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Abstrakt 

Mesenchymální kmenové buňky (MSC) jsou multipotentní buňky, které v organismu slouží 

k regeneraci tkání. Jedním z nejvýznamnějších zdrojů MSC je tuková tkáň, ze které lze buňky 

izolovat snadno a ve velkých množstvích. Chování buněčné kultury in vitro je ovlivněno hlavně 

fyzikálně-chemickými vlastnostmi biomateriálu, vlastnostmi buněk a složením kultivačního 

média. 

Cílem disertační práce bylo studovat chování mesenchymálních kmenových buněk 

izolovaných z tukové tkáně (ADSC). Byla zkoumána jejich adheze, růst a diferenciace směrem 

k hladkým svalovým buňkám v in vitro kultivačním prostředí ovlivněném složením 

kultivačního média, fyzikálně-chemickými vlastnostmi biomateriálu a dynamickou stimulací 

kultury. 

 Bylo zjištěno, že galektin-3 zprostředkovává adhezi ADSC na povrch kultivačního 

substrátu, a to interakcí s integrinovými receptory. ADSC také vykazovaly adhezní interakci 

s fibroblastovým růstovým faktorem 2 (FGF-2) a vaskulárním endotelovým faktorem A 

(VEGF-A). FGF-2 rovněž podporoval proliferaci ADSC, naopak VEGF-A nikoliv. ADSC byly 

kultivovány na polylaktidových foliích s různými povrchovými modifikacemi (úprava 

argonovým plasmatem, pokrytí polyethylenglykolem nebo dextranem). Povrchové modifikace 

měly pozitivní vliv na adhezi a růst ADSC. Povrchové modifikace neměly vliv na diferenciaci 

ADSC směrem k hladkým svalovým buňkám, která byla indukována biochemickými 

diferenciačními faktory v kultivačním médiu. ADSC rovněž proliferovaly na měkkých 

porézních 3D nosičích z polylaktidu a polykaprolaktonu, přičemž nejvhodnějším pro proliferaci 

byl materiál bez přídavku hydroxypropylcelulózy. Buňky však nepronikaly do hloubky 

materiálu. Dynamická stimulace kultury vedla ke zvýšené proliferaci buněk na porézním nosiči. 

Buňky proliferovaly také na prostorových mřížkách z polylaktidu připravených 3D tiskem. 

V tomto případě buňky pronikaly do hloubky materiálu a při kokultivaci s endotelovými 

buňkami z lidské pupečníkové žíly s dynamickou stimulací docházelo ke vzniku prekapilárních 

struktur. 

 Práce přinesla nové poznatky o chování ADSC in vitro za různých kultivačních 

podmínek. Získané výsledky budou potenciálně využity v regenerativní medicíně nebo 

kardiovaskulárním tkáňovém inženýrství, kde jsou ADSC aplikovány. 

Klíčová slova: mesenchymální kmenové buňky z tukové tkáně, adheze, proliferace, 

diferenciace, hladké svalové buňky, fibroblastový růstový faktor 2, vaskulární endotelový 

růstový faktor A, galektin-3, polylaktid, polykaprolakton, 3D tisk, kardiovaskulární tkáňové 

inženýrství   



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 Úvod 

1.1 Mesenchymální kmenové buňky 

Mesenchymální kmenové buňky (MSC) jsou multipotentní buňky stromálního původu, které 

jsou charakteristické svou schopností buněčného dělení za současného zachování jejich 

nediferencovaného stavu. MSC se nacházejí ve vyzrálých tkáních organismu, kde slouží 

k obnově odumřelých buněk a regeneraci poškozené tkáně. Dle Mezinárodní společnosti 

pro buněčnou terapii musí MSC splňovat tyto tři základní charakteristiky: 1. buňky jsou 

adherentní na kultivačním povrchu; 2. exprimují povrchové markery CD105, CD73 a CD90 

a naopak jsou negativní na přítomnost markerů CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79α, CD19 

a HLA-DR; 3. diferencují in vitro na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty (Dominici et al., 

2006). Mimo tyto tři základní charakteristické znaky bylo rovněž prokázáno, že MSC mají 

schopnost diferencovat in vitro i na další buněčné typy původem ze stejného zárodečného listu 

(mesodermu) – mimo již zmíněné adipocyty (Li a Wu, 2020), chondroblasty (Yang et al., 2022) 

a osteoblasty (Shafei a Kalarestaghi, 2020) mohou diferencovat také směrem k buňkám 

hladkého svalu (Gu et al., 2018), příčně pruhovaného svalu (Witt et al., 2017) a srdečního svalu 

(Shen et al., 2017) nebo směrem k endotelovým buňkám (Oswald et al., 2004). MSC mohou 

vhodnou stimulací transdiferencovat také směrem k buňkám ektodermálního původu 

(na nervové buňky, Hernández et al., 2020) a endodermálního původu, například na hepatocyty 

(Yu et al., 2018) nebo β-buňky slinivky břišní (Pavathuparambil et al., 2019). MSC je možné 

získat téměř ze všech tkání organismu. Tyto buňky byly izolovány například z kostní dřeně 

(Baghaei et al., 2017), tukové tkáně (Travnickova et al., 2020), kosterního svalu (Testa et al., 

2020), synoviální tekutiny (Jorgenson et al., 2018) a synoviální membrány (Mochizuki et al., 

2006), vazů (Cheng et al., 2010), kůže (Castro-Manrreza et al., 2019), zubní tkáně (Huang 

et al., 2009) nebo z krve (Kassis et al., 2006) a z extrafetálních tkání jako jsou Whartonův rosol 

pupečníku (Zheng et al., 2022), placenta (Barlow et al., 2008), pupečníková krev (Nguyen 

et al., 2022), chorion (González et al., 2015), amnion (Tamagawa et al., 2007) a plodová voda 

(Roubelakis et al., 2007). MSC je rovněž možné izolovat z moči (Bharadwaj et al., 2013).  

MSC jsou heterogenní populací buněk, kdy jednotlivé buňky izolované ze stejné tkáně 

mohou mít rozdílnou diferenciační kapacitu (Russell et al., 2010). Rozdílnost v chování 

a expresi povrchových markerů je dána také tkání, ze které jsou MSC izolovány. Například 

MSC izolované z extrafetálních tkání vykazují vyšší proliferační a diferenciační potenciál 

ve srovnání s buňkami z dospělých tkání (Hass et al., 2011). U buněk z Whartonova rosolu 

pupečníku byly dokonce prokázány alespoň některé markery pluripotence, jako je například 
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OCT4, SOX2, NANOG či SSEA4, a proto se někteří autoři domnívají, že tyto buňky stojí 

na hranici multipotence a pluripotence (Garzon et al., 2020). Je rovněž zajímavé, že MSC jsou 

v řadě charakteristik in vitro velmi podobné s fibroblasty a pericyty. Je tedy otázka, zda MSC 

ve skutečnosti v organismu neplní funkce těchto dvou buněčných typů. S fibroblasty a pericyty 

sdílí MSC nejen podobnou morfologii a expresi povrchových markerů, ale i podobný 

diferenciační potenciál (Covas et al., 2008). Arnold Caplan se dokonce zamyslel nad tím, proč 

se MSC v různých tkáních nacházejí obvykle perivaskulárně, a dospěl k závěru, že MSC jsou 

ve skutečnosti pericyty, či alespoň jsou z těchto buněk odvozeny. Navrhoval proto změnu 

významu zkratky MSC z původních „mesenchymal stem cells“ na „medicinal signalling cells“ 

(Caplan, 2017a). V jeho pojetí fungují MSC jako jacísi „strážci a hlídači“ („sentinels and 

gatekeepers“) na rozhraní tkáně a krevního řečiště, a pokud z tohoto řečiště přijde do tkáně 

nepříznivý signál, zahajují tyto buňky regeneraci tkáně (Caplan, 2017b). Studie jiných autorů  

ovšem ukazuje, že in vivo se pericyty chovají rozdílně ve srovnání s MSC, a podobnost mezi 

těmito dvěma buněčnými typy je tedy dána nejspíše umělým in vitro prostředím (Guimaraes-

Camboa et al., 2017). V některých studiích se sice nepodařilo fenotypicky rozlišit fibroblasty 

od MSC (Denu et al., 2016), jiné však poukazují například na rozdílnou expresi CD146 

a dalších markerů (Covas et al., 2008) nebo na rozdíly v angiogenní a imunomodulační aktivitě 

(Blasi et al., 2011). 

V současnosti jsou MSC zkoumány zejména z hlediska svého 

regenerativního, imunomodulačního, angiogenního a antiapoptotického účinku pro využití 

v regenerativní medicíně a pokročilém tkáňovém inženýrství. MSC mají vysoký potenciál 

pro léčbu neurodegenerativních chorob a nervových poškození jako jsou Alzheimerova 

(Hernández a García, 2021) a Parkinsonova choroba (Canesi et al., 2016), amyotrofická 

laterální skleróza (Barczewska et al., 2020) a poranění míchy (Vaquero et al., 2018) nebo 

pro léčbu pacientů po cévní mozkové příhodě (Jaillard et al., 2020). Dále jsou MSC použitelné 

pro zlepšení stavu pacientů s autoimunitními chorobami, jako je roztroušená skleróza (Harris 

et al., 2020) nebo revmatoidní artritida (Park et al., 2018). Aplikace MSC vede také ke zlepšení 

diabetu (Wang et al., 2011) nebo kardiovaskulárních chorob, například ischemické 

kardiomyopatie (Heldman et al., 2014) a infarktu myokardu (Hare et al., 2009). MSC mohou 

také pomáhat v procesu léčby kožních ran (Zhou et al., 2022). Velmi perspektivní jsou MSC 

i v moderním tkáňovém inženýrství pro regeneraci a rekonstrukci orgánů a tkání, například 

pro konstrukci cévních náhrad s buněčnou složkou (Murphy a Atala, 2013) nebo konstrukci 

kostní tkáně pro léčbu kostních defektů (Šponer et al., 2018). 
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Regenerativní, imunomodulační, angiogenní a antiapoptotický účinek MSC 

je zpostředkován především jejich parakrinní aktivitou. MSC jsou schopny produkovat celou 

škálu růstových faktorů, hormonů, interleukinů, cytokinů, chemokinů, adhezních molekul 

a mikroRNA, které jsou vylučovány do extracelulárního prostoru buď ve volné solubilní formě 

nebo vázané uvnitř extracelulárních vesikulí. Extracelulární vesikuly jsou váčky tvořené 

lipidickou dvojvrstvou a jsou odvozené od cytoplazmatické membrány. Slouží k přenosu 

různých bioaktivních molekul a tedy k intercelulární signalizaci. Podle průměru vesikuly 

je lze dělit na exosomy (30-150 nm), mikrovesikuly (150-500 nm) a apoptotická tělíska (800-

1500 nm). Izolované vesikuly mají v tkáních podobné biologické účinky jako samotné MSC, 

proto jsou rovněž využívány v klinických aplikacích jako tzv. bezbuněčná terapie založená 

na kmenových buňkách (stem cell-based cell-free therapy; Lotfy et al., 2023). Sekreci 

parakrinních faktorů in vitro je možné stimulovat například hypoxickými podmínkami nebo 

kultivací MSC ve 3D sferoidních formacích (Zhang et al., 2014; Burand et al., 2020). 

Sekrece interleukinů a cytokinů umožňuje mesenchymálním kmenovým buňkám 

modulovat reakce imunitního systému. MSC mají na imunitní reakce většinou tlumivý účinek. 

MSC mohou polarizovat makrofágy na M2 fenotyp, což vede k utlumení zánětlivé reakce 

a k stimulaci regenerace tkáně. Vlivem MSC rovněž dochází k inhibici proliferace a aktivace 

NK buněk. Vlivem parakrinních signálů produkovaných MSC mohou být inhibovány zrání 

a aktivita dendritických buněk. Inhibována je dále také aktivace B lymfocytů a proliferace 

a diferenciace T lymfocytů. Zároveň je podporována diferenciace T regulačních lymfocytů 

(Műzes a Sipos, 2022).  

Pozitivní angiogenní účinek MSC je dán jejich sekrecí růstových faktorů, hlavně 

vaskulárních endotelových růstových faktorů, fibroblastových růstových faktorů, 

hepatocytárních růstových faktorů a angiopoetinu, které podporují vaskularizaci a růst 

endotelových buněk. Tyto faktory podporují také růst a proliferaci jiných buněčných typů, čímž 

dochází k regeneraci tkáně. Regenerace je dále stimulována také insulinu-podobným růstovým 

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

1.1.1 Mesenchymální kmenové buňky z tukové tkáně 

Zjištění, že MSC lze izolovat rovněž z tukové tkáně, znamenalo značný přínos pro další 

výzkum a využití mesenchymálních kmenových buněk v klinických aplikacích (Zuk et al., 

2001). Mesenchymální kmenové buňky z tukové tkáně (ADSC) lze totiž získat ve velkých 

množstvích a tuková tkáň je navíc relativně snadno dostupná a samoobnovující se. Například 

v porovnání s kostní dření lze získat z tukové tkáně zhruba 500× větší množství 
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mesenchymálních kmenových buněk, což představuje výtěžek až 5000 ADSC na 1 gram tukové 

tkáně (Zhang et al., 2012). ADSC lze izolovat z bílé i hnědé tukové tkáně a nachází se rovněž 

jak v podkožním, tak viscerálním tuku (Baglioni et al., 2009; Silva et al., 2014).  

1.1.1.1 Izolace ADSC 

Klinicky nejvýznamnějším zdrojem ADSC je podkožní tuk získávaný při liposukcích. 

Nejčastějšími místy odběru jsou stehna, boky a břišní oblast. Studie porovnávající množství, 

proliferační a diferenciační potenciál ADSC v závislosti na místě a způsobu odběru udávají buď 

protichůdné výsledky, například že chování ADSC závisí na způsobu odběru (například excizí 

tukové tkáně, tumescentní nebo ultrazvukovou liposukcí; Oedayrajsingh-Varma et al., 2006), 

nebo data ukazující, že místo odběru nemá na chování ADSC významný vliv (Jurgens et al., 

2008; Travnickova et al., 2020).  

Lipoaspirát odebraný při liposukci je promyt pufrovaným fyziologickým roztokem 

a enzymaticky natráven pomocí kolagenasy. Po centrifugaci natráveného lipoaspirátu je možné 

pozorovat rozdělení vzorku do 4 fází – 1. Vrchní fáze tvořená tuky uvolněnými z tkáně; 

2. Střední fáze složená z enzymaticky natrávené tukové tkáně; 3. Vodná fáze obsahující 

fyziologický roztok použitý při liposukci a médium nebo pufrovaný fyziologický roztok 

použitý pro promytí vzorku; 4. Spodní fáze, tzv. stromální vaskulární frakce (SVF), která 

se usadí na dně ve formě pelety. SVF je tvořena především ADSC, ale obsahuje také endotelové 

buňky, hladké svalové buňky, pericyty, preadiopcyty a krevní buňky. Buňky stromální 

vaskulární frakce jsou následně pěstovány in vitro v kultivačních lahvích, kde dojde 

k vyselektování buněčných populací, a výsledná adherentní buněčná kultura poté neobsahuje 

endotelové buňky a buňky krevní řady jako jsou lymfocyty, granulocyty a makrofágy (Brzoska 

et al., 2005). Protokoly pro enzymatickou izolaci ADSC se mohou v publikacích mírně lišit 

v jednotlivých parametrech (doba inkubace s kolagenasou, koncentrace enzymu, doba 

a rychlost centrifugace). I přes tyto rozdíly jsou získány podobné populace ADSC 

se srovnatelným proliferačním a diferenciačním potenciálem (Palumbo et al., 2015). Některé 

studie uvádějí také možnost izolace ADSC mechanickým rozmělněním tkáně a následným 

prorůstáním buněk z explantátů na dno kultivační lahve, což může přinést v porovnání 

s enzymatickou metodou izolace časovou úsporu a snížené riziko kontaminace kultury 

opakovanou manipulací se vzorkem (Zeng et al., 2013). Relativně jednoduchá je také 

neenzymatická metoda izolace ADSC spočívající v odebrání vodné fáze lipoaspirátu obsahující 

fyziologický roztok použitý při liposukci nebo v promytí tukové tkáně pufrovaným 

fyziologickým roztokem. Fyziologický roztok je následně centrifugován a na dně zkumavky 
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se usadí SVF. ADSC a další buňky SVF se totiž částečně uvolňují do fyziologického roztoku 

i bez použití enzymů (Bellei et al., 2017). 

1.1.1.2 Kultivace ADSC 

Po izolaci SVF z lipoaspirátu jsou buňky následně expandovány in vitro. Expanze probíhá 

za standardních kultivačních podmínek (tj. 37 °C, atmosféra s 5% CO2) v běžně používaných 

komerčních kultivačních médiích (Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium nebo minimální 

esenciální médium s modifikací α) s obsahem antibiotik a 10% fetálního hovězího séra nebo 

s obsahem destičkového lyzátu, čímž dojde k selekci adherentních buněk z SVF. Pro klinické 

aplikace mohou být ADSC expandovány i v bezsérových médiích bez živočišných produktů 

(Patrikoski et al., 2013). Expanze izolovaných ADSC in vitro je spojena s riziky, které mohou 

vést ke snížení jejich regenerativního potenciálu. Buňky mohou podléhat vlivem dlouhodobé 

kultivace senescenci, což vede k poškozením v buněčné DNA, které způsobují nežádoucí 

mutace, genovou nestabilitu a potenciální tumorigenicitu kultury (Itahana et al., 2004). ADSC 

také ve statické in vitro kultuře spontánně diferencují a ztrácejí schopnost proliferace 

(Izadpanah et al., 2006). Pro zachování multipotentního charakteru ADSC a podporu jejich 

růstu je nejběžněji používán fibroblastový růstový faktor 2 (FGF-2). FGF-2 udržuje buňky 

v multipotentním stavu, zároveň působí jako inhibitor senescence a stimuluje proliferaci ADSC 

aktivací signálních drah se zapojením 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 Fenotypická charakterizace ADSC 

Fenotypická charakterizace adherentní kultury ADSC získané ze SVF je prováděna 

zpravidla na průtokovém cytometru detekcí povrchových markerů, které jsou minimálním 

kritériem pro identifikaci mesenchymálních kmenových buněk (Dominici et al., 2006). Soupis 

pozitivních povrchových markerů u ADSC je uveden v následující tabulce (Mildmay-White 

a Khan, 2017; tab. 1). Naopak negativní jsou ADSC na markery uvedené v další tabulce 

(Mildmay-White a Khan, 2017; tab. 2). 

Tabulka 1: Pozitivní povrchové markery charakteristické pro ADSC. 

Povrchový 

marker 

Název Funkce Zdroj 

CD73 membránová 

ekto-5'-

nukleotidasa 

produkuje extracelulární adenosin regulující 

zánětlivé procesy, klíčová v regenerativní a 

protizánětlivé funkci kmenových buněk 

Tan et al., 

2019 

CD90 Thy-1 glykoprotein ukotvený v membráně přes 

glykosylfosfatidylinositolovou kotvu, hraje 

roli v diferenciaci a růstu 

Moraes et 

al., 2016 
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CD105 endoglin koreceptor pro transformující růstové faktory, 

hraje roli při diferenciaci a imunomodulačních 

vlastnostech buněk 

Moraes et 

al., 2016 

CD29 β1 integrin adhezní receptor, který zprostředkovává 

interakci buňky s proteiny extracelulární 

matrix a u ADSC se podílí na jejich 

regenerativní funkci a diferenciaci 

Wang et al., 

2020 

CD13 aminopeptidasa 

N 

podílí se na adhezi, migraci buněk a 

endocytóze, má klíčovou roli v regenerativních 

vlastnostech buněk 

Rahman et 

al., 2014 

CD34  protein typický pro hematopoetické kmenové 

buňky; ačkoli je uváděn v minimálních 

kritériích jako negativní marker pro MSC, byl 

v řadě publikací identifikován na povrchu 

čerstvě izolovaných ADSC, avšak vlivem in 

vitro kultivace dochází k jeho vymizení 

Lin et al., 

2012 

CD44 P-glykoprotein 

1 

podílí se na buněčné adhezi a migraci Senbanjo a 

Chellaiah, 

2017 

CD166  podílí se na adhezi a migraci buněk Swart, 2002 

CD10 Neprilysin štěpí proteiny a peptidy v extracelulárním 

prostoru 

Bilalovic et 

al., 2004 

CD49e α5 integrin součást adhezního receptoru α5β1 integrinu, 

který se váže na fibronektin 

Kachroo et 

al., 2020 

CD59 protektin ochraňuje buňky před aktivací komplementu Maio et al., 

1998 

 

Tabulka 2: Negativní povrchové markery u ADSC. 

Povrchový 

marker 

Název Funkce Zdroj 

CD45 protein 

tyrosinfosfatasa 

typický pro hematopoetické kmenové buňky a 

všechny buňky krevní řady, klíčový 

pro buněčnou signalizaci 

Trowbridge 

et al., 1994 

CD14  marker monocytů, makrofágů a dendritických 

buněk, rozpoznává lipopolysacharidy bakterií 

Zamani et 

al., 2013 

CD11b αM integrin typický pro buňky myeloidní linie, důležitý při 

adhezi, chemotaxi a polarizaci makrofágů 

Schmid et 

al., 2018 

CD19 CVID3 imunoglobulin, klíčový pro proliferaci 

a diferenciaci B lymfocytů 

Wang et al., 

2012 

CD56 Adhezní 

molekula 

neuronů 

(NCAM) 

imunoglobulin, typicky exprimovaný 

nervovými a imunitními buňkami 

Van Acker 

et al., 2017 

CD146 Adhezní 

molekula 

melanocytů 

(MCAM) 

imunoglobulinový adhezní receptor; izolované 

ADSC obsahují velmi malé procento 

pozitivních buněk, jeho exprese je spojena 

se zvýšenou regenerační a imunomodulační 

schopností buněk 

Li et al., 

2019 
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CD31 Adhezní 

molekula 

krevních 

destiček a 

endoteliálních 

buněk 

PECAM-1 

Imunoglobulinová adhezní molekula, marker 

endoteliálních buněk, zprostředkuje adhezi 

destiček a zánětlivých buněk k endotelu, 

reguluje propustnost cév, podporuje migraci 

endotelových buněk a angiogenezi.  

Li et al., 

2019 

 

Je nutné podotknout, že u řady povrchových markerů se míra pozitivity nebo negativity 

může napříč studiemi lišit. Tyto odlišnosti jsou dány rozdílným metodickým přístupem 

při fenotypizaci buněk. Buněčné kultury mohou být charakterizovány v rozdílných pasážích – 

například marker CD105 začíná být exprimován až při in vitro kultivaci, ihned v čerstvě 

izolované SVF nemusí být detekován (Yoshimura et al., 2006). Rozdílnost v expresi markerů 

může být dána také heterogenitou v adherentní populaci buněk v SVF. Například ve studii 

Li et al., 2011 byly ADSC z SVF separovány na základě odlišnosti v expresi markerů CD31, 

CD34 a CD146 do 4 adherentních populací, které se poté lišily in vitro jak v proliferaci, 

tak v diferenciačním potenciálu. 

1.1.1.4 Aplikace ADSC 

ADSC jsou s oblibou využívány v celé škále klinických aplikací díky své snadné dostupnosti 

ve velkých množstvích. Jsou používány v léčbě autoimunitních, kardiovaskulárních nebo 

neurodegenerativních chorob a v tkáňovém inženýrství pro rekonstrukci a regeneraci tkání 

či v hojení ran. Obdobné využití má také sekretom ADSC jako bezbuněčná terapie (Chan et al., 

2014; Zhang et al., 2020; Cai et al., 2020). 

Použití ADSC v regenerativní medicíně a tkáňovém inženýrství s sebou přináší i některé 

nevýhody, které je potřeba při konkrétní aplikaci zohlednit. Například ve srovnání s MSC, které 

jsou izolovány z extraembryonálních tkání (Whartonova rosolu pupečníku, pupečníkové krve 

nebo placenty), mají ADSC nižší proliferační a diferenciační potenciál (Christodoulou et al., 

2013; Wang et al., 2016). Nižší regenerační a diferenciační schopnost ADSC je také spojena 

s vyšším věkem dárců tukové tkáně (Maredziak et al., 2016; Choudhery et al., 2014). Další 

nevýhodou ADSC je jejich postupný přechod do buněčné senescence, který je způsobený 

opakovaným pasážováním a dlouhodobou in vitro kultivací (Turinetto et al., 2016; Truong 

et al., 2019). Dlouhodobá kultivace vede ke snížené proliferaci, a rovněž k akumulaci 

poškození DNA a epigenetických modifikací, což je způsobeno sníženou aktivitou DNA 

polymerasy a chybovostí v opravných mechanismech DNA poškození. To má za následek 

přechod kultury do buněčné senescence nebo její genetickou nestabilitu spojenou se zvýšeným 

rizikem chromozomálních abnormalit nebo transformace kultury (Neri, 2019). Nutné je také 
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zmínit tumorigenní potenciál ADSC, který je zprostředkován řadou mechanismů, zejména 

podporou angiogeneze v nádorech a odolnosti vůči chemoterapeutikům, imunosupresivními 

vlastnostmi a indukcí vzniku metastáz v organismu. V některých případech mohou 

mesenchymální kmenové buňky naopak růst rakovinných buněk inhibovat (Liang et al., 2021). 

