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Kardialni insuficience Siroké etiologie je jednou z vedoucich pfic¢in timrtnosti v lidské
populaci (1). Po prodélani koronarni ptihody se Casto stav pacientd jest¢ dale zhorSuje,
mnoho z nich nakonec dospéje k fatdlnimu srde¢nimu selhani (2). Diky vyvoji v odvetvi
farmakoterapie, kardiochirurgie a interven¢ni kardiologie jsou moznosti 1écby koronarni
insuficience Siroké, pfesto se stale objevuji nové ptipady, kdy je postizeni srdecni tkané
prilis rozsahlé a terapie tudiz nedostatecna (3).

Bylo prokazano, ze mesenchymalni kmenové bunky (MSC) maji pfiznivy efekt na
hojeni srde¢ni svaloviny (1, 3, 4). Tento efekt mtize byt dvojiho charakteru, MSC mohou
diferencovat do bunék srde¢ni svaloviny, kardiomyocyti (CMC), a/nebo podporovat funk-
ci CMC produkci bohaté smési regulacnich a podptirnych molekul (napft. interleukin 10
(IL-10), vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), fibroblastovy rastovy faktor (FGF)
a dalsi), a podpotit tak regeneraci srdce jako celku (5-8). I pies znacné mnozstvi in vitro
(9-11) a in vivo (6, 12, 13) experimentli ukazujicich pozitivni vliv MSC na regeneraci
srdecni tkané, jsou vysledky klinickych studii, kdy jsou MSC aplikovany pacientim se
Sirokym spektrem kardialnich poSkozeni, stdle nejednoznacné (3, 14, 15). Pro uspésnou
transformaci aplikace MSC do bézné klinické praxe je tedy nutné detailnéji pochopit ptiso-
beni MSC na CMC a piesnéji definovat podminky pfipadného pozitivniho ptisobeni MSC.

Cilem této prace bylo piipravit in vitro kulturu dospélych prasec¢ich CMC a charakteri-
zovat vliv prase¢ich MSC na prezivani CMC v in vitro kultufe. Pro tuto studii byly vybra-
ny praseci bunky, protoze jejich charakteristiky jsou velmi blizké lidskym (16). V ramci
studie byla provedena série in vifro experimentt od izolace a kultivace CMC az po jejich
morfologické pozorovani a kokultiva¢ni studie s MSC.

MATERIAL A METODY

Veskeré zachazeni s experimentalnimi zvitaty probihalo v souladu se smérnici Evrop-
ského parlamentu a Rady 2010/63/EU o ochrané zvitat pouzivanych pro védecké ucely.
Vsechny experimenty byly schvaleny Odbornou komisi pro praci s laboratornimi zvitaty
Lékarské fakulty v Plzni.
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Izolace a kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék

Pro experimenty byly vyuzity mesenchymalni kmenové buinky (MSC) izolované
z kostni diené dospélych prasat (Sus Scrofa, n = 5).

Kostni dienl byla ziskana aspiraci z tuberositas tibiae prasat v celkové anestezii. Aspirat
byl ziedén pridanim fosfatového pufru (PBS) v poméru 1 : 1 a opatrné navrstven na Ficoll-
-Paque™ Plus (GE Healthcare, Velka Britanie) v poméru 6 : 4. Po centrifugaci (435x g,
30 min) nasledoval odbér opalescentni vrstvy mononuklearnich bunék do ¢isté 15 ml
zkumavky (Techno Plastic Products, TPP, Svycarsko). Buiiky byly promyty PBS a cen-
trifugovany (1000x g, 8 min). Po odstranéni supernatantu byla peleta resuspendovana
v kompletnim MSC médiu, jez se skladalo z a-modified Eagle’s media (GE Healthcare,
Velka Britanie) obohaceného o 10% fetalni bovinni sérum (FBS) (Biosera, Francie), peni-
cilin (100 IU/ml) a streptomycin (100 pg/ml) (Biosera, Francie). Bunééna suspenze byla
nasazena na kultiva¢ni plast (TPP, Svycarsko) a kultivovana v inkubatoru za standardnich
podminek (37 °C, 5 % CO,). Po 48 hod byly odmyty volné plovouci butiky a piisedlé MSC
zustaly v kultuie. Vyména média probihala kazdé 2—3 dny.

