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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva stanovenim biologické aktivity rekombinantniho proteinu
adiponektinu pomoci bunécné kultury. Nejprve bylo dilezité zvladnout praci s bunécnymi
kulturami konkrétné s linii 3T3-L1. Na zaklad¢ proliferacnich testd byla vybrana koncentrace
inaktivovaného séra, ktera byla pouzivana pro vSechny dal§i experimenty. V proliferaCnim
testu byla ovéfena stimulace rastu bunék pomoci rastovych faktort HB-EGF, PDGF-BB
a bFGF v riznych koncentracich. Biologicka aktivita adiponektinu poté byla stanovena jako
inhibice stimulace rastu s 5 ng/ml PDGF-BB. Test biologické aktivity adiponektinu byl také
proveden s lyofilizovanym adiponektinem a rustovym faktorem bFGF (0,1 ng/ml).
Lyofilizace nem¢la vliv na biologickou aktivitu adiponektinu.

ABSTRACT

This thesis deals with the determination of biological activity of adiponectin,
a recombinant protein using cell culture. First it was important to acquire the working skills
for the cell culture of cell line 3T3-L1. An optimal concentration of inactivated fetal bovine
serum in cell culture media was determined. A stimulation of the cell proliferation by HB-
EGF, PDGF-BB and bFGF growth factors was observed at various concentration levels.
Afterwards the biological activity of adiponectin was determined as an inhibition of growth
stimulation with 5 ng/ml PDGF-BB. This biological activity assay for adiponectin was also
conducted with lyophilized adiponectin and a growth factor bFGF (0.1 ng/ml).
The lyophilization did not affect the biological activity of adiponectin.
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1. UVOD

Adiponektin je dulezity hormon tukové tkané, ktery se vyskytuje nejen v lidském téle.
Tento protein se podili na regulaci metabolismu glukézy a lipidd. Adiponektin se v téle
vyskytuje ve tfech oligomernich forméach a to jako nizkomolekularni, stfrednémolekularni
a vysokomolekularni.

Rekombinantni adiponektin by bylo mozné vyuzit pfi 1é¢bé onemocnéni, jako jsou
napiiklad diabetes mellitus 2. typu, metabolického syndromu nebo také nadorovych
onemocnéni. Adiponektin inhibuje aktivitu ristovych faktort, jejichz koncentrace je v oblasti
nadoru zvyS$ena. Proto se vyzkumy zabyvaji biologickou aktivitou adiponektinu.

Pro stanoveni biologické aktivity adiponektinu 1ze vyuzit bunécné kultury, které dnes maji
Siroké uplatnéni a vyuzivaji se v riznych odvétvich vyzkumu a naptiklad k testovani toxicity,
k vyrobé rekombinatnich proteini ¢i k testovani novych zpusobu 1écby. K otestovani
biologické aktivity se musi nejprve vybrat vhodné podminky pro kultivaci dané bunécné linie
(napf. koncentrace inaktivovaného séra). Také je nutné otestovat stimulaci rustovych faktora.
Ruastové faktory se v téle podileji na mnoha biologickych funkcich a také stimuluji rist bunék
¢ili proliferaci. Pridavek adiponektinu do média s ristovym faktorem inhibuje jeho stimulacni
ucinek, rizné rustové faktory reaguji s riznymi oligomernimi formami adiponektinu.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Bunécné kultury

Bunécné biotechnologie jsou v dne$ni dobé€ velmi rozsifeny, pouzivaji se jak ve vyzkumu,
tak i ve vyrob€. Jejich historie saha az do roku 1885, kdy E. Roux kultivoval embryonalni
kufeci buriky mimo organismus po ne€kolik dni. V roce 1913 Alexis Carrel zavedl aseptické
techniky do tkanovych kultur, ¢im zvysil jejich GspéSnost [1]. Asepticka prace je pfi praci
se savCimi buikami velmi dilezita, protoze bakterialni kontaminace ohrozuje preziti bunek.
V roce 1916 byl poprvé pouzit trypsin pro uvoliiovani bunék z tkanové matrice, coz vedlo
k dalSimu rozvoji a vyuziti bunécnych kultur. Prvni lidska bunétna linie byla pfipravena
v roce 1952 z nadoru délozniho Cipku Henrietty Lacksové a dostala oznaceni HeLa. Dodnes
jsou buiniky HeLa hojné vyuzivané ve vyzkumu [1 - 3].

Dnes rozliSujeme nékolik druhti bunéénych biotechnologii. Jedna se o bunécné kultury,
tkanové kultury a organové kultury. Jako tkanova nebo organova kultura je oznaCovano
udrzovani Casti tkani ¢i organu v in vitro podminkach déle nez 24 hodin. V organové kulture
jsou kultivovany casti organu, které si zachovavaji architektonické vlastnosti ptvodniho
organu. Vzhledem ke §patnému piistupu zivin ke vSem buiikdm ma tato kultura kratkou
zivotnost. Pouziva se napfiklad k testovani teratogent. Jako tkanova kultura je oznaCovana
kultivace in vitro izolovanych fragmentd, jedna se predevs$im o rostlinné kultivace. Jako
tkanové kultury byvaji nespravné oznaCovany vsSechny typy pouzivanych bunécnych
biotechnologii [1, 2].

Za bunéCnou kulturu je oznaCovana in vitro kultivace bunek, které byly ziskany
enzymatickym uvolnénim bunék z plvodni tkané. Tyto buiky si nezachovavaji
architektonické vlastnosti ptivodni tkané a ztraci 1 nékteré biologické funkce svych piivodnich
tkani. K enzymatickému uvoliiovani bunék z tkani se nejCastéji pouziva trypsin. Bunécné
kultury mohou byt suspenzni nebo adherentni [1]. V suspenzni bunécné kultufe se burky
nachazeji v suspenzi, jednd se o buriky, které jsou schopny proliferace i bez pfichyceni
k pevnému podkladu. Vétsinou se jednad o nadorové buriky. Adherentni buriky proliferuji
pouze tehdy, pokud jsou prichyceny k pevné podlozce. Tento jev se anglicky oznacuje jako
"anchorage dependent" Cili zavislost na ukotveni. Tyto bunky se pfichyti k pevné podlozce
a proliferyji do té doby, nez vytvori monovsrtvu po celé ploSe podlozky, pak dochazi
ke kontaktni inhibici riistu a proliferace je zastavena. Pro dalsi rist bunék musi byt buriky
uvolnény od podlozky. Nejcastéji k tomu dochazi za pouziti trypsinu, ten narusi povrch
bunék, buiiky se odlepi a piejdou do suspenze, kde mohou byt nafedény. Po nafedéni opét
dochazi k uchyceni na pevnou podlozku a k proliferaci bun¢k [1, 2, 4].

