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ABSTRACT

In connection with the possibility of using embryonic stem (ES) cells in cell replacement
therapy, we labelled of model mouse ES cells by superparamagnetic iron oxide (SPIO)
nanoparticles. We analysed the amount of iron per cell, percentage of labelled cells,
the apoptosis and undifferentiated state of ES cells. Our data show that ES cells labelled with
iron oxide nanoparticles retain all basic properties of ES cells. Furthemore, we cultivated ES
cell on three-dimensional porous scaffolds, poly(2-hydroxyethyl methacrylate)-based (PHEMA)
hydrogels, with different properties, (e.g. origin and size of pores, biodegradability and surface
treatment with gelatine). We determined the ability of ES cells to adhere and proliferate
on surface and inside of pores of these polymers. Our data show that the grow of ES cells is best
supported by hydrogels with low amount of crosslinking agent and crystalline porogen in a
polymerization mixture.
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ABSTRAKT

V souvislosti s moznym pouzitim embryonalnich kmenovych (Embryonic Stem, ES) bun¢k v
transplantacni bunécéné terapii jsme znacili modelové mysi ES buiiky superparamagnetickymi
zelezitymi (superparamagnetic iron oxide, SPIO) nanocasticemi a testovali obsah Zeleza na
buiiku, procento oznacenych bun¢k, zachovani nediferencovaného charakteru a apoptézu. Mysi
ES bunky oznacené SPIO nanocasticemi si zachovavaji vSechny své plvodni vlastnosti. Déle
jsme ES bunky kultivovali na trojrozmémych poréznich nosic¢ich, poly(2-
hydroxyetylmetakrylatovych) (PHEMA) hydrogelech, s riznymi vlastnostmi, jako je velikost

poért souvisejici s jejich pivodem, biodegradovatelnost nebo povrchové oSetfeni Zzelatinou.



Zjistovali jsme schopnost ES bunék pfichytit se a rist na povrchu i uvniti pora téchto nosicl a
jejich vhodnost pro pouziti v bunééné terapii. Nase analyzy ukazaly, Ze nejvhodnéj$imi jsou
hydrogely s nizkym obsahem sit'ovadla a krystalickym porogenem v polymeriza¢ni smési.
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Pluripotentni, nediferencované, rychle se dé¢lici ES bunky s vysokou telomerazovou
aktivitou maji ptvod v primitivnim ektodermu preimplanta¢nich blastocyst. Poprvé byly
izolovany dvéma na sob¢ nezavislymi tymy z myS$i (Evans a Kaufman, 1981; Martin, 1981).
In vivo davaji bunky primitivniho ektodermu vzniknout zarode¢nym buikam a obaltim, ale
hlavné bunkam vsech tiech zarodecnych listl — entodermu, mezodermu a ektodermu, které
vytvareji vlastni embryo. ES buiky se in vitro kultivuji na vyZzivné vrstvé primarnich
embryondalnich fibroblastd (PEF), které produkuji do média mnozstvi rlstovych faktort a
predevs§im leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF). LIF je nezbytny pro udrzeni nediferencovaného
charakteru ES bunck. Udrzet pluripotentni a nediferencovany charakter ES bunck lze i
bez ptitomnosti vyzivné fibroblastové vrstvy piidavkem LIF do kultivacniho média ve forme
rekombinantniho proteinu (Gough a kol., 1989). Odstranénim LIF zmédia jsou ES bunky
in vitro, podobn¢ jako in vivo béhem embryonalniho vyvoje, indukovany k pteméné do mnoha
typt bunek a jsou tak vybornym modelem pro studium diferenciacnich procest probihajicich
behem embryonalniho vyvoje. V roce 1998 byly izolovany i lidské ES buiky (Thomson a kol.,
1998) a timto objevem se ES bunky dostaly do poptedi védeckého zajmu pro jejich vysoky
potencial pti 1é¢bé mnohych zavaznych onemocnéni nebo pourazovych stavi
(napt. Parkinsonova nebo Alzheimerova choroba, diabetes, neuromotorické poruchy zptisobené
poskozenim michy, atd.. Existuji dvé strategie pro aplikaci bunééné terapie — transplantovat
bunky v suspenzi nebo rostouci na trojrozmérném nosi¢i. Na modelovych mysich ES buikach
jsme testovali znaceni superparamagnetickymi zelezitymi (superparamagnetic iron oxide, SPIO)
nanocasticemi, které jsou detekovatelné metodou nuklearni magnetické rezonance (NMR).
Invivo by tak bylo mozné zjistit osud, funkéni zapojeni a chovani bunék pouzitych
pfi transplantacni terapii. Je-1i nutné v ramci terapie obnovit nejen funkci, ale i strukturu tkané,
je nasnad¢ vyuZziti trojrozmérnych poréznich nosici jako opérné kostry pro rast bunék. Testovali
jsme proto porézni poly(2-hydroxyetylmetakrylatové) (PHEMA) hydrogely s raznymi
vlastnostmi.