Analyza fenotypu mesenchymalnich kmenovych bunék

Pro ovéfeni, zda se jedna o MSC, byla hodnocena morfologie bunék pod svételnym
mikroskopem, byl proveden test diferenciace, kde bylo sledovano, zda se buniky dokazou
diferencovat do tii zakladnich linii (adipocytarni, chondrocytarni a osteocytarni) a prato-
kovym cytometrem byla ovéiena exprese znaku typickych pro MSC (CD44pos, CD73pos,
CD90pos, CD45neg),

Svételna mikroskopie

Pomoci svételného mikroskopu (Nikon Eclipse Ti, Japonsko) byly identifikovany MSC
jako prisedlé bunky s protazenym télem, obsahujicim velké kulaté jadro, a s nékolika
vybézky.

Test diferenciace MSC

Po oplachu neadherentnich bunék (48 h po izolaci) byla ¢ast MSC pasazovana uzitim
trypsinu, TrypLE™ Select (Gibco, Life Technologies, Dansko) a nasazena na 3 jamky
6jamkové desticky (TPP, Svycarsko), kdy do kazdé jamky bylo ptidano jiné diferenciaéni
médium. Pro diferenciaci do osteocytarni linie bylo k MSC ptidano komeréné dostupné
médium StemPro® Osteogenesis Differentiation Kit (Life Technologies, USA), pro dife-
renciaci do chondrocytarni linie médium StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit
(Life Technologies, USA) a pro diferenciaci do adipocytarni linie médium StemPro® Adi-
pogenesis Differentiation Kit (Life Technologies, USA). Vyména médii probihala kazdé
3 dny. Po 14 dnech kultivace v adipo- a chondrodiferenciaénim médiu, respektive 21 dnech
v osteodiferenciacnim médiu byly buiky oplachnuty PBS a obarveny. Adipocytarni dife-
renciace byla potvrzena barvenim Oil Red O (Sigma-Aldrich, USA), které ¢ervené barvi
tukové Castice uvniti bunék. Chondrocytarni diferenciace byla potvrzena barvenim Alci-
anovou modri (Sigma-Aldrich, USA), ktera barvi modife mukopolysacharidy pfitomné
v chrupavkach. A kone¢né, osteocytarni diferenciace byla potvrzena barvenim Alizarin
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Red S (Sigma-Aldrich, USA), které ¢ervené barvi kalceinové molekuly produkované dife-
rencovanymi bunkami.

Ovéreni markeri MSC prutokovu cytometrii

Céast MSC (100 000 bungk) sklizend s vyuzitim TrypLE™ Select (Gibco, Life Techno-
logies, Dansko) byla pouzita k fenotypické charakterizaci MSC v pratokovém cytometru.
Bunky byly promyty PBS, resuspendovany ve 100 ul PBS a smichany se 3 ul protila-
tek; anti-CD44 DAPI (Biolegend, USA), anti-CD45 FITC (Bio-Rad, USA), anti-CD73
PE-A (RnD Systems, Kanada) a anti-CD90 APC (Biolegend, USA) a inkubovany 15 min
ve tme pii pokojové teploté. Nasledné byla suspenze promyta PBS a bunky byly resus-
pendovany v 300 ul PBS. Cytometricka analyza byla provedena pfistrojem BD FACS
Aria Fusion (Becton Dickinson, USA) a vysledky vyhodnoceny BD FACS Diva 8.0.1
softwarem. Jako MSC byly hodnoceny v§echny bunky pozitivni na markery CD44, CD73
a CD90, které byly zaroven negativni pro CD45.