Primokultura se ziskava pfimou izolaci bun€k z organu ¢i tkani. Tyto buriky rostou
pomalu, ale nejvice reprezentuji puvodni tkan. Jakmile vytvoii monovsrtvu po celé plose
kultivani nadoby, musi byt pfesazeny a tim dochazi ke vzniku sekundarni kultury ¢i linie.
Sekundarni linie ma pouze omezeny pocet pasazovani, zalezi od typu bunék a jejich stari
pfi odebirani z plivodniho materialu. Stabilizované bunécné linie jsou nesmrtelné linie, které
1ze mnohokrat pasazovat. Tyto buiiky vznikly vyselektovanim z primarni kultury a jsou plné
adaptované na podminky in vitro. Nemusi se jednat pouze o tumorové linie, mezi nesmrtelné
netumorové linie patii napiiklad buiiky HBK 21 (fibroblasty z ledvin mladéte kiecka) ¢i 3T3
fibroblasty [1 - 3].
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Bunécné technologie, at’ uz se jedna o organové, tkanové ¢i bunécné, maji radu vyuziti.
Pouzivaji se napiiklad pii piipravé hybridomti pro vyrobu monoklonarnych protilatek,
k produkci rekombinantnich proteint, ale také jako reprezentanti tkani ¢i organa pro vyzkum
nemoci a jejich 1écbu, ¢i pro cytotoxicke testy [1, 2].

2.1.1. Bunécna linie 3T3-L1

Bunécna linie 3T3-L1 byla izolovana doktorem H. Greenem z mySich embryi. Pivodné
byla urCena pro vyzkum metabolickych dé&ua spojenych s cukrovkou ¢i obezitou.
Morfologicky se jedna o fibroblasty z mysSich embryi druhu Swiss albino. 3T3-L1 lze
diferencovat na adipocyty cili tukové buiky. Jedna se o adherentni buiky, pro svoji
proliferaci pottebuji pevné podlozi. VétSinou se kultivuji v Dulbeccovu modifikovaném
Eagleho médiu (DMEM) s 10 % fetalnim bovinnim sérem pti 37°C a pti 95 % vzduchu a 5 %
oxidu uhlicitého [4, 6].

(1]
.
()
°
~

f
L)

Obrazek 1 Buiiky 3T3-L1 pod mikroskopem, zvétseni 10x10.

2.1.2. Kultivace bunék

Pro spravné péstovani bunek in vitro je dulezité dodrzovat nékolik zasad. Jednou
z nejdulezit€jSich zasad je dodrzovat aseptickou praci, aby nedochazelo ke kontaminaci
a odumirani bunék. Dulezité je také pouzité¢ médium. Pii praci s bunénou kulturou se
nejcastéji pouziva Dulbeccovo modifikované Eagleho médium, zkracené DMEM. Také se
pouziva obohacené médium o zivné smési Ham's F12 nebo kombinace téchto dvou médii
(Obrazek 2). Hlavni slozky média jsou anorganické soli, jako jsou chlorid sodny, chlorid
hofecnaty, siran hotfecnaty, heptahydrat siranu Zzeleznatého atd. Médium také obsahuje
aminokyseliny (L-leucin, L-lysin, L-methionin, L—glutamin), vitaminy (kyselina listova,
riboflavin) a dalsi latky (glukoza, linolova kyselina &i fenolova Gerveit) [7]. Casto se do média
pfidava sérum, nejCastéji fetalni bovinni sérum, které je bohaté na ziviny a také obsahuje fadu
rastovych faktori. Bovinni sérum se ziskava po vysrazeni krve a odstranéni Cervenych
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krvinek. Sérum se ptidava k médiu pro zvySeni zivin a lepsi proliferaci bunek, nejcastéji se
pridava v objemech odpovidajicich 5 az 15% celkového objemu kapaliny pfidavané
k bunéénym kulturam [7, 8].

DMEM/F12
1:1 Mix

w: L-Glutamine
Wi 15 mM HEPES
W: 1.2 9/ NaHCO,

sterile filtered

Cat. No.: Po4-4:
Lot No.: ‘:“
Volume: 500 m|
Store at: 2-8°C
Expiry: 0912016
for coll cutture

Obrazek 2 DMEM/F12 — pouzité médium

Kultivace sav€ich bunécnych kultur probiha pfi teploté 35 az 37°C. Teplota hraje dulezitou
roli pro proliferaci bunék a také ma vliv na rozpustnost plynt jako je oxid uhli¢ity a kyslik.
Dalsim dulezitym faktorem je pH. Vétsina savéich buné€k proliferuje pii pH 7,4, fibroblasty se
mohou mnozit i pti pH 7,4 —7,7. Jako indikator spravného pH se do média pridava fenolova
Cerveri, ktera je rizova pii pH 7,8, Cervena pti pH 7,4, oranzova pii pH 7,0 a zluta pfti pH 6,5.
Spravna hodnota pH v kultivatnim médiu musi byt vyrovnavana, protoze je v prubéhu
kultivace snizovana oxidem uhli¢itym a kyselinou mlé¢nou - produkty metabolismu glukozy.
Proto se do média pridava hydrogenuhlicitan sodny, ktery udrzuje hodnotu pH na 7,4. Také je
zapottebi zvySena koncentrace CO, na 5% v termostatu, kde se buriky kultivuji [2].

