 205113) spolu s Random Primer Mix (New England Biolabs, S1330S). Jednotlivé
vzorky byly aplikovany do reakéni smési ve vysledném mnozstvi 1 ug RNA. Objem reak¢ni
smési byl 20 pl. Reverzni transkripce probihala po dobu 1 hodiny pii 37 °C. Syntetizovana
cDNA byla uchovana pfti -20 °C.

Pro qPCR byly vyuzity TagMan sondy (Life Technologies) v kombinaci
s pufrem 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, 08-14-00001).

Celkovy objem reak¢ni smési v jamce byl 20 pl. Na jamku byly nanaSeny vzdy 2 ul vzorku
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cDNA. Pro ADSC byly pouzity sondy pro analyzu exprese genit COL1A1 (Hs00164004 m1),
CNN1 (Hs00154543 ml), SMTN (Hs01022259 m1), ACTA2 (Hs00909449 m1l), MYHI11
(Hs00975796 _m1), a B2M (Hs00187842 ml), ktery slouzil jako referen¢ni gen. PCR reakce
sestavala z 2 minut preinkubace pii 50 °C, 10 minut inicialni aktivace enzymu a denaturace
cDNA pfii 95 °C a nasledné¢ 40 cyklech denaturace (15 sekund, 95 °C) a annealingu/elongace
(1 minuta, 60 °C). Prib¢h reakce byl méfen na piistroji Viia 7 Real-time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, USA).

3.10 Statistické zpracovani dat

Statisticka analyza vysledk byla provedena pomoci softwaru SigmaPlot 14.0 (Systat Software
Inc., USA). Parametrickd data byla statisticky srovnadna pomoci jednofaktorové (One-way)
ANOVA (p <0,05). Neparametricka data byla srovnana pomoci One-way ANOVA on Ranks
(p <£0,05). Vétsina vysledki je prezentovana jako pramér + smérodatna odchylka, pokud neni

uvedeno jinak.
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4 Vysledky

4.1 Adheze a rist bunék v pritomnosti ruastovych faktoric VEGF-Aies
a FGF-2

Sedlar A, Travnickova M, Matéjka R, Prazak S, Mészaros Z, Bojarova P, Bacakova L, Kien
V, Slamova K. Growth factors VEGF-Aiss and FGF-2 as multifunctional biomolecules
governing cell adhesion and proliferation. Int. J. Mol. Sci. 2021 Feb 12;22(4):1843. doi:
10.3390/ijms22041843.

Prispévek studenta: Z celého autorského kolektivu jsem se nejvy$si mérou podilel na
vypracovani vSech bunéénych experimentil, zahrnujicich studium vlivu ristovych faktorii na
adhezi a rist bunéénych kultur ADSC a HUVEC. Déle jsem byl zodpovédny za zpracovani

vysledki a sepsani publikace. Procentudlni podil studenta na publikaci: 50%.

Jednim z aspekti, které mohou ovliviiovat adhezi, rist a diferenciaci bunék na biomaterialech
pro tkanové-inzenyrské konstrukty, je biochemické sloZzeni kultivaéniho média, respektive
pfitomnost rastovych faktord v médiu. Ristové faktory mohou byt pfitomny v médiu
v rozpustné formé nebo mohou byt imobilizovany na povrchu biomateridlu. V prvni casti
diserta¢ni prace byly testovany rustové faktory VEGF-A1¢s a FGF-2 rekombinantné piipravené
v kvasinkach Pichia pastoris. FGF-2 obsahuje ve své aminokyselinové sekvenci 2 mista, ktera
jsou nachylna ke Sté€peni kvasinkovou endoproteasou Kex2. Enzymatické Stépeni FGF-2 by
vedlo ke ztraté jeho biologické aktivity. Faktor FGF-2 byl tedy pfipraven s mutaci ve dvou
aminokyselinovych pozicich polypeptidového fetézce (R31K/R129K), ¢imz doslo k odstranéni
mist, kterd jsou ke St€peni nachylna. Proto je tato mutantni forma proteinu oznacena jako FGF-
2M.

Nejprve byl testovan vliv ristovych faktord v médiu na proliferaci bun€k (obr. 4).
Pro tuto studii byly vybrany ADSC a HUVEC, které jsou vhodné pro osazeni tkanove-
inzenyrskych konstrukt cévnich nahrad, a to jako bunééné slozky reprezentujici tunica intima
(HUVEQC) a tunica media (ADSC, které mohou byt diferencovany smérem k cévnim hladkym
svalovym buitkdm). Ristové faktory byly v koncentra¢ni fadé (rozmezi koncentraci 10-1000
ng/ml u VEGF-Ajs5 a 5-250 ng/ml u FGF-2M) ptidany do kultivacniho média (pro ADSC
se jednalo o DMEM s 10% FS a pro HUVEC o EBM2 s 2% FS) a byl sledovan jejich Gi¢inek
na rast bunék. Stanoven byl jednak pocet bun€k (obr. 4) a rovnéz jejich metabolickd aktivita

(obr. 5).
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Po pfidani VEGF-Ai¢s do média bylo dosazeno pouze mirn€¢ zvySené proliferace
jenu HUVEC (obr. 4A). Na pocet ADSC tento ristovy faktor nemél zadny vliv (obr. 4C),
pouze byla mirné zvysend jejich metabolické aktivita (obr. 5C). Je zajimavé, ze u HUVEC
ma pozitivni vliv na proliferaci jiz 10 ng/ml VEGF-Aiss, ale dalsi zvySovani koncentrace
uz nevede k intenzivnéjsi proliferaci bun¢k.

Z vysledkii je jasné patrny pozitivni vliv FGF-2M v médiu na rast jak ADSC,
tak HUVEC, ktery se zéaroven se vzristajici koncentraci faktoru v médiu déle zvyraznuje
(obr. 4B,D). Nejvyssich hodnot jak metabolické aktivity, tak poctu jader je dosazeno
pii koncentraci 250 ng/ml FGF-2M (obr. 4B,D a 5B,D). Pozitivni u¢inek rastového faktoru
je nejvice ziejmy sedmy den kultivace. Prvni den po pfidani faktoru pozitivni efekt neni tolik
znatelny (statisticky vyznamné zvysena je prvni den pouze metabolicka aktivita u HUVEC).

Utinek pfipravenych riistovych faktori byl také porovnan s komerénim VEGF-Ajes
(GenScript, Z03073-1, produkovan v lidské¢ bunééné linii HEK293) a komerénim FGF-2
(GenScript, Z03116-1, produkovan v bakteriich Escherichia coli). Laboratorné piipravené
rustové faktory dosahovaly podobného mitogenniho efektu jako ty komercni. Pouze
v n¢kterych koncentracich byl pozitivni efekt ve srovnani s komerénimi mirn€ snizeny
(obr. 4B,D - FGF-2M - koncentrace 10-100 ng/ml u ADSC sedmy den kultivace a koncentrace
10-20 ng/ml u HUVEC rovnéz sedmy den kultivace; obr. 5D - VEGF-Ajss - koncentrace 10-
500 ng/ml u HUVEC tteti den kultivace rozdil v metabolické aktivité). Z vysledkt vyplyva,
ze laboratorné pfipravené ristové faktory v kvasinkach Pichia pastoris maji podobnou
mitogenni aktivitu jako komerc¢ni faktory pfipravené v bunécéné liniit HEK293 nebo bakteriich
E. coli. Vysledky také ukazuji, Ze vyskyt dvou mutaci v aminokyselinové sekvenci FGF-2M

nemd vyznamny vliv na jeho mitogenni aktivitu.
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Obrazek 4. Mitogenni aktivita VEGF-A 165 a FGF-2M v kultivaénim médiu. ADSC (A, B) nebo
HUVEC (C, D) byly kultivovany v médiu obohaceném o komerc¢ni VEGF-A 165 (VEGF com.)
nebo nami vytvorené rekombinantni VEGF-A 65 (VEGF) v koncentracich od 10 do 1000 ng/ml
(A, C) a také v médiich obohacenych komerénim FGF-2 (FGF-2 com.) nebo nami vytvofenym
rekombinantnim FGF-2M (FGF-2M) v koncentracich od 5 do 250 ng/ml (B, D). Rustové
faktory byly pfidany do DMEM s 10% FBS pro ADSC (A, B) a do EGM2-weak
(. bez ristovych faktort EGF, VEGF, IGF-1 a FGF-2) pro HUVEC (C, D). Kontrolni bunky
byly kultivovany v médiu bez riistovych faktorti (Ctrl). Pocet bunck byl stanoven 1. den (day 1),
3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazeni. Primér + smérodatna odchylka (SD) ze 3 jamek.
Jednofaktorova (One-way) ANOVA, Holm-Siddkova metoda, p < 0,05. Vzorky byly statisticky
porovndny v uvedeny den po nasazeni. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnimu
vzorku (Ctrl). # - statisticky vyznamny rozdil oproti vzorku obsahujicimu odpovidajici
koncentraci komer¢niho ristového faktoru (pfevzato ze studie Sedlar et al., 2021a).
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Obrazek 5. Metabolickéd aktivita ADSC (A, B) a HUVEC (C, D) kultivovanych v médiu
s VEGF-Aiss (A, C) nebo FGF-2M (B, D). Buiky byly kultivovany v médiu s komer¢nim
VEGF-Ai6s (VEGF com.) nebo nami vytvorenym rekombinantnim VEGF-Aiss (VEGF)
v koncentracich od 10 do 1000 ng/ml (A, C) nebo v médiu s komerénim FGF-2 (FGF-2 com.)
nebo nami vytvorenym rekombinantnim FGF-2M (FGF-2M) v koncentracich od 5 do 250
ng/ml (B, D). Rustové faktory byly ptidany do DMEM s 10 % FS pro ADSC a do EGM2-weak
(4. bez ristovych faktorit EGF, VEGF, IGF-1 a FGF-2) pro HUVEC. Kontrolni bunky byly
kultivovany v médiu bez rastovych faktorii (Ctrl). Metabolické aktivita byla stanovena 1. den
(day 1), 3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazeni bunék pomoci resazurinového testu. Primér
+ SD ze 3 jamek. Jednofaktorova (One-way) ANOVA, Holm-Siddkova metoda, p < 0,05.
Statisticky vyznamné rozdily jsou znazornény nad sloupci. Vzorky byly statisticky
porovnavany v uvedeny den po nasazeni. * - statisticky vyznamny rozdil oproti kontrolnimu
vzorku (Ctrl). # - statisticky vyznamny rozdil oproti vzorku obsahujicimu odpovidajici
koncentraci komer¢niho ristového faktoru (pfevzato ze studie Sedlar et al., 2021a).

34



V dalsim z pokusti byla sledovana mitogenni aktivita rastovych faktorii VEGF-Ass
a FGF-2M adsorbovanych na polystyrenovy kultivacni substrat (rozmezi pouzitych koncentraci
roztoku pro adsorpci bylo 0,01-10 uM, coz v ptipadé¢ VEGF-Aies odpovidd koncentracim
0,172-172 pg/ml a vptipadé FGF-2M koncentracim 0,192-192 pg/ml). V jamkéch
adsorbovanych VEGF-Aiss byla pozorovana jeho mitogenni aktivita pouze u HUVEC,
kde je opét patrnd koncentracni zavislost (obr. 6C). Na ADSC mél VEGF-A1¢s pozitivni efekt
pouze u metabolické aktivity v koncentracich 1 a 10 uM, pocet bun¢k ovlivnén nebyl (obr. 6A).
Z vysledkl je patrny vyrazné podpurny efekt FGF-2M pfi proliferaci ADSC a HUVEC,
nejvyznamnéjsi nartst poctu bunék byl dosazen pii nejvyssi adsorbované koncentraci 10 uM
FGF-2M (obr. 6B, D). Tyto vysledky jasné ukazuji moznost vyuziti adsorpce ¢i imobilizace
rustovych faktor na povrch biomaterialu pro zlepSeni jeho biokompatibility a podpory rastu
bun¢k. Z vysledkii rovnéz vyplyva, ze fyzikdlni adsorpce na povrch biomateridlu nezptisobuje

ztratu mitogenni aktivity riistovych faktora.
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Obrazek 6. Mitogenni aktivita VEGF-A 65 a FGF-2M adsorbovanych na kultivaénim substratu.
ADSC (A, B) nebo HUVEC (C, D) byly nasazeny do jamek 96-jamkovych polystyrenovych
desticek pro tkanové kultury predem adsorbovanych VEGF-Ai¢s (A, C) nebo FGF-2M (B, D)
v koncentracich od 0,01 do 10 uM. Cisté jamky bez ristovych faktori slouzily jako kontrola
(Ctrl). ADSC byly péstovany v DMEM s 10 % FS. HUVEC byly péstovany v EGM2-weak
(4. bez rastovych faktorit EGF, VEGF, IGF-1 a FGF-2). Pocet bun¢k byl stanoven 1. den
(day 1), 3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazeni. Priimér = SD ze 3 jamek. Jednofaktorova
(One-way) ANOVA, Holm-Siddkova metoda, p < 0,05. Vzorky byly statisticky porovnavany
v uvedeny den po nasazeni. * Statisticky vyznamny rozdil ve srovnéni s kontrolnim vzorkem
(Ctrl) (ptevzato ze studie Sedlét et al., 2021a).
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Pro optimalni rist bunéénych kultur na biomaterialu je potieba zajistit také vhodné
podminky pro adhezi bunck. V dalSim experimentu byla proto pozorovdna schopnost
adsorbovanych rastovych faktorit ovlivnit inicidlni adhezi ADSC a HUVEC. Byla porovnana
jednak schopnost rtstovych faktorti ovlivnit adhezi bun€k na substrat (v nasem piipadé
zastoupen polyethylentereftalatem na dné jamek desky pro zatizeni xXCELLigence), a rovnéz
samotnd interakce molekul adsorbovaného rastového faktoru s butikami. V tomto pokuse byly
jamky potazené rastovymi faktory inkubovény nasledné s 1% BSA v PBS, ¢imz doslo
k zablokovani nespecifickych vazebnych mist pro adhezi bun¢k na povrch substratu. BSA
je antiadhezivni protein, ktery neobsahuje specifické aminokyselinové signéalni sekvence
pro navazani na integriny. Integrinové receptory bunék tedy mély moznost interagovat pouze
s adsorbovanymi rtstovymi faktory.