1.1.1.5 Diferenciace ADSC směrem k hladkým svalovým buňkám 

ADSC jsou stejně jako MSC izolované z jiných tkání multipotentní a mohou tudíž diferencovat 

do řady buněčných typů (Bačáková et al., 2018). Z hlediska využití ADSC v kardiovaskulárním 

tkáňovém inženýrství při konstrukci cévních náhrad nebo vaskularizovaných konstruktů tkání 

je zajímavá zejména jejich schopnost diferencovat na cévní hladké svalové buňky, které tvoří 

střední vrstvu cév, tzv. tunica media. 

Na biochemické úrovni probíhá proces diferenciace ADSC na cévní hladké svalové 

buňky aktivací signálních drah transformujícím růstovým faktorem β1 (TGFβ1) a kostním 

morfogenetickým proteinem 4 (BMP4). Tyto faktory se vážou na příslušné receptory 

na povrchu buněk (TGFβ receptor typu I a II, respektive BMP4 receptor typu I a II). TGFβ1 

aktivuje signální dráhy se zapojením Notch, Smad2/3-Smad4, MEK/ERK, p38, JNK a PI3K. 

BMP4 aktivuje signální dráhu RhoA/ROCK (obr. 1). Tyto signální dráhy následně vedou 

k translokaci a navázání transkripčních faktorů na CarG boxy v DNA, čímž dojde k aktivaci 

exprese hladkosvalových genů. Exprese je aktivována transkripčním faktorem A příbuzným 

s myokardinem (MRTF-A) a faktorem sérové odezvy (SRF) (Zhang et al., 2017). V buňce 

je během diferenciace aktivována exprese genů typických pro kontraktilní aparát hladkosvalové 

buňky. Dochází ke zvýšené expresi α-hladkosvalového aktinu, který je považovaný za časný 

marker diferenciace a je typický pro celou řadu dalších buněčných typů, jako jsou fibroblasty 

a myofibroblasty (Wang et al., 2006). Mezi časné markery diferenciace patří také transgelin 

(SM22α, hladkosvalový protein 22α), který je strukturně podobný kalponinu a podílí 

se na regulaci kontraktility buňky vazbou na aktinová vlákna (Li et al., 1996). Dále 

je při diferenciaci stimulována exprese kalponinu a h-kaldesmonu, které jsou označovány jako 

střednědobé markery diferenciace do hladkého svalu. Kalponin a h-kaldesmon jsou proteiny 

vázající se na aktinová vlákna a modulující tak kontrakci hladkého svalu (Wang, 2008; 

Liu a Jin, 2016). V diferencovaných buňkách mohou být exprimovány také těžký řetězec 

hladkosvalového myosinu a smoothelin-B, které jsou typickými a unikátními znaky pro zcela 

vyzrálou hladkosvalovou buňku a jejich exprese na proteinové úrovni značí terminální fázi 

diferenciace (Owens et al., 2004). Většina studií se ovšem zaměřuje pouze na detekci exprese 

časných a střednědobých hladkosvalových markerů. Exprese markerů terminální fáze 
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diferenciace na proteinové úrovni spolu s funkční kontraktilní esejí, které mohou jako jediné 

sloužit pro jednoznačnou identifikaci kontraktilního hladkého svalu, často nejsou stanoveny. 

Proto je v tomto směru vhodnější označovat diferencované ADSC jako „buňky diferencované 

směrem k hladkému svalu“ nebo „buňky podobné hladkosvalovým buňkám“.  

Mimo TGFβ1 a BMP4 může být diferenciace indukována také jinými biochemickými 

stimuly, například vazoaktivními peptidy bradykininem a angiotensinem II, dále 

lysofosfolipidy (sfingosin-1-fosfátem, sfingosylfosforylcholinem), prostanoidy 

(thromboxanem A2). Pozitivní vliv na diferenciaci směrem k hladkému svalu mají také faktory, 

u nichž ovšem nebyl přesně charakterizován mechanismus účinku; jedná se o kyselinu L-

askorbovou, heparin, PDGF-BB nebo kyselinu retinovou (Zhang et al., 2017; obr. 1). 

Hypoxické podmínky, tj. atmosféra s obsahem kyslíku nižším než 21%, mohou rovněž 

podporovat hladkosvalovou diferenciaci buněk. Jako nejvhodnější pro diferenciaci se ukázala 

koncentrace kyslíku 5% (Wang et al., 2018). To odpovídá fyziologické koncentraci kyslíku 

v tukové tkáni, která se pohybuje mezi 2-8% (Pasarica et al., 2009). V hypoxii ADSC secernují 

zvýšené množství TGFβ a jiných růstových faktorů do média, což stimuluje jejich diferenciaci 

(Lin et al., 2020).  

 V praxi je nejčastěji využívána indukce diferenciace pomocí biochemických stimulů 

přídavkem TGFβ1, BMP4, kyseliny askorbové nebo heparinu do kultivačního média (Wang 

et al., 2010; Lin et al., 2020; Travnickova et al., 2021). Nevýhodou dlouhodobé stimulace 

exogenními diferenciačními faktory v médiu je ovšem možná nežádoucí fibrotizace buněčných 

kultur, projevující se např. zvýšenou produkcí intersticiálního kolagenu (Xu et al., 2007). 
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Obrázek 1. Signální dráhy vedoucí k diferenciaci mesenchymálních kmenových buněk směrem 

k hladkým svalovým buňkám. Převzato ze Zhang et al., 2017. 

 

ADSC mohou být stimulovány k diferenciaci nejenom prostřednictvím biochemických 

signálních molekul, které jsou přidány externě do kultivačního média, ale také parakrinním 

působením signálních molekul produkovaných jiným buněčným typem, který je s ADSC 

kokultivován. Ve studiích jsou ADSC běžně kokultivovány s endotelovými buňkami, hladkými 

svalovými buňkami a makrofágy, tedy s buněčnými typy, které se i v cévní stěně nacházejí 

v těsné blízkosti a vzájemně se ovlivňují buď parakrinní signalizací nebo přímým kontaktem 

buňka-buňka. ADSC kokultivované s endotelovými buňkami nebo kultivované 

v kondiciovaném médiu z endotelových buněk diferencovaly směrem k hladkým svalovým 

buňkám, což bylo prokázáno zvýšenou expresí α-hladkosvalového aktinu, transgelinu 

a kalponinu. Diferenciační účinek byl způsoben akumulací aktivinu A v kultivačním médiu 

(Merfeld-Clauss et al., 2015). Podobně může být diferenciace stimulována kokultivací ADSC 

s hladkými svalovými buňkami v poměru 1:5 (Zhang et al., 2012). Diferenciace ADSC byla 

rovněž indukována médiem kondicionovaným  makrofágy, a to prostřednictvím prostaglandinu 

F2α (Lee et al., 2012). 

V přirozeném prostředí tkání jsou buňky obklobeny extracelulární matrix, která dává 

dané tkáni mechanickou stabilitu a rovněž dává buňkám signál pro diferenciaci. Prostředí 

extracelulární matrix cévní stěny bylo napodobeno řadou polymerních biomateriálů. U ADSC 

byla pozorována zvýšená exprese α-hladkosvalového aktinu a transgelinu na materiálech 
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z polyethylenglykoldiakrylátu. Na těchto nosičích byl rovněž studován vliv povrchové 

morfologie materiálu na diferenciaci buněk. Buňky nejlépe diferencovaly na povrchu 

s rovnoběžnými pruhy s šířkou v řádech mikrometrů (Qu et al., 2013). ADSC byly 

diferencovány i na mikrosférách z kopolymeru kyseliny mléčné a glykolové, což bylo 

potvrzeno zvýšenou expresí kalponinu, kaldesmonu a těžkého řetězce hladkosvalového 

myosinu. Diferenciace na mikrosférách byla indukována přídavkem TGFβ1 do kultivačního 

média, exprese kaldesmonu a kalponinu však byla zvýšená i u buněk na mikrosférách 

v růstovém médiu bez TGFβ1 (Parmar et al., 2015). Na kopolymeru 

z ethylenglykolmonomethyletheru a kaprolaktonu byly ADSC stimulovány k expresi těžkého 

řetězce hladkosvalového myosinu v médiu s přídavkem heparinu (Kim et al., 2010). 

Hladkosvalovou diferenciaci stimuluje také substrát pokrytý polypyrrolem (Bjӧrninen et al., 

2017). ADSC je možné diferencovat biochemickou stimulací směrem k hladkému svalu 

i na polyethylentereftalátu vhodném pro konstrukci umělých cév, materiál ovšem samotnou 

diferenciaci nevyvolává (Yogi et al., 2021). Podobně i PLLA folie s povrchovými 

modifikacemi (plasmovaný povrch nebo pokrytí dextranem a polyethylenglykolem) nebo 

kultivační polystyren pokrytý lamininem nebrání biochemicky stimulované diferenciaci ADSC 

směrem k hladkému svalu (Travnickova et al., 2021; Rodríguez et al., 2006). 

Dalším diferenciačním faktorem je dynamická stimulace buněčné kultury. V cévní stěně 

jsou buňky vystaveny cyklickému napětí vlivem proudící krve, které se liší frekvencí a silou 

v závislosti na typu a umístění cévy. Mechanická stimulace v pulzním bioreaktoru vedla 

ke zvýšené expresi α-hladkosvalového aktinu, kalponinu a transgelinu v ADSC kultivovaných 

na porézním tubulárním nosiči z polytrimethylenkarbonátu pro konstrukci cévní náhrady 

(Parvizi et al., 2016). I dynamické natahování buněk na nosiči z kopolymeru kyseliny mléčné 

a kaprolaktonu vede ke zvýšené expresi α-hladkosvalového aktinu a těžkého řetězce 

hladkosvalového myosinu (Park et al., 2012). Pulzní bioreaktor byl použit i pro diferenciaci 

ADSC na tubulárních konstruktech cév z kopolymeru kyseliny mléčné a glykolové (Wang 

et al., 2017). 

Některé studie naznačují možný diferenciační efekt elektrické stimulace (Bjӧrninen et al., 

2017) nebo infračerveného záření (Abrahamse, 2014), jednoznačný účinek ale v těchto 

případech nebyl potvrzen. 

1.2 Adheze buněk 

Tkáně organismu jsou tvořeny buňkami a extracelulární matrix, která utváří vnější prostředí 

buněk a dává strukturu dané tkáni. Interakce obou těchto složek je důležitá pro správnou 
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strukturní organizaci a mezibuněčnou komunikaci v tkáních mnohobuněčných organismů. 

Buňky jsou v tkáních organismu ukotveny v různých typech vnějšího prostředí. Buněčná 

adheze je schopnost buněk vázat se k jiným buňkám nebo k extracelulární matrix. Buněčná 

adheze je klíčová pro přenos signálů z vnějšího prostředí, které regulují růst a vývoj tkání. 

Adheze rovněž hraje roli při migraci a diferenciaci buněk (Khalili a Ahmad, 2015). MSC jsou 

při in vitro kultivaci adherentní, což znamená, že adheze k extracelulární matrix je v in vitro 

podmínkách nahrazena adhezí na kultivační biomateriál (Dominici et al., 2006). 

 Buněčná adheze in vitro může být rozdělena do tří fází. První fází je iniciální 

sedimentace a přisednutí buňky na povrch substrátu. Další fází je rozprostírání buňky na daný 

povrch substrátu spojené s vazbou integrinových receptorů na vazebné ligandy na povrchu 

substrátu a se zplošťováním původně sferoidní buňky. Poslední fází je plné rozprostření buňky, 

formace fokálních adhezí mezi buňkou a substrátem a rozvinutí aktinového cytoskeletu v buňce 

(obr. 2, Khalili a Ahmad, 2015). 

 

Obrázek 2. Fáze in vitro buněčné adheze na kultivační substrát (převzato z Khalili a Ahmad, 

2015). 

 

1.2.1 Integriny 

Integriny jsou transmembránové adhezní receptory. Jejich funkcí je ukotvení buňky 

k extracelulární matrix nebo k jiným buňkám a také přenos signálu z vnějšího prostředí, 

tj.  integrace vnějšího a vnitřního prostředí buňky, jak napovídá již samotné označení těchto 

proteinů. Jedná se o heterodimerní proteiny tvořené vždy podjednotkou α a podjednotkou β. 

V lidském organismu existuje 18 typů podjednotek α a 8 typů podjednotek β, které umožňují 

tvorbu 24 unikátních heterodimerních receptorů. β podjednotky mohou vázat více typů 

α podjednotek. Receptory vznikají nekovalentní asociací dvou podjednotek. Extracelulární 

doména integrinové podjednotky je zakončena globulární hlavicí tvořenou 7 otočkami. 

Všechny β podjednotky a některé α podjednotky obsahují v globulární části proteinu také 

vazebné místo pro dvojmocné kationty. Vazba dvojmocných kationtů (Mg2+, Ca2+) do těchto 
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vazebných míst vede ke změně konformace proteinu a ke zvýšené afinitě integrinového 

receptoru k substrátu. Cytoplazmatická doména je krátká a obsahuje méně než 75 aminokyselin. 

Na intracelulární doménu se váže řada signálních nebo strukturálních proteinů. Intracelulární 

doména zprostředkovává přenos signálu z receptoru a jeho interakci s cytoskeletárními proteiny 

uvnitř buňky (Campbell a Humphries, 2011).  

Integriny rozpoznávají a vážou specifické aminokyselinové sekvence v proteinech 

extracelulární matrix (obr. 3). Pro většinu integrinových receptorů je charakteristické, že jsou 

schopny rozpoznávat více typů sekvencí a nejsou přísně specifické pouze k jedinému ligandu. 

Integriny také mohou vázat celou škálu růstových faktorů, hormonů a nízkomolekulárních látek 

v extracelulárním prostředí nebo proteinů na povrchu virů a bakterií (LaFoya et al., 2018). 

Některé integriny, které jsou typické především pro leukocyty, interagují také s receptory 

a membránovými proteiny na dalších buňkách, jako jsou například mezibuněčná adhezivní 

molekula 1 (ICAM1) nebo vaskulární adhezivní molekula (VCAM), a jsou klíčové 

pro dynamickou in vivo adhezi buněk na endotel v cévním řečišti (Mitroulis et al., 2015). 

Integrinové receptory je možné podle jejich specificity k vazebnému substrátu dělit 

do 4 následujících skupin: 1. Arg-Gly-Asp (RGD) vázající integriny, mezi které patří α5β1, 

α8β1, αIIbβ3 a všechny integriny obsahující αV podjednotku. Jsou označovány jako „nejvíce 

promiskuitní receptory“ schopné vázat různé proteiny jako fibronektin, fibrinogen, vitronektin 

nebo osteopontin. 2. integriny vázající Leu-Asp-Val (LDV) ligandy, mezi které patří α4β1, 

α4β7, α9β1, αEβ7 a všechny integriny obsahující β2 podjednotku. Vážou LDV sekvenci 

obsaženou například na fibronektinu nebo VCAM. 3. β1 integriny obsahující A doménu, jedná 

se o heterodimery kombinující β1 integrin s podjednotkou α1, α2, α10 nebo α11. Tyto receptory 

se vážou především na různé typy kolagenů a lamininů. 4. Integriny bez αA domény, 

jedná se o α6β4, α3β1, α6β1 a α7β1 integriny, které vážou preferenčně sekvence na lamininu 

(Humphries et al., 2006).  
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Obrázek 3. Příklady specifických adhezních sekvencí rozpoznávaných integrinovými 

receptory. U každé sekvence jsou uvedeny integrinové receptory, které je jsou schopny vázat 

(převzato z Bačáková a Švorčík, 2008). 

 

1.2.2 Fokální adheze 

Místa mechanické interakce buňky s okolním prostředím jsou v buňce lokalizována do tzv. 

fokálních adhezí. Na vnějším povrchu buňky jsou fokální adheze tvořeny integrinovými 

receptory, které rozpoznávají a vážou aminokyselinové sekvence v proteinech extracelulární 

matrix. Po navázání integrinu na sekvenci dojde k přenosu signálu do buňky a na vnitřní straně 

buněčné membrány je formován fokálně-adhezní komplex, který slouží jako ukotvení 

pro formaci aktinového cytoskeletu. Vazba integrinů na extracelulární matrix a tvorba fokálně 

adhezního komplexu tedy tvoří spojení cytoskeletu buňky s vnějším prostředím. Vytvoření 

fokálních adhezí spouští v buňkách signální kaskády a je nezbytné například pro regulaci 

migrace, proliferace či diferenciace buněk a správné fungování a regeneraci tkání. Po aktivaci 

integrinového receptoru dojde na jeho cytoplazmatické doméně k formaci multiproteinového 

komplexu (fokální adheze), který je v in vitro kulturách patrný ve výběžcích membrány 

rozprostírající se buňky. Cytoplazmatická doména integrinu obsahuje tři vazebné motivy, 

na které se vážou různé adaptorové proteiny. Aminokyselinový motiv His-Asp-Arg-Lys 

(HDRK), vázající fokálně-adhezní kinasy, paxilin nebo Fyn; dále motivy NxxY a NPxY 

schopné vázat talin, kindlin 1 a 2 nebo Shc prostřednictvím PTB domény na těchto proteinech. 

Adaptorové proteiny mohou plnit ve fokálních adhezích různé funkce. Mohou mít 

enzymatickou funkci, díky které přenášejí signál z fokálních adhezí na příslušnou signální 
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dráhu (například fokálně-adhezní kinázy, Src, kinasy spojené s integriny). Některé adaptorové 

proteiny se mohou vázat na aktinový cytoskelet (filamin, talin, α-aktinin, tensin) nebo mohou 

zprostředkovat vazbu dalších proteinů do fokálně-adhezního komplexu (paxillin) (Wu, 2007). 

Integrinová signalizace přes fokální adheze má následně vliv na regulaci buněčného cyklu 

a buněčného dělení (Kamranvar et al., 2022), migraci a angiogenesi (Zhao a Guan, 2011). 

Adherentní buňky, které mají nedostatek adhezních signálů z integrinových receptorů, 

podstupují programovanou buněčnou smrt zvanou anoikis. Tento mechanismus zabraňuje 

migraci a růstu buněk v jiných tkáních, než pro které jsou tyto buňky určeny, a tím udržuje 

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

1.3 Interakce buněk s biomateriály 

Chování buněk v in vitro kultuře (ve smyslu jejich adheze, růstu a diferenciace) na biomateriálu 

je ovlivněno třemi hlavními faktory: 1. Fyzikálně-chemickými vlastnostmi biomateriálu, 

2. Vlastnostmi buněčné kultury a 3. Složením kultivačního média. 

1.3.1 Fyzikálně-chemické vlastnosti biomateriálu 

Jednou z fyzikálně-chemických charakteristik, které mají vliv na adhezi, růst i diferenciaci 

buněčné kultury je tuhost kultivačního materiálu. Tuhost materiálu je buňkami rozpoznávána 

pomocí integrinových receptorů. V buňce se po navázání receptorů na substrát formují 

kontraktilní stresová vlákna aktinového cytoskeletu a dochází k mechanotransdukci signálu, 

především prostřednictvím RhoA/ROCK, ale i jiných signálních drah. Adherující buňky mají 

tedy na měkkých materiálech ve výsledku malou plochu rozpostření a nedokonale zformovaný 

aktinový cytoskelet. Naopak na pevném materiálu buňky formují jasně patrné fokální adheze 

s dobře rozvinutým cytoskeletem a mají velký povrch rozprostření (Pelham a Wang, 1997; 

Lv et al., 2015). Tuhost materiálu rovněž stimuluje diferenciaci MSC směrem k buněčnému 

typu, který se i v tkáních in vivo nachází v prostředí extracelulární matrix o podobné tuhosti. 

Kultivace ADSC na tuhém materiálu tak vede k jejich osteogenní (Zhang et al., 2018) nebo 

chondrogenní diferenciaci (Lee et al., 2020). Na středně tuhém materiálu pak může docházet 

k myogenní diferenciaci (Tijore et al., 2018) a na měkkém k adipogenezi (Zhang et al., 2018) 

nebo neurogenezi (Stukel et al., 2018). 

 Dalším faktorem je povrchová struktura materiálu. Drsnost materiálu může nabývat 

makroskopických rozměrů v milimetrové škále až po členitosti v řádech nanometrů. Povrchová 

morfologie udává tvar adherující buňce. To může být nejjasněji ilustrováno na příkladu 

materiálů s rovnoběžnými drážkami v mikrometrových velikostech. Buňky na těchto površích 

adherují ve směru pruhů, což vede ke změně jejich tvaru ve srovnání s buňkami na hladkém 
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povrchu (Kim et al., 2009). Obecně lze říct, že povrchy s větší drsností mají větší povrch 

pro adsorpci proteinů, adhezi a rozprostření buněk a akumulaci proteinů extracelulární matrix. 

Povrchová drsnost v mikro i nanometrových řádech tedy vede ke zvýšené adsorpci adhezních 

proteinů ze séra, což podporuje buněčnou adhezi a také osteogenní diferenciaci (Webster et al., 

2000; Faia-Torres et al., 2014). Mikrokanálky na povrchu hydrogelu podporují i myogenní 

diferenciaci buněk (Tijore et al., 2018). Drážkovaný povrch rovněž podporuje vývoj neuronů 

(Park et al., 2018) a neurogenní diferenciaci (Yang et al., 2014). U některých materiálů 

ale může mikrodrsnost působit na buněčnou proliferaci negativně (Kim et al., 2005). Buňky 

se totiž při adhezi rozprostírají na vzdálenosti i několika desítek mikrometrů, a tak mohou např.  

vyvýšeniny v řádu mikrometrů toto rozprostření omezovat. Buňky se například musí stěsnat 

do prohlubní mezi vyvýšeninami, nebo naopak přemosťují prohlubně, a nevyužívají 

tak efektivně celou plochu své membrány k interakci buňka-matrix. Ve snaze adherovat 

současně do prohlubní i na vyvýšeniny pak buňka nepřirozeně deformuje svou membránu, 

což může mít negativní vliv na její funkce. V neposlední řadě mohou ostré vyvýšeniny buňku 

i mechanicky poškodit (Bačáková et al. 2004, 2011).  

 Chování buněk na biomateriálu je určeno také jeho smáčivostí a elektrostatickým 

nábojem. Smáčivost vyjadřuje míru hydrofobnosti/hydrofilnosti materiálu. Smáčivost 

je měřena pomocí kontaktního úhlu vodní kapky na povrchu materiálu. Čím větší je kontaktní 

úhel kapky, tím větší je hydrofobnost materiálu. Hydrofobnost má zásadní vliv na adsorpci 

proteinů ze séra, což významně ovlivňuje chování buněk. Příliš hydrofobní povrchy adsorbují 

proteiny v denaturovaném stavu, což je nevhodné pro adhezi buněk. Příliš hydrofilní povrch 

naopak brání adsorpci proteinů z kultivačního média.  Například ve studii porovnávající adhezi 

MSC na škále hydrogelů s kontaktními úhly mezi 26-85° vyšlo najevo, že MSC adherují nejlépe 

na středně hydrofobní povrch s hodnotou kontaktního úhlu 58°. Tento povrch adsorboval 

největší množství fibronektinu a lamininu ze séra (Ayala et al., 2011). Naopak u fibroblastů 

byla se stoupající hodnotou kontaktního úhlu povrchu (rozmezí 0-106°) pozorována zhoršená 

adheze; nejlépe buňky adherovaly na hydrofilním povrchu. Na hydrofilním povrchu 

byl ve zvýšené míře adsorbován fibronektin a na hydrofobním albumin (Wei et al., 2007). 

 Elektrostatický náboj materiálu je dán jeho chemickými skupinami na povrchu 

a má rovněž vliv na smáčivost materiálu, adsorpci proteinů ze séra a adhezi buněk. Povrchový 

náboj může být modifikován povrchovou funkcionalizací, nejčastěji pomocí skupin -CH3, -OH, 

-COOH nebo -NH2. U rozdílných buněčných typů byl pozorován rozdílný efekt 

elektrostatického náboje na adhezi. Kladný náboj materiálu podporoval například adhezi 

fibroblastů, keratinocytů nebo hladkých svalových buněk (Guo et al., 2016; Černochová et al., 
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2020). V jiné studii byl naopak pozorován pozitivní efekt záporného náboje materiálu na adhezi 

fibroblastů. Záporný náboj navíc inhiboval růst bakteriálních kultur na materiálu (Guo et al., 

2018). Záporný náboj na tepelně oxidovaných Ti, Nb a TiNb substrátech rovněž podporoval 

osteogenní diferenciaci buněk linií Saos-2 a MG-63, odvozených z lidského osteosarkomu, 

zatímco kladný náboj podporoval proliferaci těchto buněk (Vandrovcová et al., 2014). 