Pro veskeré popsané analyzy byly pouzivany ES bunky linie D3, které byly kultivovany
v kultivaénim DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) médiu upraveném pro ES bunky
s ptidavkem 20 % fetalniho teleciho séra, 2-mercaptoethanolu, neesencidlnich aminokyselin,
nukleosidl, penicilinu, streptomycinu a rekombinantniho mysiho LIF pii 37°C, v 5% atmosféie

CO, a vlhkosti 95 %. Pted barvenim byly buiiky fixovany v 4% paraformaldehydu, pro SDS-



PAGE elektroforézu a analyzu western blot byly bunky lyzovany v SDS lyzaénim pufru (1%
SDS, 50mM Tris pH 6,8, 10% glycerol). Mikroskopické analyzy byly provedeny
na mikroskopu Olympus [X70 s Hoffmanovym modula¢nim kontrastem v prochazejicim svétle.
Bjorklund a kolektiv vroce 2002 publikovali, Ze po transplantaci malého mnozstvi
nediferencovanych mys$ich kmenovych bunék do krysiho mozku se tyto buiky preméiu;ji
na plné diferencované dopaminergni neurony. V tomto piipad€ se nabizi moznost sledovat
buiiky po jejich pfimé transplantaci do téla piijemce metodou NMR. ES D3 buiiky jsme proto
zna€ili SPIO nanocésticemi Endorem, které maji primér 80-150 nm (Wang a kol., 2001).
Oznaceni bunék je nezavislé na membranovych receptorech a je diky tomu pouzitelné u vSech
savCich bunek, tedy i u mysich ES buné€k (Bulte a kol., 2001). Nasim cilem bylo prokazat, ze je
mozné ES buniky oznacit SPIO nanocasticemi, a Ze si 1 nadale uchovavaji své ptvodni

vlastnosti. Analyzou morfologie a proliferace bunck kultivovanych v pfitomnosti SPIO

1" Obrazek:1.1: Znaceni ES D3 bun&k SPIO
nanocasticemi. Pro oznaceni byly bunky kultivovany
* s ptidavkem 112,4 pg Zeleza na 1 ml média a byly
pasazovany vzdy po tfech dnech. Modfe jsou

= Berlinskou modfi obarveny SPIO nanogastice, jadra
jsou dobarvena jadrovou Cerveni. Diky vysokému

_ jadro-cytoplazmatickému poméru kmenovych bunék
| Cervend barva zobrazuje celou kmenovou bunku.

" a) jednotlivé buiiky po trypsinizaci, b) kolonie bunék
= (méfitko 10 um).

nanocastic se prokazalo, ze tyto ¢astice neovliviiuji rist ani vzhled bunék (neukazano). Obsah
Zeleza v bunce po tfeti pasazi byl mineralizaci stanoven na 13,6 pg Zeleza/buiku, coz je

v rozmezi, které udava literatura jako vyhodné pro NMR (Bulte a kol., 2001). Barveni zeleza

Berlinskou modii v jednotlivych bunkach i
Tabulka 1.1: MnozZstvi ozna¢enych

narostlych koloniich v porovnani s kontrolnimi | punsk SPIO nano&asticemi endorem.
Bylo spocitano 20 krat 100 bunék, kdy
) . o | jako pozitivni byla pocitana kazda
vkontrolach se  vibec neobjevuje modré | pyjika obsahujici jakékoliv mnozstvi
SPIO nanocéstic.

prokazalo, ze se jedna o specifické znaceni,

zbarveni (obrazek 1.1). OznaCenych bunck je

Cislo pasaZe | Ozna¢ené buiiky [%
v prvni pasi#i priblizné 40 a v dalich pasa¥ich | — 11’ =S 081 i“S 93 %l
se mnozstvi oznaCenych bunc¢k ustaluje 2 84,27 + 7,04
na pfiblizné¢ na 80-85 procentech (tabulkal.l). 3 80,95 £ 6,07

V lyzatech ziskanych z deseti po sob¢ jdoucich pasazi bunck kultivovanych s ptidavkem SPIO
nanocastic byla provedena western blot analyza pfitomnosti Laminu B (obrazek 1.2), kdy se
v apoptickych bunikach kromé nestépené formy 66 kDa vyskytuje i forma $tépena o velikosti asi
45 kDa, a proteinu Oct-4, ktery je exprimovan builkami primitivniho ektodermu -

nediferencovanymi ES buinikami. Po imunodetekci je na western blotu ziejmé, ze buiikky v zadné



|ES D3 + SPIO nano&dstice
[ Iapogn.
PEF Op. Ip. 2p. 3p. 4p. 5p. 6p. 7p. 8p. 9p. 10p.kontr.