Adsorbovany VEGF-Ajss podpofil adhezi obou bunécnych typi pouze mirné,
k nejvétSimu narastu adheze bunék doslo pii koncentraci 0,1 pM VEGF-Aj¢s (obr. 7A, C).
U vyssich koncentraci VEGF-A 65 doslo k poklesu miry adheze bunék. Adsorbovany FGF-2M
podpoftil adhezi ADSC na samotny plastovy materidl a rovnéz byla jasné detekovatelna
interakce FGF-2M s ADSCs na jamkach blokovanych BSA. Nejvys$i mira adheze byla
dosazena pfti pouziti 10 uM FGF-2M (obr. 7B). Naopak pfti nasazeni HUVEC na jamky s FGF-
2M doslo k poklesu adheze bunék na materidl. Pti blokaci povrchu jamky pomoci BSA navic
HUVEC neprojevovaly Zadnou adhezni interakci stimto rstovym faktorem (obr. 7D).
Vysledky ukazuji, Ze VEGF-Ai6s méd v urCitych koncentracich na inicialni adhezi obou
bunéénych typii pouze nepatrny, mirn¢ pozitivni vliv. Zajimavym vysledkem je skutecnost,

ze FGF-2M vyrazné podporuje adhezi ADSC, naopak na HUVEC plisobi antiadhezivné.
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Obrazek 7. Inicidlni adheze ADSC (A, B)a HUVEC (C, D) 4 h po nasazeni do jamek senzorické
desky v systému xCELLigence, piedem adsorbovanych VEGF-Ai¢s (A, C) nebo FGF-2M
(B, D) v koncentracich od 0,01 do 10 puM. Jamky byly bud’ ponechany neblokované,
tj. bez BSA (without BSA), nebo byly blokovany 0,5% BSA (with BSA). Hodnoty buné¢ného
indexu byly normalizovany (normalized cell index) na kontrolni vzorek bez adsorbovanych
rustovych faktorti a BSA (Ctrl without BSA). Primér + SD ze 3 jamek. Jednofaktorové (One-
way) ANOVA, Holm-Sidakova metoda, p < 0,05. Statistické srovnani bylo provedeno mezi
vzorky s BSA nebo bez BSA. * - statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolnim vzorkem
(Ctrl) (ptevzato ze studie Sedlar et al., 2021a).
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4.2 Adheze bunék na adsorbovany galektin-3

Sedlar A, Travnickova M, Bojarova P, Vlachova M, Slamova K, Kien V, Bacdkova L.
Interaction between galectin-3 and integrins mediates cell-matrix adhesion in endothelial cells
and mesenchymal stem cells. Int. J. Mol. Sci. 2021 May 13;22(10):5144. doi:
10.3390/1jms22105144.

Prispévek studenta: Z celého autorského kolektivu jsem se nejvyssi merou podilel na planovani
aprovedeni vSech bunécnych experimentli, které zahrnovaly studium inicialni adheze
bunéénych kultur v pfitomnosti galektinu-3, a rovnéz na zpracovani vysledkli a sepsani

publikace. Procentudlni podil studenta na publikaci: 60%.

Dal$im cilem disertacni prace bylo prozkoumani adheznich vlastnosti galektinu-3,
coz je protein vazajici sacharidy, ktery je exprimovan v ur¢ité mife vS§emi tkanémi a bunéénymi
typy v lidském organismu. Galektin-3 by pro své adhezni vlastnosti mohl byt vyuzit také
v tkanovém inzenyrstvi jako pokryv biomaterialti pro cevni ndhrady (Sciacchitano ez al., 2018).

Byly zkoumany adhezivni vlastnosti galektinu-3 adsorbovaného na povrch kultivacniho
materidlu. Stupeit adheze ADSC a HUVEC byl detekovan pomoci senzorického pfistroje
xCELLigence. Vysledky ukazuji, ze adsorbovany galektin-3 dokaze vyznamné podpotit adhezi
HUVEC i ADSC na kultiva¢ni material. Optimalni koncentrace galektinu-3 pro nejvyssi miru
adheze byla 3,3 uM (obr. 8). V jamkach blokovanych BSA, kde bylo cilem zjistit, zda dochéazi
ke specifické adhezni interakci bun¢k s molekulami galektinu-3, bylo dosazeno nejvyssi adheze
pfi 1 pM koncentraci galektinu-3. Pfi vySSich koncentracich adsorbovaného galektinu-3

J1Z adheze bunék na povrch nebyla optimalni a se zvySujici se koncentraci jeji mira klesala.
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Obrazek 8. Inicialni adheze ADSC (A) a HUVEC (B) v jamkach senzorické desky v systému
xCELLigence 1 h po nasazeni. Jamky byly adsorbovany galektinem-3 v koncentracich
od 0,1 do 33 uM bud’ bez blokovani (without BSA), nebo s blokovanim pomoci 0,5 % BSA
(with BSA). Hodnoty buné¢ného indexu byly normalizovany (normalized cell index)
na kontrolni vzorek bun¢k bez adsorbovaného galektinu-3 a BSA (ctrl without BSA). Primér
+ SD (n = 3). Jednofaktorova (One-way) ANOVA, Holm-Sidakova metoda, p < 0,05. Vzorky
byly statisticky porovnany bud’ v ramci skupiny bez BSA, nebo v ramci skupiny s BSA.
* - statisticky vyznamny rozdil ve srovndni s kontrolnim vzorkem bez adsorbovaného
galektinu-3 (ctrl). # - statisticky vyznamny rozdil ve srovnani se vzorkem vykazujicim nejvyssi
pramérnou hodnotu bunééného indexu (ptevzato ze studie Sedlat ef al., 2021b).

V nésledujicim experimentu bylo cilem objasnit mechanismus adheze bun¢k
na adsorbovany galektin-3. Galektin-3 je protein vazajici sacharidy, se specifickou afinitou k j3-
galaktosidim, které jsou soucasti glykoproteini na povrchu bunck. Tato vlastnost
je zprostiedkovana CRD doménou proteinu (Saraboji et al., 2012). Adhezni interakce by tedy
teoreticky mohla byt umoznéna vazbou sacharidovych liganda v glykoproteinech na povrchu
bun¢k s adsorbovanym galektinem-3. Pro potvrzeni nebo vylouéeni této moznosti byly jamky

s adsorbovanym galektinem-3 preinkubovany se sacharidovym ligandem LacdiNAc, ktery
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vykazuje vysokou afinitu k CRD doméné tohoto proteinu (Simonova et al., 2014). Poté byly
jamky osazeny bunécnou suspenzi. Vysledky ukazuji, ze ani pii pouziti nejvyssi koncentrace
LacdiNAc (40 mM) nedoslo k zablokovani adheze bunék na kultivaéni povrch (obr. 9).
Z tohoto je mozné soudit, ze adheze na adsorbovany galektin-3 ziejm¢ neprobihd pomoci
interakce glykosylovanych proteinti na cytoplazmatické membrané bunck s CRD doménou

adsorbovaného galektinu-3.

3 r m ctrl
m1l1mM

'g 4mM
= 2 r m10mM
v [ |
Sis | 20 mM
3 H 40 mM
g 1
o
205 |

0

untreated wells galectin-3 coated wells

Obrazek 9. Vliv LacdiNAc na pocatecni adhezi ADSC 1 hodinu po nasazeni do neoSetfenych
jamek (untreated wells) nebo jamek adsorbovanych s 1 uM galektinem-3 a blokovanych BSA
(galectin-3 coated wells). Pfed nasazenim bunék byly obé skupiny jamek preinkubovany
s LacdiNAc v koncentracich od 1 do 40 mM. Jamky bez LacdiNAc slouzily jako kontrolni
vzorky (ctrl). Hodnoty buné¢ného indexu byly normalizovany (normalized cell index)
na vzorek bez adsorpce galektinu-3 a bez LacdiNAc v meédiu (ctrl untreated wells).
Primér + SD ze 3 jamek. Jednofaktorova (One-way) ANOVA, Holm-Sidakuv test, p < 0,05.
Vzorky bunék byly statisticky porovnavany bud’ v ramci skupiny neosetfenych jamek, nebo
vramci skupiny jamek s adsorbovanym galektinem-3. Nebyl detekovan Zadny statisticky
vyznamny rozdil (pfevzato ze studie Sedlat ef al., 2021b).

Adheze bun€k na biomaterial nebo protein extracelularni matrix je zprostiedkovéana
pfedevs§im integrinovymi receptory na povrchu bunék (Hynes, 2002). V dalSim experimentu
byly tedy pouzity blokacni protilatky proti nejbéznéjSim integrinovym monomeriim nebo
heterodimerim. Integriny hraji vyznamnou roli pfi adhezi bun€k na adsorbovany galektin-3,
protoze aplikace EDTA (cheldtor Ca®" iontfi a inhibitor integrinovych receptort) do média
vedla k vyznamnému potlaceni adheze bunék (obr. 10A). Nejprve byly pouZity protilatky
pro blokaci integrinovych monomerd o3, aV, Bl a B3. Adheze ADSC byla blokovéana
pfedevsim protildtkami proti integrinim 1 a aV, mirng také protilatkou proti integrinu 3.
U HUVEC doslo k vyznamné blokaci adheze pii blokaci integrinu aV, Bl 1 3 (obr. 10B).

Pouziti protilatky cilici na integrin a3 nemélo vliv na adhezi obou sledovanych bunéénych typt.
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U ADSC je neschopnost blokace adheze na galektin-3 pomoci anti-a3 protilatky dana
pravdépodobné jeho nizkou expresi na povrchu cytoplazmatické membrany (Sedlar et al.,
2021b). U HUVEC je mirna blokace adheze pozorovéana az 4 hodiny po nasazeni (Sedlaf et al.,
2021b). V dalsim kroku byly pouzity protilatky blokujici integrinové heterodimery. Zamérné
byly vybrany nejbéznéjsi heterodimery zastupujici 3 skupiny integrint podle jejich specificity
k adheznimu substratu. Byl testovan integrin 021 (vazba ptedevsim na kolagen), a5p1 (vazba
na fibronektin) a aVB3 (vazba na vitronektin). VSechny tfi protilatky mély mirné€ negativni vliv
na adhezi obou bunécnych typu. Nejintenzivnéjsi negativni efekt mélo pouziti protilatek aSp1
a aVP3 (obr. 10C). Z vysledkli je mozno soudit, ze ani jeden z téchto tfech integrinovych
heterodimert se nepodili na adhezi ke galektinu-3 jako jediny a adheze na galektin-3 je tedy
zprostifedkovana synergickym efektem vsech tfi zminénych receptort. Z predchoziho vysledku
bylo jasné, Ze adheze je zprosttedkovana hlavné integriny aV a 1 (obr. 10B). Z tohoto divodu
byl testovan také synteticky inhibitor aVP1 integrinu (komercni protilatka proti tomuto
heterodimeru neexistuje). Tento inhibitor potlacil adhezi az ve vysoké 10 uM koncentraci,
kdy jiz mlze byt Gi¢inek nespecificky a miize dochazet i k blokaci adheze naptiklad na kolagen
I (obr. 10D). V poslednim z pokust objasiiujicich mechanismus adheze bun¢k na Gal-3 byla

prokazana rovnéz role RGD-vazajicich integini (obr. 10E).
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Obrazek 10. Uloha integrint v inicialni adhezi ADSC a HUVEC ke galektinu-3 adsorbovanému
na kultivacni substrat (1 h po nasazeni). (A) Bunky byly nasazeny v médiu obsahujici EDTA
v koncentracich od 0,1 do 10 mM. (B) Buniky byly nasazeny v médiu obsahujici protilatky proti
podjednotkdm integrini 1, B3, a3 a aV. Protilatka proti integrinové podjednotce aV byla
pouzita v fedéni 1:25 a ostatni protilatky byly pouZity v koncentraci 20 pg/ml. Jako izotypova
kontrola byl pouzit nespecificky mysi IgG1. (C) Buiky byly nasazeny v médiu obsahujici
protilatky proti integrinovym receptorim a2B1, a5p1 nebo aVP3. Jako izotypova kontrola
byl pouzit nespecificky mysi IgG1. Protilatky byly pouzity v koncentraci 20 pg/ml. (D) Bunky
byly nasazeny v médiu obsahujici inhibitor integrinu aVB1 v koncentracich od 0,01 do 10 uM.
(E) Bunky byly nasazeny v médiu obsahujici peptid GRGDSP. Jako negativni kontrola
byl pouzit peptid GRADSP. Oba peptidy byly pouzity v koncentraci 200 M. Pied nasazenim
bun¢k byly jamky adsorbovany 1 puM galektinem-3 a blokovany 0,5 % BSA. Hodnoty
bunécného indexu byly normalizovany (normalized cell index) na kontrolni vzorek v ¢istém
médiu bez dalSich latek (ctrl). Primér £ SD ze 3 jamek. Jednofaktorova (One-way) ANOVA,
Holm-Sidakav test, p < 0,05. Vzorky byly statisticky porovnany v ramci skupiny uvedeného
typu bunék. * - statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolnimi buiikami (ctrl).
# - statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s buiikami inkubovanymi s izotypovou kontrolou
(IgG1) (prevzato ze studie Sedlaf et al., 2021b).
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Déle byla pozorovana morfologie bunék adherovanych na adsorbovany galektin-3
v porovndni s proteiny extracelularni matrix, které se bézné pouzivaji pro zlepSeni adheze
bun¢k. Bunky byly obarveny na F-aktinovy cytoskelet a fokalni adheze (protilatkou proti
vinkulinu) a pozorovany v mikroskopu (obr. 11). Zhodnoceny byly také morfologické
charakteristiky bunék (plocha, obvod, kruhovitost a pevnost, tj. tuhost a deformabilita buiiky),
coz umoziuje 1épe popsat bunéénou adhezi a morfologii na daném povrchu (obr. 12). U ADSC
byla pozorovdna podobnd morfologie adherovanych bunc¢k na galektin-3 jako v ptipadé
sklenéného povrchu jamek kultivaéni desticky bez adsorpce proteini (obr. 11A).
Na fibronektinu mély bunky vétsi plochu rozprostieni (obr. 12A) a jasné viditelné fokalni
adheze s dobfe rozvinutym cytoskeletem (obr. 11A — Fn). Na kolagenu I byla adheze ADSC
mirné niz$i nez u fibronektinu, ale srovnatelna s buiitkami na galektinu-3 (obr. 11A). Bunky
v jamkach blokovanych BSA byly nedostate¢né rozprostfené a v porovnani s ostatnimi vzorky
zaujimaly nejmens$i plochu a mély nejkratsi obvod (obr. 12A,B). HUVEC na skle jsou
ve srovnani s ADSC vice kruhovitéjsi (obr. 12C). Na povrchu pokrytém galektinem-3 tvoftily
HUVEC shluky bunék s hvézdicovitou morfologii, které se na povrchu jen omezené
rozprostiraly a mély slabé vyvinuty aktinovy cytoskelet lokalizovany pfedevs$im ve vybézcich
buné¢k (obr. 11B — Gal3). HUVEC na galektinu-3 mély rovnéz mensi plochu rozprostreni, kratsi
obvod (obr. 12A,B) a nizkou hodnotu kruhovitosti a pevnosti (obr. 12C,D). Nizka hodnota
pevnosti je spojena s pritomnosti velkého poctu bunéénych vybézka (srovnej obr. 11B — Gal3
a 12D). Vlivem adsorbovaného fibronektinu HUVEC vytvétely zietelné¢ formované fokalni
adheze s obsahem vinkulinu a vyrazny aktinovy cytoskelet (obr. 11B — Fn). Na kolagenu I byl
cytoskelet endotelovych bunék o néco hlife zformovan ve srovnani s fibronektinem. Obdobné
jakou ADSC 1 HUVEC adherovaly velmi Spatné na jamky pokryté pouze antiadhezivnim BSA
a nebyly schopny zformovat fokalni adheze ani F-aktinovy cytoskelet (obr. 11B). Z vysledka
vyplyva, Ze galektin-3 je z hlediska svych adheznich vlastnosti pro bunkky ADSC a HUVEC
srovnatelné ucinny s kolagenem I, ale nepodporuje adhezi tak vyznamné jako fibronektin.