 Povrch biomateriálů může být modifikován a zatraktivněn pro buněčnou adhezi, růst 

i diferenciaci navázáním různých bioaktivních molekul. Biomateriál může být potažen 

adhezními proteiny extracelulární matrix (Aung et al., 2023), adhezními peptidy (Li et al., 

2016), růstovými (Qu et al., 2018) nebo diferenciačními faktory (Lu et al., 2012). Povrch může 

být modifikován polymerními sloučeninami přírodního (Chen et al., 2018) a syntetického 

původu (Kim et al., 2018). Povrch může být modifikován i fyzikálními metodami, například 

plazmatem (Švorčík et al., 2009). Úprava povrchu může rovněž spočívat ve vytváření 

mikrodomén (Peng et al., 2011) nebo nanodomén (Cavalcanti-Adam et al., 2007) na povrchu 

s odlišnými fyzikálně-chemickými vlastnostmi ve srovnání s biomateriálem. 

1.3.2 Vlastnosti buněčné kultury 

Vlastnosti buněk při nasazení mají rovněž významný vliv na chování buněčné kultury 

na biomateriálu. Tento vliv je zejména patrný při proliferaci a diferenciaci MSC. 

 Diferenciace je například výrazně ovlivněna hustotou násady buněčné kultury. Buňky 

mají při vyšší koncentraci násady menší prostor pro rozprostření a vzniká mezi nimi více 

mezibuněčných kontaktů. Při nižší hustotě násady mají buňky velkou plochu rozpostření 

ale méně mezibuněčných spojů. Tento jev byl podrobně popsán u MSC, které byly nasazeny 

v různé hustotě na mikroostrůvky o ploše 5600 µm2. Rostoucí hustota násady měla pozitivní 

vliv na adipogenní diferenciaci buněk, u osteogenní diferenciace byl efekt hustoty násady 

zanedbatelný. Bylo zjištěno, že kladný efekt na adipogenezi je dán jednak menší plochou 

rozprostření buněk a také větším počtem mezibuněčných kontaktů. Naopak u osteogenní 

diferenciace byly zjištěny protichůdné efekty, kdy malá plocha jednotlivých buněk inhibovala 

osteogenezi, která byla však zároveň stimulována četnějšími mezibuněčnými spoji (Peng et al., 

2012). Kladný efekt tvorby většího počtu mezibuněčných spojů na diferenciaci MSC 

byl popsán i ve studii Tang et al., 2010. Osteogeneze je u dostatečně rozprostřených buněk 

aktivována přes RhoA/ROCK signální dráhu (McBeath et al., 2004). Efekt hustoty buněčné 

násady na osteogenní diferenciaci MSC byl popsán i v případě kultivace na materiálech 

z fosforečnanu vápenatého. Při nízkých násadách buňky špatně diferencovaly a hůře 

proliferovaly (Zhou et al., 2011). Pokud je ovšem inicální násada buněk příliš velká, dochází 
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k tzv. kontaktní inhibici, kdy buňky v in vitro kultuře nemají další prostor pro růst a dochází 

tak k inhibici jejich proliferace (Eagle a Levine, 1967). 

 Dalším faktorem působícím na diferenciaci kultury je tvar buněk na substrátu. MSC 

mají v in vitro podmínkách na kultivačním polystyrenu podlouhlý, vřetenovitý tvar 

(Travnickova et al., 2021). V jiné studii byly MSC jednotlivě nasazeny na mikroostrůvky 

o různých tvarech (kruh, čtverec, trojúhelník a pěticípá hvězda) se stejnou plochou a stejným 

poměrem délky stran. Diferenciační potenciál závisel na celkovém obvodu daného tvaru. 

Adipogenní diferenciace probíhala nejvíce ve tvaru kruhu, který měl nejkratší obvod, a nejméně 

ve tvaru hvězdy, který měl obvod nejdelší. Při osteogenní diferenciaci byl efekt opačný 

a nejvíce buňky diferencovaly v hvězdicovitém tvaru (Peng et al., 2011). Adipogenní 

diferenciace MSC na mikroostrůvcích různých tvarů byla sledována i ve studii Song et al., 

2011, kde se kruhový tvar ukázal také jako nejvhodnější. Osteogenní diferenciace naopak 

probíhá lépe, pokud mají buňky ostré okraje (Kilian et al., 2010). 

 Na diferenciaci má také podstatný účinek délka buněk. Při nasazení jednotlivých buněk 

na mikroostrůvky o stejné ploše, ale různém poměru stran (tj. na čtverec a různě dlouhé a široké 

obdelníky) dochází po indukci diferenciačním médiem k výraznější adipogenní diferenciaci 

MSC na čtvercovém tvaru. Čím delší a tenčí je buňka na substrátu, tím méně adipogenně 

diferencuje. Při osteogenezi je diferenciace nejintenzivnější v buněčném tvaru obdélníku 

s poměrem stran 2:1. Čtvercový nebo příliš podlouhlý tvar buňky již není pro osteogenezi 

optimální (Peng et al., 2011). Stejný jev byl pozorován i při kultivaci buněk v růstovém médiu 

bez biochemických diferenciačních faktorů (Yao et al., 2013).  

Z dosud publikovaných studií je tedy možné soudit, že diferenciace MSC směrem 

k hladkým svalovým buňkám, které mají v in vitro kulturách protáhlý a vřetenovitý tvar, bude 

rovněž ovlivněna tvarem a plochou rozprostření jednotlivých buněk. Studován byl například 

vliv buněčné morfologie na chování vyzrálých hladkých svalových buněk. Bylo zjištěno, 

že hladké svalové buňky lépe proliferují při větší ploše rozprostření. Avšak je-li plocha 

rozprostření již příliš veliká, proliferace buněk se opět snižuje, neboť je omezena velkým 

počtem fokálních adhezí a bohatě rozvinutým cytoskeletem. Lze tedy shrnout, že proliferační 

aktivita buněk je nejvyšší na středním stupni adheze (Bačáková et al. 2004, 2011). 

Na proliferaci měl negativní vliv i příliš podlouhlý tvar buňky. I exprese hladkosvalových 

markerů byla překvapivě snížená v buňkách s příliš podlouhlým tvarem (Thakar et al., 2009). 
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1.3.3 Složení kultivačního média  

Mimo základních živin (jednoduché cukry, aminokyseliny, vitamíny) a minerálů 

je do kultivačního média běžně přidáváno fetální hovězí sérum (FS). To obsahuje řadu proteinů, 

nízkomolekulárních látek a iontů, které mohou mít vliv na adhezi, růst a diferenciaci buněčné 

kultury. 

 FS obsahuje řadu adhezních molekul, které se adsorbují na povrch kultivačního 

polystyrenu a podporují tak buněčnou adhezi. Hlavní složkou ovlivňující adhezi ve FS jsou 

fibronektin a vitronektin, proteiny extracelulární matrix rozpoznávané integrinovými receptory 

(Hayman et al., 1985; Steele et al., 1992). Na druhou stranu téměř polovinu z celkového 

množství proteinů v séru tvoří albumin. Tento protein má při adsorpci na kultivační polystyren 

antiadhezivní účinky a používá se jako blokační látka při studiu adheze buněk na substrát 

(Yamazoe a Tanabe et al., 2008; Sedlář et al., 2021a; Sedlář et al., 2021b). U jiných 

biomateriálů může adsorpce albuminu naopak adhezi buněk podporovat (Horváthy et al., 2013; 

Kim et al., 2023). Pokud se totiž adsorbuje v přiměřeném množství, může vylepšovat 

geometrickou konformaci fibronektinu a vitronektinu, a tím i dosažitelnost jejich specifických 

aminokyselinových sekvencí integrinovými receptory buněk (Sousa et al. 2008). Typ 

a množství proteinu, které se budou na kultivační povrch adsorbovat, závisí hlavně 

na fyzikálně-chemických vlastnostech biomateriálu (Wilson et al., 2005). Při použití 

bezsérových médií může být absence adhezních molekul suplována adsorpcí některého 

proteinu extracelulární matrix na kultivační polystyren před samotným nasazením buněčné 

kultury (Li et al., 2010; Sedlář et al., 2021b). 

Proliferace a diferenciace buněk je ovlivněna obsahem růstových faktorů v séru. Sérum 

obsahuje především fibroblastové, endotelové, epidermální, transformující a insulinu podobné 

růstové faktory a růstové faktory odvozené z destiček (Lee et al., 2022). 

 V některých případech, zejména při následných klinických aplikacích, je žádoucí 

upustit od použití živočišných produktů při in vitro kultivaci. Proto se v současnosti rozmáhá 

použití lidského destičkového lyzátu, který rovněž obsahuje celou škálu bioaktivních molekul, 

jako náhražky FS (Oeller et al., 2021). Existuje také možnost použití bezsérových médií 

s přesně definovaným obsahem bioaktivních složek (Usta et al., 2014). 

1.4 Tkáňové inženýrství 

Definice tkáňového inženýrství byla formulována jíž před více než 30 lety americkými vědci 

Langerem a Vacantim. Jedná se o mezioborovou disciplínu, která využívá poznatků 

z materiálového inženýrství  a věd o živé přírodě k vývoji biologických náhrad, které obnovují, 
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udržují nebo zlepšují funkci poškozených tkání nebo orgánů (Langer a Vacanti, 1993). Jinými 

slovy, jedná se o konstrukci tkáňových náhrad pro účely regenerativní medicíny, nebo 

v poslední době i o vytváření modelů tkání v podmínkách buněčných kultur in vitro 

pro nejrůznější vědecké studie za účelem nahradit používání pokusných zvířat v moderní vědě 

21. století. 

1.4.1 Kardiovaskulární tkáňové inženýrství 

Navzdory neustávajícím pokrokům v moderní medicíně jsou kardiovaskulární choroby 

nejčastější příčinou úmrtí v civilizovaném světě, včetně  České republiky. Dle dat Eurostatu 

zveřejněných ve Zdravotním profilu Česka choroby oběhové soustavy v roce 2021 způsobily 

34,3% všech úmrtí v České republice, což v absolutních číslech představuje přes 48000 

zemřelých (OECD/European Observatory on Health Systems and Policies, 2024). Tato 

statistika je navíc v roce 2021 značně zkreslena zvýšeným počtem zemřelých na onemocnění 

COVID-19 a v předešlých letech tedy byly kardiovaskulární choroby příčinou téměř poloviny 

všech úmrtí. Nejčastějším kardiovaskulárním onemocněním způsobujícím úmrtí byla v roce 

2021 ischemická choroba srdeční (15,7% ze všech úmrtí) následovaná mozkovou mrtvicí 

(5,1%). U některých chorobných stavů ovšem není farmakologická léčba dostačující a musí být 

proto řešeny chirurgicky nahrazením poškozených tkání. Například při selhávání srdečních 

chlopní mohou být poškozené chlopně vyměněny za mechanické nebo bioprostetické chlopně 

(Kumar et al., 2023). Dalším příkladem je transplantace srdce u pacientů s pokročilým 

srdečním selháním (Ahmed a Jain, 2023). Nahrazovány mohou být také cévy u pacientů 

s výdutí břišní aorty nebo ischemickou chorobou srdeční (Hu et al., 2022). Chronický 

nedostatek tkání oběhového systému vhodných pro transplantace vedl ke vzniku 

kardiovaskulárního tkáňového inženýrství. Tento obor je dále možné rozdělit na inženýrství 

srdeční tkáně a cévní tkáňové inženýrství, které si kladou za cíl regenerovat nebo rekonstruovat 

srdeční nebo cévní tkáň. 

1.4.1.1 Cévní tkáňové inženýrství 

Nutnost vývoje a přípravy tkáňově-inženýrských konstruktů cév pramení z neklesající potřeby 

nahrazovat nenávratně poškozené cévy pacientů s kardiovaskulárními chorobami. Cévní 

náhrady jsou potřeba například u pacientů trpících ischemickou chorobou srdeční 

(aortokoronární bypass) nebo u pacientů s výdutí břišní aorty. Standardně používané cévní 

štěpy pro aortokoronární bypass jsou nejčastěji autologní, tedy pocházející z těla pacienta. Jako 

autologní štěp může sloužit vnitřní hrudní tepna nebo žíla z dolních končetin. Velká část 

pacientů ovšem nemá vhodné cévní štěpy s dostatečnou kvalitou, které by byly pro operace 
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použitelné. U žilních štěpů navíc dochází po operaci často ke snížené průchodnosti vlivem 

neointimální hyperplasie, což může v některých případech vést k riziku jejich selhání. 

Důležitým faktorem ve vzniku a rozvoji intimální hyperplasie žilního štěpu je jeho implantace 

na arteriální pozici a náhlé vystavení vyššímu krevnímu tlaku, což vede k jeho významné 

dilataci a nežádoucí aktivaci proliferace hladkých svalových buněk, která může vést ke stenóze 

štěpu (Skalský et al., 2012).  

Další možností je použití syntetických cévních náhrad, které jsou pro klinické použití 

vyráběny z materiálů na bázi polyethylentereftalátu (PET) nebo expandovaného 

polytetrafluorethylenu (ePTFE), tedy materiálů s hydrofobním povrchem, který je inertní 

a nevhodný pro kolonizaci buňkami. Při použití těchto štěpů u náhrad cév s malým průměrem 

(<6 mm) ale často dochází ke vzniku krevních sraženin, proto jsou tyto syntetické materiály 

preferenčně využívány při náhradách cév s vnitřním průměrem větším než 6 mm (Chlupáč 

et al., 2009). Cílem vaskulárního tkáňového inženýrství je tedy vytvořit cévní konstrukt 

obsahující materiálovou a buněčnou složku, který by předcházel nežádoucím vlastnostem 

a nevýhodám současně používaných cévních náhrad.  

Vytvoření funkčního tkáňově-inženýrského konstruktu cévy vyžaduje znalosti anatomie 

cévy a fyzikálně-chemických vlastností její extracelulární matrix. Struktura velkých 

cév je tvořena třemi vrstvami. 1. vnitřní vrstva (tunica intima) je tvořena endotelovými 

buňkami, které zabraňují srážení krve a tvoří vnitřní povrch cévy. Buňky jsou uchyceny 

na bazální membráně, která je složena z lamininu, kolagenů typu IV, XV a XVIII, nidogenu, 

perlekanu a dalších proteinů. Od další vrstvy je tunica intima oddělena vnitřní elastickou 

laminou. 2. střední vrstva (tunica media), tvořena především hladkými svalovými buňkami, 

které zajišťují mechanickou sílu cévy. Obsahuje elastinová vlákna, kolagen a proteoglykany. 

3. vnější vrstva (tunica externa nebo tunica adventitia) tvořená fibroblasty. Jedná 

se o pojivovou tkáň udržující strukturu cévy. Extracelulární matrix této vrstvy se skládá 

převážně z kolagenů typu I a III, chondroitinsulfátu a proteoglykanů (Wagenseil a Mecham, 

2009; Xu a Shi, 2014). Ideální cévní konstrukt by tedy měl mít vhodné mechanické vlastnosti 

(elasticitu a odolnost proti roztržení), být biokompatibilní, biodegradabilní a antitrombogenní, 

měl by mít nízkou imunogenicitu (Wang et al., 2022).  

 Ze syntetických degradovatelných materiálů je pro nově vyvíjené cévní konstrukty 

nejčastěji používán polykaprolakton (PCL). Tento polymer je biodegradabilní, biokompatibilní 

a vykazuje dobré mechanické vlastnosti. Na druhou stranu je ale příliš hydrofobní, což může 

způsobovat problémy při osazení konstruktu buněčnou složkou (Siddiqui et al., 2018).  PCL 

byl použit pro cévní konstrukty jako nanovlákenný tubulární nosič (Abdal-hay et al., 2018) 
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nebo ve formě vláken potažených želatinou (Coimbra et al., 2017). Dalším z často používaných 

polymerů je polylaktid (poly-L-kyselina mléčná, PLLA), který rovněž vykazuje dobré 

mechanické vlastnosti, biokompatibilitu a biodegradabilitu, kdy při rozkladu vzniká netoxická 

kyselina mléčná. Materiál je ale podobně jako PCL velmi hydrofobní, což působí negativně 

na buněčnou adhezi (Capuana et al., 2022). PLLA je možné použít v nanovlákenné podobě 

(Chen et al., 2024) a také v kombinaci s jinými syntetickými polymery jako PCL nebo PLGA 

(Wang et al., 2018). Ve vaskulárním tkáňovém inženýrství je používán i kopolymer kyseliny 

mléčné a kyseliny glykolové (PLGA, Wang et al., 2017), polyglycerolsebakát (PGS, Wu et al., 

2012) nebo polyglykolová kyselina (PGA, Hodge a Quint, 2020). 

 Cévní konstrukty mohou být připravovány i z přírodních materiálů. Běžně je používán 

například kolagen, který je jednou z hlavních složek extracelulární matrix cévy. Jeho 

nevýhodou jsou špatné mechanické vlastnosti výsledného konstruktu, spočívající v nízké 

pevnosti materiálu (Copes et al., 2019). Kolagenový nosič pro cévy může být používán 

ve formě pletených vláken (Zhang et al., 2019) nebo hydrogelů (Bosch-Rué et al., 2022). 

Používán je také elastin, který rovněž tvoří extracelulární matrix nativní cévy. Materiál 

se vyznačuje velmi dobrými mechanickými vlastnostmi v nanovlákenné formě (McKenna 

et al., 2012) nebo v kombinaci se syntetickými polymery (Wise et al., 2011). Dalším proteinem, 

ze kterého lze vytvářet cévní konstrukty, je fibroin (Kiritani et al., 2020). Pro konstrukci cév 

lze použít i přírodní polysacharid chitosan v hydrogelové podobě (Aussel et al., 2017), jako 

pokryv syntetických nosičů (Maleki et al., 2022) nebo v nanovlákenné formě v kombinaci 

se syntetickými polymery (Yin et al., 2020). 

 Jako přírodní materiál mohou být použity nosiče připravené decelularizací cévní tkáně. 

Ty si zachovávají stejné složení extracelulární matrix jako nativní cévy. Decelularizace probíhá 

většinou promýváním cévy roztoky obsahující detergenty (SDS, Triton X-100) a enzymy 

(DNasa nebo trypsin), čímž se tkáň zbaví buněčného obsahu. Decelularizovány mohou 

být jak allogenní, tak xenogenní tkáně (nejčastěji z prasete), protože při důkladném odstranění 

buněčné složky ztrácí tkáň většinu své imunogenicity. Decelularizovány byly například 

krkavice, aorty, věnčité tepny nebo žíly dolních končetin (Leal et al., 2021) 

 Tkáňově-inženýrský konstrukt může být osazen autologními vyzrálými buňkami 

pacienta. Pro osazení jsou používány endotelové a hladké svalové buňky, které musí být ovšem 

odebrány invazivní biopsií. Buňky jsou navíc získány v malých množstvích a mají nízký 

proliferační a regenerační potenciál. Další možností je aplikovat embryonální kmenové buňky, 

které jsou pluripotentní a mohou tedy diferencovat do buněčných typů nacházejících se v cévní 

stěně. Jejich použití je ale spojeno s etickými problémy. Variantou je rovněž použití 
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indukovaných pluripotentních kmenových buněk, které mohou být připraveny z autologních 

buněk pacienta v prakticky neomezených množstvích. Genetické manipulace v těchto buňkách 

ale způsobují velké riziko vzniku nádorového bujení. Ideálním řešením se proto jeví použití 

MSC, které lze získat autologně z různých tkání pacienta. Poté je možné je expandovat 

a diferencovat do požadovaných buněčných typů (Jouda et al., 2022). 

Pro úspěšnou přípravu tkáňově-inženýrského konstruktu je tedy nutné vycházet nejen 

ze znalostí biologických oborů, ale také z poznatků fyzikálních a chemických disciplín, 

zejména z materiálového inženýrství. Při konstrukci je potřeba pečlivě zvážit veškeré aspekty 

ovlivňující interakci buněk s materiálem. Příprava konstruktu začíná výrobou biomateriálu 

s fyzikálně-chemickými vlastnostmi vhodnými pro požadovanou aplikaci. Dále je potřeba 

zvolit buněčnou kulturu a upravit kultivační podmínky tak, aby došlo k úspešné kolonizaci 

konstruktu buněčnou složkou. Cílem této práce bylo tedy zkoumat všechny tyto aspekty 

přípravy tkáňově-inženýrského konstruktu. Získané výsledky mohou přispět jak k rozšíření 

obecných znalostí o interakcích mezi buňkou a biomateriálem, tak k dalším aplikacím 

v kardiovaskulárním tkáňovém inženýrství při konstrukci cévních náhrad a vaskularizovaných 

modelů tkání. 
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2 Cíle práce 

Cílem této disertační práce je získat nové poznatky o adhezi, růstu a diferenciaci ADSC 

v různých kultivačních podmínkách in vitro, ovlivněných složením kultivačního média, 

použitým biomateriálem a dynamickou stimulací. Dílčí cíle této práce lze tudíž formulovat 

následovně:  

 Posoudit vliv rekombinantních proteinů FGF-2M, VEGF-A165 a galektinu-3 na adhezi 

a růst ADSC.  

 Prozkoumat adhezi, růst a diferenciaci ADSC na planárních polylaktidových foliích 

s různou povrchovou modifikací, které zastupují 2D biomateriály vhodné 

pro konstrukci umělých cév. 

 Vyhodnotit chování ADSC na 3D biomateriálech na bázi polylaktidu 

a polykaprolaktonu, které jsou potenciálně vhodné pro konstrukci vaskularizovaných 

náhrad a modelů měkkých a tvrdých tkání. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Příprava rekombinantních proteinů 

Rekombinantní proteiny VEGF-A165, FGF-2M a galektin-3 byly připraveny a charakterizovány 

Ing. Kristýnou Slámovou, PhD. v Laboratoři biotransformací Mikrobiologického ústavu AV 

ČR. 

3.1.1 Příprava VEGF-A165 a FGF-2M 

Růstový faktor VEGF-A165 (vaskulární endotelový růstový faktor A – splicing varianta s 165 

aminokyselinami) byl připraven rekombinantně v kvasinkách Pichia Pastoris KM71H.  

Růstový faktor FGF-2 (fibroblastový růstový faktor 2) byl připraven rovněž 

v kvasinkách Pichia Pastoris KM71H. Do aminokyselinové sekvence proteinu byly zavedeny 

mutace ve dvou pozicích polypeptidového řetězce (R31K/R129K), čímž došlo k odstranění 

míst, které by mohly být potenciálně štěpeny kvasinkovými endoproteasami Kex2. Proto je dále 

tento mutantní růstový faktor označen jako FGF-2M. Detailněji je příprava obou růstových 

faktorů popsána v publikaci Sedlář et al., 2021a.  

3.1.2 Příprava galektinu-3 

Galektin-3 byl připraven jako rekombinantní protein s histidinovou kotvou na N-terminálním 

konci v bakteriích Escherichia coli Rosetta 2 (DE3) pLysS. Podrobný popis přípravy proteinu 

je publikován v článku Sedlář et al., 2021b.  

3.2 Příprava PLLA materiálů a jejich povrchová úprava 

Polylaktidové (PLLA) fólie s povrchovými modifikacemi byly připraveny a charakterizovány 

na Ústavu inženýrství pevných látek na Vysoké škole chemicko-technologické v Praze 

Ing. Nikolou Slepičkovou Kasálkovou, PhD. Povrchová úprava spočívala ve vystavení 

materiálu argonovému plasmatu po dobu 240 sekund (materiál značený jako 240), plazmování 

a navázání polyethylenglykolu (Mr = 20000) na povrch materiálu (PEG) nebo plazmování 

a navázání dextranu (Mr = 9000 – 11000, Dex). Jako kontrola byl použit čistý PLLA (PLLA) 

a polystyren pro buněčné kultury (PS). Podrobný postup přípravy a charakterizace materiálů 

je popsán v článku Travnickova et al., 2021. 

3.3 Příprava 3D materiálů na bázi PLLA/PCL 

Trojrozměrné (3D) materiály byly vyrobeny Ing. Milošem Beranem z Výzkumného ústavu 

potravinářského v Praze. Měkké porézní 3D materiály z PLLA/PCL byly vyrobeny metodou 

lyofilizace s využitím NaCl (velikost krystalů 0,25 – 0,5 mm) jako porogenu. Pro přípravu 

materiálů byl použit polylaktid (NatureWorks, Ingeo Biopolymer 4043D, Mr = 160000) 
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a polykaprolakton (Sigma-Aldrich, 440744, Mr = 80000). Porézní materiály byly připraveny 

s různým hmotnostním obsahem hydroxypropylcelulózy (KlucelTM E). Mechanicky odolnější 

materiály pro konstrukci tvrdých tkání byly připraveny metodou 3D tisku. Pro tisk byl použit 

polylaktid (Aurapol PLA 3D filament Natural, Smart 3D). Bylo připraveno několik typů 

materiálů s různou vnitřní architekturou, které se lišily šířkou, tvarem a uspořádáním vláken 

a také šířkou mezer mezi jednotlivými vlákny. 