2.1.3. Uchovavani bunék

Bunécné linie se uchovavaji pomoci kryokonzervace. Tato metoda uchovavani bunécnych
linii je vhodna jak pro nesmrtelné linie, tak 1 k uchovani sekundarnich ¢i primarnich kultur.
Kryokonzervace zabrariuje kontaminaci mikroorganismy, snizuje riziko morfologickych zmén
¢i genetického driftu a také dochazi ke snizeni nakladu. Ke kryokonzervaci musi byt vybrana
kultura s zivotaschopnymi buiikami (koncentrace zivotaschopnych bunék by meéla byt vétsi
jak 90%). Kultura musi byt bez znamky kontaminace. K uchovavani se pouziva tekuty dusik,
plynny dusik nebo specialni vysokomrazici mrazniCky. Bunécné kultury se daji uspésné
uchovavat od -70 do -90°C po néekolik mésici. Bunécné kultury lze uchovavat i roky
pii -196°C. Pro uspéSnou kryokonzervaci se k bunécnym liniim pfidava kryoprotektant,
kterym je nejcastéji DMSO (dimethylsulfoxid) nebo lze téz pouzit glycerol. Kryoprotektant
slouzi k ochrané bunék pred prasknutim tvorbou ledovych krystali. DMSO se pouziva
v koncentraci 5 az 15% (v/v). Zamrazovani by mélo byt pomalé, za snizovani teploty asi
o-1az -3 °C za minutu. Pfitomnost kryoprotektanti a rychlost zamrazovani bun¢k ma vliv
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na zivotaschopnost bunky (Obrazek 3). Rozmrazovani bunék by meélo byt naopak rychlé,
ponofenim do vodni lazné o teploté 37 °C asi na 3 az S minut [9, 10].

BEZ ERYOPROTEKTANTU ¢ KRYOPROTEKTANTY
Pomale Rychlé Pomalé Rychlé
chlazeni chlazeni chlazeni e
Bunééna smrt z Buneéna smrt zpusobena th}"dr':’v"ané Bunéénd smirt zpisobend
dehydrataéniho efekn tvorbou vnitfnich ledovych Zivé buiiky tvorbou vnitfnich ledovich
krystahi krvstahi v menim rozsahu

Obrazek 3 Rozdilnost zamrazovani buné€k bez a s kryoprotektanty [10]

2.1.4. Proliferace

Proliferace je proces déleni bunék, byva oznacovana jako bunécny rust. Jedna se o velmi
dulezity déj pro existenci vicebunéCnych organismt. Bunécna proliferace je nezbytna také
v prenatalnim obdobi. Proliferacni test spoCiva v ¢asovém nartistu po¢tu bun€k pii ptsobeni
raznych latek umoziiujicich studovat jejich vliv na bunéény rust [1, 4].

2.2. Rustové faktory

Rastové faktory jsou bilkovinné induktory bunécnych procesi. Jsou produkovany
pfedevs§im buinikami mezenchymalniho puvodu. Rustové faktory se vazi na specifické
membranové receptory a indukuji bun&énou proliferaci, diferenciaci & migraci. Ugastni se
fady biologickych procesi v organismu a maji celou fadu klinického vyuziti [11, 12].
V organismu se vyskytuje hned nékolik ristovych faktort, které jsou produkovany riznymi
typy bunék a také v organismu plni razné funkce (Obrazek 4).
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Faktor Hlavni zdroj Hiavni funkce

EGF submaxilarni podpora proliferace
(epitelovy ristovy faktor) | slinnd #liza, mezenchymélnich,
Brunnerova gliovych a epiteliilnich
laza bunék
EPO {erytropoetin} ledviny podpora proliferace
a diferenciace
erytrocytil
FGF (fibroblastovy Siroké podpora proliferace
rustovy faktor) spekirum sirokého spekira
bunék bunék
IGF-1 primirné jitra | podpora proliferace
(inzulinu podobny mnoha bunécnych
rustovy faktor typu
IGF-11 mnoistvi podpora proliferace
(inzulinu podobny bunék Sirokého spekira
ristovy faktor) bunék primdrng
fetdlniho puvodu
NGF (nervovy neurony podpora ristu
rustovy faktor) resp. neurity nervovych bunék
a jejich preivini
PDGF trombocyty, podpora proliferace
(destickovy rustovy endotelidlni pojivové tking,
faktor) buiiky, glie a bunék
placenta hladkého svalstva
TGF-o T-, chemotaxe fibroblasti
(transformujici B-lymfocyty a eosinofild
rustovy fakior) angioneogenese,
proliferace
embryonalnich
kmenovych bunék
TGF-B aktivované protizanétlivy
(transformujici TH, (suprese produkce
riistovy faktor) a NK-buiky cytokini a exprese

I1. tiidy MHC),
podpora hojeni

ran, inhibice
proliferace mikrofig
a lymfocyta

Obrazek 4 Piehled nékolika ristovych faktoru, jejich zdroje a hlavni funkce [11]

2.2.1. Epidermalni rustovy faktor

Epidermalni rastovy faktor (EGF) byl objeven v roce 1962 doktorem Stanley Cohenem
pii vyzkumu nervovych rustovych faktora [13]. Do rodiny EGF rastovych faktord patii
transformacni ristovy faktor-alfa (TGF-a), heparin vazajici EGF (HB-EGF), epiregulin
a dalsi [4, 13, 14]. EGF je jednotetézovy polypeptid, ktery se sklada z 53 aminokyselin. Podle
studie S. Cohena, kde byl zkouman lidsky epidermalni riistovy faktor, bylo prokazano, ze je
strukturalné i funkéné podobny s mysim EGF [15]. Epidermalni ristovy faktor miizeme najit
v mnoha télnich tekutinach, od mléka, pfes sliny, plazmu, stfevni tekutinu az po plodovou
vodu. U mysi dochazi k syntéze EGF v podcelistnich zlazach, kde je také ukladan do granuli,
a proto jsou mys$i sliny velmi bohaté na tento rastovy faktor. U lidi jsou nejvétSim
producentem EGF ledviny, proto je mo¢ bohatym zdrojem EGF [4, 13]. Hlavni biologickou
funkci EGF je stimulace proliferace a diferenciace bunék mezenchymalniho pivodu
a epitelialnich bune¢k [4].