Rovnéz je patrné, Ze ADSC na galektin-3 adheru;ji 1épe nez HUVEC.
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Obrazek 11. Fluorescenéni barveni ADSC (A) a HUVEC (B) adherovanych na sklenény povrch
jamek 96jamkové desticky potazeny proteiny 4 h po nasazeni. Sklenény povrch byl ponechan
bez adsorpce proteinli (glass), potazen Gal-3 (Gal3; 1 uM), fibronektinem (Fn, 20 pg/ml) nebo
kolagenem I (Col, 50 pg/ml) ptes noc pii 4 °C a blokovan 0,5 % BSA (1 h; 37 °C) nebo
inkubovan pouze s 0,5 % BSA (1 h; 37 °C). Bunky byly obarveny protilatkou proti vinkulinu
(zelen€) a faloidinem konjugovanym s TRITC pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu
(¢erven€). Bunécna jadra byla obarvena Hoechstem 33258. Mikroskop Olympus IX 71,
digitalni kamera DP 71, objektiv 100x, métitko 10 pm (pfevzato ze studie Sedlat et al., 2021b).
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Obrazek 12. Morfologické charakteristiky ADSC a HUVEC adherovanych na sklenény povrch
potazeny proteiny 4 h po nasazeni. Sklenény povrch byl ponechan bez adsorpce proteinti
(glass), potazen galektinem-3 (Gal3; 1 uM), fibronektinem (Fn, 20 pg/ml) nebo kolagenem I
(Col, 50 pg/ml) ptes noc pii 4 °C a blokovan 0,5 % BSA (1 h; 37 °C) nebo inkubovan pouze
s0,5 % BSA (1 h; 37 °C). Buiikky byly obarveny faloidinem konjugovanym s TRITC
pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu. Plocha bunék (area, A), obvod (perimeter, B),
kruhovitost (circularity, C) a pevnost (solidity, D) byly vyhodnoceny z mikrofotografii pomoci
softwaru ImageJ. Udaje jsou prezentovany jako houslové grafy s plnou ¢arou piedstavujici
prumér a s teCkovanymi ¢arami piedstavujicimi prvni a teti kvartil. Jednofaktorova (One-way)
ANOVA on Ranks, Dunnova metoda, p < 0,05. Zobrazeny jsou pouze statisticky vyznamné
rozdily mezi galektinem-3 a ostatnimi vzorky (pievzato ze studie Sedlat ef al., 2021Db).
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4.3 Adheze, rist a diferenciace bunék na polymernich foliich z PLLA

pro konstrukci cévnich nahrad

Travnickova M, Kasalkova NS, Sedlar A, Molitor M, Musilkova J, Slepicka P, Svorcik V,
Bacakova L. Differentiation of adipose tissue-derived stem cells towards vascular smooth
muscle cells on modified poly(L-lactide) foils. Biomed. Mater. 2021 Feb 18;16(2):025016. doi:
10.1088/1748-605X/abaf97.

Ptispévek studenta: Podilel jsem se na ¢asti bunéénych experimenti, provedl jsem PCR analyzu
vzorki pti diferenciaci ADSC a VSMC a analyzu morfologickych parametrii pti adhezi bun¢k
na materidl. V publikaci jsem sepsal popis téchto metodik a vysledkii. Procentualni podil

studenta na publikaci: 20%.

Dalsim cilem disertaéni prace bylo studovat chovani ADSC na vybranych syntetickych
biomateridlech, které by mohly byt potencidlné vyuzity v kardiovaskularnim tkdnovém
inzenyrstvi pro konstrukci cévnich nahrad. Pro tyto Ucely byly pouzity polymerni materialy
na bazi polylaktidu (PLLA) s rtznou povrchovou upravou. Povrchova uprava spocivala
ve vystaveni materialu argonovému plasmatu po dobu 240 sekund (material znaceny jako 240),
plazmovani a navazéani polyethylenglykolu na povrch materidlu (PEG), plazmovani a navazani
dextranu (Dex). Jako kontrola byl pouzit neoSetteny PLLA (PLLA) a polystyren pro bunééné
kultury (PS). Materidly byly osazeny ADSC a pro srovnani také VSMC z prase¢i aorty.
Na materialech byla posouzena adheze, rist a diferenciace téchto bunéénych typt. Diferenciace
bun¢k byla indukovana DMEM s ptidavkem 2% FS, 2,5 ng/ml TGFBI1, 2,5 ng/ml BMP4
a 150 uM kyseliny askorbové.

Adheze a rozprostteni bun¢k byly stanoveny 24 hodin po jejich nasazeni na studované
materidly. U ADSC byla nejmensi plocha rozprostieni bun¢k pozorovédna na ¢istém PLLA
materidlu, u ostatnich vzorkd byly hodnoty srovnatelné (Obr. 13). Ostatni paramatery
(kruhovitost, pomér stran, pevnost) byly na vSech vzorcich témét stejné. V piipadé VSMC
z praseci aorty byla plocha rozprostieni v ramci vzorkl rovnéz srovnatelnd (mimo kontrolni
polystyren, kde byly hodnoty vyssi). U parametru kruhovitosti byly pozorovany vyznamné;si
rozdily, buiiky na neoSetfeném PLLA a PLLA pokrytém dextranem byly vice kulaté (obr. 13).
Obdobny jev byl pozorovan také u pomeru stran, kde buiiky na neosetieném PLLA a pokrytém
dextranem nabyvaly niz§ich hodnot poméru stran ve srovnani s ostatnimi vzorky. Vysledky
ze stanoveni morfologickych parametrii ukazuji, ze ¢isty PLLA a PLLA s pokryvem dextranem

jsou mén¢ vhodné pro adhezi bunék, zejména VSMC. Na inicidlni adhezi ADSC nema
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typ povrchové modifikace studovaného polylaktidového materialu vyrazny vliv, ovSem

na neosSetfeném PLLA vykazuji ADSC sniZenou adhezi.

ADSCs VSMCGCs

8000 8000
I . all
ce" area 6000 a’ - * 6000 4 * '
& - & .
£ & . .
34000 ﬁ * * &40007
(0] ®
o o
< 2000 . . * v . < 2000 4 % é
0 0
PLLA 240 PEG Dex PS PLLA 240 PEG Dex PS
1.0 1.0 BIIA
Circularity —~ 08 | ~o08] . A [P)LLA . PEG
4t x area/perimeter? g g Dex Uex Dex
f///////// z 061 . . ' . PLLA z 0.6
c /////é S 041 < 041 é
6 02 1 é é * i -(3 02 1 - ) - -
0.0 0.0
PLLA 240 PEG Dex PS PLLA 240 PEG Dex PS
A . 14 14
spectratio us. v
Major axis/minor axis s . s
g 10 . g 10 .
g s . . . L s * . all
[u] (o]
= 6 = 6 all *
Q Q
S 4 2 4 :
w 7]
<2 : B2 m
0 0
PLLA 240 PEG Dex PS PLLA 240 PEG Dex PS
Solidity "2 12 NS
Area/convex area 1.0 | PLLA 10 4
< R S 08 : * i : T 3 . | i i
S 8 ¢ Soe
4\\/{4\‘ 206 Py
N\ = So6q{ °
\ S 04 . . . . 35 06 . . . .
@ 0.2 ? 04
0.0 02
PLLA 240 PEG Dex PS PLLA 240 PEG Dex PS

Obrazek 13. Morfologické parametry, tj. plocha buniky (cell area), kruhovitost (circularity),
pomgér stran (aspect ratio) a pevnost (solidity) ADSC a VSMC na neosetfeném PLLA (PLLA),
plazmovaném PLLA (240), plazmovaném PLLA pokrytém PEG (PEG), plazmovaném PLLA
pokrytém dextranem (Dex) a kontrolnim polystyrenu pro tkanové kultury (PS) 1. den
po nasazeni. Data jsou prezentovana jako krabicové grafy s medianovou €arou, vné&jsi okraje
predstavuji 1. a 3. kvartil, zakon¢eni iseek znazornuji maximalni a minimalni hodnoty, body
predstavuji 5. a 95. percentil. Jednofaktorova (One-way) ANOVA on Ranks, Dunnova metoda,
p <0,05. All - statisticky vyznamné rozdily ve srovnani se v§emi ostatnimi skupinami vzorka
(pfevzato ze studie Travnickova et al., 2021).
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Déle byl na materidlech hodnocen rust bun¢k v diferencia¢nim i nediferenciacnim
(. standardnim rstovém) kultivaénim médiu. V ptipadé ADSC nebyl u rastového média
pozorovan zadny rozdil mezi vzorky, pouze u Cist¢ého PLLA sedmy den kultivace byl patrny
niz$i pocet bun€k ve srovnani se zbylymi vzorky (obr. 14). U diferenciacniho média (indukujici
diferenciaci smérem k hladkému svalu) byl pozorovan nejvyraznéjsi rist bunék na PLLA
modifikovaném plasmatem (240) jiz 7. den kultivace. Pfi kultivaci VSMC byl vice patrny
negativni vliv ¢istého PLLA na rGst bunék. Naopak na plasmovaném materialu byly pocty
VSMC nejvyssi. Je rovnéz patrné, ze modifikace pomoci dextranu nebo PEG zvysuje intenzitu
rustu bun¢k na PLLA, ale ne do takové miry jako plasmovani povrchu. Z vysledki vyplyva,
ze plasmovany PLLA (240) je nejvhodnéjsi pro rust bunék. Dale je vidét, ze nediferenciacni

ristové médium do jisté miry maskuje rozdily v ristu bun¢k na materialech.
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Obrazek 14. Pocty bun€k ve dnech 7, 14 a 21 (pro ADSC) a 10., 17. a 24. den (pro VSMC).
Bunky byly kultivovany na neoSetfeném PLLA (PLLA), PLLA oSetfeném plazmatem (240),
PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém
dextranem (Dex) a kontrolnim polystyrenu pro tkanové kultury (PS). Od 4. dne (v kultuie
ADSC) nebo od 7. dne (v kultufe VSMC) byly bunky kultivovany bud’ v nediferencia¢nim
médiu (nd), nebo v diferenciatnim médiu (d). Primér + SD, jednofaktorovd (One-way)
ANOVA, Student-Newman-Keulstv test. Statistické srovnani mezi vzorkli bylo provedeno
na buiikach kultivovanych ve stejném typu média a ve stejny den kultivace. Statisticky
vyznamné rozdily (p < 0,05) jsou oznaceny nad sloupci Cisly testovanych skupin vzork.
All: statisticky vyznamné rozdily ve srovnani se vSemi ostatnimi skupinami vzorkl (pfevzato
ze studie Travnickova et al., 2021).
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ADSC byly po n¢kolika dnech kultivace v rastovém médiu stimulovany k diferenciaci
smérem k hladkym svalovym bunikdm vyménou média za diferenciacni s obsahem faktori
TGFB1 a BMP4. V danych casovych intervalech byla detekovana exprese hladkosvalovych
markertt pomoci PCR a vzorky byly rovnéz imunofluorescencné obarveny pro vizualizaci
markert na proteinové urovni. Pfidavkem diferenciatniho média byla u vSech vzorki
stimulovana exprese kolagenu I, kalponinu, smoothelinu a a-hladkosvalového aktinu (obr. 15
a 16) ve vSech sledovanych Casovych intervalech. Je zajimavé, Ze exprese tézkého fetézce
hladkosvalového myosinu 11 neni diferenciacnim médiem ve sledovanych intervalech
stimulovana a naopak je patrny pokles exprese u nékterych vzorkt v intervalech 14. a 21. dni
(obr. 16). U vzorkt v nediferenciacnim ristovém médiu je s rostoucim ¢asem pozorovan pokles
exprese vSech sledovanych markerti. V porovnani jednotlivych vzorkd materialti neni patrny
rozdil v expresi genll, coz znaci, Zze Zadny ze studovanych materidlii sice vyrazné nestimuluje
diferenciaci bunék smérem k hladkosvalovym buiikam, ale zaroven diferenciaci indukovanou
biochemickymi signaly nijak neinhibuje. Je rovnéz zajimavé, ze u jiz diferencovanych VSMCs
z praseCi aorty diferenciaéni médium expresi hladkosvalovych markerti nijak nepodporuje,
ale spiSe expresi na trovni mRNA snizuje (Travnickova ef al., 2021). Imunofluorescenéni
barveni ADSC (obr. 17) jasn¢ ukazuje pozitivni vliv média na diferenciaci bunck,
kdy u diferencovanych vzorkli je vidét pritomnost velkého mnozstvi kalponinu, ktery
je u nediferencovanych vzorkd vidét pouze slabé. Rovnéz je patrnd i zvySend exprese o-
hladkosvalového aktinu. Z mikrofotografii je také zfejmé, Ze diferenciacni markery jsou
na materidlech exprimovany ve stejné mite. U vzorkl v diferenciaénim médiu byla pozorovana
také exprese kolagenu I na proteinové urovni, ale az v pozd¢jSim ¢asovém intervalu 14. dni
kultivace (tj. 10. dni diferenciace). U malého mnoZstvi bunék byl rovnézZ patrny tézky tetézec

hladkosvalového myosinu (obr. 18).
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Obrazek 15. Exprese gent kolagenu I (COL1) (a), kalponinu (CNN1) (b) a smoothelinu
(SMTN) (c) v ADSC ve dnech 7, 14 a 21. Bunikky byly kultivovany na neoSetfeném PLLA
(PLLA), PLLA oSetfeném plazmatem (240), PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém PEG
(PEG), PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém dextranem (Dex) a kontrolnim polystyrenu
pro tkanové kultury (PS). Zpocatku byly bunky kultivovany pouze v ristovém
nediferenciacnim médiu. Od 4. dne byly builky kultivovany bud’ v nediferenciaénim médiu
(nd), nebo v diferencia¢nim médiu (d). Hodnoty jsou normalizovany na PS_nd v den 7. Primér
+ SD, ANOVA on Ranks. Statistické srovndni mezi vzorky bylo provedeno na buikach
kultivovanych ve stejném typu média a ve stejny den kultivace. Nebyl zjistén zadny statisticky
vyznamny rozdil (ptevzato ze studie Travnickova et al., 2021).
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Obrazek 16. Exprese gent o-hladkosvalového aktinu (ACTA2) (a) a tézkého ftetézce
hladkosvalového myosinu (MYH11) (b) v ADSC ve dnech 7, 14 a 21. Buniky byly kultivovany
na neoSetieném PLLA (PLLA), PLLA oSetfeném plazmatem (240), PLLA oSetfeném
plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém dextranem (Dex)
a kontrolnim polystyrenu pro tkanové kultury (PS). Zpocatku byly bunky kultivovany pouze
v nediferenciacnim médiu. Od 4. dne byly buiiky kultivovany bud’ v nediferenciacnim médiu
(nd), nebo v diferenciaénim médiu (d). Hodnoty jsou normalizovany na PS_nd v den 7. Primér
+ SD, ANOVA on Ranks. Statistické srovnani mezi vzorky bylo provedeno na buiikach
kultivovanych ve stejném typu média a stejny den kultivace. Nebyl detekovéan Zadny statisticky
vyznamny rozdil (pievzato ze studie Travnickova et al., 2021).
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Obrazek 17. Imunofluorescencni barveni a-hladkosvalového aktinu (Cervené) a kalponinu
(zelen€) v ADSC 7. den kultivace (tj. 3 dny diferenciace) a 14. den (tj. 10 dni diferenciace).
Bunky byly kultivovany na neoSetteném PLLA (PLLA), PLLA oSetfeném plazmatem (240),
PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA oSetieném plazmatem a pokrytém
dextranem (Dex) a kontrolnim polystyrenu pro tkanové kultury (PS). ADSC nd byly
kultivovany v nediferenciacnim médiu. ADSCs_d byly kultivovany v diferenciacnim médiu.
Buné¢na jadra byla obarvena Hoechstem 33258. Mikroskop Olympus 1X71, digitalni kamera
DP71. Objektiv 10x, métitko 200 um (den 7) a objektiv 20%, méfitko 100 um (den 14).
U vzorkt ze 7. dne kultivace také mikrofotografie pii zvétSeni objektivu 40x, méfitko 50 pm
(pfevzato ze studie Travnickova et al., 2021).