3.4 Buněčné kultury 

3.4.1 Mesenchymální kmenové buňky z tukové tkáně 

ADSC byly izolovány z lipoaspirátu získaného při liposukci pacientů. Lipoaspirát byl 5× 

promyt pufrovaným fyziologickým roztokem (PBS, Sigma-Aldrich, P4417) pro odstranění 

znečištění krví. Následně byl lipoaspirát inkubován s 0,1% (w/v) kolagenasou typu I 

(Worthington, LS004214) rozpuštěnou v 1% (w/v) roztoku hovězího sérového albuminu (BSA, 

Sigma-Aldrich, A9148) v PBS po dobu 1h na třepačce při 37 °C. Poměr lipoaspirátu a roztoku 

kolagenasy byl 1:1. Lipoaspirát byl centrifugován při 300 g a pokojové teplotě po dobu 5 minut. 

Supernatant byl odsán, peleta promyta v 10 ml Dulbeccova modifikovaného Eaglova média 

(DMEM, Gibco, 52100-021) s 10% (v/v) fetálního hovězího séra (FS, Gibco, 10270-106). 

Po další centrifugaci byl supernatant opět odsán a peleta resuspendována v 10 ml čerstvého 

média. Suspenze byla přefiltrována přes sítko na buňky (Biologix, 15-1100, velikost pórů 

100 μm) a buňky byly nasazeny na 75 cm2 kultivační lahve pro následnou expanzi. ADSC byly 

kultivovány v DMEM s 10% FS, 10 ng/ml fibroblastového růstového faktoru 2 (FGF-2, 

GenScript, Z03116-1) a gentamicinem (40 µg/ml, Sandoz). Postup izolace byl převzat ze studie 

Estes et al., 2010 a je popsán v publikaci Sedlář et al., 2021a. Buňky byly charakterizovány 

v druhé pasáží pomocí průtokového cytometru NovoCyte® Flow Cytometer (ACEA 

Biosciences, Agilent) pro přitomnost nebo absenci specifických povrchových markerů. 

U buněk byla prokázána přítomnost markerů CD105, CD90, CD73, CD29. Na izolovaných 

buňkách byla detekována nulová nebo téměř nevýznamná exprese markerů CD31, CD34, CD45 

a CD146. V experimentech byly použity buňky vždy v druhé až čtvrté pasáži. 

 ADSC byly také diferencovány směrem k hladkým svalovým buňkám. Diferenciace 

byla indukována úpravou složení kultivačního média. Buňky byly při diferenciaci kultivovány 

v DMEM s přídavkem 2% FS, 2,5 ng/ml TGFβ1 (Abcam, ab50036), 2,5 ng/ml BMP4 (Sigma-

Aldrich, GF167) a 150 µM askorbové kyseliny (Sigma-Aldrich, 49752). 
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3.4.2 Endotelové buňky z lidské pupečníkové žíly 

Endotelové buňky z lidské pupečníkové žíly (HUVEC) byly zakoupeny jako komerční produkt 

(Lonza, C2517A, 3. pasáž). Buňky byly kultivovány v endotelovém bazálním médiu 2 (EBM2, 

PromoCell, C-22111) s přídavkem suplementů (PromoCell, C-39211) obsahující 2% FS, EGF, 

VEGF, IGF-1, FGF-2, hydrokortison, heparin a kyselinu askorbovou a s 1% (v/v) směsí 

antibiotik a antimykotik (ABAM, Sigma-Aldrich, A5955). 

3.4.3 Cévní hladké svalové buňky z prasečí aorty 

Cévní hladké svalové buňky (VSMC) byly izolovány z prasečí aorty explantační metodou. 

Postup izolace je podrobně popsán v publikaci Liskova et al., 2017 (kde byl použit pro získání 

intersticiálních buněk srdečních chlopní). Izolace byla provedena Mgr. Elenou Filovou, PhD. 

(Laboratoř biomateriálů a tkáňového inženýrství, FGÚ AV ČR). Buňky byly kultivovány 

v DMEM s 10% FS. Buňky byly charakterizovány imunofluorescenčním barvením 

na přítomnost α-hladkosvalového aktinu, kalponinu, h-kaldesmonu, desminu a těžkého řetězce 

hladkosvalového myosinu. 

3.5 Studium inciální adheze 

Pro studium iniciální adheze buněk na substrát s adsorbovanými proteiny bylo použito zařízení 

xCELLigence Real-Time Cell Analysis – Single Plate (RTCA SP). Dna jamek v 96jamkových 

deskách (E-plate view 96 PET, 300600910) byly adsorbovány rekombinantními proteiny 

VEGF-A165 a FGF-2M v koncentracích 0,01 až 10 μM přes noc při 4 °C v PBS. Rekombinantní 

galektin-3 byl adsorbován v koncentracích 0,1 až 33 μM. Poté byla v části jamek potenciální 

nespecifická vazebná místa pro protilátky blokována pomocí 1% BSA v PBS po dobu 1 hodiny 

při 37 °C. Část jamek byla ponechána bez blokace BSA. Buňky byly nasazeny na jamky 

v médiu (DMEM pro ADSC a EBM2 pro HUVEC) bez obsahu séra a suplementů ve finální 

koncentraci 104 buněk na jamku v 200 μl média. Impedance v jamkách byla snímána každé 

3 minuty po dobu 4 hodin v termostatu při 37 °C ve vlhké atmosféře obsahující 5% CO2.  

Pro objasnění mechanismu adheze buněk na galektin-3 byly použity protilátky blokující 

integrinové podjednotky nebo integrinové heterodimery. Byly použity protilátky proti 

αV (Millipore, MAB2021Z), α3 (Millipore, MAB1952Z), β1 (Millipore, MAB2253), 

β3 (Millipore, MAB2023Z), αVβ3 (Millipore, MAB1976), α5β1 (Millipore, MAB1969) a α2β1 

integrinu (Millipore, MAB1998). Jako izotypová kontrola byl použit nespecifický myší IgG1 

(Millipore, MABC002). Použitá koncentrace protilátek byla 20 μg/ml, u protilátky proti 

αV integrinu bylo použito ředění 1:25. Dále byl použit také syntetický inhibitor αVβ1 integrinu 

(MedChemExpress, HY-100445A; 0,01 - 10 μM), syntetické peptidy GRGDSP (200 μM, 
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Sigma-Aldrich, SCP0157) a GRADSP (200 μM, Sigma-Aldrich, SCP0156) 

a ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA, 0,1 – 10 mM, Sigma-Aldrich, E6758). 

3.6 Kultivace buněk s růstovými faktory VEGF-A165 a FGF-2M 

HUVEC a ADSC byly nasazeny ve výsledné koncentraci 3×103 buněk/jamka v 96jamkové 

kultivační 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 dalších 

suplementů (EGM2 weak). Do média byl přidány rekombinantní růstové faktory VEGF-A165 

(10 – 1000 ng/ml) a FGF-2M (5 – 250 ng/ml) připravené v laboratoři spolupracujícího 

pracoviště. Pro srovnání byly použity také komerční produkty VEGF-A165 (GenScript, Z03073-

1) a FGF-2 (GenScript, Z03116-1) ve stejných koncentracích. V dalším experimentu byly 

jamky v desce před násadou buněk přes noc adsorbovány růstovými faktory VEGF-A165 a FGF-

2M v koncentracích 0,01-10 μM při 4 °C. Rekombinantní proteiny byly ředěny v PBS. 

3.7 Stanovení metabolické aktivity buněk 

Metabolická aktivita buněk byla stanovena metodou využívající resazurin. Resazurin (Sigma-

Aldrich, R7017) je intracelulárními reduktasami živých a proliferujících buněk redukován 

na růžový resorufin, jehož fluorescenci je možno detekovat na mikrodestičkovém 

fluorescenčním readeru. V publikaci Sedlař et al., 2021a bylo buňkám v 96jamkové desce 

odsáto kultivační médium. Buňky byly promyty v PBS a k buňkám bylo přidáno čerstvé 

médium obsahující resazurin v koncentraci 40 μM. Buňky byly následně inkubovány 4 hodiny 

v termostatu při 37 °C. Poté byla v jamkách detekována fluorescence (vlnové délky 

excitace/emise byly 530/590 nm) na přístroji SynergyTM HT Multi-Mode Microplate reader. 

Jako blank sloužilo médium s resazurinem v jamce bez buněk. Vzorky byly měřeny 

v triplikátech. 

3.8 Imunocytochemické barvení a fluorescenční mikroskopie 

Buňky byly v daných časových intervalech fixovány roztokem 4% paraformaldehydu v PBS 

po dobu 10 minut při pokojové teplotě. Buňky byly blokovány a permeabilizovány roztokem 

1% BSA s 0,1% Tritonem X-100 v PBS (20 minut) a dále 1% roztokem Tweenu-20 v PBS 

(20 minut). 

Pro obarvení cytoskeletu buněk byl použit faloidin-TRITC (100 ng/ml v PBS, Sigma-

Aldrich, P1951) a buněčná jádra byla barvena Hoechstem 33258 (10 μg/ml v PBS, Sigma-

Aldrich, B1155). Pro vizualizaci buněčné morfologie bylo použito také barvení Texas Red C2-

maleimidem (1,7 µg/ml, Invitrogen, T6008). Barvení probíhalo 1 hodinu při pokojové teplotě.  
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 Fokální adheze byly vizualizovány s pomocí protilátky proti vinkulinu (ředění 1:400 

v PBS, Sigma-Aldrich, V9131). Markery diferenciace ADSC směrem k hladkým 

svalovým buňkám byly vizualizovány pomocí protilátek proti α-hladkosvalovému aktinu 

(1:200 v PBS, Sigma-Aldrich, A2547), kalponinu (1:200 v PBS, Abcam, ab46794) a těžkému 

řetězci hladkosvalového myosinu (1:200 v PBS, Santa Cruz Biotechnology, sc-6956). Buňky 

byly inkubovány s primární protilátkou přes noc při 4 °C. Poté byly promyty PBS a inkubovány 

se sekundární protilátkou proti myšímu IgG konjugovanou s fluorescenční značkou Alexa Fluor 

488 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A11017), proti králičímu IgG konjugovanou 

s Alexou Fluor 488 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A1070) nebo proti myšímu IgG 

konjugovanou s Alexou Fluor 546 (1:400 v PBS, Thermo Fisher Scientific, A11003) 1 hodinu 

při pokojové teplotě. 

 Mikrofotografie byly pořízeny na epifluorescenčním mikroskopu Olympus IX71 

s digitální kamerou DP71 (Olympus). Mikrofotografie buněk na 3D biomateriálech byly 

pořízeny na konfokálním mikroskopu Andor Dragonfly 503 se skenovacím diskem, který 

byl vybaven kamerou Zyla 4.2 PLUS sCMOS (Andor Technology Ltd.). Počty buněk byly 

spočítány z mikrofotografií fluorescenčně barvených jader a morfologické paramtery buněk 

při adhezi vyhodnoceny z mikrofotografií buněk barvených faloidinem konjugovaným 

s TRITC nebo Texas Red-C2 maleimidem pomocí programu ImageJ (National Institutes 

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

3.9 Stanovení exprese markerů diferenciace na úrovni mRNA 

Analýza markerů diferenciace ADSC směrem k hladkým svalovým buňkám na úrovni mRNA 

byla provedena pomocí qPCR.  

Pro izolaci RNA byl použit kit Total RNA Purification Micro Kit (Norgen Biotek, 

25700) podle instrukcí od výrobce. Koncentrace izolované RNA byla změřena na přístroji 

NanoDrop One Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Vzorky RNA byly následně 

uchovány při -80 °C. Pro přepis RNA na cDNA byl využit Omniscript Reverse Transcription 

Kit (Qiagen, 205113) spolu s Random Primer Mix (New England Biolabs, S1330S). Jednotlivé 

vzorky byly aplikovány do reakční směsi ve výsledném množství 1 μg RNA. Objem reakční 

směsi byl 20 μl. Reverzní transkripce probíhala po dobu 1 hodiny při 37 °C. Syntetizovaná 

cDNA byla uchována při -20 °C. 

Pro qPCR byly využity TaqMan sondy (Life Technologies) v kombinaci 

s pufrem 5x HOT FIREPol Probe qPCR Mix Plus (ROX) (Solis BioDyne, 08-14-00001). 

Celkový objem reakční směsi v jamce byl 20 μl. Na jamku byly nanášeny vždy 2 μl vzorku 
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cDNA. Pro ADSC byly použity sondy pro analýzu exprese genů COL1A1 (Hs00164004_m1), 

CNN1 (Hs00154543_m1), SMTN (Hs01022259_m1), ACTA2 (Hs00909449_m1), MYH11 

(Hs00975796_m1), a B2M (Hs00187842_m1), který sloužil jako referenční gen. PCR reakce 

sestávala z 2 minut preinkubace při 50 °C, 10 minut iniciální aktivace enzymu a denaturace 

cDNA při 95 °C a následně 40 cyklech denaturace (15 sekund, 95 °C) a annealingu/elongace 

(1 minuta, 60 °C). Průběh reakce byl měřen na přístroji Viia 7 Real-time PCR System (Thermo 

Fisher Scientific, USA). 

3.10 Statistické zpracování dat 

Statistická analýza výsledků byla provedena pomocí softwaru SigmaPlot 14.0 (Systat Software 

Inc., USA). Parametrická data byla statisticky srovnána pomocí jednofaktorové (One-way) 

ANOVA (p ≤ 0,05). Neparametrická data byla srovnána pomocí One-way ANOVA on Ranks 

(p ≤ 0,05). Většina výsledků je prezentována jako průměr ± směrodatná odchylka, pokud není 

uvedeno jinak. 
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4 Výsledky 

4.1 Adheze a růst buněk v přítomnosti růstových faktorů VEGF-A165 

a FGF-2 

Sedlář A, Trávníčková M, Matějka R, Pražák Š, Mészáros Z, Bojarová P, Bačáková L, Křen 

V, Slámová K. Growth factors VEGF-A165 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. 

Příspěvek studenta: Z celého autorského kolektivu jsem se nejvyšší měrou podílel na 

vypracování všech buněčných experimentů, zahrnujících studium vlivu růstových faktorů na 

adhezi a růst buněčných kultur ADSC a HUVEC. Dále jsem byl zodpovědný za zpracování 

výsledků a sepsání publikace. Procentuální podíl studenta na publikaci: 50%. 

 

Jedním z aspektů, které mohou ovlivňovat adhezi, růst a diferenciaci buněk na biomateriálech 

pro tkáňově-inženýrské konstrukty, je biochemické složení kultivačního média, respektive 

přítomnost růstových faktorů v médiu. Růstové faktory mohou být přítomny v médiu 

v rozpustné formě nebo mohou být imobilizovány na povrchu biomateriálu. V první části 

disertační práce byly testovány růstové faktory VEGF-A165 a FGF-2 rekombinantně připravené 

v kvasinkách Pichia pastoris. FGF-2 obsahuje ve své aminokyselinové sekvenci 2 místa, která 

jsou náchylná ke štěpení kvasinkovou endoproteasou Kex2. Enzymatické štěpení FGF-2 by 

vedlo ke ztrátě jeho biologické aktivity. Faktor FGF-2 byl tedy připraven s mutací ve dvou 

aminokyselinových pozicích polypeptidového řetězce (R31K/R129K), čímž došlo k odstranění 

míst, která jsou ke štěpení náchylná. Proto je tato mutantní forma proteinu označena jako FGF-

2M.  

Nejprve byl testován vliv růstových faktorů v médiu na proliferaci buněk (obr. 4). 

Pro tuto studii byly vybrány ADSC a HUVEC, které jsou vhodné pro osazení tkáňově-

inženýrských konstruktů cévních náhrad, a to jako buněčné složky reprezentující tunica intima 

(HUVEC) a tunica media (ADSC, které mohou být diferencovány směrem k cévním hladkým 

svalovým buňkám). Růstové faktory byly v koncentrační řadě (rozmezí koncentrací 10-1000 

ng/ml u VEGF-A165 a 5-250 ng/ml u FGF-2M) přidány do kultivačního média (pro ADSC 

se jednalo o DMEM s 10% FS a pro HUVEC o EBM2 s 2% FS) a byl sledován jejich účinek 

na růst buněk. Stanoven byl jednak počet buněk (obr. 4) a rovněž jejich metabolická aktivita 

(obr. 5).  
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Po přidání VEGF-A165 do média bylo dosaženo pouze mírně zvýšené proliferace 

jen u HUVEC (obr. 4A). Na počet ADSC tento růstový faktor neměl žádný vliv (obr. 4C), 

pouze byla mírně zvýšená jejich metabolická aktivita (obr. 5C). Je zajímavé, že u HUVEC 

má pozitivní vliv na proliferaci již 10 ng/ml VEGF-A165, ale další zvyšování koncentrace 

už nevede k intenzivnější proliferaci buněk.  

Z výsledků je jasně patrný pozitivní vliv FGF-2M v médiu na růst jak ADSC, 

tak HUVEC, který se zároveň se vzrůstající koncentrací faktoru v médiu dále zvýrazňuje 

(obr. 4B,D). Nejvyšších hodnot jak metabolické aktivity, tak počtu jader je dosaženo 

při koncentraci 250 ng/ml FGF-2M (obr. 4B,D a 5B,D). Pozitivní účinek růstového faktoru 

je nejvíce zřejmý sedmý den kultivace. První den po přidání faktoru pozitivní efekt není tolik 

znatelný (statisticky významně zvýšená je první den pouze metabolická aktivita u HUVEC).  

Účinek připravených růstových faktorů byl také porovnán s komerčním VEGF-A165 

(GenScript, Z03073-1, produkován v lidské buněčné linii HEK293) a komerčním FGF-2 

(GenScript, Z03116-1, produkován v bakteriích Escherichia coli). Laboratorně připravené 

růstové faktory dosahovaly podobného mitogenního efektu jako ty komerční. Pouze 

v některých koncentracích byl pozitivní efekt ve srovnání s komerčními mírně snížený 

(obr. 4B,D - FGF-2M - koncentrace 10-100 ng/ml u ADSC sedmý den kultivace a koncentrace 

10-20 ng/ml u HUVEC rovněž sedmý den kultivace; obr. 5D - VEGF-A165 - koncentrace 10-

500 ng/ml u HUVEC třetí den kultivace rozdíl v metabolické aktivitě). Z výsledků vyplývá, 

že laboratorně připravené růstové faktory v kvasinkách Pichia pastoris mají podobnou 

mitogenní aktivitu jako komerční faktory připravené v buněčné linii HEK293 nebo bakteriích 

E. coli. Výsledky také ukazují, že výskyt dvou mutací v aminokyselinové sekvenci FGF-2M 

nemá významný vliv na jeho mitogenní aktivitu. 
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Obrázek 4. Mitogenní aktivita VEGF-A165 a FGF-2M v kultivačním médiu. ADSC (A, B) nebo 

HUVEC (C, D) byly kultivovány v médiu obohaceném o komerční VEGF-A165 (VEGF com.) 

nebo námi vytvořené rekombinantní VEGF-A165 (VEGF) v koncentracích od 10 do 1000 ng/ml 

(A, C) a také v médiích obohacených komerčním FGF-2 (FGF-2 com.) nebo námi vytvořeným 

rekombinantním FGF-2M (FGF-2M) v koncentracích od 5 do 250 ng/ml (B, D). Růstové 

faktory byly přidány do DMEM s 10% FBS pro ADSC (A, B) a do EGM2-weak 

(tj. bez růstových faktorů EGF, VEGF, IGF‐1 a FGF‐2) pro HUVEC (C, D). Kontrolní buňky 

byly kultivovány v médiu bez růstových faktorů (Ctrl). Počet buněk byl stanoven 1. den (day 1), 

3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazení. Průměr ± směrodatná odchylka (SD) ze 3 jamek. 

Jednofaktorová (One-way) ANOVA, Holm-Šidákova metoda, p ≤ 0,05. Vzorky byly statisticky 

porovnány v uvedený den po nasazení. * - statisticky významný rozdíl oproti kontrolnímu 

vzorku (Ctrl). # - statisticky významný rozdíl oproti vzorku obsahujícímu odpovídající 

koncentraci komerčního růstového faktoru (převzato ze studie Sedlář et al., 2021a). 
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Obrázek 5. Metabolická aktivita ADSC (A, B) a HUVEC (C, D) kultivovaných v médiu 

s VEGF-A165 (A, C) nebo FGF-2M (B, D). Buňky byly kultivovány v médiu s komerčním 

VEGF-A165 (VEGF com.) nebo námi vytvořeným rekombinantním VEGF-A165 (VEGF) 

v koncentracích od 10 do 1000 ng/ml (A, C) nebo v médiu s komerčním FGF-2 (FGF-2 com.) 

nebo námi vytvořeným rekombinantním FGF-2M (FGF-2M) v koncentracích od 5 do 250 

ng/ml (B, D). Růstové faktory byly přidány do DMEM s 10 % FS pro ADSC a do EGM2-weak 

(tj. bez růstových faktorů EGF, VEGF, IGF‐1 a FGF‐2) pro HUVEC. Kontrolní buňky byly 

kultivovány v médiu bez růstových faktorů (Ctrl). Metabolická aktivita byla stanovena 1. den 

(day 1), 3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazení buněk pomocí resazurinového testu. Průměr 

± SD ze 3 jamek. Jednofaktorová (One-way) ANOVA, Holm-Šidákova metoda, p ≤ 0,05. 

Statisticky významné rozdíly jsou znázorněny nad sloupci. Vzorky byly statisticky 

porovnávány v uvedený den po nasazení. * - statisticky významný rozdíl oproti kontrolnímu 

vzorku (Ctrl). # - statisticky významný rozdíl oproti vzorku obsahujícímu odpovídající 

koncentraci komerčního růstového faktoru (převzato ze studie Sedlář et al., 2021a). 
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V dalším z pokusů byla sledována mitogenní aktivita růstových faktorů VEGF-A165 

a FGF-2M adsorbovaných na polystyrenový kultivační substrát (rozmezí použitých koncentrací 

roztoku pro adsorpci bylo 0,01-10 μM, což v případě VEGF-A165 odpovídá koncentracím 

0,172-172 μg/ml a v případě FGF-2M koncentracím 0,192-192 μg/ml). V jamkách 

adsorbovaných VEGF-A165 byla pozorována jeho mitogenní aktivita pouze u HUVEC, 

kde je opět patrná koncentrační závislost (obr. 6C). Na ADSC měl VEGF-A165 pozitivní efekt 

pouze u metabolické aktivity v koncentracích 1 a 10 μM, počet buněk ovlivněn nebyl (obr. 6A). 

Z výsledků je patrný výrazně podpůrný efekt FGF-2M při proliferaci ADSC a HUVEC, 

nejvýznamnější nárůst počtu buněk byl dosažen při nejvyšší adsorbované koncentraci 10 μM 

FGF-2M (obr. 6B, D). Tyto výsledky jasně ukazují možnost využití adsorpce či imobilizace 

růstových faktorů na povrch biomateriálu pro zlepšení jeho biokompatibility a podpory růstu 

buněk. Z výsledků rovněž vyplývá, že fyzikální adsorpce na povrch biomateriálu nezpůsobuje 

ztrátu mitogenní aktivity růstových faktorů. 

 

Obrázek 6. Mitogenní aktivita VEGF-A165 a FGF-2M adsorbovaných na kultivačním substrátu. 

ADSC (A, B) nebo HUVEC (C, D) byly nasazeny do jamek 96-jamkových polystyrenových 

destiček pro tkáňové kultury předem adsorbovaných VEGF-A165 (A, C) nebo FGF-2M (B, D) 

v koncentracích od 0,01 do 10 µM. Čisté jamky bez růstových faktorů sloužily jako kontrola 

(Ctrl). ADSC byly pěstovány v DMEM s 10 % FS. HUVEC byly pěstovány v EGM2-weak 

(tj. bez růstových faktorů EGF, VEGF, IGF‐1 a FGF‐2). Počet buněk byl stanoven 1. den 

(day 1), 3. den (day 3) a 7. den (day 7) po nasazení. Průměr ± SD ze 3 jamek. Jednofaktorová 

(One-way) ANOVA, Holm-Šidákova metoda, p ≤ 0,05. Vzorky byly statisticky porovnávány 

v uvedený den po nasazení. * Statisticky významný rozdíl ve srovnání s kontrolním vzorkem 

(Ctrl) (převzato ze studie Sedlář et al., 2021a). 
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Pro optimální růst buněčných kultur na biomateriálu je potřeba zajistit také vhodné 

podmínky pro adhezi buněk. V dalším experimentu byla proto pozorována schopnost 

adsorbovaných růstových faktorů ovlivnit iniciální adhezi ADSC a HUVEC. Byla porovnána 

jednak schopnost růstových faktorů ovlivnit adhezi buněk na substrát (v našem případě 

zastoupen polyethylentereftalátem na dně jamek desky pro zařízení xCELLigence), a rovněž 

samotná interakce molekul adsorbovaného růstového faktoru s buňkami. V tomto pokuse byly 

jamky potažené růstovými faktory inkubovány následně s 1% BSA v PBS, čímž došlo 

k zablokování nespecifických vazebných míst pro adhezi buněk na povrch substrátu. BSA 

je antiadhezivní protein, který neobsahuje specifické aminokyselinové signální sekvence 

pro navázání na integriny. Integrinové receptory buněk tedy měly možnost interagovat pouze 

s adsorbovanými růstovými faktory.  