Izolace a kultivace kardiomyocyti

Kardiomyocyty (CMC) byly izolovany z levych komor mladych dospélych prasat (Sus
Scrofa). Ze zvitete (n = 5) v celkové anestezii bylo vynato srdce, které bylo ihned ponofeno
do ledové chladného Tyrodova roztoku bez piidavku vapnikovych iontl (slozeni v mmol/I:
NaCl 137; KCI 4,5; MgCl, 1; CaCl, 2; glukoza 10; HEPES 5; pH bylo pomoci NaOH
upraveno na hodnotu 7,4; vse Sigma Aldrich, USA). Po kanylaci pfedni sestupné vétve
levé véncité tepny bylo srdce zavéseno na Langerdorffiv aparat a promyvano teplymi
(37 °C) okysli¢enymi roztoky. Nejdiive Tyrodovym roztokem bez vapniku (5 min), poté
Tyrodovym roztokem s vapnikem (0,5 uM), kolagenazou (1 mg/ml; Roche Diagnostics,
Némecko) a hovézim sérovym albuminem (BSA, 0,5 mg/ml, Sigma-Aldrich, USA) po
dalsich 30 min. Na zavér bylo srdce promyto Tyrodovym roztokem bez vapniku (5 min).
Po odstranéni endokardu byly CMC ziskany z rozvolnéné stény levé komory, umistény
do Tyrodova roztoku (37 °C) bez vapniku a opatrné prefiltrovany pies gazu. Koncentrace
vapniku byla postupné navySovana v nékolika krocich (1; 5; 10; 100; 200 pmol/1) vzdy po
10 minutach az na vyslednych 0,2 mM Ca?*,

Po izolaci byly CMC resuspendovany v kompletnim CMC médiu Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM) (Thermo Fisher Scientific, USA) obohaceném o 10 % FBS (Bio-
sera, Francie), 4500 mg/l glukozy (Sigma-Aldrich, USA), 4 mmol/l L-glutaminu (Biosera,
Francie) a 100 IU/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (Biosera, Francie). Vznikla
suspenze bunék pak byla pouzita pro nasledujici experimenty.

Zhodnoceni vynosu izolace

Po kazdé izolaci byl zkusenym pozorovatelem, s vyuzitim svételné mikroskopie, zhod-
nocen procentualni pomér zivych CMC ku mrtvym bunkam v bunééné suspenzi. Za zivé
CMC byly povazovany vSechny bunky s protahlym tvarem, ostie ohrani¢enymi konci
a pricnym pruhovanim.
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Zvyseni podilu Zivych kardiomyocyti v kultuie

Kultivacni plast

Pro efektivni oddé€leni zivych CMC od dalsich bunék suspenze a optimalizaci kulti-
vacnich podminek byly testovany ¢tyfi rozdilné kultivaéni povrchy; 1. bézny kultivaéni
plast bez specialni povrchové tupravy (TPP, Svycarsko), 2. b&zny kultivaéni plast (TPP,
Svycarsko) potazeny mysim lamininem o koncentraci 1,5 mg/ml (Sigma-Aldrich, USA),
3. bézny kultivaéni plast (TPP, Svycarsko) potazeny 0,5% Zelatinou (Sigma-Aldrich, CR),
4. kultivaéni plast specialné vytvofeny pro zvyseni piilnavosti bunék (Corning, Sigma-
-Aldrich, USA).

Suspenze bun¢k byla resuspendovana v kompletnim CMC médiu, rozdélena do 4 sku-
pin, nasazena na vys$e zminény kultivacni plast, a kultivovana v inkubatoru za standardnich
podminek (37 °C, 5 % CO,).

Hodnoceni pfilnavosti bunék ve zminénych kultiva¢nich podminkach probéhlo na cel-
kem deseti vzorcich z kazdé skupiny, 2 opakovani pro kazdé zvite. Hodnoceni provadél
zkuSeny pozorovatel s vyuzitim svételného mikroskopu. Hodnotou z ¢iselné §kaly 1-5,
kdy jednicka znacila, ze vétsina (>90 %) bunék plavala v médiu bez pfichyceni k povrchu
a pétka znacila situaci, kdy vétsina bunék ptisedala k povrchu, byla oznac¢ena kazda jamka
ve druhém dni kultivace.