SM-MHC e | collagen

DAY 14

Obrazek 18. Imunofluorescencni barveni tézkého tetézce hladkosvalového myosinu (SM-
MHC, cCervenég) a kolagenu I (type I collagen, zelené) v ADSC 14. den kultivace (tj. 10. den
v diferenciacnim médiu) na PLLA oSetfeném plazmatem a pokrytém dextranem. Buné¢na jadra
byla barvena Hoechstem 33258 (modie). Merge — piekryv jednotlivych barevnych kanalti.
Mikroskop Olympus IX71, digitdlni kamera DP71. Objektiv 40x, méfitko 50 um (pfevzato

ze studie Travnickova ef al., 2021).
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4.4 Rist bunék na 3D biomaterialech pro konstrukci vaskularizovanych

nahrad ¢i modeli mékkych a tvrdych tkani
Pispévek studenta: V ramci testovani materialii s in vitro bunénymi kulturami jsem se podilel
zejména na pofizeni, zpracovani a vyhodnoceni fotografii z konfokalniho mikroskopu.

Vysledky jsou soucasti piipravovaného manuskriptu Musilkova et al., 2024.

Poslednim cilem disertacni prace bylo vyhodnotit chovani ADSC na 3D biomateriadlech
vhodnych pro konstrukci bud vaskularizovanych ndhrad mékkych a tvrdych tkéni
pro plastickou a rekonstrukéni chirurgii, nebo modeld téchto tkani in vitro pro nejriznéjsi
fyziologické, patofyziologické, vyvojové, farmakologické a dalsi studie.

Byly testovany materialy na bazi degradovatelnych polyestert s pénovitou strukturou,
pfipravené na spolupracujicim pracovisti, tj. na Vyzkumném ustavu potravinaiském, Praha
(VUPP, Ing. Milo§ Beran). Materidly byly pfipraveny lyofilizaci ze smési polylaktidu
a polykaprolaktonu (PLLA/PCL) ve véhovém poméru 3:5 s ptidavkem 0, 10, 25 a 50
hmotnostnich procent (hm.%) sodné soli hydropropylcelulézy, tj. Klucelu E, ktery byl pouzit
jednak pro zlepSeni mechanickych vlastnosti materialu, a jednak i pro zvySeni pruniku bunék
do nitra porézniho nosi¢e. Uvedeny derivat celuldzy je totiz (na rozdil od nativni celuldzy)
ve vod¢ rozpustny, a tak po jeho odmyti ve vodném prostfedi se primér pora v nosici zvetSuje
a stoupa prichodnost port pro buiiky. Zadouci velikost i mnozstvi pora lze dale nastavit
1 velikosti a mnozstvim krystalit kuchynské soli ¢i sacharézy (Pamula et al., 2008, 2009;
Bacakova et al., 2022). Kombinaci krystalického porogenu a Klucelu E tak 1ze vytvofit pory
s hierarchicky organizovanou makro- a mikrostrukturou, ¢ili od milimeri ¢i stovek mikrometrii
az k desitkdm mikrometri, napodobujici organizaci piirozenych tkéani. Jako porogen byla
pouzita v tomto piipadé kuchynska sil s velikosti krystalti 0,25 — 0,5 mm.

Popsané materialy mély predstavovat nosice pro konstrukci ndhrad mékkych tkéni, jako
je napiiklad tukova tkan pro rekonstrukci prsu, naptiklad po jeho ¢asteCném ¢i Uplném
odstranéni kvili nddorovému onemocnéni. Po mineralizaci nosi¢t uveden¢ho typu, naptiklad
v simulované télni tekutin€ (simulated body fluid, SBF), vSak lze uvaZovat 1 o jejich vyuZiti
k rekonstrukci kostni tkan€ v nezatéZovych aplikacich, naptiklad pro vyplné defektd v kostni
tkani (Bacdkova et al., 2022). V neposledni fadé mohou uvedené kostrukty slouzit i jako
modely tkani in vitro, které by snizily potiebu laboratornich zvitat v moderni védé 21. stoleti,
a to podle principu 3R (Refinement, Reduction, Replacement, tj. zmirfiovani, snizovani

a nahrazovani). UZiti laboratornich zvifat nejen narazi na etické problémy, ale je i finan¢né
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nakladné a Casto jim ani neni mozno Zadoucim zplsobem napodobit situaci v organismu
Cloveéka. DalSimi perspektivnimi alternativnimi pfistupy, nahrazujicimi klasické wuziti
laboratornich zvifat, jsou piistupy ex vivo (napft. vyuziti izolovanych zvitecich tkani a organd,
které jsou odpadem z jatek, Ci lidskych tkani z operaci), in ovo / ex ovo (testovani
biokompatibility, angiogenicity a dalSich parameti biomateriall na kufecich ¢i kiepel¢ich
zarodcich v ranych stadiich vyvoje), in silico (pocitacové simulace biologickych dé&ja,
matematické modely receptorti a dal§ich biomolekul) nebo in chemico (simulace biologickych
procest v chemickém prostredi).

Dal§im materidlem pouzitym v naSich studiich byl polylaktid s mfiZzovitou strukturou,
tistény na 3D tiskarné na spolupracujicim pracovisti VUPP (Ing. M. Beran). Bylo piipraveno
10 typt materidli s riznymi vnitinimi architekturami. Primér jednotlivych vlaken
se pohyboval mezi 200 - 240 pm. Materialy mély riznou geometrii uspotadani vldken v mtizce,
kdy zakladnim strukturnim prvkem byl Sestitthelnik podobny vceli plastvi (honeycomb-like
pattern) nebo pfimocaré fazeni vlaken (rectilinear pattern). Byly pfipraveny vzorky jednak
nemineralizované, a jednak vzorky mineralizované v simulované télni tekutiné a/nebo
adsorbovany roztokem kolagenu I, ktery je pfirozenou slozkou extracelularni matrix a mize
tudiz zlepsit kolonizaci konstruktu buiikami. Tyto materidly mély slouzit jako nahrady
¢i modely tvrdych tkani (zejména kosti).

Porézni materidly s pénovitou strukturou byly umistény v 48jamkovych deskach
s ptibliznou plochou dna 1 cm? a byly osazeny ADSC v mnozstvi 110 tisic bun&k na vzorek
v 1 ml DMEM s 10% FS a 10 ng/ml FGF-2. Buiiky na vzorcich byly kultivovany ve statickém
kultivacnim systému (tj. ve standardnich podminkach v termostatu pii 37 °C, v atmosféte
vzduchu s 5% COz a pii vlhkosti 90%). Sesty den kultivace byla ¢ast bunék umisténa
do dynamického kultiva¢niho systému (STUART Mini Orbital Shaker SSM1) pii frekvenci 60
ota¢ek za minutu. V tomto systému se ploSina s destickami obsahujicimi vzorky pohybuje
po kruhové dréze s nastavitelnou délkou obézné drahy (tj. amplitudou) 1 poctem otacek
za minutu (frekvenci). Tento systém tak umoziiuje smykové naméhani materidlu s buitkami
proudici kapalinou, a rovnéZ pritok kultivaéniho média péry v materidlu. V nasich minulych
studiich tento systém napftiklad zvySoval metabolickou aktivitu (tj. aktivitu mitochondrialnich
enzymu métenou testy typu XTT) v buiikéch linii odvozenych z lidské kostni tkané, jako jsou
buiky MG-63 (Novotna et al. 2014) ¢1 U-2 OS (Kopova et al., 2016) 1 osteogenni diferenciaci
lidskych mezenchymalnich bunék kostni dien¢ (Broz et al., 2022). Uveden¢ mechanické

namahani rovnéz alespon do jisté miry simuluje podminky v cévach. Je znamo, Ze smykové
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napéti podporuje fenotypickou maturaci endotelovych buné€k, diferenciaci ADSC smérem
k tomuto bunécnému typu i tvorbu kapilarnich struktur (pro prehled viz Ba¢dkova et al., 2018).

Z vysledki je patrné, ze nejlépe bunky proliferuji na kontrolnim materidlu (Ctrl)
bez ptidavku hydroxypropylcelulézy (obr. 19 — mikrofotografie a obr. 20 — pocty jader).
Mikrofotografie sice naznacuji, ze za 6 dnll po nasazeni bylo v podminkéach statického
kultiva¢niho systému dosazeno nejvysSiho osidleni buiikami na PLLA/PCL s ptidavkem 25
hm.% Klucelu E (obr. 19). OvSem jak vyplyva z kvantifikace poc¢tu jader na mikrofotografiich
z ruznych oblasti materialu, tento rozdil nebyl statisticky vyznamny (obr. 20). Navic v dalSim
obdobi, konkrétn¢ od 6. do 10. dne kultivace, buiikky na vzorcich s piidavkem Klucelu E
neproliferovaly, tj. jejich pocCet se statisticky vyznamné neménil, zatimco na kontrolnim
materidlu bez Klucelu E se pocet bun¢k zhruba zdvojnasobil a statisticky vyznamné tak piesahl

pocet bun¢k na vSech materialech s Klucelem E (obr. 20).
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Obrazek 19. ADSC kultivované na poréznich materidlech z PLLA/PCL s ptidavkem Klucelu
E. Cisty PLLA/PCL (ctrl), PLLA/PCL s 10 hm.% Klucelu E (10%), s 25 hm.% Klucelu E
(25%) a 50 hm.% Klucelu E (50%). Bunky byly kultivovany po dobu 6 (day 6) a 10 dni (day
10), poté fixovany 4% paraformaldehydem a obarveny faloidinem konjugovanym s TRITC
(¢erven€) a DAPI (modfe) pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu a bunéénych jader. MIP —
projekce maximalni intenzity, pohled shora; 3D view — prostorové zobrazeni, pohled z boku.
Konfokalni mikroskop Andor Dragonfly 503, mé&fitko 100 pm.

56



200 @1 - ctrl

NE 2}4}* I:Iz_lo%
2 E3-25%
o150 | 534 04 - 50%
o = * 4
O ’
X
=100
0
g 3
£ 50
: y il i

0

dé d10 d10 dynamic

Obrazek 20. Poc¢ty ADSC na nanovlakennych materidlech PLLA/PCL s ptidavkem Klucelu E.
Bunky na materidlech byly kultivovany v ¢asovych intervalech 6. (d6) a 10. den (d10)
kultivace. Cést vzorkd byla kultivovana 6 dni ve statickém a poté 4 dny v dynamickém
kultivaénim systému (d10 dynamic). Fluorescenéné¢ obarvend jadra byla sniména
na konfokalnim mikroskopu Andor Dragonfly 503. Z mikrofotografii bylo nasledné spocitano
mnozstvi bun€k. Primér + SEM z 5-6 mikrofotografii na vzorek. Jednofaktorova (One-way)
ANOVA, p <0.05. Statisticky vyznamny rozdil v rdmci skupiny vzorki je oznacen nad sloupci
Cislem vzorku. * - statisticky vyznamny rozdil s danym vzorek ve dni 6. # - statisticky
vyznamny rozdil s danym vzorkem ve dni 10.

Jak se na zdkladé predchozich studii nasi skupiny i jinych autorti dalo ocekévat,
kultivace bun¢k v dynamickém systému vedla ke zvySenému poctu bunck na vétSing
studovanych material. Zajimavé vSak bylo, Ze toto zvySeni bylo patrné zejména na materialech
s obsahem 25 hm.% Klucelu E, kde se pocet bun€k ve srovnani hodnotou ve statickém systému
vice nez zdvojnasobil (obr. 20). Naproti tomu rozdil mezi dynamickou a statickou kultivaci
nebyl patrny u materialu s 10% Klucelu E.

Na mikrofotografiich je mozZno vidét u€inek dynamické kultivace na morfologii bunék
(obr. 21). Z mikrofotografii je patrné, Ze ve statickém systému jsou buiiky 1épe rozprostieny
(. maji napadnéji vytvotfeny aktinovy cytoskelet) na materidlech s obsahem Klucelu
nez na materialu kontrolnim. Rostou vsak predevsim na povrchu materialii, kde ani po 10 dnech
kultivace nevytvareji konfluentni vrstvu, a neproristaji do materialu hloubé&ji. Dynamicka
kultivace vSak usnadnila vytvotfeni souvislé vrstvy bun¢k na materidlech s obsahem 25 i 50
hm.% Klucelu E, i priinik buné¢k do nitra materialu, tfebaze ani tehdy nebyly buiiky schopny
osidlit celou tlouStku materidlu (pronikaly maximalné do hloubky cca 400 pum), a osidleni

buiikami nebylo homogenni. Bylo to zfejmé zpiisobeno stale nedostateCnou velikosti port mezi

vldkny, a to 1 po pfidavku pomérné vysokého procenta Klucelu E, ktery zvySuje porozitu
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materidlu 1 velikost port. Vzorek s ptidavkem pouhych 10 hm.% Klucelu E vytvarel hluboky
reliéf povrchu, byl kieh¢i a pti delsi kultivaci bun€k se rozpadal. Buiiky pti osidlovéani tohoto
vzorku spise jen sledovaly siln€ zvinény povrch tohoto vzorku s hlubokym reliéfem, nez aby

prorustaly do jeho hloubky (obr. 21).
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Obrazek 21. Mikrofotografie ADSC kultivovanych na PLLA/PCL nanovldkennych materiadlech
s piidavkem Klucelu E. Cisty PLLA/PCL (Ctrl), PLLA/PCL s 10 hm.% Klucelu E (10%), s 25
hm.% Klucelu E (25%) a 50 hm.% Klucelu E (50%). Buiky byly kultivovany 10 dni
ve statickych podminkéch (static) nebo 6 dni ve statickych a poté 4 dny v dynamickych
podminkach (dynamic), fixovany 4% paraformaldehydem a obarveny faloidinem
konjugovanych s TRITC (Cerven€) a DAPI (modie) pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu
a bunécnych jader. MIP — projekce maximalni intenzity, pohled shora; 3D view — prostorové
zobrazeni, pohled z boku. Konfokélni mikroskop Andor Dragonfly 503, métitko 100 um.
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Z uvedenych vysledkia vyplyva, ze bunky na materidlu z PLLA/PCL v kombinaci
s hydroxypropylcelul6zou proliferuji htite nez na ¢istém PLLA/PCL. RovnéZ mizeme soudit,
ze bunky na zadném z materialti neprorustaji dokonale do jeho hloubky, tfebaze dynamicka
kultivace podporuje proliferaci bun¢k. Nicméné€, z hlediska osidleni bunék v podminkach
dynamického systému se jako material nejperspektivnéjsSi pro vytvaieni nahrad a modela
meékkych tkani jevi PLLA/PCL s pfidavkem 25 hm.% Klucelu E.