Adsorbovaný VEGF-A165 podpořil adhezi obou buněčných typů pouze mírně, 

k největšímu nárůstu adheze buněk došlo při koncentraci 0,1 μM VEGF-A165 (obr. 7A, C). 

U vyšších koncentrací VEGF-A165 došlo k poklesu míry adheze buněk. Adsorbovaný FGF-2M 

podpořil adhezi ADSC na samotný plastový materiál a rovněž byla jasně detekovatelná 

interakce FGF-2M s ADSCs na jamkách blokovaných BSA. Nejvyšší míra adheze byla 

dosažena při použití 10 μM FGF-2M (obr. 7B). Naopak při nasazení HUVEC na jamky s FGF-

2M došlo k poklesu adheze buněk na materiál. Při blokaci povrchu jamky pomocí BSA navíc 

HUVEC neprojevovaly žádnou adhezní interakci s tímto růstovým faktorem (obr. 7D). 

Výsledky ukazují, že VEGF-A165 má v určitých koncentracích na iniciální adhezi obou 

buněčných typů pouze nepatrný, mírně pozitivní vliv. Zajímavým výsledkem je skutečnost, 

že FGF-2M výrazně podporuje adhezi ADSC, naopak na HUVEC působí antiadhezivně. 
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Obrázek 7. Iniciální adheze ADSC (A, B) a HUVEC (C, D) 4 h po nasazení do jamek senzorické 

desky v systému xCELLigence, předem adsorbovaných VEGF-A165 (A, C) nebo FGF-2M 

(B, D) v koncentracích od 0,01 do 10 µM. Jamky byly buď ponechány neblokované, 

tj. bez BSA (without BSA), nebo byly blokovány 0,5% BSA (with BSA). Hodnoty buněčného 

indexu byly normalizovány (normalized cell index) na kontrolní vzorek bez adsorbovaných 

růstových faktorů a BSA (Ctrl without BSA). Průměr ± SD ze 3 jamek. Jednofaktorová (One-

way) ANOVA, Holm-Šidákova metoda, p ≤ 0,05. Statistické srovnání bylo provedeno mezi 

vzorky s BSA nebo bez BSA. * - statisticky významný rozdíl ve srovnání s kontrolním vzorkem 

(Ctrl) (převzato ze studie Sedlář et al., 2021a). 
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4.2 Adheze buněk na adsorbovaný galektin-3 

Sedlář A, Trávníčková M, Bojarová P, Vlachová M, Slámová K, Křen V, Bačáková 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/ijms22105144.  

Příspěvek studenta: Z celého autorského kolektivu jsem se nejvyšší měrou podílel na plánování 

a provedení všech buněčných experimentů, které zahrnovaly studium iniciální adheze 

buněčných kultur v přítomnosti galektinu-3, a rovněž na zpracování výsledků a sepsání 

publikace. Procentuální podíl studenta na publikaci: 60%. 

 

Dalším cílem disertační práce bylo prozkoumání adhezních vlastností galektinu-3, 

což je protein vázající sacharidy, který je exprimován v určité míře všemi tkáněmi a buněčnými 

typy v lidském organismu. Galektin-3 by pro své adhezní vlastnosti mohl být využit také 

v tkáňovém inženýrství jako pokryv biomateriálů pro cevní náhrady (Sciacchitano et al., 2018).  

Byly zkoumány adhezivní vlastnosti galektinu-3 adsorbovaného na povrch kultivačního 

materiálu. Stupeň adheze ADSC a HUVEC byl detekován pomocí senzorického přístroje 

xCELLigence. Výsledky ukazují, že adsorbovaný galektin-3 dokáže významně podpořit adhezi 

HUVEC i ADSC na kultivační materiál. Optimální koncentrace galektinu-3 pro nejvyšší míru 

adheze byla 3,3 μM (obr. 8). V jamkách blokovaných BSA, kde bylo cílem zjistit, zda dochází 

ke specifické adhezní interakci buněk s molekulami galektinu-3, bylo dosaženo nejvyšší adheze 

při 1 μM koncentraci galektinu-3. Při vyšších koncentracích adsorbovaného galektinu-3 

již adheze buněk na povrch nebyla optimální a se zvyšující se koncentrací její míra klesala. 
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Obrázek 8. Iniciální adheze ADSC (A) a HUVEC (B) v jamkách senzorické desky v systému 

xCELLigence 1 h po nasazení. Jamky byly adsorbovány galektinem-3 v koncentracích 

od 0,1 do 33 μM buď bez blokování (without BSA), nebo s blokováním pomocí 0,5 % BSA 

(with BSA). Hodnoty buněčného indexu byly normalizovány (normalized cell index) 

na kontrolní vzorek buněk bez adsorbovaného galektinu-3 a BSA (ctrl without BSA). Průměr 

± SD (n = 3). Jednofaktorová (One-way) ANOVA, Holm-Šidákova metoda, p ≤ 0,05. Vzorky 

byly statisticky porovnány buď v rámci skupiny bez BSA, nebo v rámci skupiny s BSA. 

* - statisticky významný rozdíl ve srovnání s kontrolním vzorkem bez adsorbovaného 

galektinu-3 (ctrl). # - statisticky významný rozdíl ve srovnání se vzorkem vykazujícím nejvyšší 

průměrnou hodnotu buněčného indexu (převzato ze studie Sedlář et al., 2021b). 

 

V následujícím experimentu bylo cílem objasnit mechanismus adheze buněk 

na adsorbovaný galektin-3. Galektin-3 je protein vázající sacharidy, se specifickou afinitou k β-

galaktosidům, které jsou součástí glykoproteinů na povrchu buněk. Tato vlastnost 

je zprostředkována CRD doménou proteinu (Saraboji et al., 2012). Adhezní interakce by tedy 

teoreticky mohla být umožněna vazbou sacharidových ligandů v glykoproteinech na povrchu 

buněk s adsorbovaným galektinem-3. Pro potvrzení nebo vyloučení této možnosti byly jamky 

s adsorbovaným galektinem-3 preinkubovány se sacharidovým ligandem LacdiNAc, který 
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vykazuje vysokou afinitu k CRD doméně tohoto proteinu (Šimonová et al., 2014). Poté byly 

jamky osazeny buněčnou suspenzí. Výsledky ukazují, že ani při použití nejvyšší koncentrace 

LacdiNAc (40 mM) nedošlo k zablokování adheze buněk na kultivační povrch (obr. 9). 

Z tohoto je možné soudit, že adheze na adsorbovaný galektin-3 zřejmě neprobíhá pomocí 

interakce glykosylovaných proteinů na cytoplazmatické membráně buněk s CRD doménou 

adsorbovaného galektinu-3.  

 

Obrázek 9. Vliv LacdiNAc na počáteční adhezi ADSC 1 hodinu po nasazení do neošetřených 

jamek (untreated wells) nebo jamek adsorbovaných s 1 μM galektinem-3 a blokovaných BSA 

(galectin-3 coated wells). Před nasazením buněk byly obě skupiny jamek preinkubovány 

s LacdiNAc v koncentracích od 1 do 40 mM. Jamky bez LacdiNAc sloužily jako kontrolní 

vzorky (ctrl). Hodnoty buněčného indexu byly normalizovány (normalized cell index) 

na vzorek bez adsorpce galektinu-3 a bez LacdiNAc v médiu (ctrl untreated wells). 

Průměr ± SD ze 3 jamek. Jednofaktorová (One-way) ANOVA, Holm-Šidákův test, p ≤ 0,05. 

Vzorky buněk byly statisticky porovnávány buď v rámci skupiny neošetřených jamek, nebo 

v rámci skupiny jamek s adsorbovaným galektinem-3. Nebyl detekován žádný statisticky 

významný rozdíl (převzato ze studie Sedlář et al., 2021b). 

 

Adheze buněk na biomateriál nebo protein extracelulární matrix je zprostředkována 

především integrinovými receptory na povrchu buněk (Hynes, 2002). V dalším experimentu 

byly tedy použity blokační protilátky proti nejběžnějším integrinovým monomerům nebo 

heterodimerům. Integriny hrají významnou roli při adhezi buněk na adsorbovaný galektin-3, 

protože aplikace EDTA (chelátor Ca2+ iontů a inhibitor integrinových receptorů) do média 

vedla k významnému potlačení adheze buněk (obr. 10A). Nejprve byly použity protilátky 

pro blokaci integrinových monomerů α3, αV, β1 a β3. Adheze ADSC byla blokována 

především protilátkami proti integrinům β1 a αV, mírně také protilátkou proti integrinu β3. 

U HUVEC došlo k významné blokaci adheze při blokaci integrinu αV, β1 i β3 (obr. 10B). 

Použití protilátky cílící na integrin α3 nemělo vliv na adhezi obou sledovaných buněčných typů. 
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U ADSC je neschopnost blokace adheze na galektin-3 pomocí anti-α3 protilátky dána 

pravděpodobně jeho nízkou expresí na povrchu cytoplazmatické membrány (Sedlář et al., 

2021b). U HUVEC je mírná blokace adheze pozorována až 4 hodiny po nasazení (Sedlář et al., 

2021b). V dalším kroku byly použity protilátky blokující integrinové heterodimery. Záměrně 

byly vybrány nejběžnější heterodimery zastupující 3 skupiny integrinů podle jejich specificity 

k adheznímu substrátu. Byl testován integrin α2β1 (vazba především na kolagen), α5β1 (vazba 

na fibronektin) a αVβ3 (vazba na vitronektin). Všechny tři protilátky měly mírně negativní vliv 

na adhezi obou buněčných typů. Nejintenzivnější negativní efekt mělo použití protilátek α5β1 

a αVβ3 (obr. 10C). Z výsledků je možno soudit, že ani jeden z těchto třech integrinových 

heterodimerů se nepodílí na adhezi ke galektinu-3 jako jediný a adheze na galektin-3 je tedy 

zprostředkována synergickým efektem všech tří zmíněných receptorů. Z předchozího výsledku 

bylo jasné, že adheze je zprostředkována hlavně integriny αV a β1 (obr. 10B). Z tohoto důvodu 

byl testován také syntetický inhibitor αVβ1 integrinu (komerční protilátka proti tomuto 

heterodimeru neexistuje). Tento inhibitor potlačil adhezi až ve vysoké 10 μM koncentraci, 

kdy již může být účinek nespecifický a může docházet i k blokaci adheze například na kolagen 

I (obr. 10D). V posledním z pokusů objasňujících mechanismus adheze buněk na Gal-3 byla 

prokázána rovněž role RGD-vázajících integinů (obr. 10E). 
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Obrázek 10. Úloha integrinů v iniciální adhezi ADSC a HUVEC ke galektinu-3 adsorbovanému 

na kultivační substrát (1 h po nasazení). (A) Buňky byly nasazeny v médiu obsahující EDTA 

v koncentracích od 0,1 do 10 mM. (B) Buňky byly nasazeny v médiu obsahující protilátky proti 

podjednotkám integrinů β1, β3, α3 a αV. Protilátka proti integrinové podjednotce αV byla 

použita v ředění 1:25 a ostatní protilátky byly použity v koncentraci 20 μg/ml. Jako izotypová 

kontrola byl použit nespecifický myší IgG1. (C) Buňky byly nasazeny v médiu obsahující 

protilátky proti integrinovým receptorům α2β1, α5β1 nebo αVβ3. Jako izotypová kontrola 

byl použit nespecifický myší IgG1. Protilátky byly použity v koncentraci 20 μg/ml. (D) Buňky 

byly nasazeny v médiu obsahující inhibitor integrinu αVβ1 v koncentracích od 0,01 do 10 µM. 

(E) Buňky byly nasazeny v médiu obsahující peptid GRGDSP. Jako negativní kontrola 

byl použit peptid GRADSP. Oba peptidy byly použity v koncentraci 200 µM. Před nasazením 

buněk byly jamky adsorbovány 1 µM galektinem-3 a blokovány 0,5 % BSA. Hodnoty 

buněčného indexu byly normalizovány (normalized cell index) na kontrolní vzorek v čistém 

médiu bez dalších látek (ctrl). Průměr ± SD ze 3 jamek. Jednofaktorová (One-way) ANOVA, 

Holm-Šidákův test, p ≤ 0,05. Vzorky byly statisticky porovnány v rámci skupiny uvedeného 

typu buněk. * - statisticky významný rozdíl ve srovnání s kontrolními buňkami (ctrl). 

# - statisticky významný rozdíl ve srovnání s buňkami inkubovanými s izotypovou kontrolou 

(IgG1) (převzato ze studie Sedlář et al., 2021b). 
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Dále byla pozorována morfologie buněk adherovaných na adsorbovaný galektin-3 

v porovnání s proteiny extracelulární matrix, které se běžně používají pro zlepšení adheze 

buněk. Buňky byly obarveny na F-aktinový cytoskelet a fokální adheze (protilátkou proti 

vinkulinu) a pozorovány v mikroskopu (obr. 11). Zhodnoceny byly také morfologické 

charakteristiky buněk (plocha, obvod, kruhovitost a pevnost, tj. tuhost a deformabilita buňky), 

což umožňuje lépe popsat buněčnou adhezi a morfologii na daném povrchu (obr. 12). U ADSC 

byla pozorována podobná morfologie adherovaných buněk na galektin-3 jako v případě 

skleněného povrchu jamek kultivační destičky bez adsorpce proteinů (obr. 11A). 

Na fibronektinu měly buňky větší plochu rozprostření (obr. 12A) a jasně viditelné fokální 

adheze s dobře rozvinutým cytoskeletem (obr. 11A – Fn). Na kolagenu I byla adheze ADSC 

mírně nižší než u fibronektinu, ale srovnatelná s buňkami na galektinu-3 (obr. 11A). Buňky 

v jamkách blokovaných BSA byly nedostatečně rozprostřené a v porovnání s ostatními vzorky 

zaujímaly nejmenší plochu a měly nejkratší obvod (obr. 12A,B). HUVEC na skle jsou 

ve srovnání s ADSC více kruhovitější (obr. 12C). Na povrchu pokrytém galektinem-3 tvořily 

HUVEC shluky buněk s hvězdicovitou morfologií, které se na povrchu jen omezeně 

rozprostíraly a měly slabě vyvinutý aktinový cytoskelet lokalizovaný především ve výběžcích 

buněk (obr. 11B – Gal3). HUVEC na galektinu-3 měly rovněž menší plochu rozprostření, kratší 

obvod (obr. 12A,B) a nízkou hodnotu kruhovitosti a pevnosti (obr. 12C,D). Nízká hodnota 

pevnosti je spojena s přítomností velkého počtu buněčných výběžků (srovnej obr. 11B – Gal3 

a 12D). Vlivem adsorbovaného fibronektinu HUVEC vytvářely zřetelně formované fokální 

adheze s obsahem vinkulinu a výrazný aktinový cytoskelet (obr. 11B – Fn). Na kolagenu I byl 

cytoskelet endotelových buněk o něco hůře zformován ve srovnání s fibronektinem. Obdobně 

jako u ADSC i HUVEC adherovaly velmi špatně na jamky pokryté pouze antiadhezivním BSA 

a nebyly schopny zformovat fokální adheze ani F-aktinový cytoskelet (obr. 11B). Z výsledků 

vyplývá, že galektin-3 je z hlediska svých adhezních vlastností pro buňky ADSC a HUVEC 

srovnatelně účinný s kolagenem I, ale nepodporuje adhezi tak významně jako fibronektin. 

Rovněž je patrné, že ADSC na galektin-3 adherují lépe než HUVEC. 
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Obrázek 11. Fluorescenční barvení ADSC (A) a HUVEC (B) adherovaných na skleněný povrch 

jamek 96jamkové destičky potažený proteiny 4 h po nasazení. Skleněný povrch byl ponechán 

bez adsorpce proteinů (glass), potažen Gal-3 (Gal3; 1 µM), fibronektinem (Fn, 20 µg/ml) nebo 

kolagenem I (Col, 50 µg/ml) přes noc při 4 °C a blokován 0,5 % BSA (1 h; 37 °C) nebo 

inkubován pouze s 0,5 % BSA (1 h; 37 °C). Buňky byly obarveny protilátkou proti vinkulinu 

(zeleně) a faloidinem konjugovaným s TRITC pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu 

(červeně). Buněčná jádra byla obarvena Hoechstem 33258. Mikroskop Olympus IX 71, 

digitální kamera DP 71, objektiv 100×, měřítko 10 µm (převzato ze studie Sedlář et al., 2021b). 
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Obrázek 12. Morfologické charakteristiky ADSC a HUVEC adherovaných na skleněný povrch 

potažený proteiny 4 h po nasazení. Skleněný povrch byl ponechán bez adsorpce proteinů 

(glass), potažen galektinem-3 (Gal3; 1 µM), fibronektinem (Fn, 20 µg/ml) nebo kolagenem I 

(Col, 50 µg/ml) přes noc při 4 °C a blokován 0,5 % BSA (1 h; 37 °C) nebo inkubován pouze 

s 0,5 % BSA (1 h; 37 °C). Buňky byly obarveny faloidinem konjugovaným s TRITC 

pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu. Plocha buněk (area, A), obvod (perimeter, B), 

kruhovitost (circularity, C) a pevnost (solidity, D) byly vyhodnoceny z mikrofotografií pomocí 

softwaru ImageJ. Údaje jsou prezentovány jako houslové grafy s plnou čarou představující 

průměr a s tečkovanými čarami představujícími první a třetí kvartil. Jednofaktorová (One-way) 

ANOVA on Ranks, Dunnova metoda, p ≤ 0,05. Zobrazeny jsou pouze statisticky významné 

rozdíly mezi galektinem-3 a ostatními vzorky (převzato ze studie Sedlář et al., 2021b). 
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4.3 Adheze, růst a diferenciace buněk na polymerních foliích z PLLA 

pro konstrukci cévních náhrad 

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.  

Příspěvek studenta: Podílel jsem se na části buněčných experimentů, provedl jsem PCR analýzu 

vzorků při diferenciaci ADSC a VSMC a analýzu morfologických parametrů při adhezi buněk 

na materiál. V publikaci jsem sepsal popis těchto metodik a výsledků. Procentuální podíl 

studenta na publikaci: 20%. 

 

Dalším cílem disertační práce bylo studovat chování ADSC na vybraných syntetických 

biomateriálech, které by mohly být potenciálně využity v kardiovaskulárním tkáňovém 

inženýrství pro konstrukci cévních náhrad. Pro tyto účely byly použity polymerní materiály 

na bázi polylaktidu (PLLA) s různou povrchovou úpravou. Povrchová úprava spočívala 

ve vystavení materiálu argonovému plasmatu po dobu 240 sekund (materiál značený jako 240), 

plazmování a navázání polyethylenglykolu na povrch materiálu (PEG), plazmování a navázání 

dextranu (Dex). Jako kontrola byl použit neošetřený PLLA (PLLA) a polystyren pro buněčné 

kultury (PS). Materiály byly osazeny ADSC a pro srovnání také VSMC z prasečí aorty. 

Na materiálech byla posouzena adheze, růst a diferenciace těchto buněčných typů. Diferenciace 

buněk byla indukována DMEM s přídavkem 2% FS, 2,5 ng/ml TGFβ1, 2,5 ng/ml BMP4 

a 150 µM kyseliny askorbové. 

Adheze a rozprostření buněk byly stanoveny 24 hodin po jejich nasazení na studované 

materiály. U ADSC byla nejmenší plocha rozprostření buněk pozorována na čistém PLLA 

materiálu, u ostatních vzorků byly hodnoty srovnatelné (Obr. 13). Ostatní paramatery 

(kruhovitost, poměr stran, pevnost) byly na všech vzorcích téměř stejné. V případě VSMC 

z prasečí aorty byla plocha rozprostření v rámci vzorků rovněž srovnatelná (mimo kontrolní 

polystyren, kde byly hodnoty vyšší). U parametru kruhovitosti byly pozorovány významnější 

rozdíly, buňky na neošetřeném PLLA a PLLA pokrytém dextranem byly více kulaté (obr. 13). 

Obdobný jev byl pozorován také u poměru stran, kde buňky na neošetřeném PLLA a pokrytém 

dextranem nabývaly nižších hodnot poměru stran ve srovnání s ostatními vzorky. Výsledky 

ze stanovení morfologických parametrů ukazují, že čistý PLLA a PLLA s pokryvem dextranem 

jsou méně vhodné pro adhezi buněk, zejména VSMC. Na iniciální adhezi ADSC nemá 
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typ povrchové modifikace studovaného polylaktidového materiálu výrazný vliv, ovšem 

na neošetřeném PLLA vykazují ADSC sníženou adhezi. 

Obrázek 13. Morfologické parametry, tj. plocha buňky (cell area), kruhovitost (circularity), 

poměr stran (aspect ratio) a pevnost (solidity) ADSC a VSMC na neošetřeném PLLA (PLLA), 

plazmovaném PLLA (240), plazmovaném PLLA pokrytém PEG (PEG), plazmovaném PLLA 

pokrytém dextranem (Dex) a kontrolním polystyrenu pro tkáňové kultury (PS) 1. den 

po nasazení. Data jsou prezentována jako krabicové grafy s mediánovou čarou, vnější okraje 

představují 1. a 3. kvartil, zakončení úseček znázorňují maximální a minimální hodnoty, body 

představují 5. a 95. percentil. Jednofaktorová (One-way) ANOVA on Ranks, Dunnova metoda, 

p ≤ 0,05. All - statisticky významné rozdíly ve srovnání se všemi ostatními skupinami vzorků 

(převzato ze studie Travnickova et al., 2021). 
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 Dále byl na materiálech hodnocen růst buněk v diferenciačním i nediferenciačním 

(tj. standardním růstovém) kultivačním médiu. V případě ADSC nebyl u růstového média 

pozorován žádný rozdíl mezi vzorky, pouze u čistého PLLA sedmý den kultivace byl patrný 

nižší počet buněk ve srovnání se zbylými vzorky (obr. 14). U diferenciačního média (indukující 

diferenciaci směrem k hladkému svalu) byl pozorován nejvýraznější růst buněk na PLLA 

modifikovaném plasmatem (240) již 7. den kultivace. Při kultivaci VSMC byl více patrný 

negativní vliv čistého PLLA na růst buněk. Naopak na plasmovaném materiálu byly počty 

VSMC nejvyšší. Je rovněž patrné, že modifikace pomocí dextranu nebo PEG zvyšuje intenzitu 

růstu buněk na PLLA, ale ne do takové míry jako plasmování povrchu. Z výsledků vyplývá, 

že plasmovaný PLLA (240) je nejvhodnější pro růst buněk. Dále je vidět, že nediferenciační 

růstové médium do jisté míry maskuje rozdíly v růstu buněk na materiálech. 

 

Obrázek 14. Počty buněk ve dnech 7, 14 a 21 (pro ADSC) a 10., 17. a 24. den (pro VSMC). 

Buňky byly kultivovány na neošetřeném PLLA (PLLA), PLLA ošetřeném plazmatem (240), 

PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém 

dextranem (Dex) a kontrolním polystyrenu pro tkáňové kultury (PS). Od 4. dne (v kultuře 

ADSC) nebo od 7. dne (v kultuře VSMC) byly buňky kultivovány buď v nediferenciačním 

médiu (nd), nebo v diferenciačním médiu (d). Průměr + SD, jednofaktorová (One-way) 

ANOVA, Student-Newman-Keulsův test. Statistické srovnání mezi vzorků bylo provedeno 

na buňkách kultivovaných ve stejném typu média a ve stejný den kultivace. Statisticky 

významné rozdíly (p ≤ 0,05) jsou označeny nad sloupci čísly testovaných skupin vzorků. 