12



Receptor epidermalniho rastového faktoru, zkracené EGFR, je rovnéZz oznaCovan jako
ErB1 nebo HER-1. Jedna se o transmembranovy receptor tyrozin kinazy, ktery je aktivovan
nekolika ligandy. EGFR se sklada z extracelularni casti, kde se navazuji ligandy, nasleduje
transmembranova Cast a poté intracelulari Cast. Navazani ligandu vede k aktivovani riznych
signalnich drah, které ovladaji predev§im proliferaci, diferenciaci a preziti bunék. EGFR hraje
dilezitou roli pfi regeneraci jater po akutnim ¢i chronickém poskozeni nebo pii cirhdze
jater [16].

Epidermalni rastovy faktor ma i dalsi funkce a vyuziti. Klinické studie ukazuji, ze se EGF
podili na regulaci epitelialnich iontovych kanalt [13]. Rodina ristovych faktori EGF se také
hojné podili na hojeni ran. Hojeni ran je slozity proces, ktery zahrnuje koordinovanou
spolupraci nékolika typu bunék, jako jsou napfiklad keratinocyty, fibroblasty, makrofagy
¢i krevni destiCky. Na uzavieni rany se podili migrace, infiltrace, proliferace a diferenciace
téchto bunék. Podle studie Stephana Barrientose a kolektivu se na tomto slozitém procesu
podili fada rastovych faktort, cytokini a chemokina. Téchto procest se Gi¢astni mimo jiné
také epidermalni rastové faktory [14].

2.2.2. Fibroblastovy rustovy faktor

Rodina fibroblastovych ristovych faktort &ita az 23 typt. Casto jsou oznatovany zkratkou
FGF a cislem (FGF-1 az 23). FGF-1 je oznaCovan také jako alkalicky fibroblastovy rustovy
faktor (aFGF) a FGF-2 je oznacovan jako bazicky (bFGF). FGF jsou polypeptidy o velikosti
mezi 14 a 16 kDa, které maji fadu biologickych funkci. Mezi hlavni funkce patii stimulace
proliferace pro fibroblasty, ale také pro buriky neuroektodermalniho, endoderméalniho
a mezodermalniho typu. FGF také pusobi pii obnoveé tkani, migraci ¢i regulaci metabolismu.
Rodina FGF je charakteristicka vazbou na proteoglykany (heparin, heparansulfat) na povrchu
bunék a také v extracelularni matrix [4, 17 - 19].

Lidské télo obsahuje 18 typia FGF a ¢Ctyfi druhy receptort (FGFR). Signalizace je
zprostiedkovana navazanim ligandd na receptory. Receptory obsahuji sekvenci vazajici
heparin, tfi extracelularni domény podobné imunoglobulinu, hydrofobni transmembranové
domény a rozdélené intracelularni tyrozin kinazové domény [18]. Nakres receptoru
fibroblastového rastového faktoru znazornuje Obrazek 5 [20].
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Obrazek 5 Receptor fibroblastového rustového faktoru [20], Igl-Iglll - domény podobné
imunoglobulinu, AB - kyselinovy box, TM - transmembranova doména, TKI a TKII - jednotlivé casti
tyrozin kinazové domény, b, ¢ - isoformy.

Bazicky fibroblastovy rastovy faktor (bFGF, FGF-2) je mitogenni pro mnoho typt bunék
mezodermalniho a neuroektodermalniho puvodu. Podili se také na angiogenezi
¢ili na novotvorbé cév, je dualezity pfi hojeni ran ¢i pfi morfogenezi srdce, mozku a kosti.
Bazicky FGF se nachazi v raznych tkanich, vCetné€ nervové tkané, hypofyzy, zlutého téliska,
placenty ¢i kiry nadledvinek. Jeho zvySena hladina byla také zaznamenana u rtuznych typa
nadoru [17 - 19].

2.2.3. Rustovy faktor z desticek

Rastovy faktor z desticek, zkracené PDGF, byl identifikovan v 70. letech 20. stoleti jako
rastovy faktor v séru pro fibroblasty [21]. Do rodiny PDGF fadime také vaskularni
endotelialni rastové faktory (VEGF). U rastovych faktort z destiCek byly identifikovany
¢tyfi formy a to PDGFA, PDGFB, PDGFC a PDGFD. PDGF mizeme rozdélit
na homodimery a heterodimery. Formy C a D tvofi pouze homodimery (PDGF-CC,
PDGF-DD), formy A a B tvoii kazdy svij homodimer (PDGF-AA, PDGF-BB) a spolecny
heterodimer (PDGF-AB) [4,12,21]. PDGF jsou tvofeny cysteinem a jsou pron¢
charakteristické intermolekularni a intramolekularni disulfidické mastky [12,21]. Rastové
faktory z desticek jsou produkovany kromé trombocyta (krevni desticky), také aktivovanymi
makrofagy, endotelidlnimi buiikami, fibroblasty, keratinocyty a burikami hladkého
svalstva [4, 14]. Rustové faktory z desticek jsou vysoce mitogenni pro mezenchymalni buriky,
vcetn¢ fibroblasti a bunék hladkého svalstva, podporuji také migraci bunék a jejich
diferenciaci [4, 12]. PDGF pusobi primarné¢ jako parakrinni rustové faktory, mohou vsak byt
zapojeny i do autokrinnich smycek v nadorech [21].

14



PDGF pulsobi prostiednictvim dvou transmembranovych receptori tyrosin kinazy,
PDGFR-a a PDGFR-B. Po navazani ligandu na receptor dojde k dimerizaci, ktera zptsobi
autofosforylaci receptoru na tyrosinovych zbytcich v intracelularni doméné. Fosforylovany
tyrosin slouzi k navazani proteini obsahujicich SH,, coz vede ke spusténi signalnich drah.
Receptor PDGFR-a. vykazuje vysokou afinitu pro PDGF-AA, PDGF-BB a PDGF-CC,
receptor beta ma vysokou afinitu k PDGF-BB a PDGF-DD. Heterodimer PDGF-AB se muze
vazat bud’ na receptor PDGF-a nebo na dimer receptoru o a  [12, 14, 21, 22]. Afinitu
jednotlivych dimera PDGF v in vitro systémech znazorniuje Obrazek 6.

&% A A

Z\T

Obrazek 6 Vazba dimeru PDGF na receptor [22]. Obrazek znazomiuje jednotlivé dimery PDGF
a jejich afinitu k receptorim. PDGF-CC vykazuje vazebnou afinitu k receptoru o i f, PDGF-AA
vykazuje afinitu k receptoru o, heterodimer PDGF-AB vykazuje afinitu k receptorim a i k dimeru
receptoru o, B, PDGF-BB vykazuje afinitu ke vSem receptorum, PDGF-DD se vaze pouze
na receptor f3.