V dal$im experimentu byl testovan rist ADSC na materidlech pfipravenych
z polylaktidu metodou 3D tisku. Bunky byly kultivovany po dobu 10 dni ve statickém systému
a rastovém médiu DMEM + 10% FS. Materidly se liSily typem fazeni vldken v jednotlivych
vrstvach - pfimocaré, kdy jsou rovna vladkna fazeny rovnobézné vedle sebe (rectilinear pattern),
nebo Sestithelnikové, kdy jsou jednotliva vlakna klikatd a v nékterych mistech se navzajem
dotykaji (honeycomb-like pattern), coz vytvaii strukturu podobnou vceli plastvi nebo
Sestithelniku (tab. 3). Dalsi znakem materialt byla odli$nd Sitka vlaken (200 nebo 240 pm)
a Sitka mezery mezi vldkny (0 — 200 um). Cilem experimentu bylo zjistit, kterd z vnitinich
architektur materialu je nejvhodnéjsi pro proliferaci a pronikéni bunék do materialu. Z vysledka
je patrné, Ze vSechny ndmi pouzité varianty vzorkl sriiznou geometrii vldken a délkou
rozestupl jsou vhodné pro kultivaci ADSC (obr. 22). Cytoskelet bun¢k po 10 dnech zcela
pokryval jednotliva vldkna materidlu. Délka rozestupti a tvar vlaken mély vliv na pronikani
bun¢k do hloubky materidlu. U materiala 1, 2, 6, 7, 8 a 9 je vidét pronikani bunék i do dalSich
n¢kolika vrstev vladken v materidlu. U vzorka 3, 4, 5 a 10 bunky kvtli malym rozestupim
jednotlivych vlaken nepronikaly do hlubSich vrstev materidlu a vytvofily na jeho povrchu
souvislou (konfluentni) vrstvu bunék.

Déle byly vybrané materialy modifikovany inkubaci v 1% roztoku kolagenu I
pro zlepseni adheznich vlastnosti materidlu nebo v simulované té€lné tekutiné pro mineralizaci
vzorkl, kterd by méla vést k snadngj$i osteogenni diferenciaci bunék pii tvorbé kostniho
tkanove-inzenyrského konstruktu. Materialy byly osazeny ADSC a HUVEC v poméru 1:1
avcelkovém mnozstvi 300 tisic bunék na kazdy vzorek. Bunky na materidlech
pak byly kultivovany po dobu 6 dnli v dynamickém systému STUART Mini Orbital Shaker
SSM1. Na fotografiich (obr. 23) je mozné pozorovat, Ze buiiky proliferuji na mineralizovanych
materialech i na vzorcich potazenych kolagenem 1. Na materidlech je vidét ptevazujici pocet
ADSC (Cervené oznaceni). HUVEC (zelené oznaceni) se na materialech s vét§im rozestupem
vlédken (napt. vzorky €. 7, 8) formuji do vlaknitych ,,prekapilarnich struktur. Tyto vysledky
naznauji mozné vyuziti téchto 3D materidld pro tvorbu vaskularizovanych tkanove-

inZenyrskych konstruktu.
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Tabulka 3. Charakteristika PLLA materialti vyrobenych 3D tiskem. Pfipravené materialy mély
fazeni vldken v jednotlivych vrstvach materidlu pfimocaré (rectilinear pattern, rovnd vlakna
fazena rovnobézné vedle sebe, vz. 1,2,6,7) nebo Sestithelnikové, podobné véelim plastvim
(honeycomb-like pattern, klikatd vldkna, kterd se v n¢kterych mistech dotykaji a vytvari
Sestitthelnikové tvary, vz. 3-5 a 8-10). Sitka jednotlivych vldken byla 200 pm (vz. 1-5) nebo
240 um (vz. 6-10). Dale se materialy lisily v Sifce rozestupti mezi vlakny (0 az 200 pm).

Typ Razeni Sitka vldkna Sitka mezery mezi
vzorku vlaken (um) vlakny (um)

1 primocaré 200 200
2 primocaré 200 160
3 Sestiuhelnik 200 80
4 Sestitthelnik 200 40
5 Sestitthelnik 200 0

6 pfimocaré 240 200
7 primocaré 240 160
8 Sestitthelnik 240 80
9 Sestiuhelnik 240 40
10 Sestitthelnik 240 0

Obrazek 22. ADSC kultivované na materidlech z PLLA pfipravenych 3D tiskem. ADSC byly
na materidlech kultivovany 10 dni v ristovém médiu. Jednotlivé vzorky se liSily tvarem
a rozestupy mezi jednotlivymi vlakny. Fluorescenéné€ obarveny cytoskelet bunék (faloidin-Atto
488) byl sniman na konfokdlnim mikroskopu Andor Dragonfly 503, meéfitko 150 pm.
Fotografie byly pofizeny jako projekce maximalni intenzity pii pohledu shora.
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Obrazek 23. Kokultura ADSC a HUVEC na vybranych PLLA materidlech ptipravenych 3D
tiskem. Cast vzorkil byla inkubovana v 1% roztoku kolagenu I (Collagen I) a &ast vzorkl
inkubovana v simulované télni tekutin€ pro jejich mineralizaci (mineralized). Buiky byly
kultivovany v dynamickém systému 6 dni. HUVEC byly pfed nasazenim fluorescenéné
oznaceny pomoci CellTracker Green CMFDA (zelend) a ADSC oznaceny pomoci CellTracker
Red CMTPX (Cervend). Jadra bunck byla obarvena pomoci DAPI (modra). MIP — projekce
maximalni intenzity, pohled shora; 3D view — prostorové zobrazeni, pohled z boku. Konfokalni
mikroskop Andor Dragonfly 503, métitko 150 pm.
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5 Diskuse

V ramci disertatni prace bylo zkoumano chovani mesenchymalnich kmenovych bunék
z tukové tkané v in vitro prostiedi ovlivnéném faktory jako jsou fyzikalné-chemické vlastnosti
biomateridlu pouzitého pro kultivaci, slozeni kultivacniho média nebo dynamické stimulace
kultury. Cilem bylo ziskat poznatky o interakci bun¢k s biomaterialy a s vnéjSim prosttedim,
ale také prispet novymi znalostmi, které by byly potencidlné vyuzitelné v regenerativni
mediciné nebo v tkanovém inzenyrstvi pi1 konstrukci umélych cév nebo vaskularizovanych
modeli tkani.

5.1 Izolace a charakterizace mesenchymalnich kmenovych bunék z tukové

tkané

Mesenchymalni kmenové bunky byly izolovany z lipoaspiratu ziskaného liposukei od pacientii
z Fakultni nemocnice Bulovka. V néslednych in vitro experimentech byly pouzity bunky
z jednoho dérce (zena, 46 let). Data z literatury ukazuji, Ze negativni vliv na prolifera¢ni
a diferenciacni schopnosti ADSC ma v&k darct lipoaspiratu presahujici 50 let (Maredziak ef al.,
vyplyva, ze misto odbéru lipoaspirdtu nema zasadni vliv na proliferacni ani diferenciacni
potencial bun¢k (Jurgens et al., 2008; Travnickova et al., 2020). Izolace probihala podle
postupu pievzatého ze studie autort Estes ef al., 2010, kterd vyuzivd enzymatické natraveni
tukové tkan€ kolagenasou a naslednou separaci stromalni vaskuldrni frakce centrifugaci.
Izolace bunck explanta¢ni metodou, kdy bunky prorlstaji na kultivacni lahev z mechanicky
rozmélnéné tkané, piinasi pouze mirnou casovou vyhodu a niz$i riziko mikrobidlni
kontaminace vzorku, ale z hlediska kvality izolovanych ADSC by nemél byt v porovnani
s enzymatickou metodou vyznamny rozdil (Zeng et al., 2013). Po izolaci byla v 2. paséazi
prokéazana pfitomnost ¢i absence typickych CD markerti, které jsou minimalnim kritériem
pro identifikaci ADSC (Dominici et al., 2006). ADSC byly kultivovany in vitro v DMEM
s pridavkem 10% FS a 10 ng/ml FGF-2. FGF-2 bylo pouZito pro stimulaci proliferace bunck
a také pro uchovani jejich nediferencovaného stavu (Lai ef al., 2011; Cheng et al., 2020).
V experimentech byly pouZzity bunky v 2. az 4. pasazi, kdy jsou jiZ dostate¢né¢ namnoZeny,
purifikovany od jinych bunécnych typa (napt. buiiky krevni fady, endotelové buiiky), ale jesté
nejsou negativné ovlivnény bunéénou senescenci a zachovavaji si svlj proliferacni

a diferenciacni potencial (Truong et al., 2019).
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5.2 Vliv riustovych faktorit VEGF-A16s a FGF-2 na adhezi a rist bunék

Proliferace bunék je z biochemického hlediska aktivovana plisobenim signalnich molekul
(at’ uz autokrinniho, parakrinniho nebo endokrinniho pivodu), které vazbou na bunécny
receptor spusti signdlni kaskddu, vedouci k progresi bunééného cyklu ave vysledku
k bunéénému déleni. Takto mohou plisobit naptiklad nékteré signalni proteiny, které jsou
oznaCovany jako ristové faktory (Wang, 2021). Vaskuldrni endotelovy rtustovy faktor A
(VEGF-A) je protein fazeny do stejné rodiny rustovych faktort spolu s VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E a PIGF. VEGF-Ai¢s je nejbéznéji se vyskytujici sestfihova (splicing)
varianta tohoto proteinu, ktera ma fadu biologickych funkci. VEGF-Ajss plisobi jako ristovy
faktor specificky pro endotelové bunky a hraje roli v angiogenezi a proliferaci bun¢k nebo také
v diferenciaci kmenovych bunék smérem k endotelovym bunkdm. Hlavnimi receptory
zprostifedkovavajicimi signalizaci VEGF-A 65 jsou VEGF receptory typu 1 a 2 (Bhisitkul, 2006;
Apte et al., 2019; Luzuriaga et al., 2020). VEGF-A6s mtze plsobit rovnéz jako adhezivni
molekula vazajici se na integrinové receptory na povrchu bunék (Hutchings et al., 2003;
Gutierrez-Gonzalez et al., 2019). Fibroblastovy rlstovy faktor 2 (FGF-2) je protein z rodiny
FGF rastovych faktort, kam je fazeno dalSich 17 solubilnich proteinli. Je schopen plsobit
na fadu bunécnych procest pres adhezi a proliferaci az po diferenciaci. Signalizace FGF-2
v buiikach je zprostiedkovana 4 typy receptorti pro fibroblastové ristové proteiny (Ornitz
a Itoh, 2015; Coffin ef al., 2018; Kang et al., 2012). FGF-2 je pouZivéan pfi kultivaci ADSC,
kde stimuluje proliferaci bunck, inhibuje jejich senescenci a zachovava jejich diferenciacni
potencial (Cheng et al., 2020).

Nové moznosti klinickych aplikaci mesenchymalnich kmenovych bunék a také tlak
na pouzivani chemicky definovanych bezsérovych kultiva¢nich médii kladou v soucasnosti
zvySené pozadavky na produkci rekombinantnich ristovych faktorti (Cimino et al., 2017).
Ristové faktory VEGF-A1¢5 a FGF-2M byly ptipraveny v expresnim systému kvasinek Pichia
pastoris KM71H. Tento expresni systém umoznuje produkci pomérné velkych mnozstvi
proteinli, které jsou secernovany do média, odkud mohou byt snadno izolovany pomoci
iontoménicové chromatografie (Krejzova et al., 2016). Rekombinantni proteiny produkované
v kvasinkach rovnéz neni nutno ptecistovat od endotoxinli pivodem z bakterii, které slouzi
jako bézné expresni systémy, coz muze usnadnit potencidlni klinickou aplikaci takto
pfipravenych ristovych faktorti (Sauer et al., 2019).

Rekombinantni riistové faktory byly nejprve testovany z hlediska jejich mitogenni

aktivity v kultivacnim médiu. Ve studii byl porovnan ucinek faktorti u dvou bunéénych typt.
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Byly zvoleny lidské endotelové buiiky z pupecnikové zily (HUVEC) a mesechymalni kmenové
buiiky z tukové tkdn¢ (ADSC), které jsou vhodné pro konstrukci umélych cév jako bunécna
slozka tvofici tunica intima, tj. vnitini vystelku cév (endotelové bunky) nebo tunica media,
tj. stfedni vrstvu cévy (ADSC diferencované na hladké svalové buiiky). Tyto bunécné typy jsou
rovnéz dulezité pro tvorbu kapilarniho systému tkanové-inzenyrskych konstruktt (Ni et al.,
2022). VEGF-A¢s byl aplikovan v koncentracich 10-1000 ng/ml a FGF-2M v koncentracich 5-
250 ng/ml. VEGF-A165 nemé¢l na proliferaci ADSC témét zadny vliv. Podobn¢ i dalsi studie
neprokazala efekt VEGF-A 65 na proliferaci mesenchymalnich kmenovych bunék (Khan et al.,
2017). U mesenchymalnich kmenovych bun¢k stimuluje VEGF-A1ss spise jejich diferenciaci
smérem k endotelovym buitkdm (Khan et al., 2017; Luzuriaga et al., 2020). Podle n¢kterych
autori ADSC neexprimuji VEGF receptor typu 2, coz muize vysvétlovat jejich snizenou
citlivost ke stimulaci proliferace pomoci VEGF-A¢s (Bassaneze et al., 2010). Naopak FGF-2
v naSich experimentech stimuloval proliferaci ADSC a HUVEC ve vyznamné mife,
kdy proliferace stoupala s rostouci koncentraci rdstového faktoru. Pozitivni vliv FGF-2
na proliferaci byl jiz prokazan tfadou ptedeslych studii, coz jenom podtrhuje jeho vyznam
pii kultivaci ADSC a HUVEC in vitro (Khan et al., 2017; Ma et al., 2019; Cheng ef al., 2020;
Jia et al., 2021). Je zajimavé, Ze nckteré studie poukazuji také na schopnost FGF-2 podporovat
endotelialni diferenciaci (Ning et al., 2009; Khan et al., 2017).