All: statisticky významné rozdíly ve srovnání se všemi ostatními skupinami vzorků (převzato 

ze studie Travnickova et al., 2021). 
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 ADSC byly po několika dnech kultivace v růstovém médiu stimulovány k diferenciaci 

směrem k hladkým svalovým buňkám výměnou média za diferenciační s obsahem faktorů 

TGFβ1 a BMP4. V daných časových intervalech byla detekována exprese hladkosvalových 

markerů pomocí PCR a vzorky byly rovněž imunofluorescenčně obarveny pro vizualizaci 

markerů na proteinové úrovni. Přídavkem diferenciačního média byla u všech vzorků 

stimulována exprese kolagenu I, kalponinu, smoothelinu a α-hladkosvalového aktinu (obr. 15 

a 16) ve všech sledovaných časových intervalech. Je zajímavé, že exprese těžkého řetězce 

hladkosvalového myosinu 11 není diferenciačním médiem ve sledovaných intervalech 

stimulována a naopak je patrný pokles exprese u některých vzorků v intervalech 14. a 21. dní 

(obr. 16). U vzorků v nediferenciačním růstovém médiu je s rostoucím časem pozorován pokles 

exprese všech sledovaných markerů. V porovnání jednotlivých vzorků materiálů není patrný 

rozdíl v expresi genů, což značí, že žádný ze studovaných materiálů sice výrazně nestimuluje 

diferenciaci buněk směrem k hladkosvalovým buňkám, ale zároveň diferenciaci indukovanou 

biochemickými signály nijak neinhibuje. Je rovněž zajímavé, že u již diferencovaných VSMCs 

z prasečí aorty diferenciační médium expresi hladkosvalových markerů nijak nepodporuje, 

ale spíše expresi na úrovni mRNA snižuje (Travnickova et al., 2021). Imunofluorescenční 

barvení ADSC (obr. 17) jasně ukazuje pozitivní vliv média na diferenciaci buněk, 

kdy u diferencovaných vzorků je vidět přítomnost velkého množství kalponinu, který 

je u nediferencovaných vzorků vidět pouze slabě. Rovněž je patrná i zvýšená exprese α-

hladkosvalového aktinu. Z mikrofotografií je také zřejmé, že diferenciační markery jsou 

na materiálech exprimovány ve stejné míře. U vzorků v diferenciačním médiu byla pozorována 

také exprese kolagenu I na proteinové úrovni, ale až v pozdějším časovém intervalu 14. dní 

kultivace (tj. 10. dní diferenciace). U malého množství buněk byl rovněž patrný těžký řetězec 

hladkosvalového myosinu (obr. 18).  
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Obrázek 15. Exprese genů kolagenu I (COL1) (a), kalponinu (CNN1) (b) a smoothelinu 

(SMTN) (c) v ADSC ve dnech 7, 14 a 21. Buňky byly kultivovány na neošetřeném PLLA 

(PLLA), PLLA ošetřeném plazmatem (240), PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém PEG 

(PEG), PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém dextranem (Dex) a kontrolním polystyrenu 

pro tkáňové kultury (PS). Zpočátku byly buňky kultivovány pouze v růstovém 

nediferenciačním médiu. Od 4. dne byly buňky kultivovány buď v nediferenciačním médiu 

(nd), nebo v diferenciačním médiu (d). Hodnoty jsou normalizovány na PS_nd v den 7. Průměr 

± SD, ANOVA on Ranks. Statistické srovnání mezi vzorky bylo provedeno na buňkách 

kultivovaných ve stejném typu média a ve stejný den kultivace. Nebyl zjištěn žádný statisticky 

významný rozdíl (převzato ze studie Travnickova et al., 2021). 
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Obrázek 16. Exprese genů α-hladkosvalového aktinu (ACTA2) (a) a těžkého řetězce 

hladkosvalového myosinu (MYH11) (b) v  ADSC ve dnech 7, 14 a 21. Buňky byly kultivovány 

na neošetřeném PLLA (PLLA), PLLA ošetřeném plazmatem (240), PLLA ošetřeném 

plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém dextranem (Dex) 

a kontrolním polystyrenu pro tkáňové kultury (PS). Zpočátku byly buňky kultivovány pouze 

v nediferenciačním médiu. Od 4. dne byly buňky kultivovány buď v nediferenciačním médiu 

(nd), nebo v diferenciačním médiu (d). Hodnoty jsou normalizovány na PS_nd v den 7. Průměr 

± SD, ANOVA on Ranks. Statistické srovnání mezi vzorky bylo provedeno na buňkách 

kultivovaných ve stejném typu média a stejný den kultivace. Nebyl detekován žádný statisticky 

významný rozdíl (převzato ze studie Travnickova et al., 2021). 
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Obrázek 17. Imunofluorescenční barvení α-hladkosvalového aktinu (červeně) a kalponinu 

(zeleně) v ADSC 7. den kultivace (tj. 3 dny diferenciace) a 14. den (tj. 10 dní diferenciace). 

Buňky byly kultivovány na neošetřeném PLLA (PLLA), PLLA ošetřeném plazmatem (240), 

PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém PEG (PEG), PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém 

dextranem (Dex) a kontrolním polystyrenu pro tkáňové kultury (PS). ADSC_nd byly 

kultivovány v nediferenciačním médiu. ADSCs_d byly kultivovány v diferenciačním médiu. 

Buněčná jádra byla obarvena Hoechstem 33258. Mikroskop Olympus IX71, digitální kamera 

DP71. Objektiv 10×, měřítko 200 μm (den 7) a objektiv 20×, měřítko 100 μm (den 14). 

U vzorků ze 7. dne kultivace také mikrofotografie při zvětšení objektivu 40×, měřítko 50 μm 

(převzato ze studie Travnickova et al., 2021). 

 

 

 
Obrázek 18. Imunofluorescenční barvení těžkého řetězce hladkosvalového myosinu (SM-

MHC, červeně) a kolagenu I (type I collagen, zeleně) v ADSC 14. den kultivace (tj. 10. den 

v diferenciačním médiu) na PLLA ošetřeném plazmatem a pokrytém dextranem. Buněčná jádra 

byla barvena Hoechstem 33258 (modře). Merge – překryv jednotlivých barevných kanálů. 

Mikroskop Olympus IX71, digitální kamera DP71. Objektiv 40×, měřítko 50 μm (převzato 

ze studie Travnickova et al., 2021). 
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4.4 Růst buněk na 3D biomateriálech pro konstrukci vaskularizovaných 

náhrad či modelů měkkých a tvrdých tkání 

Příspěvek studenta: V rámci testování materiálů s in vitro buněčnými kulturami jsem se podílel 

zejména na pořízení, zpracování a vyhodnocení fotografií z konfokálního mikroskopu. 

Výsledky jsou součástí připravovaného manuskriptu Musílková et al., 2024. 

 

Posledním cílem disertační práce bylo vyhodnotit chování ADSC na 3D biomateriálech 

vhodných pro konstrukci buď vaskularizovaných náhrad měkkých a tvrdých tkání 

pro plastickou a rekonstrukční chirurgii, nebo modelů těchto tkání in vitro pro nejrůznější 

fyziologické, patofyziologické, vývojové, farmakologické a další studie.  

Byly testovány materiály na bázi degradovatelných polyesterů s pěnovitou strukturou, 

připravené na spolupracujícím pracovišti, tj. na Výzkumném ústavu potravinářském, Praha 

(VÚPP, Ing. Miloš Beran). Materiály byly připraveny lyofilizací ze směsi polylaktidu 

a polykaprolaktonu (PLLA/PCL) ve váhovém poměru 3:5 s přídavkem 0, 10, 25 a 50 

hmotnostních procent (hm.%) sodné soli hydropropylcelulózy, tj. Klucelu E, který byl použit 

jednak pro zlepšení mechanických vlastností materiálu, a jednak i pro zvýšení průniku buněk 

do nitra porézního nosiče. Uvedený derivát celulózy je totiž (na rozdíl od nativní celulózy) 

ve vodě rozpustný, a tak po jeho odmytí ve vodném prostředí se průměr pórů v nosiči zvětšuje 

a stoupá průchodnost pórů pro buňky. Žádoucí velikost i množství pórů lze dále nastavit 

i velikostí a množstvím krystalů kuchyňské soli či sacharózy (Pamula et al., 2008, 2009; 

Bačáková et al., 2022). Kombinací krystalického porogenu a Klucelu E tak lze vytvořit póry 

s hierarchicky organizovanou makro- a mikrostrukturou, čili od milimerů či stovek mikrometrů 

až k desítkám mikrometrů, napodobující organizaci přirozených tkání. Jako porogen byla 

použita v tomto případě kuchyňská sůl s velikostí krystalů 0,25 – 0,5 mm.  

Popsané materiály měly představovat nosiče pro konstrukci náhrad měkkých tkání, jako 

je například tuková tkáň pro rekonstrukci prsu, například po jeho částečném či úplném 

odstranění kvůli nádorovému onemocnění. Po mineralizaci nosičů uvedeného typu, například 

v simulované tělní tekutině (simulated body fluid, SBF), však lze uvažovat i o jejich využití 

k rekonstrukci kostní tkáně v nezátěžových aplikacích, například pro výplně defektů v kostní 

tkáni (Bačáková et al., 2022). V neposlední řadě mohou uvedené kostrukty sloužit i jako 

modely tkání in vitro, které by snížily potřebu laboratorních zvířat v moderní vědě 21. století, 

a to podle principu 3R (Refinement, Reduction, Replacement, tj. zmírňování, snižování 

a nahrazování). Užití laboratorních zvířat nejen naráží na etické problémy, ale je i finančně 
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nákladné a často jím ani není možno žádoucím způsobem napodobit situaci v organismu 

člověka. Dalšími perspektivními alternativními přístupy, nahrazujícími klasické užití 

laboratorních zvířat, jsou přístupy ex vivo (např. využití izolovaných zvířecích tkání a orgánů, 

které jsou odpadem z jatek, či lidských tkání z operací), in ovo / ex ovo (testování 

biokompatibility, angiogenicity a dalších parametů biomateriálů na kuřecích či křepelčích 

zárodcích v raných stádiích vývoje), in silico (počítačové simulace biologických dějů, 

matematické modely receptorů a dalších biomolekul) nebo in chemico  (simulace biologických 

procesů v chemickém prostředí). 

Dalším materiálem použitým v našich studiích byl polylaktid s mřížovitou strukturou, 

tištěný na 3D tiskárně na spolupracujícím pracovišti VÚPP (Ing. M. Beran). Bylo připraveno 

10 typů materiálů s různými vnitřními architekturami. Průměr jednotlivých vláken 

se pohyboval mezi 200 - 240 µm. Materiály měly různou geometrii uspořádání vláken v mřížce, 

kdy základním strukturním prvkem byl šestiúhelník podobný včelí plástvi (honeycomb-like 

pattern) nebo přímočaré řazení vláken (rectilinear pattern). Byly připraveny vzorky jednak 

nemineralizované, a jednak vzorky mineralizované v simulované tělní tekutině a/nebo 

adsorbovány roztokem kolagenu I, který je přirozenou složkou extracelulární matrix a může 

tudíž zlepšit kolonizaci konstruktu buňkami. Tyto materiály měly sloužit jako náhrady 

či modely tvrdých tkání (zejména kostí). 

Porézní materiály s pěnovitou strukturou byly umístěny v 48jamkových deskách 

s přibližnou plochou dna 1 cm2 a byly osazeny ADSC v množství 110 tisíc buněk na vzorek 

v 1 ml DMEM s 10% FS a 10 ng/ml FGF-2. Buňky na vzorcích byly kultivovány ve statickém 

kultivačním systému (tj. ve standardních podmínkách v termostatu při 37 °C, v atmosféře 

vzduchu s 5% CO2 a při vlhkosti 90%). Šestý den kultivace byla část buněk umístěna 

do dynamického kultivačního systému (STUART Mini Orbital Shaker SSM1) při frekvenci 60 

otáček za minutu. V tomto systému se plošina s destičkami obsahujícími vzorky pohybuje 

po kruhové dráze s nastavitelnou délkou oběžné dráhy (tj. amplitudou) i počtem otáček 

za minutu (frekvencí). Tento systém tak umožňuje smykové namáhání materiálu s buňkami 

proudící kapalinou, a rovněž průtok kultivačního média póry v materiálu. V našich minulých 

studiích tento systém například zvyšoval metabolickou aktivitu (tj. aktivitu mitochondriálních 

enzymů měřenou testy typu XTT) v buňkách linií odvozených z lidské kostní tkáně, jako jsou 

buňky MG-63 (Novotna et al. 2014) či U-2 OS (Kopova et al., 2016) i osteogenní diferenciaci 

lidských mezenchymálních buněk kostní dřeně (Brož et al., 2022). Uvedené mechanické 

namáhání rovněž alespoň do jisté míry simuluje podmínky v cévách. Je známo, že smykové 
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napětí podporuje fenotypickou maturaci endotelových buněk, diferenciaci ADSC směrem 

k tomuto buněčnému typu i tvorbu kapilárních struktur (pro přehled viz Bačáková et al., 2018).  

Z výsledků je patrné, že nejlépe buňky proliferují na kontrolním materiálu (Ctrl) 

bez přídavku hydroxypropylcelulózy (obr. 19 – mikrofotografie a obr. 20 – počty jader). 

Mikrofotografie sice naznačují, že za 6 dnů po nasazení bylo v podmínkách statického 

kultivačního systému dosaženo nejvyššího osídlení buňkami na PLLA/PCL s přídavkem 25 

hm.% Klucelu E (obr. 19). Ovšem jak vyplývá z kvantifikace počtu jader na mikrofotografiích 

z různých oblastí materiálu, tento rozdíl nebyl statisticky významný (obr. 20). Navíc v dalším 

období, konkrétně od 6. do 10. dne kultivace, buňky na vzorcích s přídavkem Klucelu E 

neproliferovaly, tj. jejich počet se statisticky významně neměnil, zatímco na kontrolním 

materiálu bez Klucelu E se počet buněk zhruba zdvojnásobil a statisticky významně tak přesáhl 

počet buněk na všech materiálech s Klucelem E (obr. 20).  
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Obrázek 19. ADSC kultivované na porézních materiálech z PLLA/PCL s přídavkem Klucelu 

E. Čistý PLLA/PCL (ctrl), PLLA/PCL s 10 hm.% Klucelu E (10%), s 25 hm.% Klucelu E 

(25%) a 50 hm.% Klucelu E (50%). Buňky byly kultivovány po dobu 6 (day 6) a 10 dní (day 

10), poté fixovány 4% paraformaldehydem a obarveny faloidinem konjugovaným s TRITC 

(červeně) a DAPI (modře) pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu a buněčných jader. MIP – 

projekce maximální intenzity, pohled shora; 3D view – prostorové zobrazení, pohled z boku. 

Konfokální mikroskop Andor Dragonfly 503, měřítko 100 µm. 
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Obrázek 20. Počty ADSC na nanovlákenných materiálech PLLA/PCL s přídavkem Klucelu E. 

Buňky na materiálech byly kultivovány v časových intervalech 6. (d6) a 10. den (d10) 

kultivace. Část vzorků byla kultivována 6 dní ve statickém a poté 4 dny v dynamickém 

kultivačním systému (d10 dynamic). Fluorescenčně obarvená jádra byla snímána 

na konfokálním mikroskopu Andor Dragonfly 503. Z mikrofotografií bylo následně spočítáno 

množství buněk. Průměr ± SEM z 5-6 mikrofotografií na vzorek. Jednofaktorová (One-way) 

ANOVA, p ≤ 0.05. Statisticky významný rozdíl v rámci skupiny vzorků je označen nad sloupci 

číslem vzorku. * - statisticky významný rozdíl s daným vzorek ve dni 6. # - statisticky 

významný rozdíl s daným vzorkem ve dni 10. 

 

Jak se na základě předchozích studií naší skupiny i jiných autorů dalo očekávat, 

kultivace buněk v dynamickém systému vedla ke zvýšenému počtu buněk na většině 

studovaných materiálů. Zajímavé však bylo, že toto zvýšení bylo patrné zejména na materiálech 

s obsahem 25 hm.% Klucelu E,  kde se počet buněk ve srovnání hodnotou ve statickém systému 

více než zdvojnásobil (obr. 20). Naproti tomu rozdíl mezi dynamickou a statickou kultivací 

nebyl patrný u materiálu s 10% Klucelu E.  

Na mikrofotografiích je možno vidět účinek dynamické kultivace na morfologii buněk 

(obr. 21). Z mikrofotografií je patrné, že ve statickém systému jsou buňky lépe rozprostřeny 

(tj. mají nápadněji vytvořený aktinový cytoskelet) na materiálech s obsahem Klucelu 

než na materiálu kontrolním. Rostou však především na povrchu materiálů, kde ani po 10 dnech 

kultivace nevytvářejí konfluentní vrstvu, a neprorůstají do materiálu hlouběji. Dynamická 

kultivace však usnadnila vytvoření souvislé vrstvy buněk na materiálech s obsahem 25 i 50 

hm.% Klucelu E, i průnik buněk do nitra materiálu, třebaže ani tehdy nebyly buňky schopny 

osídlit celou tloušťku materiálu (pronikaly maximálně do hloubky cca 400 µm), a osídlení 

buňkami nebylo homogenní. Bylo to zřejmě způsobeno stále nedostatečnou velikostí pórů mezi 

vlákny, a to i po přídavku poměrně vysokého procenta Klucelu E, který zvyšuje porozitu 
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materiálu i velikost pórů. Vzorek s přídavkem pouhých 10 hm.% Klucelu E vytvářel hluboký 

reliéf povrchu, byl křehčí a při delší kultivaci buněk se rozpadal. Buňky při osídlování tohoto 

vzorku spíše jen sledovaly silně zvlněný povrch tohoto vzorku s hlubokým reliéfem, než aby 

prorůstaly do jeho hloubky (obr. 21).    

 

 

Obrázek 21. Mikrofotografie ADSC kultivovaných na PLLA/PCL nanovlákenných materiálech 

s přídavkem Klucelu E. Čistý PLLA/PCL (Ctrl), PLLA/PCL s 10 hm.% Klucelu E (10%), s 25 

hm.% Klucelu E (25%) a 50 hm.% Klucelu E (50%). Buňky byly kultivovány 10 dní 

ve statických podmínkách (static) nebo 6 dní ve statických a poté 4 dny v dynamických 

podmínkách (dynamic), fixovány 4% paraformaldehydem a obarveny faloidinem 

konjugovaných s TRITC (červeně) a DAPI (modře) pro vizualizaci F-aktinového cytoskeletu 

a buněčných jader. MIP – projekce maximální intenzity, pohled shora; 3D view – prostorové 

zobrazení, pohled z boku. Konfokální mikroskop Andor Dragonfly 503, měřítko 100 µm. 
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Z uvedených výsledků vyplývá, že buňky na materiálu z PLLA/PCL v kombinaci 

s hydroxypropylcelulózou proliferují hůře než na čistém PLLA/PCL. Rovněž můžeme soudit, 

že buňky na žádném z materiálů neprorůstají dokonale do jeho hloubky, třebaže dynamická 

kultivace podporuje proliferaci buněk. Nicméně, z hlediska osídlení buněk v podmínkách 

dynamického systému se jako materiál nejperspektivnější pro vytváření náhrad a modelů 

měkkých tkání jeví PLLA/PCL s přídavkem 25 hm.% Klucelu E.  

 V dalším experimentu byl testován růst ADSC na materiálech připravených 

z polylaktidu metodou 3D tisku. Buňky byly kultivovány po dobu 10 dní ve statickém systému 

a růstovém médiu DMEM + 10% FS. Materiály se lišily typem řazení vláken v jednotlivých 

vrstvách - přímočaré, kdy jsou rovná vlákna řazeny rovnoběžně vedle sebe (rectilinear pattern), 

nebo šestiúhelníkové, kdy jsou jednotlivá vlákna klikatá a v některých místech se navzájem 

dotýkají (honeycomb-like pattern), což vytváří strukturu podobnou včelí plástvi nebo 

šestiúhelníku (tab. 3). Další znakem materiálů byla odlišná šířka vláken (200 nebo 240 µm) 

a šířka mezery mezi vlákny (0 – 200 µm). Cílem experimentu bylo zjistit, která z vnitřních 

architektur materiálu je nejvhodnější pro proliferaci a pronikání buněk do materiálu. Z výsledků 

je patrné, že všechny námi použité varianty vzorků s různou geometrií vláken a délkou 

rozestupů jsou vhodné pro kultivaci ADSC (obr. 22). Cytoskelet buněk po 10 dnech zcela 

pokrýval jednotlivá vlákna materiálu. Délka rozestupů a tvar vláken měly vliv na pronikání 

buněk do hloubky materiálu. U materiálů 1, 2, 6, 7, 8 a 9 je vidět pronikání buněk i do dalších 

několika vrstev vláken v materiálu. U vzorků 3, 4, 5 a 10 buňky kvůli malým rozestupům 

jednotlivých vláken nepronikaly do hlubších vrstev materiálu a vytvořily na jeho povrchu 

souvislou (konfluentní) vrstvu buněk.  

Dále byly vybrané materiály modifikovány inkubací v 1% roztoku kolagenu I 

pro zlepšení adhezních vlastností materiálu nebo v simulované tělné tekutině pro mineralizaci 

vzorků, která by měla vést k snadnější osteogenní diferenciaci buněk při tvorbě kostního 

tkáňově-inženýrského konstruktu. Materiály byly osazeny ADSC a HUVEC v poměru 1:1 

a v celkovém množství 300 tisíc buněk na každý vzorek. Buňky na materiálech 

pak byly kultivovány po dobu 6 dnů v dynamickém systému STUART Mini Orbital Shaker 

SSM1. Na fotografiích (obr. 23) je možné pozorovat, že buňky proliferují na mineralizovaných 

materiálech i na vzorcích potažených kolagenem I. Na materiálech je vidět převažující počet 

ADSC (červené označení). HUVEC (zelené označení) se na materiálech s větším rozestupem 

vláken (např. vzorky č. 7, 8) formují do vláknitých „prekapilárních struktur“. Tyto výsledky 

naznačují možné využití těchto 3D materiálů pro tvorbu vaskularizovaných tkáňově-

inženýrských konstruktů.  
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Tabulka 3. Charakteristika PLLA materiálů vyrobených 3D tiskem. Připravené materiály měly 

řazení vláken v jednotlivých vrstvách materiálu přímočaré (rectilinear pattern, rovná vlákna 

řazená rovnoběžně vedle sebe, vz. 1,2,6,7) nebo šestiúhelníkové, podobné včelím plástvím 

(honeycomb-like pattern, klikatá vlákna, která se v některých místech dotýkají a vytváří 

šestiúhelníkové tvary, vz. 3-5 a 8-10). Šířka jednotlivých vláken byla 200 µm (vz. 1-5) nebo 

240 µm (vz. 6-10). Dále se materiály lišily v šířce rozestupů mezi vlákny (0 až 200 µm). 

Typ 

vzorku 

Řazení 

vláken 

Šířka vlákna 

(µm) 

Šířka mezery mezi 

vlákny (µm) 

1 přímočaré 200 200 

2 přímočaré 200 160 

3 šestiúhelník 200 80 

4 šestiúhelník 200 40 

5 šestiúhelník 200 0 

6 přímočaré 240 200 

7 přímočaré 240 160 

8 šestiúhelník 240 80 

9 šestiúhelník 240 40 

10 šestiúhelník 240 0 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 22. ADSC kultivované na materiálech z PLLA připravených 3D tiskem. ADSC byly 

na materiálech kultivovány 10 dní v růstovém médiu. Jednotlivé vzorky se lišily tvarem 

a rozestupy mezi jednotlivými vlákny. Fluorescenčně obarvený cytoskelet buněk (faloidin-Atto 

488) byl snímán na konfokálním mikroskopu Andor Dragonfly 503, měřítko 150 µm. 

Fotografie byly pořízeny jako projekce maximální intenzity při pohledu shora. 
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Obrázek 23. Kokultura ADSC a HUVEC na vybraných PLLA materiálech připravených 3D 

tiskem. Část vzorků byla inkubována v 1% roztoku kolagenu I (Collagen I) a část vzorků 

inkubována v simulované tělní tekutině pro jejich mineralizaci (mineralized). Buňky byly 

kultivovány v dynamickém systému 6 dní. HUVEC byly před nasazením fluorescenčně 

označeny pomocí CellTracker Green CMFDA (zelená) a ADSC označeny pomocí CellTracker 

Red CMTPX (červená). Jádra buněk byla obarvena pomocí DAPI (modrá). MIP – projekce 

maximální intenzity, pohled shora; 3D view – prostorové zobrazení, pohled z boku. Konfokální 

mikroskop Andor Dragonfly 503, měřítko 150 µm. 
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5 Diskuse 

V rámci disertační práce bylo zkoumáno chování mesenchymálních kmenových buněk 

z tukové tkáně v in vitro prostředí ovlivněném faktory jako jsou fyzikálně-chemické vlastnosti 

biomateriálu použitého pro kultivaci, složení kultivačního média nebo dynamická stimulace 

kultury. Cílem bylo získat poznatky o interakci buněk s biomateriály a s vnějším prostředím, 

ale také přispět novými znalostmi, které by byly potenciálně využitelné v regenerativní 

medicíně nebo v tkáňovém inženýrství při konstrukci umělých cév nebo vaskularizovaných 

modelů tkání. 

5.1 Izolace a charakterizace mesenchymálních kmenových buněk z tukové 

tkáně 

Mesenchymální kmenové buňky byly izolovány z lipoaspirátu získaného liposukcí od pacientů 

z Fakultní nemocnice Bulovka. V následných in vitro experimentech byly použity buňky 

z jednoho dárce (žena, 46 let). Data z literatury ukazují, že negativní vliv na proliferační 

a diferenciační schopnosti ADSC má věk dárců lipoaspirátu přesahující 50 let (Maredziak et al., 

2016). Lipoaspirát byl odebrán ze stehenní oblasti. Z dřívějších studií a i z našich výsledků 

vyplývá, že místo odběru lipoaspirátu nemá zásadní vliv na proliferační ani diferenciační 

potenciál buněk (Jurgens et al., 2008; Travnickova et al., 2020). Izolace probíhala podle 

postupu převzatého ze studie autorů Estes et al., 2010, která využívá enzymatické natrávení 

tukové tkáně kolagenasou a následnou separaci stromální vaskulární frakce centrifugací. 