Rastovy faktor z desticek ma vyznamné uplatnéni ve vyvoji organismu a také v medicing.
PDGF se pouziva k hojeni ran, rekombinantni lidské varianty PDGF-BB byly uspésné
pouzity pii 1éCeni diabetickych zanéti. Jsou s uspéchem pouzivany pii 1éEbeé chronickych ran
¢i viedd [14]. PDGF je také zapojen do celé fady nemoci. V piipadech genetické poruchy
dochazi k nekontrolované signalizaci a tvorbé nadord. VSechny formy PDGF byly také
nalezeny ve zvySené koncentraci v arterosklerotickych lézich. PDGF ma vliv
na kardiovaskularni onemocnéni a zvySeny krevni tlak [12, 21].
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2.3. Adiponektin

Tukova tkan je tvofena tukovymi buiikami neboli adipocyty. Diive bylo za hlavni funkci
tukové tkané povazovano predevSim ukladani energetickych zasob, termoregulace
¢i mechanicka ochrana organismu. Na konci 20. stoleti bylo prokdzano, ze tukova tkan
produkuje také proteiny s endokrinni, parakrinni a autokrinni funkci. Tyto latky se nazyvaji
adipokiny. Adipokiny jsou peptidové hormony, které se ucastni piedevSim regulace
energetického piijmu a vydeje, regulace metabolismu glukozy a lipida a také ovliviiuji apetit
¢i télesnou hmotnost. Mezi nejznaméjsi adipokiny patii leptin, adiponektin a rezistin
[23 - 25].

Adiponektin byl objeven v roce 1995 v tukové tkani mys$i, o rok pozdéji v lidské tukové
tkani [23]. Protoze byl objeven né&kolika laboratofemi, dostal vice oznaceni napiiklad
Acpr 30, AdipoQ, apM1 ¢i protein 28, nejrozsifenéj§im nazvem je vSak adiponektin [23].
Adiponektin se nachazi jak v tukové tkani, tak v krevni plazmé. Jedna se o protein o velikosti
30kDa. Lidsky adiponektin obsahuje 244 aminokyselin, je kodovan na chromozomu 3q27
a obsahuje tfi exony a dva introny. Adiponektin se sklada ze tfi domén: aminotermalni
signalni peptid, doména podobna kolagenu na N-konci a globularni doména na C-konci
[24, 26]. Adiponektin cirkuluje v riznych oligomernich formach, prvni z nich je oznacovana
jako nizkomolekularni forma (LMW) a jedna se o trimer. Dal§i formou je hexamer, ktery se
nazyva sttednémolekularni (MMW), atieti formou je vysokomolekularni adiponektin
(HMW). Béhem cirkulace se adiponektin vyskytuje neStépeny (tzv. full-length) a jeho
proteolytickym §tépenim vznika globuldrni adiponektin [27].

Adiponektin  pusobi prfes dva specifické receptory. Jedna se o isoformy
s oznaCenim AdipoR1 a AdipoR2. PiedevS§im v kosternim svalstvu se nachazi AdipoRl1,
v jatrech se vyskytuje AdipoR2. Oba dva receptory maji sedm transmembranovych domén.
Nedavno byl také objeven tieti receptor, nazyva se T-cadherin a je exprimovan
v endotelialnich bunkach a buiikach hladkého svalstva [23, 26, 27].

Oligomerni formy adiponektinu a jeho receptory znazoriuje Obrazek 7 [26].
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Obrazek 7 Oligomerni formy adiponektinu a jeho receptory

Adiponektin je pfevazné produkovan tukovou tkani, studie vSak potvrzuji také expresi
v dalSich tkanich, vCetné jater, sleziny, mezimozku, hypofyzy ¢i vajecnika. U lidi se
adiponektin nachazi navic jesté v buiikach kostni diené, fetalnich burikach, kardiomyocytech
nebo v epitelialnich burikach slinnych zlaz [26].

Hladina adiponektinu v téle je ovliviiovana mnoha faktory. Hlavnim faktorem je obsah
tuku, ¢im vice je tuku v organismu, tim méné cirkuluje adiponektinu. Hladina adiponektinu
v téle je také snizovana podavanim glukokortikoidt [23]. Pfi ztraté t€lesné hmotnosti dochazi
k navySeni koncentrace adiponektinu v séru. Plazmaticka koncentrace adiponektinu je
mnohonasobné vyss§i nez tieba koncentrace leptinu, koncentrace adiponektinu se pohybuje
v rozmezi 0,5 az 30 pg/ml. Jeho koncentrace negativné koreluje s BMI (body mass index)
[23, 24, 29].

Mezi hlavni biologické funkce adiponektinu patfi regulace metabolismu glukozy
a zvySovani katabolismu lipida ve svalech a jatrech. Adiponektin také redukuje télesnou
hmotnost, ma protizanétlivy ucinek a zvySuje citlivost k inzulinu ve svalech i v jatrech
[28, 29].

Obezita a diabetes mellitus 2. typu negativné ovliviiuji expresi adiponektinu. Adiponektin
hraje velkou roli v 1éCeni téchto onemocnéni, stejné¢ jako v metabolickém syndromu
¢1 arteroskleroze [27].
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Adiponektin je dualezitym regulatorem bunécné proliferace. V pokusech na mysich
adiponektin inhiboval patologickou angiogenezi a rust nadori. Adiponektin se vaze
na ne¢které rustové faktory a tim zabranuje jejich stimulaci ristu bunék. Interakce
adiponektinu s rastovymi faktory zabranuje jejich navazani na receptory. Rizné oligomerni
formy adiponektinu interaguji s riznymi rGstovymi faktory. Ristovy faktor z desticek
(PDGF-BB) se vaze na vysokomolekularni a stfrednémolekularni adiponektin, ale nevaze se
k nizkomolekularnimu. Bazicky fibroblastovy rustovy faktor (bFGF) ma vysokou vazebni
afinitu k vysokomolekularnimu adiponektinu. Epidermalni ristovy faktor se vaze na vSechny
tfi formy adiponektinu se stejnou afinitou. Tento fakt dokazuje, ze rizné formy adiponektinu
maji v téle razné biologické funkce [30].