U HUVEC byl v nasich experimentech patrny pozitivni vliv na proliferaci jak po piidani
VEGF-A1ss, tak po pfidani FGF-2M. FGF-2M mél na HUVEC vyrazné¢ silnéj$i mitogenni efekt
ve srovnani s VEGF-Ai¢s. Rovné€Z jsme pozorovali, Ze nejvysSich poctli dosahuji bunky
HUVEC 3. den po ptidani VEGF-A1¢s, ale uz 7. den jsou pocty bunék niZsi, coZ potvrzuje slabsi
mitogenni efekt tohoto faktoru a ukazuje, Ze pouze samotny VEGF-Aiss neni vhodny
pro dlouhodobou kultivaci endotelovych buné€k. Pro kultivaci HUVEC a endotelovych bun€k
z jinych zdrojii jsou pouZivana komercni média, kterd spolu s VEGF-A 65 obsahuji dalsi rlistové
faktory, mimo jiné FGF-2, které ve spolecné kombinaci dokdzou stimulovat proliferaci po delsi
casovy interval (napfiklad médiu EGM2 firmy PromoCell). Byl proveden také experiment,
kdy bylo médium s VEGF-Ajss bunkdm HUVEC po tfech dnech vyménéno za cerstvé
s odpovidajici koncentraci ristového faktoru (Sedlar et al., 2021a). Porovnanim poctu bunék
7. den kultivace se ukazalo, Ze vymé&na média zabranila poklesu poctu bun€k. Na druhou stranu
ale ani vyménou média nedoslo k nartistu po¢tu bun¢k na vyssi hodnoty nez v den 3. VEGF
ma tedy pouze slabou mitogenni aktivitu a je tfeba jej kombinovat s dalSimi rstovymi faktory.

Mitogenni U¢inek rekombinantnich ristovych faktort produkovanych v kvasinkach

Pichia pastoris byl srovnan s komerénimi vyrobky, které byly pfipraveny v lidské linii
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HEK293 (VEGF-Aiss), respektive v bakteriich E. coli (FGF-2). V naSich experimentech jsme
pozorovali obdobny uc¢inek komercnich a nami piipravenych ristovych faktorti. Pouze
v nékterych koncentracich byla aktivita nasich faktord mirné niz$i. Tato skutecnost muize
byt vysvétlena pritomnosti urcitétho mnozstvi necistot (jinych proteinti), které byly pozorovany
na gelech po elektroforéze jako pasy (bandy) o vyssi molekulové hmotnosti nez piipravené
ristové faktory. Cistota VEGF-Ajss a FGF-2M byla kvantifikovana piiblizné na 85%, resp.
56% celkového mnozstvi proteinu. U FGF-2M je pfitomnost vétsitho mnozstvi past o vyssich
molekulovych hmotnostech nez 17 kDa pravdépodobné zplisobena tvorbou oligomernich
struktur FGF-2M, které za urcitych podminek vznikaji (Venkataraman et al., 1999; Miiller
etal, 2015). Je nutné uvést, ze rekombinantni FGF-2M obsahoval dvé mutace
v aminokyselinové sekvenci (R31K/R129K). Cilem této mutace bylo zabranit hydrolytickému
Stépeni proteinu kvasinkovymi proteasami Kex2, které $tépi polypeptidovy fetézec v miste
obsahujici aminokyseliny arginin a lysin (Rockwell ef al., 2002). Aminokyseliny argininu byly
zaménény za lysin zamérné z divodu zachovani lokélniho elektrostatického naboje v proteinu,
protoze ob¢ tyto aminokyseliny jsou bazické. FGF-2 obsahuje dvé vazebna mista pro heparin.
Mutace za neutralni aminokyselinu v jednom z téchto mist (K129A) vedla pouze k mirné
snizené schopnosti proteinu vazat heparin (Thompson et al., 1994). Ctyinasobnd mutace
ve vazebném heparinovém misté (R118Q/K119Q/K128Q/K129Q) nevedla ke ztraté mitogenni
aktivity proteinu, ale byla ovlinéna jeho schopnost vazat heparin a stimulovat chemotaxi
u endotelovych bun¢k (Presta et al., 1992). Delece aminokyselinové sekvence v pozicich 27-
32 rovnéZ nezpisobila ztratu mitogenni aktivity proteinu (Isacchi ef al., 1991). Tyto studie
naznacuji, Ze mirné zmény v aminokyselinové sekvenci proteinu v uvednych pozicich nevedou
ke ztrat¢ mitogenni aktivity proteinu. V nasi studii pozorovana mirn¢ snizena aktivita FGF-2M
ve srovnani s komerénim FGF-2 mize byt tedy pfisouzena ptitomnosti jinych proteinii nebo
oligomernich formaci FGF-2M v roztoku, coz snizuje jeho redlnou koncentraci.

Rustoveé faktory byly adsorbovany na jamky kultivacniho polystyrenu a pozorovéana
jejich mitogenni aktivita. Stejn¢ jako v kultivaénim médiu, i v pfipad€ adsorbovaného VEGF-
A1es nebyl pozorovan mitogenni ucinek na ADSC. Adsorpce FGF-2M na povrch jamek vedla
ke zvySené proliferaci ADSC, pozitivni efekt byl pozorovan az 3. a 7. den kultivace. U HUVEC
byla patrna mitogenni aktivita obou rastovych faktori. FGF-2M pusobil na rist HUVEC silnéji
nez VEGF-Ai¢s. Imobilizace VEGF-Aj¢s je hojné vyuzivana v kardiovaskularnim tkanovém
inZenyrstvi ke stimulaci ristu endotelovych bun€k na Siroké Skdle materiali zahrnujicich
polymerni substraty vhodné pro cévni ndhrady nebo 3D porézni kolagenové konstrukty (Shin

et al., 2012; Shen et al., 2008; Miyagi et al., 2011). VEGF-A¢s je ale také ¢asto kombinovéan
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s dalSimi faktory podporujicimi rast buné€k, jako naptiklad angiopoetin-1 (Chiu et al., 2010).
Muze byt kombinovan také s FGF-2, ktery pii imobilizaci na fibrinovou sit’ podporuji rist
endotelovych bun¢k na cévnich protézich z ePTFE (Taborska et al, 2021). Na jamkéch
adsorbovanych FGF-2M pocet a metabolickd aktivita ADSC a HUVEC vyrazné rostly
se zvysujici se koncentraci adsorbovaného rastového faktoru. Rovnéz i jiné studie ukazuji,
ze pouhd fyzikalni adsorpce FGF-2 na polystyren pro tkanové kultury vede ke zvysené
proliferaci endotelovych i mesenchymalnich kmenovych bunék (Underwood et al., 2002; Kang
et al., 2014). Mitogenni aktivita adsorbovaného FGF-2 je zprostfedkovana jeho interakci
s aVPB3 integrinem a FGF receptorem typu 1 na povrchu endotelovych bunék (Rusnati et al.,
1997; Tanghetti et al., 2002). Imobilizace FGF-2 na rizné syntetické a piirodni polymery
priznivé ovliviiuje adhezi a proliferaci riznych typti bunék (Kumorek et al., 2015; Robinson
et al., 2014; Firoozi et al., 2020).

Adheze bun¢k na povrch biomaterialu v dostatecném mnozstvi a dostateCnou silou
je klicova pro uspésné osidleni biomaterialti bunéénou slozkou (Khalili a Ahmad, 2015). Proto
byla vyhodnocena i adheze bun€k na adsorbované rustové faktory. Oba ristové faktory
pusobily na buiiky jako adhezni molekuly. Na VEGF-A1¢s5 adherovaly ADSC i HUVEC pouze
ve velmi malé mife, kdy maximalni interakce byla patrné pti adsorbované koncentraci 0,1 pM
VEGF-Ai¢s. Jiné studie také prokazaly velmi slabou nebo témét zadnou adhezni interakci
VEGF-A165 s mesenchymalnimi kmenovymi buitkkami (Kang et al., 2012; Kang et al., 2014).
Slaba adhezni interakce s buitkami miiZze byt zplisobena nepfitomnosti typickych adheznich
aminokyselinovych sekvencich v molekule proteinu VEGF-Ajes, které by se mohly vazat
na integrinové receptory (VEGF-A16s neobsahuje sekvence RGD, DGEA, KQAGDV, VAPG,
REDV, YIGSR, IKVAV ani KRSR; Bacakova a Svor¢ik, 2008). Naopak studie Gutierrez-
Gonzalez et al. poukazuje na adhezi lymfocytli na imobilizovany VEGF-A¢s prostiednictvim
integrinu 04p1 a VEGFR-2 (Gutierrez-Gonzalez et al., 2019), coz napovida, ze adheze k tomuto
rastovému faktoru zavisi pfedevsim na bunééném typu. Je zajimavé, ze na ADSC pisobil
adsorbovany FGF-2M silnou adhezni interakci, ale naopak v pfipadé HUVEC dochézelo
k poklesu miry adheze vlivem FGF-2M. U ADSC vysledky koresponduji s praci Kang ef al.,
2012, kde byla zjisténa zvySujici se mira adheze ADSC v zavislosti na rostouci koncentraci
adsorbovaného FGF-2. FGF-2 obsahuje dvé reverzni adhezni sekvence DGR (reverzni
k sekvenci RGD) v pozicich 46-48 a 88-90 polypeptidového fetézce. Tyto sekvence mohou
byt rovnéz rozpoznany integrinovymi receptory, zejména ve své isoDGR formé, ktery vznika
deaminaci asparaginu (Spitaleri et al., 2008; Corti et al., 2011). Adsorbovany FGF-2M

na HUVEC pusobil antiadhezivné. Tento piekvapujici poznatek mulze byt zplsoben
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pritomnosti reverzni adhezni sekvence RSRK (tj. reverzni k sekvenci KRSR). Je znamo,
ze neobracend sekvence KRSR se vaze na neintegrinové adhezni receptory, ale nepodporuje
adhezi endotelovych buné¢k, nebot’ je preferencné rozpoznavana osteoblasty (Dee et al., 1998).
Rada studii naopak prokézala schopnost endotelovych bunék adherovat na FGF-2, ktera byla
zprostiedkovana aminokyselinovymi fragmenty 24-68 a 93-120. Tyto fragmenty obsahuji
reverzni adhezni sekvence DGR a RSRK (Baird et al., 1988; Rusnati et al., 1997; Tanghetti
et al., 2002). Adheze HUVEC na nami pfipraveny rekombinantni FGF-2M muze byt také

ovlivnéna mutacemi v sekvenci proteinu.

5.3 Vliv galektinu-3 na adhezi bunék

Galektin-3 je globularni protein charakteristicky svou schopnosti vazat -galaktosidy, které
se bézn¢ nachdzeji v buiikédch jako soucast cukerné slozky glykoproteini. Je exprimovan
prakticky ve vSech tkanich a ucastni se fady procest jako je proliferace nebo migrace bunck.
Muze ucinkovat také jako adhezni molekula interagujici s integrinovymi receptory nebo
proteiny extracelularni matrix (Sciacchitano et al., 2018). V naSich experimentech byly
sledovany adhezni vlastnosti exogenniho galektinu-3 na ADSC a HUVEC. Bylo zjisténo,
ze oba bunécné typy interaguji s adsorbovanym galektinem-3 a nejvyssi miru adheze vykazuji
pfi pouziti 1 uM koncentrace galektinu-3. V kultivaénim médiu miize galektin-3 adhezi
podporovat 1 inhibovat, coz se pravdépodobné odviji od jeho schopnosti vytvaret oligomery.
Oligomerizace galektinu-3 je zavisla na jeho koncentraci v roztoku (Hughes, 2001; LeMarer
et al., 1996). V koncentracich ptesahujicich 1 uM (tj. v nasem ptipad¢ 3-33 uM) jiz zacala mira
bunééné adheze klesat, ale byla stile zvySend ve srovnani s kontrolnimi vzorky
bez adsorbovaného galektinu-3. Adsorpce vysokych koncentraci galektinu-3 v mikromolarnich
fadech zptisobuje tvorbu oligomernich multivalentnich komplexd galektinu-3 na povrchu
substratu (Birdsall et al., 2001). To vede k vytvofeni vysoké hustoty molekul galektinu-3
na substratu, coz patrn¢ zpusobi sterickou inhibici interakce galektinu-3 s adheznimi receptory
na povrchu bunék, ¢imz dojde k sniZené mife adheze buné¢k. Obdobny jev byl napiiklad
substratu (Benitez et al., 2016). Adhezi bun¢k na galektin-3 v naSich experimentech nebylo
mozné inhibovat disacharidem LacdiNAc, ktery je specifickym ligandem tohoto galektinu
(Simonova et al., 2014). Adheze na adsorbovany galektin-3 tedy neprobiha pies vazbu mezi
kanonickym vazebnym mistem na CRD doméné proteinu a cukernymi ligandy na povrchu
buiiky. Z jinych praci je zndmo, Ze galektin-3 se mliZze na povrchu bunék vézat na integrinové

adhezni receptory alfBl, a3p1 a a7f1. Dale se mize jednat o interakci i s proteiny jiného
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charakteru, naptiklad s CD7, CD43, CD45, fibronektinem, vitronektinem, lamininem nebo
membranovymi proteiny asociovanymi s lysozomy (Hughes, 2001; Cummings et al., 2009; Xin
et al., 2015). Je otazkou, zda ve vSech ptipadech galektin-3 interaguje pouze pomoci CRD
domény s cukernou slozkou vyse jmenovanych glykoproteinti nebo interakce probiha také
na bazi protein-protein.