Izolace buněk explantační metodou, kdy buňky prorůstají na kultivační láhev z mechanicky 

rozmělněné tkáně, přináší pouze mírnou časovou výhodu a nižší riziko mikrobiální 

kontaminace vzorku, ale z hlediska kvality izolovaných ADSC by neměl být v porovnání 

s enzymatickou metodou významný rozdíl (Zeng et al., 2013). Po izolaci byla v 2. pasáži 

prokázána přítomnost či absence typických CD markerů, které jsou minimálním kritériem 

pro identifikaci ADSC (Dominici et al., 2006). ADSC byly kultivovány in vitro v DMEM 

s přídavkem 10% FS a 10 ng/ml FGF-2. FGF-2 bylo použito pro stimulaci proliferace buněk 

a také pro uchování jejich nediferencovaného stavu (Lai et al., 2011; Cheng et al., 2020). 

V experimentech byly použity buňky v 2. až 4. pasáži, kdy jsou již dostatečně namnoženy, 

purifikovány od jiných buněčných typů (např. buňky krevní řady, endotelové buňky), ale ještě 

nejsou negativně ovlivněny buněčnou senescencí a zachovávají si svůj proliferační 

a diferenciační potenciál (Truong et al., 2019). 
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5.2 Vliv růstových faktorů VEGF-A165 a FGF-2 na adhezi a růst buněk 

Proliferace buněk je z biochemického hlediska aktivována působením signálních molekul 

(ať už autokrinního, parakrinního nebo endokrinního původu), které vazbou na buněčný 

receptor spustí signální kaskádu, vedoucí k progresi buněčného cyklu a ve výsledku 

k buněčnému dělení. Takto mohou působit například některé signální proteiny, které jsou 

označovány jako růstové faktory (Wang, 2021). Vaskulární endotelový růstový faktor A 

(VEGF-A) je protein řazený do stejné rodiny růstových faktorů spolu s VEGF-B, VEGF-C, 

VEGF-D, VEGF-E a PlGF. VEGF-A165 je nejběžněji se vyskytující sestřihová (splicing) 

varianta tohoto proteinu, která má řadu biologických funkcí. VEGF-A165 působí jako růstový 

faktor specificky pro endotelové buňky a hraje roli v angiogenezi a proliferaci buněk nebo také 

v diferenciaci kmenových buněk směrem k endotelovým buňkám. Hlavními receptory 

zprostředkovávajícími signalizaci VEGF-A165 jsou VEGF receptory typu 1 a 2 (Bhisitkul, 2006; 

Apte et al., 2019; Luzuriaga et al., 2020). VEGF-A165 může působit rovněž jako adhezivní 

molekula vázající se na integrinové receptory na povrchu buněk (Hutchings et al., 2003; 

Gutierrez-Gonzalez et al., 2019). Fibroblastový růstový faktor 2 (FGF-2) je protein z rodiny 

FGF růstových faktorů, kam je řazeno dalších 17 solubilních proteinů. Je schopen působit 

na řadu buněčných procesů přes adhezi a proliferaci až po diferenciaci. Signalizace FGF-2 

v buňkách je zprostředkována 4 typy receptorů pro fibroblastové růstové proteiny (Ornitz 

a Itoh, 2015; Coffin et al., 2018; Kang et al., 2012). FGF-2 je používán při kultivaci ADSC, 

kde stimuluje proliferaci buněk, inhibuje jejich senescenci a zachovává jejich diferenciační 

potenciál (Cheng et al., 2020).  

Nové možnosti klinických aplikací mesenchymálních kmenových buněk a také tlak 

na používání chemicky definovaných bezsérových kultivačních médií kladou v současnosti 

zvýšené požadavky na produkci rekombinantních růstových faktorů (Cimino et al., 2017). 

Růstové faktory VEGF-A165 a FGF-2M byly připraveny v expresním systému kvasinek Pichia 

pastoris KM71H. Tento expresní systém umožňuje produkci poměrně velkých množství 

proteinů, které jsou secernovány do média, odkud mohou být snadno izolovány pomocí 

iontoměničové chromatografie (Krejzova et al., 2016). Rekombinantní proteiny produkované 

v kvasinkách rovněž není nutno přečišťovat od endotoxinů původem z bakterií, které slouží 

jako běžné expresní systémy, což může usnadnit potenciální klinickou aplikaci takto 

připravených růstových faktorů (Sauer et al., 2019). 

Rekombinantní růstové faktory byly nejprve testovány z hlediska jejich mitogenní 

aktivity v kultivačním médiu. Ve studii byl porovnán účinek faktorů u dvou buněčných typů. 
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Byly zvoleny lidské endotelové buňky z pupečníkové žíly (HUVEC) a mesechymální kmenové 

buňky z tukové tkáně (ADSC), které jsou vhodné pro konstrukci umělých cév jako buněčná 

složka tvořící tunica intima, tj. vnitřní výstelku cév (endotelové buňky) nebo tunica media, 

tj. střední vrstvu cévy (ADSC diferencované na hladké svalové buňky). Tyto buněčné typy jsou 

rovněž důležité pro tvorbu kapilárního systému tkáňově-inženýrských konstruktů (Ni et al., 

2022). VEGF-A165 byl aplikován v koncentracích 10-1000 ng/ml a FGF-2M v koncentracích 5-

250 ng/ml. VEGF-A165 neměl na proliferaci ADSC téměř žádný vliv. Podobně i další studie 

neprokázala efekt VEGF-A165 na proliferaci mesenchymálních kmenových buněk (Khan et al., 

2017). U mesenchymálních kmenových buněk stimuluje VEGF-A165 spíše jejich diferenciaci 

směrem k endotelovým buňkám (Khan et al., 2017; Luzuriaga et al., 2020). Podle některých 

autorů ADSC neexprimují VEGF receptor typu 2, což může vysvětlovat jejich sníženou 

citlivost ke stimulaci proliferace pomocí VEGF-A165 (Bassaneze et al., 2010). Naopak FGF-2 

v našich experimentech stimuloval proliferaci ADSC a HUVEC ve významné míře, 

kdy proliferace stoupala s rostoucí koncentrací růstového faktoru. Pozitivní vliv FGF-2 

na proliferaci byl již prokázán řadou předešlých studií, což jenom podtrhuje jeho význam 

při kultivaci ADSC a HUVEC in vitro (Khan et al., 2017; Ma et al., 2019; Cheng et al., 2020; 

Jia et al., 2021). Je zajímavé, že některé studie poukazují také na schopnost FGF-2 podporovat 

endoteliální diferenciaci (Ning et al., 2009; Khan et al., 2017). 

U HUVEC byl v našich experimentech patrný pozitivní vliv na proliferaci jak po přidání 

VEGF-A165, tak po přidání FGF-2M. FGF-2M měl na HUVEC výrazně silnější mitogenní efekt 

ve srovnání s VEGF-A165. Rovněž jsme pozorovali, že nejvyšších počtů dosahují buňky 

HUVEC 3. den po přidání VEGF-A165, ale už 7. den jsou počty buněk nižší, což potvrzuje slabší 

mitogenní efekt tohoto faktoru a ukazuje, že pouze samotný VEGF-A165 není vhodný 

pro dlouhodobou kultivaci endotelových buněk. Pro kultivaci HUVEC a endotelových buněk 

z jiných zdrojů jsou používána komerční média, která spolu s VEGF-A165 obsahují další růstové 

faktory, mimo jiné FGF-2, které ve společné kombinaci dokážou stimulovat proliferaci po delší 

časový interval (například médiu EGM2 firmy PromoCell). Byl proveden také experiment, 

kdy bylo médium s VEGF-A165 buňkám HUVEC po třech dnech vyměněno za čerstvé 

s odpovídající koncentrací růstového faktoru (Sedlář et al., 2021a). Porovnáním počtu buněk 

7. den kultivace se ukázalo, že výměna média zabránila poklesu počtu buněk. Na druhou stranu 

ale ani výměnou média nedošlo k nárůstu počtu buněk na vyšší hodnoty než v den 3. VEGF 

má tedy pouze slabou mitogenní aktivitu a je třeba jej kombinovat s dalšími růstovými faktory.  

 Mitogenní účinek rekombinantních růstových faktorů produkovaných v kvasinkách 

Pichia pastoris byl srovnán s komerčními výrobky, které byly připraveny v lidské linii 
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HEK293 (VEGF-A165), respektive v bakteriích E. coli (FGF-2). V našich experimentech jsme 

pozorovali obdobný účinek komerčních a námi připravených růstových faktorů. Pouze 

v některých koncentracích byla aktivita našich faktorů mírně nižší. Tato skutečnost může 

být vysvětlena přítomností určitého množství nečistot (jiných proteinů), které byly pozorovány 

na gelech po elektroforéze jako pásy (bandy) o vyšší molekulové hmotnosti než připravené 

růstové faktory. Čistota VEGF-A165 a FGF-2M byla kvantifikována přibližně na 85%, resp. 

56% celkového množství proteinu. U FGF-2M je přítomnost většího množství pásů o vyšších 

molekulových hmotnostech než 17 kDa pravděpodobně způsobena tvorbou oligomerních 

struktur FGF-2M, které za určitých podmínek vznikají (Venkataraman et al., 1999; Müller 

et al., 2015). Je nutné uvést, že rekombinantní FGF-2M obsahoval dvě mutace 

v aminokyselinové sekvenci (R31K/R129K). Cílem této mutace bylo zabránit hydrolytickému 

štěpení proteinu kvasinkovými proteasami Kex2, které štěpí polypeptidový řetězec v místě 

obsahující aminokyseliny arginin a lysin (Rockwell et al., 2002). Aminokyseliny argininu byly 

zaměněny za lysin záměrně z důvodu zachování lokálního elektrostatického náboje v proteinu, 

protože obě tyto aminokyseliny jsou bazické. FGF-2 obsahuje dvě vazebná místa pro heparin. 

Mutace za neutrální aminokyselinu v jednom z těchto míst (K129A) vedla pouze k mírně 

snížené schopnosti proteinu vázat heparin (Thompson et al., 1994). Čtyřnásobná mutace 

ve vazebném heparinovém místě (R118Q/K119Q/K128Q/K129Q) nevedla ke ztrátě mitogenní 

aktivity proteinu, ale byla ovliněna jeho schopnost vázat heparin a stimulovat chemotaxi 

u endotelových buněk (Presta et al., 1992). Delece aminokyselinové sekvence v pozicích 27-

32 rovněž nezpůsobila ztrátu mitogenní aktivity proteinu (Isacchi et al., 1991). Tyto studie 

naznačují, že mírné změny v aminokyselinové sekvenci proteinu v uvedných pozicích nevedou 

ke ztrátě mitogenní aktivity proteinu. V naší studii pozorovaná mírně snížená aktivita FGF-2M 

ve srovnání s komerčním FGF-2 může být tedy přisouzena přítomnosti jiných proteinů nebo 

oligomerních formací FGF-2M v roztoku, což snižuje jeho reálnou koncentraci. 

 Růstové faktory byly adsorbovány na jamky kultivačního polystyrenu a pozorována 

jejich mitogenní aktivita. Stejně jako v kultivačním médiu, i v případě adsorbovaného VEGF-

A165 nebyl pozorován mitogenní účinek na ADSC. Adsorpce FGF-2M na povrch jamek vedla 

ke zvýšené proliferaci ADSC, pozitivní efekt byl pozorován až 3. a 7. den kultivace. U HUVEC 

byla patrná mitogenní aktivita obou růstových faktorů. FGF-2M působil na růst HUVEC silněji 

než VEGF-A165. Imobilizace VEGF-A165 je hojně využívána v kardiovaskulárním tkáňovém 

inženýrství ke stimulaci růstu endotelových buněk na široké škále materiálů zahrnujících 

polymerní substráty vhodné pro cévní náhrady nebo 3D porézní kolagenové konstrukty (Shin 

et al., 2012; Shen et al., 2008; Miyagi et al., 2011). VEGF-A165 je ale také často kombinován 
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s dalšími faktory podporujícími růst buněk, jako například angiopoetin-1 (Chiu et al., 2010). 

Může být kombinován také s FGF-2, který při imobilizaci na fibrinovou síť podporují růst 

endotelových buněk na cévních protézách z ePTFE (Taborska et al., 2021). Na jamkách 

adsorbovaných FGF-2M počet a metabolická aktivita ADSC a HUVEC výrazně rostly 

se zvyšující se koncentrací adsorbovaného růstového faktoru. Rovněž i jiné studie ukazují, 

že pouhá fyzikální adsorpce FGF-2 na polystyren pro tkáňové kultury vede ke zvýšené 

proliferaci endotelových i mesenchymálních kmenových buněk (Underwood et al., 2002; Kang 

et al., 2014). Mitogenní aktivita adsorbovaného FGF-2 je zprostředkována jeho interakcí 

s αVβ3 integrinem a FGF receptorem typu 1 na povrchu endotelových buněk (Rusnati et al., 

1997; Tanghetti et al., 2002). Imobilizace FGF-2 na různé syntetické a přírodní polymery 

příznivě ovlivňuje adhezi a proliferaci různých typů buněk (Kumorek et al., 2015; Robinson 

et al., 2014; Firoozi et al., 2020). 

  Adheze buněk na povrch biomateriálu v dostatečném množství a dostatečnou silou 

je klíčová pro úspěšné osídlení biomateriálů buněčnou složkou (Khalili a Ahmad, 2015). Proto 

byla vyhodnocena i adheze buněk na adsorbované růstové faktory. Oba růstové faktory 

působily na buňky jako adhezní molekuly. Na VEGF-A165 adherovaly ADSC i HUVEC pouze 

ve velmi malé míře, kdy maximální interakce byla patrná při adsorbované koncentraci 0,1 µM 

VEGF-A165. Jiné studie také prokázaly velmi slabou nebo téměř žádnou adhezní interakci 

VEGF-A165 s mesenchymálními kmenovými buňkami (Kang et al., 2012; Kang et al., 2014). 

Slabá adhezní interakce s buňkami může být způsobena nepřítomností typických adhezních 

aminokyselinových sekvencích v molekule proteinu VEGF-A165, které by se mohly vázat 

na integrinové receptory (VEGF-A165 neobsahuje sekvence RGD, DGEA, KQAGDV, VAPG, 

REDV, YIGSR, IKVAV ani KRSR; Bačáková a Švorčík, 2008). Naopak studie Gutierrez-

Gonzalez et al. poukazuje na adhezi lymfocytů na imobilizovaný VEGF-A165 prostřednictvím 

integrinu α4β1 a VEGFR-2 (Gutierrez-Gonzalez et al., 2019), což napovídá, že adheze k tomuto 

růstovému faktoru závisí především na buněčném typu. Je zajímavé, že na ADSC působil 

adsorbovaný FGF-2M silnou adhezní interakcí, ale naopak v případě HUVEC docházelo 

k poklesu míry adheze vlivem FGF-2M. U ADSC výsledky korespondují s prací Kang et al., 

2012, kde byla zjištěna zvyšující se míra adheze ADSC v závislosti na rostoucí koncentraci 

adsorbovaného FGF-2. FGF-2 obsahuje dvě reverzní adhezní sekvence DGR (reverzní 

k sekvenci RGD) v pozicích 46-48 a 88-90 polypeptidového řetězce. Tyto sekvence mohou 

být rovněž rozpoznány integrinovými receptory, zejména ve své isoDGR formě, který vzniká 

deaminací asparaginu (Spitaleri et al., 2008; Corti et al., 2011). Adsorbovaný FGF-2M 

na HUVEC působil antiadhezivně. Tento překvapující poznatek může být způsoben 
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přítomností reverzní adhezní sekvence RSRK (tj. reverzní k sekvenci KRSR). Je známo, 

že neobrácená sekvence KRSR se váže na neintegrinové adhezní receptory, ale nepodporuje 

adhezi endotelových buněk, neboť je preferenčně rozpoznávána osteoblasty (Dee et al., 1998). 

Řada studií naopak prokázala schopnost endotelových buněk adherovat na FGF-2, která byla 

zprostředkována aminokyselinovými fragmenty 24-68 a 93-120. Tyto fragmenty obsahují 

reverzní adhezní sekvence DGR a RSRK (Baird et al., 1988; Rusnati et al., 1997; Tanghetti 

et al., 2002). Adheze HUVEC na námi připravený rekombinantní FGF-2M může být také 

ovlivněna mutacemi v sekvenci proteinu. 

5.3 Vliv galektinu-3 na adhezi buněk 

Galektin-3 je globulární protein charakteristický svou schopností vázat β-galaktosidy, které 

se běžně nacházejí v buňkách jako součást cukerné složky glykoproteinů. Je exprimován 

prakticky ve všech tkáních a účastní se řady procesů jako je proliferace nebo migrace buněk. 

Může účinkovat také jako adhezní molekula interagující s integrinovými receptory nebo 

proteiny extracelulární matrix (Sciacchitano et al., 2018). V našich experimentech byly 

sledovány adhezní vlastnosti exogenního galektinu-3 na ADSC a HUVEC. Bylo zjištěno, 

že oba buněčné typy interagují s adsorbovaným galektinem-3 a nejvyšší míru adheze vykazují 

při použití 1 µM koncentrace galektinu-3. V kultivačním médiu může galektin-3 adhezi 

podporovat i inhibovat, což se pravděpodobně odvíjí od jeho schopnosti vytvářet oligomery. 

Oligomerizace galektinu-3 je závislá na jeho koncentraci v roztoku (Hughes, 2001; LeMarer 

et al., 1996). V koncentracích přesahujících 1 µM (tj. v našem případě 3-33 µM) již začala míra 

buněčné adheze klesat, ale byla stále zvýšená ve srovnání s kontrolními vzorky 

bez adsorbovaného galektinu-3. Adsorpce vysokých koncentrací galektinu-3 v mikromolárních 

řádech způsobuje tvorbu oligomerních multivalentních komplexů galektinu-3 na povrchu 

substrátu (Birdsall et al., 2001). To vede k vytvoření vysoké hustoty molekul galektinu-3 

na substrátu, což patrně způsobí sterickou inhibici interakce galektinu-3 s adhezními receptory 

na povrchu buněk, čímž dojde k snížené míře adheze buněk. Obdobný jev byl například 

pozorován již v dřívějších studiích při vysoké hustotě adhezních sekvencí RGD na povrchu 

substrátu (Benitez et al., 2016). Adhezi buněk na galektin-3 v našich experimentech nebylo 

možné inhibovat disacharidem LacdiNAc, který je specifickým ligandem tohoto galektinu 

(Šimonová et al., 2014). Adheze na adsorbovaný galektin-3 tedy neprobíhá přes vazbu mezi 

kanonickým vazebným místem na CRD doméně proteinu a cukernými ligandy na povrchu 

buňky. Z jiných prací je známo, že galektin-3 se může na povrchu buněk vázat na integrinové 

adhezní receptory α1β1, α3β1 a α7β1. Dále se může jednat o interakci i s proteiny jiného 
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charakteru, například s CD7, CD43, CD45, fibronektinem, vitronektinem, lamininem nebo 

membránovými proteiny asociovanými s lysozomy (Hughes, 2001; Cummings et al., 2009; Xin 

et al., 2015). Je otázkou, zda ve všech případech galektin-3 interaguje pouze pomocí CRD 

domény s cukernou složkou výše jmenovaných glykoproteinů nebo interakce probíhá také 

na bázi protein-protein. 

Pří hledání alternativních vazebných míst pro galektin-3 jsme se v dalších 

experimentech proto zaměřili na integrinové adhezní receptory jako nejpravděpodobnější 

zprostředkovatele adheze buněk na adsorbovaný galektin-3. Působením EDTA, což je inhibitor 

všech integrinových receptorů (pomocí chelatačního účinku na ionty Ca2+), došlo k blokaci 

adheze HUVEC i ADSC na galektin-3. Integrinové receptory jsou heterodimery tvořené z 18 α 

a 8 β podjednotek, které dávají vzniknout 24 unikátním výsledným kombinacím (Hynes, 2002). 

Řada z těchto 24 heterodimerů je ovšem typicky exprimována pouze v některých buněčných 

typech, například leukocytech (Hyun et al., 2009). Pro tyto experimenty jsme proto použili 

blokační protilátky proti nejběžnějším podjednotkám αV, β1, β3. Vybrána byla také protilátka 

proti α3 podjednotce, která je součástí heterodimeru α3β1. Ten je schopen vázat širokou škálu 

proteinů jako je laminin, fibronektin nebo kolagen (da Silva et al., 2010). Přítomnost vybraných 

podjednotek a také heterodimerů α2β1, α5β1 a αVβ3 na povrchu ADSC a HUVEC byla 

prokázána námi (Sedlář et al., 2021b) a také v dalších publikacích (Morandi et al., 2016; Fang 

et al., 2017; Rico et al., 2019). Naše výsledky ukázaly, že adheze na galektin-3 je významně 

blokována pomocí anti-β1 a anti-αV protilátky. Protilátka proti α3 integrinu neměla na adhezi 

významný vliv. Úloha β1 integrinu v interakci s galektinem-3 byla pozorována i v případě 

jiných buněčných typů jako jsou kolonocyty nebo T-lymfocyty. Rovněž je zajímavé, 

že interakce s galektinem-3 je ovlivněna sialylací β1 integrinu (Fukumori et al., 2003; Zhuo 

et al., 2008). Dále byly testovány blokační protilátky proti integrinovým heterodimerům, 

tj. plně funkčním integrinovým receptorům. Byly vybrány nejběžnější heterodimery vázající 

rozdílné substráty a adhezní sekvence, a sice α2β1 (vázající kolagen I), α5β1 (fibronektin) 

a αVβ3 integrin (vitronektin). Adheze na galektin-3 byla negativně ovlivněna pouze blokací 

α5β1 a αVβ3 integrinů, což jsou adhezní receptory pro vitronektin a fibronektin. Zajímavé bylo 

pozorovat také některé rozdíly mezi ADSC a HUVEC v zapojení integrinů do adheze 

ke galektinu-3. Například u HUVEC bylo v adhezi patrné výraznější zapojení integrinů α5β1, 

αVβ3 a podjednotek β1, β3 a αV, což je patrně dáno rozdílnou expresí a poměrným 

zastoupením jednotlivých integrinů u různých buněčných typů. Integriny zapojené v našich 

experimentech v adhezi na galektin-3 rozpoznávají typicky RGD sekvence v molekulách 

proteinů, proto lze předpokládat, že i na adsorbovaném galektinu-3 rozpoznávají prozatím 
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neznámou specifickou adhezní sekvenci. Tomu napovídá i fakt, že adheze na galektin-3 byla 

blokována specifickým inhibitorem αVβ1 integrinu, který je strukturně podobný RGD motivu. 

Blokace ale fungovala pouze ve vyšších mikromolárních koncentracích, kdy již inhibitor není 

specifický a blokuje všechny integriny vázající RGD motiv (Wilkinson et al., 2019). Blokace 

adheze na galektin-3 kanonickou RGD sekvencí byla pozorována v jiných studiích (Suzuki 

et al., 2015) ale i v našich pokusech. Je nutné zmínit, že galektin-3 neobsahuje žádnou 

z kanonických adhezních sekvencí, tedy ani RGD. Některé integrinové receptory ovšem nejsou 

přísně specifické pouze pro jedinou adhezní sekvenci a mohou vázat i jiné strukturně podobné 

adhezní sekvence (Ruoslahti, 1996). 