2.3.1. Rekombinantni protein

Prvni rekombinantni proteiny byly produkovany pomoci mikroorganismi. V dnesni dobé
je fada rekombinantnich proteinti produkovana pomoci bakterii, kvasinek ¢i vlaknitych hub,
stejné tak pomoci hmyzich bunék ¢i rostlinnych nebo zivociSnych bunék. Neékteré
rekombinantni proteiny se prodavaji ve velkych objemech. Vyuziti nasly v lékarstvi ¢i
farmacii, ale i ve vyzkumu [31].

Nejcasteji jsou rekombinantni proteiny pfipravovany pomoci molekularniho klonovani.
Jedna se o proces, kdy jsou geny kodujici protein vlozeny do expresnich vektord. Tyto
vektory jsou vpraveny do produkénich bunék, muze se jednat jak o prokaryotické tak
eukaryotické buriky. V téchto buiikéach poté dochazi k syntéze rekombinantniho proteinu [32].

Obrazek 8 znazorfiuje shrnuti jednotlivych expresnich systémt a jejich vyhody
a nevyhody [32].

Rekombinantni lidsky adiponektin byva €asto produkovan bakterii Escherichia coli nebo
pomoci bunécné linie s oznaCenim HEK-293 (embryonalni lidské buriky ledvin). Diky
posttransla¢ni modifikaci proteinu u produkce pomoci linie HEK-293 ma takto pfipraveny
adiponektin shodnou biologickou aktivitu s pfirozenym proteinem.
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E. coli Kvasinky
Obecné viastnosti
rychlost ristu/doba zdvojeni 30 min 90 min
cena ristového média nizka nizka
hladina exprese wysokd nizkd af vysoka
sekrece proteinu sebrece do periplazmy  sekrece do média
sekundami struktura proteinu Easto denaturované vEtEinou spravna
Pasttransiaéni modifikace proteinu
N-glykaosylace ne mandzovy typ
C-glykosylace ne ano
fosforylace ne ano
acetylace ne ano
acylace ne ano
gama-karbonylace ne ne

Vyhody

E. coli

kvasinky

hrmyzi bufiky (vek-
tory zalofené na
bakulovirech)

savii budiky

nejpoufivanégjil expresni systém (zkusenosti, velky
wybér klonovadich vektori), snadna kultivace, rychly

rist, snadné kontrola genové exprese, vysoké vy-

tédky, moinost sekrece proteinu do média, nizke

naklady
neprodukuji endotoxiny, probihé glykosylace

a tvorba disulbfidickych mistkd, snadna purifikace

sekretovanych proteind, metody pro velkoobjemo-
vou kultivaci, relativné nizké naklady

posttranslaéni modifikace podobné savéim, bez-
pecné (bakulovirus neni viiéi savcim infekeni), relz-
tivn& vysokd exprese proteinu

biologicks aktivita shodna s pfirozenymi proteiny

Hrmyzi bufiky Savéi buiiky
18-24 hod 24 hod
vysokd wysokd
nizka af vysokd nizka
sekrece do média seknece do média
spravnd spravnad
chydrf;ﬁ:sad:ilw& il
ano ano
ano anc
ana ano
ano ano
ne ano
MNevyhody

chybi posttranslaéni modifikace, protein mize
postradat biologickou aktivitu, vysoky obsah
endotoxind

obtiEnéji regulovatelnd genové exprese, glykosy-
lace odiigng od saviich bunék, nizéi wtékek nez
u E coli

produkt nemusi byt vidy pln& funkéni, mirmé od-
ligné N-glykosylace, kultivace £asové | finanéné
naroénd
kultivace Easové i finanéné velmi naroéna,

nizhe vytdiky

Obrazek 8 Shrnuti jednotlivych expresnich systémii [32]
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3. CILE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni biologické aktivity rekombinantniho proteinu
adiponektinu pomoci bunécéné kultury 3T3-L1. Nejprve byla testovana vhodna koncentrace
inaktivovaného séra, poté byla testovana vhodna koncentrace rustovych faktori HB-EGF,
PDGF-BB a bFGF. Biologicka aktivita adiponektinu byla otestovana pomoci proliferacnich
testu.

Jednotlivé cile prace:

1. Zvladnuti prace s bunécnymi kulturami

2. Test stimulace bunécné kultury ristovymi faktory

3. Test inhibice riistovych faktorti rekombinantnim adiponektinem

4. Zhodnoceni vysledka testu biologické aktivity
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1. Pouzité pristroje

Flowbox — Esco Class II Type A2, Labculture

Odsavacka — Integra Vacusafe

Termostat se zvySenou tenzi CO, — Hera cell 240, Thermo Electron Corporation
Inverzni mikroskop — AXIO, Zeizz

Nédoba s tekutym dusikem — Aspede 170

Serologické sterilni pipety

Jamkové sterilni kultivacni desticky
Sterilni kultivacni 1ahve T75
Biirkerova komurka

Sterilni rukavice

4.2. Kultivaéni média

Dubleccovo modifikované Eagleho médium —- DMEM/F12 — PAN-Biotech

4.3. Ostatni roztoky

bFGF — R&D systems

Fetalni teleci sérum — PAN-Biotech
Fyziologicky infuzni roztok — Ardeapharma a.s.
HB-EGF — R&D systems

Hovézi sérovy albumin — Sigma-Aldrich
Inaktivované fetalni teleci sérum — PAN-Biotech
PDGF-BB — PeproTech

Rekombinantni adiponektin (lidsky) — Biovendor
Trypsin — PAN-Biotech

Voda pro injekci — Ardeapharma a.s.



4.4. Material a metody

4.4.1. Bunécéna kultura

Pro stanoveni biologické aktivity adiponektinu byla pouzita bunécna linie s oznacenim
3T3-L1 klon 140, jedna se o fibroblasty z mySich embryi od spolecnosti Zen-Bio (Severni
Karolina, USA)

4.4.2. Kultivace a pasazovani bunék

Jako zékladni médium bylo pouzito Dulbeccovo modifikované Eagleho médium
(DMEM/ F12) s 10 % fetalnim bovinnim sérem (FBS). Kultivace probihala v kultivacnich
lahvich o objemu 75 cm® (Obrazek 9) v termostatu pfi 37°C a s 5% oxidu uhligitého
a v souladu s doporucenim vyrobce bylo médium tfikrat za tyden ménéno.