Pti hledani alternativnich vazebnych mist pro galektin-3 jsme se v dalSich
experimentech proto zaméfili na integrinové adhezni receptory jako nejpravdépodobnéjsi
zprostiedkovatele adheze bunc€k na adsorbovany galektin-3. Plisobenim EDTA, coZ je inhibitor
viech integrinovych receptorti (pomoci chelataéniho u¢inku na ionty Ca?"), doslo k blokaci
adheze HUVEC i ADSC na galektin-3. Integrinové receptory jsou heterodimery tvoiené z 18 a
a 8 B podjednotek, které davaji vzniknout 24 unikatnim vyslednym kombinacim (Hynes, 2002).
Rada z t&chto 24 heterodimert je oviem typicky exprimovana pouze v nékterych bunéénych
typech, naptiklad leukocytech (Hyun et al., 2009). Pro tyto experimenty jsme proto pouZzili
blokacni protilatky proti nejbéznéj$im podjednotkdm aV, B1, B3. Vybrana byla také protilatka
proti a3 podjednotce, ktera je soucasti heterodimeru a3p1. Ten je schopen vazat Sirokou Skalu
proteint jako je laminin, fibronektin nebo kolagen (da Silva et al., 2010). Pfitomnost vybranych
podjednotek a také heterodimert o2B1, aSpl a aVP3 na povrchu ADSC a HUVEC byla
prokazana nami (Sedlaf ef al., 2021b) a také v dalSich publikacich (Morandi et al., 2016; Fang
et al., 2017; Rico et al., 2019). Nase vysledky ukézaly, ze adheze na galektin-3 je vyznamné
blokovana pomoci anti-f1 a anti-aV protilatky. Protilatka proti a3 integrinu nemé¢la na adhezi
vyznamny vliv. Uloha B1 integrinu v interakci s galektinem-3 byla pozorovéana i v piipadé
jinych bunéénych typi jako jsou kolonocyty nebo T-lymfocyty. Rovnéz je zajimavé,
ze interakce s galektinem-3 je ovlivnéna sialylaci B1 integrinu (Fukumori et al., 2003; Zhuo
et al., 2008). Dale byly testovany blokacni protilatky proti integrinovym heterodimertm,
tj. pIné funkénim integrinovym receptorim. Byly vybrany nejb&znéjsi heterodimery vazajici
rozdilné substraty a adhezni sekvence, a sice a2f1 (vazajici kolagen I), a5PB1 (fibronektin)
a aVP3 integrin (vitronektin). Adheze na galektin-3 byla negativné ovlivnéna pouze blokaci
a5B1 a aVPB3 integrind, coZ jsou adhezni receptory pro vitronektin a fibronektin. Zajimavé bylo
pozorovat také nékteré rozdily mezi ADSC a HUVEC v zapojeni integrinli do adheze
ke galektinu-3. Naptiklad u HUVEC bylo v adhezi patrné vyraznéjsi zapojeni integrin a5p1,
aVPB3 apodjednotek B1, B3 a aV, coz je patrné dano rozdilnou expresi a pomérnym
zastoupenim jednotlivych integrinli u riznych bunéénych typi. Integriny zapojené v naSich
experimentech v adhezi na galektin-3 rozpoznéavaji typicky RGD sekvence v molekulach

proteintl, proto lze pfedpokladat, ze 1 na adsorbovaném galektinu-3 rozpoznavaji prozatim
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neznamou specifickou adhezni sekvenci. Tomu napovida i fakt, ze adheze na galektin-3 byla
blokovana specifickym inhibitorem aVB1 integrinu, ktery je strukturné podobny RGD motivu.
Blokace ale fungovala pouze ve vysSich mikromolarnich koncentracich, kdy jiz inhibitor neni
specificky a blokuje vSechny integriny vazajici RGD motiv (Wilkinson ef al., 2019). Blokace
adheze na galektin-3 kanonickou RGD sekvenci byla pozorovéana v jinych studiich (Suzuki
etal., 2015) aleivnaSich pokusech. Je nutné zminit, Ze galektin-3 neobsahuje Zadnou
z kanonickych adheznich sekvenci, tedy ani RGD. Nékteré integrinové receptory ovsem nejsou
piisné specifické pouze pro jedinou adhezni sekvenci a mohou vazat i jiné strukturné podobné
adhezni sekvence (Ruoslahti, 1996).

ADSC adherujici na galektin-3 vykazovaly podobnou morfologii jako pfi adhezi
na sklenény substrat. Naproti tomu HUVEC vykazovaly na galektinu-3 odliSnou morfologii
ve srovnani s buiikami na fibronektinu a nebo na sklenéném povrchu. Endotelové bunky tvotily
shluky bunék se slab¢ vyvinutym cytoskeletem a "hvézdicovitou" morfologii. Podobna
morfologie bun¢k s mnoha lamelipodiemi a filopodiemi byla zaznamenana také u epitelidlnich
bun¢k na galektinu-3, kde byly morfologické zmény vyvolany integrinem a3p1 (Saravanan
et al., 2009). Je zajimavé, ze v nasi studii byla siln4 exprese integrinu a3p1 pozorovana praveé
u HUVEC. Naproti tomu u ADSC byla povrchova exprese tohoto integrinu niz$i. To by mohlo
vysvétlovat rozdily v morfologii téchto dvou typtt bunék na povrchu s adsorbovanym
galektinem-3. Ackoli tedy galektin-3 interaguje s integriny a podporuje adhezi, u HUVEC
nedochéazi k plnému rozvinuti cytoskeletarnich struktur jako je tomu naptiklad u povrchu
s fibronektinem. Galektin-3 tedy neni typickym ligandem integrinovych receptorti, ktery
by vazal ob¢ podjednotky integrinového receptoru, ale nejspise vaze pouze jednu z podjednotek
(coz naznacuji 1 nase experimenty, ukazujici silnou inhibici adheze blokaci aV ale jiz ne B3
integrinu), coZ nemuze zajistit plné¢ funkcni adhezi nékterych bunéénych typd. V cévnim
tkanovém inzenyrstvi by mohl byt galektin-3 pouzit jako pokryv materialt pro zlepSeni adheze
bunék a endotelizaci cévnich nahrad. Diky jeho angiogennimu uc¢inku (Nangia-Makker et al.,
2000) by mohlo na takto funkcionalizovanych syntetickych materidlech dochazet k snadné;si
tvorbé kapilar a vaskularizaci tkanové-inZenyrského konstruktu (Sivkova et al., 2020; Tang
et al., 2018). Naopak oligosacharidické ligandy pro galektin-3, imobilizované na materialu
cévni ndhrady, by mohly napomoci vychytavani endotelovych progenitorovych buné¢k z krve,
nebot’ tyto bunky se vyznacuji pfitomnosti galektinu-3 (Ahrens et al. 2011). Vazba galektinu-
3 na tyto ligandy, napiiklad na ligandy zakoncené [-galaktosidy, pak dale podporuje
diferenciaci endotelovych progenitorovych bunék ve zralé endotelové bunky (Nangia-Makker

et al., 2000).
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Pti potencidlnim uziti galektinu-3 v cévnim tkanovém inZenyrstvi je titeba mit na paméti
i fakt, Ze tato pleiotropni molekula mize hrat i negativni roli ve vzniku a rozvoji
kardiovaskularnich onemocnéni, naptiklad v hypoxické plicni hypertenzi. Galektin-3
je povazovan za jeden z dulezitych biomarkert tohoto onemocnéni, a to pro své profibotiké
pusobeni a ucast v remodelaci cévni stény i myokardu. Proto byla jedna z naSich nejnovéjsich
praci vénovana i vlivu glykopolymernich ligandd, syntetizovanych spolupracujici skupinou
prof. V.Kifena a doc. P. Bojarové z Mikrobiologického tstavu AV CR, na expresi
profibrotickych markertt v hladkych svalovych bunikdch pulmonélnich arterii a srdecnich
fibroblastech potkani s rozvinutou hypoxickou plicni hypertenzi. Bylo zjisténo,
ze glykopolymerni ligandy, tj. polyoxazolinové fetézce s karbohydratovymi ligandy typu
laktézy, snizuji v uvedenych buiikach expresi a-aktinu, kalponinu a kolagenu typu I. Tyto
molekuly pfedstavuji nejen markery diferenciace a fenotypické maturace bunék hladkého svalu,
ale v podminkach hypoxické pulmonalni hypertenze je 1ze povazovat i za markery nezddouci
prestavby (ztlusténi) stény cév ¢i pravé srdeni komory a jejich fibrotizace (napt. diferenciace
fibroblastii do myofibroblasttl). Pfiznivy u¢inek polyoxazolini s karbohydratovymi ligandy se
alespon ¢astecné projevil 1 u bun€k pre-stimulovanych TGFB1, ktery je povazovan za vyznacny

profibroticky faktor (Sedlat ef al., 2024).
5.4 Adheze, rist a diferenciace bunék na PLLA foliich

Bunécénéd adheze, rast a diferenciace je dana piedevsim fyzikdlné-chemickymi vlastnostmi
pouzitého biomaterialu (Bacakova ef al., 2011). V naSich experimentech jsme studovali adhezi,
rust a diferenciaci ADSC a VSMC na biomaterialech na bazi PLLA. PLLA (poly-L-kyselina
mlécna; polylaktid) je synteticky biomateridl. Jeho upravitelné mechanické vlastnosti spolu
s jeho biokompatibilitou umoziuji jeho vyuziti jako biomateridlu v tkdflovém inzenyrstvi.
Material je rovnéz biodegradabilni. Jako produkt degradace vznika kyselina mlé¢na, ktera neni
pro organismus toxicka. Nevyhodou PLLA je jeho pomérné vysoka hydrofobnost, kterd
negativné ovlifluje adsorpci proteint na jeho povrch a v disledku tedy adhezi a rist bunécnych
kultur (Capuana et al., 2022). PLLA je pouZivan v kardiovaskularnim tkanovém inZenyrstvi pfi
konstrukci umélych cév, at’ uz ve form¢ nanovldken (Chen et al., 2024) nebo v podobé
hybridnich nosict v kombinaci s PLGA a PCL (Wang et al., 2011).

V naSich experimentech byly pouzity Cist¢ PLLA folie a déle jejich tfi povrchové
Upravy. Prvni uprava spocivala ve vystaveni materidlu argonovému plasmatu po dobu 240
sekund. Osetfeni rtiznych biomateridli plazmatem vede ke $tépéni vazeb a tvorbé volnych

radikalll na povrchu materialt, dale ke zvySeni jejich povrchové energie, sniZeni jejich
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hydrofobnosti a kontaktniho uhlu a v dasledku tak k adsorpci proteinli v geometrické
konformaci vyhodné pro adhezi bunék a jejich nasledny rast (Duske et al., 2012; Canullo et al.,
2018; Griffin et al., 2019). I v nasi studii vedlo vystaveni ¢istého PLLA argonovému plazmatu
k vyraznému poklesu jeho hydrofobnosti. Hydrofobnost byla detekovana pomoci méteni
kontaktniho thlu vodni kapky. Hodnoty kontaktniho thlu u plasmovaného materidlu se ale
po delsim ¢asovém intervalu (10 dni) vratily do hodnot srovnatelnych s ¢istym PLLA, coz
je vysvétlovano  ubytkem chemickych funkcich skupin s obsahem kysliku na povrchu
materidlu a jejich reorientaci smérem do nitra materidlu (Travnickova et al., 2021). Na Cistém
PLLA jsme pozorovali nizsi plochu rozprostieni u ADSC. V ptipadé VSMC byly na ¢istém
PLLA bunky vice zakulacené a méné protahlé. Plasmovani vedlo ke vétSimu rozprostieni
ADSC a ke zmén¢ morfologickych parametri VSMC. Na plasmovaném materialu vykazovaly
buiikky také zvySeny rlst. ZlepSeni vlastnosti PLLA pro bunécnou kolonizaci vlivem
plazmovani mize souviset také se zménou jeho povrchové nanodrsnosti. Nase vysledky
se schoduji i s ptedeslymi publikacemi. Naptiklad ve studii Argentati et al., 2018 byl pozorovan
rast ADSC na cistém a plazmovaném PLLA. Naneupraveném PLLA formovaly ADSC
sferoidni struktury, kdezto na plazmovaném povrchu mély buiiky typickou vietenovitou
morfologii. To souviselo 1 s naméfenou zvySenou adsorpci proteind na povrch plasmovaného
materialu  (Argentati efal, 2018). Dalsi povrchova Ttprava spocivala v navazani
polyethylenglykolu (M = 20000) na plasmovany PLLA. Polyethylenglykol je biokompatibilni
materidl pouzivany jako nosi¢ 1é¢iv pro regeneraci tkdni (Sun et al., 2023) nebo jako nosi¢
bun¢k v tkdnoveé-inzenyrskych konstruktech (Kong et al., 2017). PEG o molekulové hmotnosti
20000 byl vybran na zékladé predchozi studie, ktera ukazala, Ze VSMC proliferuji v nejvyssi
mife pravé na materidlech pokrytych PEG o této molekulové hmotnosti. Niz§i molekulové
hmotnosti PEG jiz rtist bunék tak vyznamné nepodporovaly (Svoréik et al., 2012). V nasem
piipad€ vedlo pokryti materidlu polyethylenglykolem ke sniZeni kontaktniho thlu a mensi
nanodrsnosti. Buniky na materialu s PEG vykazovaly zlepSenou adhezi i rlst oproti ¢istému
PLLA. Posledni modifikaci bylo potaZeni plasmovaného PLLA dextranem (M = 9000-11000).
Dextran je biokompatibilni polysacharid, ktery byl vybran pro pokryti PLLA pro jeho
antitrombogenni vlastnosti (Damodaran et al., 2013). Pokryti dextranem vedlo ke sniZeni
kontaktniho hlu materialu, které ale ovSem nebylo tak vyrazné, jako v ptfipadé pokryti
polyethylenglykolem. Builky na tento materidl adherovaly podobné jako u ostatnich
povrchovych modifikaci. Vhodnost dextranu pro in vitro kultivaci bunék ilustruje naptiklad

také studie autort Shi er al., 2012, kde na nanovlaknech dextranu v kombinaci s dalSim
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polysacharidem pullulanem byl pozorovan rist endotelovych bun¢k v konfluentni vrstvé
a rovnéz prechod VSMC ze syntetického do kontraktilniho fenotypu (Shi et al., 2012).

ADSC byly diferencovany smérem k hladkym svalovym buitkam v diferenciaénim
médiu obsahujicim TGFB1, BMP4 a kyselinu askorbovou. TGFB1 a BMP4 jsou proteiny
z rodiny transformujicich ristovych faktor. Vazbou téchto ristovych faktorti na receptory
na povrchu bunck dojde k aktivaci signalnich drah vedoucich k expresi typickych
hladkosvalovych markerii. ADSC exprimovaly v diferenciacnim médiu (nezavisle na pouzité
modifikaci materialu) ve zvysené mitfe markery VSMC, jako je a-hladkosvalovy aktin, kalponin
a smoothelin. Exprese a-hladkosvalového aktinu a kalponinu byla v buiikkach pfitomna
i na proteinové urovni. Naopak u tézkého fetézce hladkosvalového myosinu nebyl pozorovan
nartist v expresi na urovni mRNA, i kdyz v malém mnozstvi bunék a po del§im ¢asovém
intervalu diferenciace byla pozorovana i tvorba tézkého fetézce hladkosvalového myosinu
na Urovni proteinu. Smoothelin spolu s téZkym fetézcem hladkosvalového myosinu jsou
povazovany za terminalni markery vyzralého hladkého svalu, zatimco a-hladkosvalovy aktin
je markerem Casnym a kalponin sttednédobym (Owens et al., 2004).

Kyselina askorbova byla do diferenciacniho média pifidana pro stimulaci produkce
kolagenu. Kyselina askorbovd stimuluje tvorbu kolagenu jako kofaktor hydroxylas
a prolylhydroxylas, coz jsou klicové enzymy syntézy kolagenu (Maione-Silva et al., 2019),
muze ale také aktivovat expresi kolagenti I a Il na urovni mRNA (Tajima et al., 1996). Kolagen
I a III jsou jedny z hlavnich proteinti extracelularni matrix vytvafejici sténu cévy (Kong et al.,
2013). Rizné typy extracelularnich kolagenli pak mohou stimulovat dalsi hladkosvalovou
diferenciaci bun¢k (Hong et al., 2008). V diferencovanych ADSC jsme pozorovali zvySenou

expresi kolagenu I na mRNA 1 proteinové urovni.