Obrazek:1.2: Exprese
Laminu B a Oct-4 bunikami

kultivovany’ mi Lamin B
\% DI’ltVO’l’nI.lOStl SPI(?V ’ Ta—
nanocastic 10 pasazi. o LaminuB

m Oct-4

z pasazi ve zvySené mife nepodléhaji apoptoze, kromé pozitivni apoptické kontroly, lyzatu
z prerostlych odumirajicich bun€k, se v zadném ze vzorkli nevyskytuje Stépeny produkt
Laminu B. Rovnéz pfitomnost proteinu Oct-4 v oblasti 45 kDa prokazuje, ze vSechny vzorky
obsahovaly nediferencované buiiky. Jako negativni kontrola u tohoto proteinu byly pouzity
diferencované buiiky — primarni embryonalni fibroblasty (PEF), ve kterych Oct-4 detekovan
nebyl.

U neuromotorickych poruch zpiisobenych poruSenim michy, kdy je nutné nejen obnovit
funkci poskozené tkang, ale i jeji strukturu mohou k tomuto ucelu slouzit trojrozmérné porézni
nosice vytvarejici opérné ,leSeni“ pro rust bun¢k — hydrogely. Ty by mély byt neimunogenni,
biokompatibni s ristem zivoc¢isnych bunék a v idealnim piipadé degradovatelné. V souCasné
dobé je znamo mnoho typl hydrogeld napi. sulfatovany poly(glukosyloetylmetakrylat)
(Taguchi a kol.,1998), N-(2-hydroxypropyl)metakrylamid (Woerly a kol., 1996), dextranové
hydrogely (Cadée a kol., 2000) nebo ptirodnich polymert jako kolagen, hyaluronat, fibrin, aj.
(Lee a Mooney, 2001). My jsme testovali vlastni porézni poly(2-hydroxyetylmetakrylatové)
(PHEMA) hydrogely, které byly polymerizovany v pfitomnosti 2 nebo 40 hm.% ne- a
degradovatelného sitovadla (etylendimetakrylatu (EDMA) a N,O-dimetakryloylhydroxylaminu
(DMHA)), porogenem byla bud’ smés kapalin cyclohexanol/dodecan-1-ol nebo krystalicka latka
300 a 70 hm%  (sacharoza, | () ek 1.3: Degradace PHEMA
chlorid sodny). Ovéfovali jsme a | hydrogeld sitovanych 70 hm.%

B degradovatelného DMHA

Unedegradovatelného EDMA a
dvou zpfipravenych vzorkd | 70 hm.% sachardzy jako porogenu #

(obrézek 1.3). Béhem 70 tydna | PO dobu 70 tydnii pii 37°C a pH 7.25. o755 = —5a,

PHEMA kopolymerovany s DMHA zdegradoval asi z 80 %, zatimco PHEMA-co-EDMA

@
s
[l

o
=

porovnavali  degradovatelnost

=1
~—

Cisty polymer [hm.%a]

a
=

Cas [t9dny]

degradoval minimaIné.Tabulka 1.2 je ptehledem vSech typti hydrogeld, na kterych byly ES D3
buiiky kultivovany, a vysledkli analyzy rtistu naméfené po Ctyfech dnech kultivace pomoci

WST-1 testu. Oproti kontrolnim bunikdm rostoucim na kultivacnim plastiku byla porovnana



Tabulka 1.2: Prehled testovanych hydrogeld, jejich komponent a mnozstvi bun€k na nich

rostoucich. Hodnoty byly ziskany pomoci WST-1 testu, ktery vyuziva premény tetrazoniové soli

Porogen Sitovadlo Typ hydrogelu | Proliferace bunék [%o]
30%NaCl |EDMA 2% hm. 1/m 35.64 = 3.06
70 % NaCl 2% hm. 5/ 35.99 + 7.63