Obrazek 9 Kultiva¢ni lahev (T75)

Presazovani (pasazovani) bunék bylo provadéno pii 70 az 80 % konfluenci, tedy pii 70 az
80 % obsazeni dna burikami. Pfi pasazovani bunék bylo nejprve odsato staré médium, buriky
byly oplachnuty 10 ml sterilnim fyziologickym roztokem a po jeho odstranéni byly pfidany
4 ml sterilniho roztoku trypsinu. Trypsin odlepi buiiky ode dna kultivac¢ni lahve a bunky
prejdou do suspenze (Obrazek 10). Po pfiblizn€ 10 minutové inkubaci pii 37°C byl Gcinek
trypsinu zastaven piidavkem 4 ml média s 10 % fetalnim bovinnim sérem (FBS). Poté je Cast
bunécné suspenze odpipetovana z kultivacni lahve a je pfidano 20 ml média s 10% FBS.
Kultivacni ldhev je opét vracena do termostatu, kde buiky opét adheruji na dno lahve
a rostou. Burnky byly nejCastéji pfesazovany v poméru 1:6 a 1:8 a to tfikrat do tydne. Rust
bunék a jejich adherence byla pravidelné kontrolovana pod inverznim mikroskopem.
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A) Buiiky pfisednuté na dné kultiva¢ni lahve B) Buiiky v suspenzi po piisobeni trypsinu

Obrazek 10 Presazovani bunék. Snimky byly pofizeny inverznim mikroskopem s kamerou
pii zvétseni 10x10. A) Bunky pfisednuté na dn¢ kultivacni lahve — buriky 3T3-L1 v kultivacni lahvi
tésné pred presazenim, B) Buriky v suspenzi po pusobeni trypsinu — buinky 3T3-L1 po pusobeni
trypsinu po 10 minutach.

4.4.3. Stanoveni koncentrace bunék

Koncentrace bunék v suspenzi byla stanovena pomoci Burkerovy komurky
(hemocytometru). Pfi pasazovani bunek byly buiikky pomoci trypsinu pievedeny do suspenze.
Po zastaveni ucinku trypsinu 4 ml média s 10 % FBS byl odebran 1 ml bunécné suspenze.
Suspenze byla poradné promichana a 20 ul bunééné suspenze bylo obarveno trypanovou
modii v poméru 1:1. Obarvena suspenze byla napipetovana do Burkerovy komurky, kde byly
7ivé buiiky spogitany (Obrazek 11). Zivé buiiky zlistaly bezbarvé, mrtvé buiiky byly obarveny
do modra. Poté byly buriky nafedény do pozadované koncentrace pro jednotlivé proliferacni
testy do pfipraveného média DMEM/F12 s 10% FBS.
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Obrazek 11 Pocitani bunék v Biirkerové komiirce. Snimek byl pofizen kamerou na inverznim
mikroskopu. Na obrazku lze pozorovat neobarvené Zivé buriky i obarvené mrtvé burky.

Pocet bunék v proliferacnich testech byl stanoven spocitanim bunék v jednotlivych
jamkach v nichz byly nakresleny pocitaci Ctverce o ploSe 2x2 mm (Obrazek 12)
pro jednotlivé Casy a jednotlivé proliferacni testy.

Obrazek 12 Jamka kultivaéni desky s pocitacim ¢tvercem
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Testovani vlivu koncentrace fetdalniho bovinniho séra na riist bunék

Nejprve byla ptfipravena dvanacti jamkova deska a to tak, ze na spodni strané kazdé jamky
byl narysovan ctverec o strané 2x2 mm, ktery byl pravidelné fotografovan pomoci kamery
na inverznim mikroskopu. Pfi pasazovani bunék byla spocitana Cetnost (denzita) v bunécné
suspenzi pomoci Birkerovy komirky.

pasazovani buné€k, nafedéni bunécné suspenze a rozpipetovani

TO | 4o jamkove desky, buiiky v médiu DMEM/F12 s 10% FBS

prvni vyfotografovani jamek, spocitani buné€k v pocitacich ctvercich

T na jamkach, vyména média za médium DMEM/F12 s 0,1 % BSA

druhé vyfotografovani jamek, spocitani bunék v pocitacich ¢tvercich
T2 |najamkach, vyména média za médium DMEM/F12 s pfislu§nou
koncentraci séra

treti vyfotografovani jamek, spocitdni bun€k v pocitacich ctvercich

T3 na jamkach

ctvrté vyfotografovani jamek, spocitani bunék v pocitacich ¢tvercich
T4  |najamkach, vyména média za nové médium DMEM/F12 s pfislusnou
koncentraci séra

posledni vyfotografovani jamek, spocitani bunék v pocitacich ¢tvercich

7 na jamkach

Obrazek 13 Schéma priabéhu praci pii testovani vlivu koncentrace séra na riast bunék, doba
mezi jednotlivymi kroky je 24 hodin. Dalsi experimenty mély stejny prubch. FBS — fetalni bovinni
sérum