ADSC adherující na galektin-3 vykazovaly podobnou morfologii jako při adhezi 

na skleněný substrát. Naproti tomu HUVEC vykazovaly na galektinu-3 odlišnou morfologii 

ve srovnání s buňkami na fibronektinu a nebo na skleněném povrchu. Endotelové buňky tvořily 

shluky buněk se slabě vyvinutým cytoskeletem a "hvězdicovitou" morfologií. Podobná 

morfologie buněk s mnoha lamelipodiemi a filopodiemi byla zaznamenána také u epiteliálních 

buněk na galektinu-3, kde byly morfologické změny vyvolány integrinem α3β1 (Saravanan 

et al., 2009). Je zajímavé, že v naší studii byla silná exprese integrinu α3β1 pozorována právě 

u HUVEC. Naproti tomu u ADSC byla povrchová exprese tohoto integrinu nižší. To by mohlo 

vysvětlovat rozdíly v morfologii těchto dvou typů buněk na povrchu s adsorbovaným 

galektinem-3. Ačkoli tedy galektin-3 interaguje s integriny a podporuje adhezi, u HUVEC 

nedochází k plnému rozvinutí cytoskeletárních struktur jako je tomu například u povrchu 

s fibronektinem. Galektin-3 tedy není typickým ligandem integrinových receptorů, který 

by vázal obě podjednotky integrinového receptoru, ale nejspíše váže pouze jednu z podjednotek 

(což naznačují i naše experimenty, ukazující silnou inhibici adheze blokací αV ale již ne β3 

integrinu), což nemůže zajistit plně funkční adhezi některých buněčných typů. V cévním 

tkáňovém inženýrství by mohl být galektin-3 použit jako pokryv materiálů pro zlepšení adheze 

buněk a endotelizaci cévních náhrad. Díky jeho angiogennímu účinku (Nangia-Makker et al., 

2000) by mohlo na takto funkcionalizovaných syntetických materiálech docházet k snadnější 

tvorbě kapilár a vaskularizaci tkáňově-inženýrského konstruktu (Sivkova et al., 2020; Tang 

et al., 2018). Naopak oligosacharidické ligandy pro galektin-3, imobilizované na materiálu 

cévní náhrady, by mohly napomoci vychytávání endotelových progenitorových buněk z krve, 

neboť tyto buňky se vyznačují přítomností galektinu-3 (Ahrens et al. 2011). Vazba galektinu-

3 na tyto ligandy, například na ligandy zakončené β-galaktosidy, pak dále podporuje 

diferenciaci endotelových progenitorových buněk ve zralé endotelové buňky (Nangia-Makker 

et al., 2000). 
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Při potenciálním užití galektinu-3 v cévním tkáňovém inženýrství je třeba mít na paměti 

i fakt, že tato pleiotropní molekula může hrát i negativní roli ve vzniku a rozvoji 

kardiovaskulárních onemocnění, například v hypoxické plicní hypertenzi. Galektin-3 

je považován za jeden z důležitých biomarkerů tohoto onemocnění, a to pro své profibotiké 

působení a účast v remodelaci cévní stěny i myokardu. Proto byla jedna z našich nejnovějších 

prací věnována i vlivu glykopolymerních ligandů, syntetizovaných spolupracující skupinou 

prof. V. Křena a doc. P. Bojarové z Mikrobiologického ústavu AV ČR, na expresi 

profibrotických markerů v hladkých svalových buňkách pulmonálních arterií a srdečních 

fibroblastech potkanů s rozvinutou hypoxickou plicní hypertenzí. Bylo zjištěno, 

že glykopolymerní ligandy, tj. polyoxazolinové řetězce s karbohydrátovými ligandy typu 

laktózy, snižují v uvedených buňkách expresi α-aktinu, kalponinu a kolagenu typu I. Tyto 

molekuly představují nejen markery diferenciace a fenotypické maturace buněk hladkého svalu, 

ale v podmínkách hypoxické pulmonální hypertenze je lze považovat i za markery nežádoucí 

přestavby (ztluštění) stěny cév či pravé srdeční komory a jejich fibrotizace (např. diferenciace 

fibroblastů do myofibroblastů). Příznivý účinek polyoxazolinů s karbohydrátovými ligandy se 

alespoň částečně projevil i u buněk pre-stimulovaných TGFβ1, který je považován za význačný 

profibrotický faktor (Sedlář et al., 2024). 

5.4 Adheze, růst a diferenciace buněk na PLLA foliích 

Buněčná adheze, růst a diferenciace je dána především fyzikálně-chemickými vlastnostmi 

použitého biomateriálu (Bačáková et al., 2011). V našich experimentech jsme studovali adhezi, 

růst a diferenciaci ADSC a VSMC na biomateriálech na bázi PLLA. PLLA (poly-L-kyselina 

mléčná; polylaktid) je syntetický biomateriál. Jeho upravitelné mechanické vlastnosti spolu 

s jeho biokompatibilitou umožňují jeho využití jako biomateriálu v tkáňovém inženýrství. 

Materiál je rovněž biodegradabilní. Jako produkt degradace vzniká kyselina mléčná, která není 

pro organismus toxická. Nevýhodou PLLA je jeho poměrně vysoká hydrofobnost, která 

negativně ovliňuje adsorpci proteinů na jeho povrch a v důsledku tedy adhezi a růst buněčných 

kultur (Capuana et al., 2022). PLLA je používán v kardiovaskulárním tkáňovém inženýrství při 

konstrukci umělých cév, ať už ve formě nanovláken (Chen et al., 2024) nebo v podobě 

hybridních nosičů v kombinaci s PLGA a PCL (Wang et al., 2011).  

V našich experimentech byly použity čisté PLLA fólie a dále jejich tři povrchové 

úpravy. První úprava spočívala ve vystavení materiálu argonovému plasmatu po dobu 240 

sekund. Ošetření různých biomateriálů plazmatem vede ke štěpění vazeb a tvorbě volných 

radikálů na povrchu materiálů, dále ke zvýšení jejich povrchové energie, snížení jejich 
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hydrofobnosti a kontaktního úhlu a v důsledku tak k adsorpci proteinů v geometrické 

konformaci výhodné pro adhezi buněk a jejich následný růst (Duske et al., 2012; Canullo et al., 

2018; Griffin et al., 2019). I v naší studii vedlo vystavení čistého PLLA argonovému plazmatu 

k výraznému poklesu jeho hydrofobnosti. Hydrofobnost byla detekována pomocí měření 

kontaktního úhlu vodní kapky. Hodnoty kontaktního úhlu u plasmovaného materiálu se ale 

po delším časovém intervalu (10 dní) vrátily do hodnot srovnatelných s čistým PLLA, což 

je vysvětlováno  úbytkem chemických funkčích skupin s obsahem kyslíku na povrchu 

materiálu a jejich reorientací směrem do nitra materiálu (Travnickova et al., 2021). Na čistém 

PLLA jsme pozorovali nižší plochu rozprostření u ADSC. V případě VSMC byly na čistém 

PLLA buňky více zakulacené a méně protáhlé. Plasmování vedlo ke většímu rozprostření 

ADSC a ke změně morfologických parametrů VSMC. Na plasmovaném materiálu vykazovaly 

buňky také zvýšený růst. Zlepšení vlastností PLLA pro buněčnou kolonizaci vlivem 

plazmování může souviset také se změnou jeho povrchové nanodrsnosti. Naše výsledky 

se schodují i s předešlými publikacemi. Například ve studii Argentati et al., 2018 byl pozorován 

růst ADSC na čistém a plazmovaném PLLA. Na neupraveném PLLA formovaly ADSC 

sferoidní struktury, kdežto na plazmovaném povrchu měly buňky typickou vřetenovitou 

morfologii. To souviselo i s naměřenou zvýšenou adsorpcí proteinů na povrch plasmovaného 

materiálu (Argentati et al., 2018). Další povrchová úprava spočívala v navázání 

polyethylenglykolu (M = 20000) na plasmovaný PLLA. Polyethylenglykol je biokompatibilní 

materiál používaný jako nosič léčiv pro regeneraci tkání (Sun et al., 2023) nebo jako nosič 

buněk v tkáňově-inženýrských konstruktech (Kong et al., 2017). PEG o molekulové hmotnosti 

20000 byl vybrán na základě předchozí studie, která ukázala, že VSMC proliferují v nejvyšší 

míře právě na materiálech pokrytých PEG o této molekulové hmotnosti. Nižší molekulové 

hmotnosti PEG již růst buněk tak významně nepodporovaly (Švorčík et al., 2012). V našem 

případě vedlo pokrytí materiálu polyethylenglykolem ke snížení  kontaktního úhlu a menší 

nanodrsnosti. Buňky na materiálu s PEG vykazovaly zlepšenou adhezi i růst oproti čistému 

PLLA. Poslední modifikací bylo potažení plasmovaného PLLA dextranem (M = 9000-11000). 

Dextran je biokompatibilní polysacharid, který byl vybrán pro pokrytí PLLA pro jeho 

antitrombogenní vlastnosti (Damodaran et al., 2013). Pokrytí dextranem vedlo ke snížení 

kontaktního úhlu materiálu, které ale ovšem nebylo tak výrazné, jako v případě pokrytí 

polyethylenglykolem. Buňky na tento materiál adherovaly podobně jako u ostatních 

povrchových modifikací. Vhodnost dextranu pro in vitro kultivaci buněk ilustruje například 

také studie autorů Shi et al., 2012, kde na nanovláknech dextranu v kombinaci s dalším 
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polysacharidem pullulanem byl pozorován růst endotelových buněk v konfluentní vrstvě 

a rovněž přechod VSMC ze syntetického do kontraktilního fenotypu (Shi et al., 2012).  

 ADSC byly diferencovány směrem k hladkým svalovým buňkám v diferenciačním 

médiu obsahujícím TGFβ1, BMP4 a kyselinu askorbovou. TGFβ1 a BMP4 jsou proteiny 

z rodiny transformujících růstových faktorů. Vazbou těchto růstových faktorů na receptory 

na povrchu buněk dojde k aktivaci signálních drah vedoucích k expresi typických 

hladkosvalových markerů. ADSC exprimovaly v diferenciačním médiu (nezávisle na použité 

modifikaci materiálu) ve zvýšené míře markery VSMC, jako je α-hladkosvalový aktin, kalponin 

a smoothelin. Exprese α-hladkosvalového aktinu a kalponinu byla v buňkách přítomna 

i na proteinové úrovni. Naopak u těžkého řetězce hladkosvalového myosinu nebyl pozorován 

nárůst v expresi na úrovni mRNA, i když v malém množství buněk a po delším časovém 

intervalu diferenciace byla pozorována i tvorba těžkého řetězce hladkosvalového myosinu 

na úrovni proteinu. Smoothelin spolu s těžkým řetězcem hladkosvalového myosinu jsou 

považovány za terminální markery vyzrálého hladkého svalu, zatímco α-hladkosvalový aktin 

je markerem časným a kalponin střednědobým (Owens et al., 2004).  

Kyselina askorbová byla do diferenciačního média přidána pro stimulaci produkce 

kolagenu. Kyselina askorbová stimuluje tvorbu kolagenu jako kofaktor hydroxylas 

a prolylhydroxylas, což jsou klíčové enzymy syntézy kolagenu (Maione-Silva et al., 2019), 

může ale také aktivovat expresi kolagenů I a III na úrovni mRNA (Tajima et al., 1996). Kolagen 

I a III jsou jedny z hlavních proteinů extracelulární matrix vytvářející stěnu cévy (Kong et al., 

2013). Různé typy extracelulárních kolagenů pak mohou stimulovat další hladkosvalovou 

diferenciaci buněk (Hong et al., 2008). V diferencovaných ADSC jsme pozorovali zvýšenou 

expresi kolagenu I na mRNA i proteinové úrovni. 

5.5 Růst buněk na 3D porézních PLLA/PCL biomateriálech 

Rozvoj nových technologií materiálového inženýrství umožňuje přípravu 3D biomateriálů 

vhodných pro osazení buněčnou složkou a tvorbu tkáňových konstruktů se složitou vnitřní 

architekturou. Perspektivními technologiemi je například metoda elektrostatického 

zvlákňování (elektrospiningu), která slouží k vytváření polymerních nanovlákenných struktur 

(Xue et al., 2019). Struktury vytvořené elektrospiningem jsou však spíše planárního, 

membranózního charakteru, kdežto pro konstrukci většiny tkání jsou zapotřebí prostorové 3D 

nosiče buněk. Takovéto nosiče s vláknitou strukturou je možno vytvořit centrifugačním 

spinningem (Li et al., 2016), zatímco nosiče s houbovitou či pěnovou strukturou je možno 

vytvořit lyofilizací. Tato technika byla v dřívějších studiích používána především u nosičů 
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buněk z biopolymerů, jako je kolagen (Bačáková et al. 2022) nebo bakteriální nanocelulóza 

(Kutová et al. 2021, Staňková et al. 2024), ale v našich současných experimentech jsme 

ji aplikovali i na polymery syntetické, jako jsou degradovatelné polyestery polylaktid 

a polykaprolakton. V našich pokusech byly ADSC kultivovány na 3D porézních biomateriálech 

vytvořených lyofilizací z hybridního materiálu PLLA/PCL s přídavkem Klucelu E. 

V klasickém statickém kultivačním systému proliferovaly ADSC nejlépe na PLLA/PCL bez 

přídavku Klucelu E, ačkoliv tento přídavek měl kromě mechanických vlastností a kompaktnosti 

materiálového nosiče zvýšit i jeho porozitu a zvětšit velikost pórů, což mělo usnadnit vrůstání 

buněk do nitra nosiče. Avšak póry pravděpodobně zůstávaly i nadále pro buňky příliš malé 

(pro tento účel je nutno v nosiči mít póry o průměru nejméně několika desítek mikrometrů, 

a pro konstrukty tkáně kostní o průměru i několika stovek mikrometrů; Pamula et al., 2008, 

2009). I v našich minulých studiích na kolagenních a nanocelulózových nosičích, upravených 

lyofilizací, byly póry často příliš malé pro dostatečný průnik buněk (Bačáková et al., 2022), 

a dokonce někdy vytvářely na povrchu nateriálu i nerovnosti v řádu mikrometrů, které 

omezovaly řádné rozprostření buněk při jejich adhezi (Kutová et al., 2021; Staňková et al., 

2024). Obdobných výsledků bylo dosaženo i ve studii, kde byla elektrospiningem připravena 

mikrovlákna z PLLA a následně osazena ADSC. Buňky kultivované na těchto PLLA nosičích 

byly sice životaschopné, proliferovaly a produkovaly extracelulární matrix ve formě kolagenu, 

ale po 3 týdnech kultivace byl pozorován průnik buněk pouze do hloubky 20 µm, což bylo 

způsobenou příliš hustou sítí připravených vláken (Hillary et al., 2016). Dalším důvodem 

negativního vlivu přídavku Klucelu E na adhezi a růst buněk mohla být i jeho chemická 

podstata – jedná se o derivát celulózy, tj. polysacharid, který se nevyskytuje v organismu 

člověka ani dalších savců, a tudíž nenese ve své molekule žádná místa rozpoznávaná adhezními 

receptory savčích buněk (Kutová et al., 2021; Staňková et al., 2024). V případě jeho 

nedokonalého vymytí ve vodném prostředí a retence uvnitř materiálu, které bylo prokázáno 

i elektronovou mikroskopií, mohl tudíž i pasivně zabraňovat adhezi buněk k materiálu.  

Naše výsledky také ukazují, že ADSC nejsou schopny pronikat do porézního 

PLLA/PCL nosiče příliš hluboko a zůstávají především v povrchových částech materiálu. 

Situace se zlepšila dynamickou kultivací buněk, a to i u nosičů s přídavkem Klucelu E. Porézní 

nosiče s ADSC jsme po 6 dnech kultivace vystavili smykovému tření proudícího kultivačního 

média po dobu 4 dní v dynamickém systému STUART Mini Orbital Shaker SSM1. Tento typ 

mechanického namáhání, které rovněž umožňovalo proudění média póry uvnitř nosiče,  

stimuloval růst buněk na všech pozorovaných materiálech, tedy i na materiálech s přídavkem 

Klucelu E, především v jeho vyšších koncentracích (25 a 50 hm.%), kde buňky zvýšily i svůj 
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průnik do nitra materiálu. Pozitivní vliv smykového tření na proliferaci byl pozorován také 

u endotelových progenitorových buněk (Yamamoto et al., 2003) a u ADSC diferencovaných 

směrem k hladkému svalu na PLGA nosičích (Wang et al., 2011).    

5.6 Růst buněk na PLLA biomateriálech připravených metodou 3D tisku 

Zajímavá a prudce se rozvíjející je také metoda 3D tisku, dovolující přípravu trojrozměrných 

porézních biomateriálů z kovů, keramiky nebo různých přírodních a syntetických polymerů 

(Chia a Wu, 2015). 3D tisk je využíván v řadě medicínských aplikací nebo při tvorbě 

vaskularizovaných modelů tkání (Lerman et al., 2018). ADSC jsme kultivovali na materiálech 

z PLLA připravených 3D tiskem. Nosiče se ukázaly jako biokompatibilní a vhodné pro růst 

ADSC. ADSC byly v případě dostatečných rozestupů mezi jednotlivými vlákny schopny 

pronikat hlouběji do materiálu. 3D tisk byl použit už v minulosti pro přípravu 3D mřížek 

z PLLA. Tyto mříže byly vyplněny želatinovým hydrogelem s obsahem ADSC a buňky byly 

diferencovány směrem k osteoblastům (Heo et al., 2017). ADSC byly rovněž osteogenně 

diferencovány na tištěných PCL materiálech mineralizovaných fosforečnanem vápenatým 

(Ruminski et al., 2018). Tištěné 3D konstrukty z PCL osazené kulturou ADSC byly dokonce 

aplikovány jako kostní náhrady u psů (Lee et al., 2017; Lee et al., 2021). PLLA nosiče 

mineralizované pomocí simulované tělní tekutiny nebo potažené kolagenem I jsme osadili 

kokulturou ADSC a HUVEC v poměru 1:1 a buňky kultivovali 6 dní, přičemž byly buňky 

vystaveny smykovému tření kultivačního média. Na vzorcích jsme pozorovali, že HUVEC 

vytvářejí podél vláken materiálu prekapilární struktury. Pozitivní efekt ADSC na tvorbu 

struktur podobným kapilárám in vitro nebo na angiogenezi in vivo byl popsán již řadou 

předchozích studií (Gan et al., 2022; Morita et al., 2023). Tvorbu kapilárních struktur podporuje 

také smykové tření (Yamamoto et al., 2003). I tým naší laboratoře pozoroval ve svých 

nedávných studiích spontánní vytváření tubulárních struktur z endotelových buněk 

v trojrozměrných fibrinových a kolagenních hydrogelech, ke kterým se zvnějšku přikládaly 

ADSC na způsob pericytů (Bačáková et al. 2018, 2024). 
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6 Závěr 

V rámci disertační práce bylo studováno chování ADSC v in vitro kultivačním prostředí 

ovlivněném biochemickým složením kultivačního média, typem kultivačního substrátu 

a rovněž dynamickou stimulací kultury. Byly získány nové poznatky o adhezi, růstu 

a diferenciaci mesenchymálních kmenových buněk z tukové tkáně, které mohou být využity 

v tkáňovém inženýrství při konstrukci bioarteficiálních cév a vaskularizovaných konstruktů 

měkkých a tvrdých tkání. 

Ze získaných výsledků vyplývá, že adheze ADSC: 

 je pozitivně ovlivněna adsorbovanými rekombinantnímí VEGF-A165, FGF-2M 

a galektinem-3. Adhezní interakce buněk s VEGF-A165 je slabší ve srovnání s FGF-2M 

a galektinem-3. 

 na adsorbovaný galektin-3 je zprostředkována interakcí s integrinovými receptory 

na povrchu ADSC. Adheze na galektin-3 se účastní integrinové receptory α2β1, α5β1 

a αVβ3. Adheze na galektin-3 není zprostředkována vazbou CRD domény proteinu 

na cukerné ligandy na povrchu buněk. 

 je ovlivněna typem a povrchovou modifikací biomateriálu. Na nemodifikovaném 

planárním PLLA buňky adherují v menší míře než na materiálech modifikovaných 

argonovým plasmatem nebo potažených polyethylenglykolem a dextranem. Adheze 

buněk kopíruje vnitřní strukturu 3D biomateriálů na bázi PLLA. 

Růst ADSC: 

 je stimulován přítomností růstového faktoru FGF-2M v kultivačním médiu. Proliferace 

buněk je rovněž stimulována fyzikálně adsorbovaným růstovým faktorem, který 

si zachovává svůj mitogenní účinek. Mutace (R31K/R129K) v sekvenci růstového 

faktoru nemají významný vliv na jeho mitogenní účinek. 

 není ovlivněn přítomnosti VEGF-A165 v kultivačním médiu ani růstovým faktorem 

adsorbovaným na kultivační substrát. 

 je závislý na povrchové modifikaci biomateriálu. Buňky proliferují nejpomaleji 

na nemodifikovaném PLLA. ADSC ve větší míře proliferují na PLLA materiálech 

pokrytých polyethylenglykolem a dextranem. Nejrychleji potom proliferují na PLLA 

modifikovaném argonovým plasmatem. 

 je ovlivněn 3D strukturou materiálu. Na porézních 3D materiálech připravených 

lyofilizací rostou ADSC především na povrchu materiálu a jen zřídka pronikají hlouběji 

do jeho struktury, což je zřejmě dáno relativně malým průměrem pórů. Na materiálech 
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připravených metodou 3D tisku pronikají buňky do větších hloubek, což je způsobeno 

velkými rozestupy mezi jednotlivými vlákny, a tím větší velikostí pórů. 

 je ovlivněn dynamickou stimulací kultury – vlivem smykového napětí ADSC 

na porézních materiálech proliferují rychleji než ve statickém kultivačním systému, 

a je zvýšen i jejich průnik do nitra materiálu, zejména tam, kde jsou póry rozšířeny 

přídavkem Klucelu E (25 hm.%). 

 na materiálech připravených 3D tiskem umožňuje kokultivace ADSC s HUVEC vznik 

prekapilárních struktur.  

Diferenciace ADSC směrem k hladkým svalovým buňkám: 

 může být stimulována biochemicky složením kultivačního média. Přídavkem TGFβ1, 

BMP4 a kyseliny askorbové do kultivačního média byla stimulována diferenciace 

buněk směrem k hladkému svalu. Byla prokázána zvýšená exprese α-hladkosvalového 

aktinu a kalponinu na úrovni mRNA i proteinu. Na úrovni mRNA byla rovněž zvýšená 

exprese kolagenu I a smoothelinu. Diferenaciační médium ovšem nestimulovalo expresi 

těžkého řetězce hladkosvalového myosinu na úrovni mRNA. Myosin byl pozorován 

na proteinové úrovni u nepatrného počtu buněk v kultuře. 

 nezávisí na povrchové modifikaci planárních PLLA folií. Markery diferenciace byly 

exprimovány v podobné míře na neošetřeném PLLA, plasmovaném PLLA a PLLA 

pokrytém polyethylenglykolem i dextranem. 
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8 Seznam použitých zkratek 

α-MEM alfa modifikované Eaglovo médium 

ACTA2 gen pro α-hladkosvalový aktin 

ADSC  mesenchymální kmenové buňky z tukové tkáně 

Akt  proteinkinasa B 

ANOVA analýza rozptylu 

B2M  gen pro β2-mikroglobulin 

BMP4  kostní morfogenní protein 4 

BSA  hovězí sérový albumin 

CarG  transkripční faktor pro hladkosvalovou diferenciaci 

CD  diferenciační skupina 

cDNA  komplementární deoxyribonukleová kyselina 

CRD  doména rozpoznávající cukry 

CNN1  gen pro kalponin 1 

COL1A1 gen pro kolagen I 

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium 

DNA  deoxyribonukleová kyselina 

EBM2  endotelové bazální médium 2 

EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 

EGF  epidermální růstový faktor 

EGM2  endotelové růstové médium 2 

ePTFE  expandovaný polytetrafluorethylen 

ERK  extracelulárním signálem regulovaná kinasa 

FGF-2  fibroblastový růstový faktor 2 

FGF-2M mutantní forma fibroblastového růstového faktoru 2 (R31K/R129K) 

FGÚ  Fyziologický ústav  

FS  fetální hovězí sérum 

HEK293 linie odvozená z lidských embryonálních ledvinových buněk 

HUVEC endotelové buňky z lidské pupečníkové žíly 

ICAM  intercelulární adhezní molekula 

IGF-1  insulinu podobný růstový faktor 1 

IgG  imunoglobulin G 

ISCT  Mezinárodní společnost pro buněčnou terapii 
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JNK  c-Jun-N-terminální kinasa 

MEK  kinasa mitogenem aktivované proteinkinasy 

mRNA  mediátorová ribonukleová kyselina 

MRTF-A myokardinu příbuzný transkripční faktor A 

MSC  mesenchymální kmenové buňky 

MYH11 gen pro těžký řetězec hladkosvalového myosinu 

OECD  Organizace pro hospodářskou spolupráci a rozvoj 

p38  mitogenem aktivované proteinkinasa z rodiny p38 

PBS  fosfátový pufr 

PCL  polykaprolakton 

PCR  polymerasová řetězová reakce 

PDGF-BB receptor pro destičkový růstový faktor 

PECAM adhezní molekula krevních destiček a endoteliálních buněk  

PEG  polyethylenglykol 

PET  polyethylentereftalát 

PI3K  fosfatidylinositol-3-kinasa 

PIGF  placentární růstový faktor 

PLGA  kyselina polymléčná-koglykolová 

PLLA  kyselina polymléčná 

PTB  doména vázající fosfotyrosin 

qPCR  kvantitativní polymerasová řetěžová reakce 

RhoA  Ras homologní protein A 

RNA  ribonukleová kyselina 

ROCK  proteinkinasa asociovaná s proteiny Rho 

SD  směrodatná odchylka 

SDS  dodecylsíran sodný  

SM22α hladkosvalový protein 22-alfa, transgelin 

SMTN  gen pro smoothelin 

Src  nereceptorická tyrosinkinasa Src 

SVF  stromální vaskulární frakce 

TGFβ1  transformující růstový faktor β1 

TRITC  tetramethylrodamin isothiocyanát  

VCAM molekula vaskulární buněčné adheze  

VEGF  vaskulární endotelový růstový faktor 
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VEGF-A165 vaskulární endotelový růstový faktor A, splicing varianta s 165 aminokyselinami 

VSMC  cévní hladké svalové buňky 

VÚPP  Výzkumný ústav potravinářský Praha 
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