Pro vSechny ¢tyti sledované kultivaéni povrchy byly vysledky statisticky zpracovany
a vyhodnoceny, bézny kultivaéni plast bez potahu slouZil jako referenéni hodnota.

Magneticka separace

Pro ziskani vétsiho podilu zivych CMC v bunééné suspenzi byla testovana metoda
magnetické separace pomoci manualniho magnetického bunééného separatoru MACS™
(Miltenyi Biotec, Némecko) s vyuzitim Dead Cell Removal Kitu (Miltenyi Biotec, Némec-
ko), ktery obsahoval magnetické mikrokulicky schopné se navazat na mrtvé a umiraji-
ci bunky a pufr usnadnujici tento proces. Suspenze bun¢k byla centrifugovana (300x g,
10 min), supernatant odstranén a bunééna peleta resuspendovana v pufru s magnetickymi
mikrokulickami z kitu. Po 15 min inkubace byla cela suspenze pfenesena do kolonek
separatoru. Pfi priatoku suspenze kolonkou doslo k zachyceni mrtvych bunék s navazanymi
magnetickymi mikrokulickami a do zkumavky pod kolonkou byly sbirany pouze bunky
bez navazanych kulicek, tedy zivé CMC.

Pred magnetickou separaci i po ni bylo zkuSenym pozorovatelem s vyuzitim svétel-
ného mikroskopu zhodnoceno procentualni zastoupeni zivych CMC v bunééné suspenzi.
Vysledky byly srovnany.

Fluorescencni barveni

Pro znazornéni mitochondrialni sit€ byla pouzita latka MitoTracker® (579/599) (Mole-
cular probes, Life Technologies, USA), ktera se po pfidani do bunééné kultury a 30 min
inkubaci docasné navazala na zivé mitochondrie bunék. Jadra byla nabarvena latkou
NucBlue® (360/460) (Molecular probes, Life Technologies, USA).
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Obr. 1 Postup kokultiva¢niho experimentu. V prvnim dnu byly na kultivaéni plast nasazeny MSC. Dalsi den
byly do poloviny jamek vlozeny transwelly. Cerstvé CMC pak byly rozdéleny do tii skupin, ¢ast byla nasazena
piimo k MSC, ¢ast k MSC pres transwelly a Cast byla nasazena na kultiva¢ni misky, pro kultivaci bez piisobeni
MSC

Kokultivaéni experimenty

MSC byly nasazeny na 6jamkovou desti¢ku (TPP, Svycarsko) v nasazovaci hustoté
54 000 bungk/jamka v kompletnim MSC médiu a kultivovany do druhého dne. Po odsati
média byl do poloviny jamek vlozen transwell, kosicek s membranou s 3 um péry, Tran-
swell® (Corning, Sigma-Aldrich, USA) a do vSech jamek bylo dano kompletni kultivacni
CMC médium se suspenzi CMC. Jako kontrola byly pouzity CMC kultivované bez MSC
(obr. 1).

Hodnoceni piezivani bunék

Kazdy den az do 10. dne po izolaci byly CMC bez ovlivnéni MSC, CMC v piimém
kontaktu s MSC a CMC kokultivované s MSC pfes transwelly sledovany pod svételnym
mikroskopem (Nikon Eclipse Ti, Japonsko).
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V prvnim a tfetim dnu bylo prosté pozorovani kvantifikovano. Na kultivacnim plastu
(n =20 pro kazdé zvite) byly v zorném poli svételného mikroskopu, pti zvétseni 10x
spocitany zivé CMC (protahlé bunky s pfi¢cnym pruhovanim a lomenymi konci) a ostatni
bunky. Vysledné procentualni zastoupeni zivych CMC v suspenzi ve vSech opakovanich
u vSech pouzitych zptsobt kokultivace CMC s/bez MSC bylo statisticky vyhodnoceno.

VYSLEDKY

Izolace, kultivace a fenotyp mesenchymalnich kmenovych bunék

Prasec¢i MSC lze izolovat dle uvedeného protokolu. Ziskané MSC vykazovaly charak-
teristicky podlouhly tvar s n€kolika vybézky a pfisedaly ke kultivaénimu platu.