5.5 Rist bunék na 3D poréznich PLLA/PCL biomaterialech

Rozvoj novych technologii materialového inZenyrstvi umoZznuje pfipravu 3D biomateriala
vhodnych pro osazeni bunécnou slozkou a tvorbu tkanovych konstruktl se sloZitou vnitini
architekturou. Perspektivnimi technologiemi je napfiklad metoda elektrostatického
zvlaknovani (elektrospiningu), ktera slouzi k vytvareni polymernich nanovlakennych struktur
(Xue et al., 2019). Struktury vytvofené elektrospiningem jsou vSak spiSe planarniho,
membran6zniho charakteru, kdezto pro konstrukci vétSiny tkani jsou zapotiebi prostorové 3D
nosi¢e bun€k. Takovéto nosice s vldknitou strukturou je mozno vytvofit centrifugacnim

spinningem (Li ef al., 2016), zatimco nosic¢e s houbovitou €1 pénovou strukturou je mozno
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bunék z biopolymert, jako je kolagen (Bacdkova et al. 2022) nebo bakterialni nanoceluldza
(Kutova et al. 2021, Staitkkova et al. 2024), ale v naSich soucasnych experimentech jsme
jiaplikovali i na polymery syntetické, jako jsou degradovatelné polyestery polylaktid
a polykaprolakton. V nasich pokusech byly ADSC kultivovany na 3D poréznich biomaterialech
vytvofenych lyofilizaci z hybridniho materialu  PLLA/PCL s piidavkem Klucelu E.
V klasickém statickém kultivacnim systému proliferovaly ADSC nejlépe na PLLA/PCL bez
ptidavku Klucelu E, ackoliv tento pfidavek mél kromé mechanickych vlastnosti a kompaktnosti
materidlového nosice zvysit 1 jeho porozitu a zvétsit velikost porti, coz mélo usnadnit vrastani
bunék do nitra nosice. Avsak poéry pravdépodobné zlstavaly i nadéale pro bunky ptilis malé
(pro tento ucel je nutno v nosi¢i mit péry o priméru nejméné nckolika desitek mikrometrt,
a pro konstrukty tkané kostni o primeéru i nékolika stovek mikrometr; Pamula et al., 2008,
2009). I v nasich minulych studiich na kolagennich a nanocelul6zovych nosic¢ich, upravenych
lyofilizaci, byly pory Casto pfili§ malé pro dostate¢ny prinik bunék (Bacdkova et al., 2022),
a dokonce nékdy vytvarely na povrchu nateridlu i nerovnosti v fadu mikrometrti, které
omezovaly fadné rozprostieni bun¢k pfi jejich adhezi (Kutova et al., 2021; Stanikova et al.,
2024). Obdobnych vysledkl bylo dosazeno 1 ve studii, kde byla elektrospiningem pfipravena
mikrovlakna z PLLA a nasledné osazena ADSC. Buiky kultivované na téchto PLLA nosi¢ich
byly sice zivotaschopné, proliferovaly a produkovaly extracelularni matrix ve form¢ kolagenu,
ale po 3 tydnech kultivace byl pozorovan prinik bunék pouze do hloubky 20 um, coz bylo
zpisobenou pfili§ hustou siti pfipravenych vldken (Hillary et al., 2016). Dal§im divodem
negativniho vlivu pfidavku Klucelu E na adhezi a rast bunék mohla byt i jeho chemicka
podstata — jednad se o derivat celulozy, tj. polysacharid, ktery se nevyskytuje v organismu
¢lovéka ani dalSich savcel, a tudiZ nenese ve své molekule Zadna mista rozpoznavana adheznimi
receptory savCich bunck (Kutova et al., 2021; Staiikkova et al., 2024). V ptipad€ jeho
nedokonalého vymyti ve vodném prostiedi a retence uvnitt materidlu, které bylo prokazano
1 elektronovou mikroskopii, mohl tudiz 1 pasivné zabranovat adhezi bunék k materialu.

Nase vysledky také ukazuji, Ze ADSC nejsou schopny pronikat do porézniho
PLLA/PCL nosice pfili§ hluboko a zlstavaji predev§im v povrchovych ¢astech materialu.
Situace se zlepsila dynamickou kultivaci bun€k, a to i u nosica s ptidavkem Klucelu E. Porézni
nosice s ADSC jsme po 6 dnech kultivace vystavili smykovému tfeni proudiciho kultivaéniho
média po dobu 4 dni v dynamickém syst¢ému STUART Mini Orbital Shaker SSM1. Tento typ
mechanického namahéni, které rovnéz umoziovalo proudéni média pory uvniti nosice,
stimuloval rast bun¢k na vSech pozorovanych materidlech, tedy i na materidlech s pfidavkem

Klucelu E, ptedevs§im v jeho vyssich koncentracich (25 a 50 hm.%), kde buniky zvysily i svijj
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prunik do nitra materidlu. Pozitivni vliv smykového tfeni na proliferaci byl pozorovan také
u endotelovych progenitorovych bun¢k (Yamamoto et al., 2003) a u ADSC diferencovanych
smérem k hladkému svalu na PLGA nosi¢ich (Wang et al., 2011).

5.6 Riist bunék na PLLA biomaterialech pripravenych metodou 3D tisku

Zajimava a prudce se rozvijejici je také metoda 3D tisku, dovolujici pfipravu trojrozmérnych
poréznich biomaterialli z kovli, keramiky nebo raznych ptirodnich a syntetickych polymera
(Chia a Wu, 2015). 3D tisk je vyuzivan v fadé¢ medicinskych aplikaci nebo pii tvorbé
vaskularizovanych modelt tkani (Lerman et al., 2018). ADSC jsme kultivovali na materialech
z PLLA piipravenych 3D tiskem. NosiCe se ukazaly jako biokompatibilni a vhodné pro rust
ADSC. ADSC byly v pfipad¢ dostatecnych rozestupii mezi jednotlivymi vlakny schopny
pronikat hloubé&ji do materialu. 3D tisk byl pouzit uz v minulosti pro pfipravu 3D miizek
z PLLA. Tyto mfize byly vyplnény zelatinovym hydrogelem s obsahem ADSC a buiiky byly
diferencovany smérem k osteoblastim (Heo et al., 2017). ADSC byly rovnéz osteogenné
diferencovany na tiSténych PCL materidlech mineralizovanych fosfore¢nanem véapenatym
(Ruminski et al., 2018). Tisténé 3D konstrukty z PCL osazené kulturou ADSC byly dokonce
aplikovany jako kostni nahrady u pst (Lee et al., 2017; Lee et al., 2021). PLLA nosice
mineralizované pomoci simulované télni tekutiny nebo potazené kolagenem I jsme osadili
kokulturou ADSC a HUVEC v poméru 1:1 a bunky kultivovali 6 dni, pficemzZ byly bunky
vystaveny smykovému tfeni kultivaéniho média. Na vzorcich jsme pozorovali, ze HUVEC
vytvareji podél vldken materidlu prekapilarni struktury. Pozitivni efekt ADSC na tvorbu
struktur podobnym kapilardm in vifro nebo na angiogenezi in vivo byl popsan jiZ fadou
ptedchozich studii (Gan et al., 2022; Morita et al., 2023). Tvorbu kapilarnich struktur podporuje
také smykové treni (Yamamoto et al., 2003). I tym naSi laboratofe pozoroval ve svych
neddvnych studiich spontdnni vytvafeni tubularnich struktur z endotelovych bunék
v trojrozmérnych fibrinovych a kolagennich hydrogelech, ke kterym se zvnéjsku ptikladaly

ADSC na zpiisob pericyt (Bacdkova et al. 2018, 2024).
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6 Zavér

V ramci disertani prace bylo studovano chovani ADSC v in vitro kultivaénim prostredi

ovlivnéném biochemickym slozenim kultivacniho média, typem kultivatniho substratu

arovné¢Z dynamickou stimulaci kultury. Byly ziskdny nové poznatky o adhezi, ristu

a diferenciaci mesenchymalnich kmenovych bunék z tukové tkané, které mohou byt vyuzity

v tkanovém inZenyrstvi pti konstrukci bioarteficidlnich cév a vaskularizovanych konstrukta

mekkych a tvrdych tkani.

Ze ziskanych vysledki vyplyva, ze adheze ADSC:

je pozitivné¢ ovlivnéna adsorbovanymi rekombinantnimi VEGF-Aies, FGF-2M
a galektinem-3. Adhezni interakce bun¢k s VEGF-A s je slabsi ve srovnani s FGF-2M
a galektinem-3.

na adsorbovany galektin-3 je zprostfedkovana interakci s integrinovymi receptory
na povrchu ADSC. Adheze na galektin-3 se ucastni integrinové receptory a2f1, a5p1
a aVP3. Adheze na galektin-3 neni zprostiedkovana vazbou CRD domény proteinu
na cukerné ligandy na povrchu bunék.

je ovlivnéna typem a povrchovou modifikaci biomateridlu. Na nemodifikovaném
planarnim PLLA bunky adheruji v mensi mife nez na materidlech modifikovanych
argonovym plasmatem nebo potazenych polyethylenglykolem a dextranem. Adheze

bun¢k kopiruje vnitini strukturu 3D biomaterialti na bazi PLLA.

Rast ADSC:

je stimulovan pfitomnosti ristového faktoru FGF-2M v kultivaénim médiu. Proliferace
bunék je rovnéZ stimulovdna fyzikaln€ adsorbovanym rlstovym faktorem, ktery
si zachovava svilj mitogenni uc¢inek. Mutace (R31K/R129K) v sekvenci ristového
faktoru nemaji vyznamny vliv na jeho mitogenni ti¢inek.

neni ovlivnén pfitomnosti VEGF-A1es v kultivaénim médiu ani ristovym faktorem
adsorbovanym na kultiva¢ni substrat.

je zavisly na povrchové modifikaci biomateridlu. Bunky proliferuji nejpomaleji
na nemodifikovaném PLLA. ADSC ve vétsi mife proliferuji na PLLA materidlech
pokrytych polyethylenglykolem a dextranem. Nejrychleji potom proliferuji na PLLA
modifikovaném argonovym plasmatem.

je ovlivnén 3D strukturou materidlu. Na poréznich 3D materidlech pfipravenych
lyofilizaci rostou ADSC piedevsim na povrchu materialu a jen ziidka pronikaji hloubéji

do jeho struktury, coz je ziejme dano relativné malym primeérem pérti. Na materidlech
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piipravenych metodou 3D tisku pronikaji buniky do vétSich hloubek, coz je zptisobeno
velkymi rozestupy mezi jednotlivymi vldkny, a tim vétsi velikosti port.

je ovlivnén dynamickou stimulaci kultury — vlivem smykového napéti ADSC
na poréznich materidlech proliferuji rychleji nez ve statickém kultivacnim systému,
aje zvysen 1 jejich prunik do nitra materidlu, zejména tam, kde jsou pory rozsSifeny
ptidavkem Klucelu E (25 hm.%).

na materidlech pfipravenych 3D tiskem umoznuje kokultivace ADSC s HUVEC vznik

prekapilarnich struktur.

Diferenciace ADSC smérem k hladkym svalovym buiikédm:

muze byt stimulovéana biochemicky slozenim kultiva¢niho média. Pfidavkem TGFp1,
BMP4 a kyseliny askorbové do kultivaéniho média byla stimulovana diferenciace
bunck smérem k hladkému svalu. Byla prokazana zvysena exprese a-hladkosvalového
aktinu a kalponinu na trovni mRNA 1 proteinu. Na urovni mRNA byla rovnéz zvySena
exprese kolagenu I a smoothelinu. Diferenaciacni médium ovSem nestimulovalo expresi
tézkého fetézce hladkosvalového myosinu na irovni mRNA. Myosin byl pozorovan
na proteinové urovni u nepatrného poctu bunek v kulture.

nezavisi na povrchové modifikaci planarnich PLLA folii. Markery diferenciace byly
exprimovany v podobné miie na neosetfeném PLLA, plasmovaném PLLA a PLLA

pokrytém polyethylenglykolem i dextranem.
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8 Seznam pouZzitych zkratek

o-MEM alfa modifikované Eaglovo médium

ACTA2 gen pro a-hladkosvalovy aktin

ADSC mesenchymalni kmenové buiiky z tukové tkané
Akt proteinkinasa B

ANOVA analyza rozptylu

B2M gen pro B2-mikroglobulin

BMP4 kostni morfogenni protein 4

BSA hovézi sérovy albumin

CarG transkrip¢ni faktor pro hladkosvalovou diferenciaci
CD diferenciacni skupina

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CRD doména rozpoznévajici cukry

CNNI1 gen pro kalponin 1

COLI1A1 gen pro kolagen I

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium
DNA deoxyribonukleova kyselina

EBM2 endotelové bazalni médium 2

EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina

EGF epidermalni riistovy faktor

EGM2 endotelové riistové médium 2

ePTFE expandovany polytetrafluorethylen

ERK extracelularnim signdlem regulovana kinasa
FGF-2 fibroblastovy riistovy faktor 2

FGF-2M mutantni forma fibroblastového rlstového faktoru 2 (R31K/R129K)
FGU Fyziologicky tstav

FS fetalni hovézi sérum

HEK?293 linie odvozena z lidskych embryonélnich ledvinovych bun¢k
HUVEC endotelové buiky z lidské pupecnikové Zily

ICAM intercelularni adhezni molekula

IGF-1 insulinu podobny rtstovy faktor 1

IgG imunoglobulin G

ISCT Mezindrodni spolecnost pro bunécnou terapii
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JINK c-Jun-N-terminalni kinasa
MEK kinasa mitogenem aktivované proteinkinasy
mRNA mediatorova ribonukleova kyselina

MRTF-A myokardinu pfibuzny transkripcni faktor A

MSC mesenchymalni kmenové bunky

MYHI11 gen pro tézky fetézec hladkosvalového myosinu
OECD Organizace pro hospodatskou spolupraci a rozvoj
p38 mitogenem aktivované proteinkinasa z rodiny p38
PBS fosfatovy pufr

PCL polykaprolakton

PCR polymerasova fetézova reakce

PDGF-BB  receptor pro destickovy rustovy faktor
PECAM adhezni molekula krevnich desticek a endotelialnich bunék
PEG polyethylenglykol

PET polyethylentereftalat

PI3K fosfatidylinositol-3-kinasa

PIGF placentarni ristovy faktor

PLGA kyselina polymlé¢na-koglykolova

PLLA kyselina polymlé¢na

PTB doména vazajici fosfotyrosin

qPCR kvantitativni polymerasova fetézova reakce
RhoA Ras homologni protein A

RNA ribonukleova kyselina

ROCK proteinkinasa asociovana s proteiny Rho
SD smérodatna odchylka

SDS dodecylsiran sodny

SM22a. hladkosvalovy protein 22-alfa, transgelin
SMTN gen pro smoothelin

Src nereceptoricka tyrosinkinasa Src

SVF stromalni vaskularni frakce

TGFB1 transformujici ristovy faktor 1

TRITC tetramethylrodamin isothiocyanat
VCAM molekula vaskularni bunééné adheze
VEGF vaskularni endotelovy ristovy faktor

100



VEGF-Ais5s vaskularni endotelovy riistovy faktor A, splicing varianta s 165 aminokyselinami
VSMC cévni hladké svalové bunky
vUPP Vyzkumny Ustav potravinaisky Praha
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