30 % sachardza 2% hm. o/11 30.17 £ 4.99
70 % sachardza 2% hm. 10/11 33.58 + 6.85
30 % sachardza 40% hm. 11/11 68.94 +11.34
70 % sachardza 40% hm. 1511 42.90 +6.12
kapalny DMHA 2% hm. 2/ 13.62 £3.34
kapalny 40% hm. 5/ 5.06 +1.42
30 % sachardza 2% hm. 7/111 20.68 + 8.92
70 % sachardza 2% hm. 11/110 23.88 + 4.89
kontrola 100 + 6.49

na formazan
ucinkem sukcinat-
tetrazolium-
reduktazového
systému, ktery je
pritomny

v dychacim fetézci
mitochondrii, a je
aktivni pouze

v zivych,
proliferujicich

burikach.

schopnost bun€k prichytit se a rist na povrchu téchto hydrogelti. Nejlépe rostly buiky

na hydrogelech polymerizovanych v pfitomnosti 40 hm.% nedegratovatelného EDMA, dale

na hydrogelech s nizkym obsahem EDMA a DMHA. Jako velice $patna podpora pro rast ES D3

bun€k se jevi hydrogely svysokym obsahem DMHA (5/11I). Piedpokladame, ze bé&hem

Obriazek 1.4: Rast kolonii ES D3 bunék na povrchu

PHEMA hydrogelti a) velice slabé adherovana kolonie
na 5/111, b) dobfe pfichycena a rozrostla kolonie na 11/111,
cetné malé koloni na 11/11.

degradace se do média uvolnuji
pro builkky toxické produkty,
pravdépodobné hydroxylamin, a
zabranuji tak fadnému ptichyceni
ES bunék k podkladu (obrazek
1.4). 11/ a 1511 jsou

pfes nejvyssi naméfenou

proliferacni aktivitu jako trojrozméma podpora pro bunécény rast nevhodné, diky vysokému

obsahu sitovadla maji malé pory a jsou velmi tvrdé. Povrchové oSetfeni Zelatinou (obrazek 1.5)

m¢élo za nasledek
nepatrné zlepSeni
schopnosti  bun¢k  se

na tomto podkladu uchytit

a proliferovat, tento rozdil

vsak neni statisticky
vyznamny. Osetfent
kultiva¢niho plastiku

zelatinou patfi mezi bézné

pouzivané kultivacni

Obrazek 1.5: Proliferace
ES D3 bunék na
hydrogelech a) bezab) s

povrchovym oSetienim
zelatinou. PHEMA
hydrogely byly ptes noc
inkubovany v 0,1%
zelating.

r 1 T00um
w0 : —

metody, proto byla pro svou dostupnost pouzita i pii naSem méfeni. Na fezech (obrazek 1.6) je

Proliferace bun

100 L
| O bez «datiny
W sedainou

60 4

40 4

20 4

0+ T 1

111111 kontrola

w 1011 21
i Typ hydrogelu




vidét, Ze bunky rostly v koloniich i uvnitf pért hydrogeli, pokud byly dostateéné velké. Je to
také dukaz toho, ze se jedna o navzajem komunikujici poéry, kterymi se buitky mohou dostat

dovnitf a pii delsi kultivaci piipadné proristat celym hydrogelem.

Obrazek 1.6: Kolonie ES D3 bunék rostoucich & b
uvnitf pért PHEMA hydrogeli a) 6/11, b) 11/111.

Rezy tlusté 40 um byly zhotoveny na zmrazovacim i Y P
mikrotomu a barveny Mayerovym hematoxylinem | == {s o

(jadra) a eosinem (cytoplazma) k;j < = =3

Prokazali jsme, Ze oznaceni mysich embryonalnich kmenovych bunék SPIO nanocasticemi
je mozné bez zasahu do propustnosti bunécnych membran, napt. pouzitim transfek¢nich Cinidel
— lipofektamin, poly-L-lysin, polyamin aj. (Frank a kol., 2003). Toto oznaceni je velmi u¢inné a
dostatecné pro detekci metodou NMR, zarovenn ES buiiky neztraceji svlj nediferencovany
charakter a ve zvySené miie nepodléhaji apoptoze. Bylo by mozné pomoci NMR sledovat osud,
chovani a funk¢ni zapojeni takto oznacenych bunék v cilové tkani. Noveé ptipravené PHEMA
hydrogely kopolymerované s EDMA nebo DMHA lze s tispéchem pouZit, jako nosice pro rist
ES bunék. Na zakladé fyzikalnich vlastnosti, jako je velikost a komunikativni spojeni port,
elasticita, schopnost se piizplsobit okolni tkani, a analyzy ristu jsou z testované skupiny pro
pouziti v transplantacni terapii nejvhodné&jsi hydrogely 5/11, 10/I1 a 11/1I1. Jsou biokompatibilni
s ristem mySich embryonalnich kmenovych bunék a buiiky na nich narostlé by se daly snadno

transplantovat do mista poSkozeni.
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