Kultivace MSC s diferencia¢nimi médii potvrdila schopnost bunék diferencovat do tii
zékladnich linii. Bunky diferencované do adipocytarni linie obarvené Oil Red O vyka-
zovaly ¢ervené zbarveni tukovych vakuol. Bunky diferencované do chondrocytarni linie
produkovaly mukopolysacharidy, které se obarvenim Alcianovou modii zabarvily modfe.
Burnky diferencované do osteocytarni linie produkovaly kalceinové molekuly, které se po
obarveni Alizarin Red S zbarvily do ¢ervena (obr. 2).

Obr. 2 Kontrola diferencia¢niho potencialu MSC. 2a — MSC diferencované do adipocytarni linie.
2b — MSC diferencované do osteocytarni linie. 2¢c — MSC diferencované do chondrocytarni linie

Ovéteni povrchovych markerti bunek pritokovym cytometrem prokazalo, ze v priméru

vice jak 98 % bunék v kultute bylo pozitivni pro markery typické pro MSC (CD44, CD73
a CD90) a zaroven negativni pro marker krevni fady (CD45) (obr. 3).

40



Specimen_001-znacena imen_001-znacens
: &
2 -3
B CD4geas ta]l CDasmes
Sg] 99,6 % 379 998%
} =
&
LAJ ll;;z T T ll:;° ‘o‘ Ios f o ":n;;"} T "ll’f""!, T
camen_ U01-znacena Specimen
- #
& &
; L
=¥ CD73p°: £ 53
s 3 Sg3
38 97,8% 383
3 e
3 L
3 £
N = R TR - T T ; ~
0? 0 e Y 1 ’ 10’ 10* 10°

Obr. 3 Stanoveni MSC markert pritokovou cytometrii. Sledovana suspenze bunék obsahovala primérné 98 %
MSC, tedy bun¢k pozitivnich na CD44, CD73, CD90 a negativnich na CD45

Izolace a kultura kardiomyocytiu

Primarni praseci CMC lze izolovat dle uvedeného protokolu. Ziskané bunky vyka-
zovaly charakteristicky fenotyp — protahly tvar, ostie lomené konce a pficné pruhovani.
Problémem byl vysoky podil okolnich mrtvych bunék a bunécéné drti, vynos zivych CMC
byl pouze 20 % (£10 %).

Zvyseni podilu Zivych kardiomyocyti v kultuie

CMC péstované na bézném kultivacnim plastu potazeném Zelatinou a také lamininem
prokazaly statisticky vyznamné (p = 0,00068 pro zelatinu, p = 0,00011 pro laminin) vyssi
prilnavost ve srovnani s CMC péstovanymi na bézném kultivacnim plastu bez potahu ¢i
na vyrobcem specialn€ upraveném plastu pro zvysenou piilnavost bunék (tab. 1). Spolecné
se zvysenou prilnavosti CMC bylo pozorovano také zvysené piisedani dal§ich bunck sus-
penze, prosté kultivace na rizn€ upraveném kultiva¢nim plastu tedy nepomohla ke zvyseni
podilu zivych CMC v kultufe.

Uziti magnetické separace CMC z bunécné suspenze pomoci Dead Cell Removal Kitu
bylo ¢asové i finan¢né narocné, avsak umoznilo zvysit podil zivych CMC v kultufe z ini-
cidlnich 20 % (£10 %) na vyslednych 75 % (+15 %), s malou ztratou CMC (15 % = 5 %).
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Tab. 1 Srovnani pfilnavosti bunék na jednotlivych typech uzitého kultivaéniho plastu s riznou povrchovou
upravou. Hodnoceno ¢iselnou skalou zkusenym pozorovatelem, skala 1-5, kdy 1 znaci vétsinu plovoucich

bunék (>90 %) a 5 vétSinu pisedlych

TYPPOVRCHU potan | PRINAYOST CMC [ PRILNAVOST OKOLY
Bézny kultivacni plast — 1,8 £0,63 1,8+ 0,63
Bézny kultivacni plast zelatina 3,5+ 1,08* 3,5+ 1,08*
Bézny kultivacni plast laminin 3,8 +1,03*% 3,8 +1,03*%
Specialné upraveny povrch vyrobcem - 2,24+0,92 2,2+0,92

* Statisticky vyznamny rozdil (t-test p < 0,001) v porovnani s béznym kultivacnim plastem bez potahu.

Morfologické zmény kardiomyocytii v ¢ase

Cerstvé izolované CMC maji dlouhy trabekulérni tvar s jasné ohrani¢enymi lomenymi
konci, jejich pti¢né pruhovani je jasné viditelné (obr. 4a). V prabéhu kultivace se lomené
konce pomalu zakulacuji a pfi¢né pruhovani mizi (obr. 4b). Po 3 dnech kultivace se u CMC
zacinaji projevovat patologie ve fenotypu (obr. 5), ale mnoho bun¢k si CMC fenotyp sta-
le zachovava. Po 9. dni kultivace jiz byly morfologicky normalni CMC pozorovany jen
ztidka.

Uziti MitoTrackeru pro fluorescencni mikroskopii ukdzalo, ze CMC obsahuji mito-
chondrie s dostate¢nym mitochondridlnim membranovym potencidlem pro efektivni oxi-
daci az do 3. dne po izolaci (obr. 6), v dalSich dnech pak byl pozorovan prudky propad ve
sledovaném fluorescenc¢nim signalu.

Obr. 4 Morfologie normalnich
kardiomyocyti. 4a — Cerstvé izolovany
kardiomyocyt s podélnym tvarem, ostrymi
okraji a jasnym pfi¢nym pruhovanim.

4b — kardiomyocyt po 3 dnech v kultufe,
kdy maji bunky stale jesté protahly tvar,
ale jiz doslo k zaobleni koncti a pomalu se
vytréaci pticné pruhovani.

ZvétSeni 40%
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Obr. 5 Morfologické deformace CMC. Obrazky ukazuji morfologickou deformaci CMC, ktera zacina po tietim
dni kultivace (3—10 den). a—d — deformujici se CMC, e — umirajici CMC, f — mrtvy CMC. Zvétseni 40x

Obr. 6 Fluorescenéni barveni mitochondrii CMC ve 3. dni
kultivace. Sipka oznacuje zivé CMC. Zvétseni 40x
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Kokultivace kardiomyocyti s mesenchymalnimi kmenovymi buiikami

CMC kultivované v pfimém kontaktu s MSC ve zvySené mife pfisedaly ke kultivacni-
mu plastu a také k MSC, kdy spolec¢né vytvarely mnohovrstevnou kulturu. Tento zptisob
kultivace znemoznil hodnoceni ¢i pouziti bunék pro dalsi experimenty, protoze nebylo
mozné buiky od sebe vzajemné oddélit bez jejich poskozeni. Nicméné, dle pozorovani 1ze
fici, ze pii tomto zpusobu kultivace buniky nejdéle prezivaji a uchovavaji si svij tvar, pro
ztizenou kvantifikaci bylo vsak toto pozorovani nevyhodnotitelné.

CMC kultivované s MSC s vyuzitim transwelli, bez moznosti ptimého bunééného
kontaktu, si uchovavaly své morfologické vlastnosti pfiblizné o den déle nez CMC kul-
tivované samostatné. Kvantifikace s vyuzitim zkuSeného pozorovatele a svételné mikro-
skopie ukazala nerovnomérné rozlozeni dat, proto byla pouzita neparametricka statistika,
Wilcoxontv test. U CMC kultivovanych bez piisobeni MSC byl pfitomen vyznamny rozdil
v poctu zivych CMC mezi 1. a 3. dnem hodnoceni (p = 0,0196). MSC kladné ovliviiovaly
pocet zivych CMC ve vzorku, ve srovnani s CMC kultivovanymi samostatné, ale v 1. dni
nebyl rozdil statisticky vyznamny. Ve tfetim dni kultivace jiz MSC statisticky vyznamné
(p = 0,0152) ptispivaly k delsimu prezivani CMC, ve srovnani s CMC kultivovanymi bez
MSC (graf. 1).

Graf. 1 Srovnani procentualniho zastoupeni zivych CMC v kultufe s/bez MSC. Pocet zivych CMC v obou
kulturach s ¢asem klesa
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* Ubytek zivych CMC kultivovanych bez piisobeni MSC pii srovnani 1. a 3. dne kultivace byl, dle
Wilcoxonova testu, statisticky vyznamny (p = 0,0196).

** Pti srovnani poc¢tu zivych CMC v kultufe s/bez MSC byl ve tietim dni, dle Wilcoxonova testu, statisticky
vyznamny (p = 0,0152).
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DISKUZE A ZAVER

Vztahu a vzajemnému ptisobeni MSC na CMC se vénuje mnoho autord (1-10). Vétsina
praci je v§ak provedena na malych zvifecich modelech a pii pfenosu ziskanych poznatkt
na ¢lovéka pak dochazi k ¢astym diskrepancim (14). Z divodu co nejvétsi podobnosti
s ¢lovékem bylo pro nase experimenty zvoleno prase domaci, jehoz kardialni charakteris-
tiky jsou lidskym velice blizké (16).

Izolace primarnich prase¢ich CMC se ukazala byt velmi obtiznou, proces vyzadoval
mnoho optimalizac¢nich pokusu, a pfesto vysledek nebyl plné uspokojivy. Zaznamenali
jsme pouze nizké procento zivych CMC v suspenzi bunék ve srovnani s vysledky izolace
CMC publikovanych u mensich zvitat (17).

Z literatury vyplyva, ze MSC jsou schopné piisedat ke kultivaénimu povrchu, ¢imz
po vyméné média dojde k vyc¢isténi kultury a zvySeni procentualniho zastoupeni CMC
v kultute (18, 19). Vyzkouseli jsme 4 rizné kultivaéni povrchy, kdy CMC kultivované na
béZzném kultiva¢nim plastu pfisedaly jen minimalné, za to CMC kultivované na upraveném
povrchu (laminin, zelatina) pfisedaly statisticky vyznamné vice. Oproti literatufe vsak
v nasich experimentech pfisedaly také ostatni bunky suspenze (19) a to pfimo tmérné
CMC, tedy, ¢im vice CMC pfilnulo k povrchu, tim vice bunék dal$ich bunék ptilnulo také.
Timto zplsobem tedy nebylo mozné bunéénou kulturu CMC vy¢istit.

Metoda magnetické separace zvysila podil Zivych CMC v suspenzi vyrazné efektivngji,
jeji 8irsi pouziti bylo vSak pro ¢asovou i finan¢ni naro¢nost opusténo.

Adultni CMC v kultufe bézné ziji 2-3 dny a poté dochazi k dediferenciaci a postupné-
mu zaniku bunék (18, 20). Nase experimenty tato zjisténi potvrzuji, kokultivace s MSC
kardiomyocytim svéd¢i. Kultivace CMC spolecné s MSC, s umoznénim bunééného kon-
taktu, se zdala byt nejvice efektivni pro prezivani CMC, avsak s bunikami jiz nebylo mozné
dale pracovat, protoze doslo ke spojeni s MSC, a nebylo mozné je dale oddélit bez jejich
poskozeni. Ptijatelnym kompromisem v podpote prezivani CMC se ukazala kokultivace
CMC s MSC prostiednictvim transwellt. Pfimy bunéény kontakt byl sice znemoznén,
avSak da se predpokladat parakrinni pisobeni MSC na CMC. Zatimco CMC kultivované
bez MSC mély mezi 1. a 3. dnem po izolaci statisticky vyznamny tbytek zivych CMC,
u CMC kultivovanych s MSC vyznamny rozdil pozorovan nebyl. CMC kokultivované
s MSC vykazovaly lepsi prezivani nez CMC kultivované bez jejich ovlivnéni, ve tietim
dni byl pak rozdil statisticky vyznamny.

Zaveérem lze fici, ze izolace prase¢ich CMC je komplikovana avSak realna. Bunééna
suspenze obsahuje mnoho elementti mimo zivé CMC, které nelze ptili§ efektivné odstra-
nit prostou kultivaci, 1ze vSak vyuzit i jiné metody, jako napfiklad magnetickou separaci
bunék. Po celou dobu byl u CMC kultivovanych s MSC patrny podptrny trend MSC, ve
srovnani s CMC kultivovanymi samostatné, ve tietim dni pak jiz byl rozdil statisticky
vyznamny. Z naSich vysledkd vyplyva, ze MSC podporuji prezivani CMC.
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SOUHRN

Srde¢ni nedostate¢nost Siroké etiologie je jednou z vedoucich pfi¢in tmrtnosti lidské
populace. Paraleln¢ s konvencni terapii se hledaji nové terapeutické moznosti, jako napfi-
klad bunééna terapie s vyuzitim mesenchymalnich kmenovych bunék (MSC), u kterych se
zkouma vliv na regeneraci srdecniho svalu.

V této praci jsme sledovali vliv MSC na kardiomyocyty (CMC) prasat (n = 5) v in
vitro kultufe po dobu 10 dni. CMC byly kultivovany na 4 riznych povrsich (normalni
kultivaéni plast, kultivaéni plast potazeny lamininem, kultivacni plast potazeny Zelatinou
a na specialnim kultivaénim plastu upraveném pro zvysenou piilnavost bun¢k) za Gcelem
optimalizace kultury a zvySeni podilu Zivych CMC v kultufe. Zaroven byly CMC kokulti-
vovany s MSC a to jak v pfimém kontaktu, tak ptes transwelly.

Z vysledki vyplyva, Zze bézny kultivacni plast potazeny Zelatinou nebo lamininem pfi-
spiva k prilnavosti bunék vyznamné vice (p < 0,001), nez kultivace na bézném kultivaénim
plastu bez potahu. Spole¢né se zivymi CMC vsak piisedaji také dalsi buniky, mrtvé ¢i umi-
rajici, timto zptisobem tak nelze kulturu dalSich bunék zbavit. Kokultivace CMC s MSC
prokazala pozitivni vliv MSC na CMC v in vitro kultute, kdy pozitivni trend byl patrny jiz
prvni den, ve 3. dni kultivace byl pak rozdil statisticky vyznamny (p = 0,0152).

MSC podporuji u CMC delsi ptezivani v in vitro kultufe. Ziskané poznatky poslouzi
jako zaklad pro dalsi studie.

Effect of mesenchymal stem cells on in vitro culture
of adult porcine cardiomyocytes

SUMMARY

Cardiac insufficiency of wide etiology is one of the leading causes of mortality of the
human kind. In parallel with conventional therapies new therapeutic options are sought,
such as cell therapy using mesenchymal stem cells (MSC), where the effect on heart tissue
regeneration is examined.

In this work we investigated for 10 days the effect of MSC on cardiomyocytes (CMC)
of adult pigs (n = 5) in in vitro culture. CMC were cultured on four different surfaces
(normal cultivation plastic without coating, normal cultivation plastic coated with laminin,
normal cultivation plastic coated with gelatin and special cultivation plastic modified to
enhance cell adhesion) to optimize the culture and increase percentage of living CMC in
cell culture. Simultaneously, CMC were co-cultured with MSC in both direct and also
indirect (with use of transwells) contact.

The results show that the normal cultivation plastic coated with gelatin or laminin
contributed to the adhesion of cells significantly more (p < 0.001) than the cultivation on
normal cultivation plastic without the cover. Together with the live CMC adhered also
other cells, dead or dying, so simple cultivation is not sufficient to purify the cell culture
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from dead and dying cells. Co-cultivation with MSC showed a positive effect on the CMC
in in vitro culture, the positive trend was visible in the first day of cultivation, but in the
third day the difference was statistically significant (p = 0.0152).

MSC support longer survival of CMC in in vitro culture. The obtained results will serve
as a basis for further studies.
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