Pro proliferacni test byly buriky v ¢ase TO (Obrazek 13) presazeny do dvanacti jamkové
desky o koncentraci 9 000 bun¢k/ml s 1 ml kultivaéniho média (DMEM) s 10 % fetdlnim
bovinnim sérem (FBS) pro kazdou jamku. Na 24 hodin byla jamkova deska umisténa
do termostatu s 5 % oxidu uhli¢itého a 37°C. Béhem této doby buiky adherovaly a zacaly
proliferovat. V ¢ase T1 byly jamky zdokumentovany pomoci kamery na mikroskopu. Poté
bylo zakladni médium odsato a bylo nahrazeno 1 ml média s 0,1% roztokem BSA (bovinni
sérovy albumin) pro kazdou jamku. Po 24 hodinové kultivaci byla jamkova deska
vyfotografovana (T2) a poté bylo médium s 0,1% roztokem BSA nahrazeno zakladnim
médiem s tepelné inaktivovanym fetalnim bovinnim sérem o riznych koncentracich. Zvolené
koncentrace inaktivovaného FBS byly 1%, 0,5%, 0,25% a 10%. Vzdy do tfi jamek byl
napipetovan 1 ml média se stejnou zvolenou koncentraci inaktivovaného séra (Obrazek 14).
Deska byla znovu 24 hodin kultivovana a nasledné vyfotografovana v ¢ase T3. Poté byla opét
provedena kultivace do druhého dne, kde byly jamky opét vyfotografovany v ¢ase T4 a bylo
jim vyménéno médium za nové, koncentrace inaktivovaného séra byly pro dané jamky
zachovany. Nasledovala kultivace do casu T7, kdy byly jamky opét vyfotografovany.
Pro zpracovani vysledkt byly buriky v jednotlivych jamkach a Casech spocitany. Pro kazdou
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koncentraci byla provedena tfi opakovani v ramci jednoho testu a tento test byl opakovan
tiikrat.

Obrazek 14 Proliferacni test — vliv koncentrace séra na rust bunék. Snimek kultivaéni desky
s narysovanymi pocitacimi ¢tverci 2x2 mm, sloupce znazoriuji jednotlivé pouzité koncentrace tepelné
inaktivovaného fetalniho séra, radky A, B, C znamenaji jednotlivé opakovani v ramci testu.

Testovani vlivu koncentrace ristovych faktori HB-EGF a PDGF-BB na proliferaci
bunék

Proliferacni test pro vliv koncentrace rastovych faktori mél podobny prubéh jako test
pro vliv koncentrace séra, probihal vSak ve dvaceti Ctyf jamkové desce. Opét byly na spodni
stranu jamek narysovany 2x2 mm cCtverce, které byly pravidelné dokumentovany pomoci
kamery na mikroskopu. Pro experiment byly zvoleny nasledujici koncentrace rastovych
faktori:

pro EGF 0,5 ng/ml (tato koncentrace je doporucena vyrobcem), 5 ng/ml a 50 ng/ml,
pro PDGF 0,5 ng/ml, 5 ng/ml (koncentrace doporuc¢ena vyrobcem) a 50 ng/ml.

Pfi pasazovani bunék v zakladni ladhvi T75 byla odebrana bunécna suspenze a pomoci
Biirkerovy komirky byly buiky spocitany (Cas TO). Bunky byly zfedény na koncentraci
15 000 bunék/ml v zakladnim médiu s 10% FBS. Takto pfipravena bunécna suspenze byla
rozpipetovana po 0,5 ml do jamek a deska byla vlozena do termostatu vyhratého na 37°C
$ 5% CO, atmosférou na 24 hodin. Po uplynulé dobé byly jednotlivé jamky vyfotografovany
(T1), médium bylo odsato a vyméneéno za nové médium s 0,1% BSA a deska byla opét
vlozena do termostatu. Po dalSich 24 hodinach byly jamky opét vyfotografovany (T2). Bylo
ptfipraveno médium (DMEM/F12) s 1% inaktivovanym fetalnim bovinnim sérem. Takto
pfipravené médium slouzilo pro piipravu jednotlivych koncentraci ristovych faktort
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a pro kontrolu. Pro kazdy test musely byt nachystany Cerstvé roztoky rastovych faktora. Staré
médium bylo z desky odsato a nahrazeno pfipravenym médiem s 1% inaktivovanym FBS
a danou koncentraci riistového faktoru. Také byla provedena kontrola, kde bylo pfidano pouze
médium s 1% inaktivovanym FBS bez rustovych faktord (Obrazek 15). Deska byla opét
vlozena do termostatu na 24 hodin, poté byla opét vyfotografovana (T3) a ulozena zpét
do termostatu. Po dal§ich 24 hodinach v Case T4 byla deska opét vyfotografovana a médium
bylo vyménéno za nové, umisténi jednotlivych koncentraci ristovych faktort a kontroly bylo
zachovano. V Case T7, teda po 7 dnech od zacatku testu, byly jednotlivé jamky naposledy
vyfotografovany. Pro zpracovani vysledka byly buiky v jednotlivych jamkach a Casech
spocitany. V ramci jednoho testu byla pro kazdou koncentraci provedena tfi opakovani a cely
test byl opakovan trikrat.

Obrazek 15 Proliferacni test — vliv koncentrace rustovych faktora EGF a PDGF
na proliferaci buné€k. Snimek kultivacni desky s narysovanymi pocitacimi ¢tverci 2x2 mm, na levé
stran¢ desky bylo médium s EGF - jamky Al, A2, A3 obsahovaly médium s 1% inaktivovanym FBS
a EGF v koncentraci 0,5 ng/ml, jamky B1, B2, B3 obsahovaly médium s 1% inaktivovanym FBS
a EGF v koncentraci 5 ng/ml, jamky C1, C2, C3 obsahovaly médium s 1% inaktivovanym FBS a EGF
v koncentraci 50 ng/ml, prava strana obsahovala médium s 1% inaktivovanym FBS a prislusnou
koncentraci PDGF ato tak, ze jamky A4, AS, A6 obsahovaly 0,5 ng/ml PDGF, B4, B5, B6 obsahovaly
5 ng/ml PDGF a jamky C4, C5, C6 obsahovaly 50 ng/ml PDGF, jamky D1 az D6 slouzily jako
kontrola (K) a obsahovaly pouze médium s 1% inaktivovanym fetalnim bovinnim sérem (FBS).

Testovani vlivu koncentrace ristového faktoru bFGF na proliferaci bunék

Proliferacni test pro vliv koncentrace bFGF byl provadén samostatn€. Probihal stejnym
zpusobem jako proliferacni test pro vliv koncentrace rastovych faktoru HB-EGF a PDGF-BB.
V case TO byly na dvaceti Ctyf jamkovou desku narysovany ctverce o strané 2x2 mm, které
byly pravidelné dokumentovany pomoci kamery na inverznim mikroskopu a také v nich byly
pocitany bunky. Pfi pasazovani byla bunécnd suspenze nafedéna na 12000 bunék/ml
do kultivaéniho média s 10 % FBS a rozpipetovana po 0,5 ml do jamek. Po 24 hodinach
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v termostatu byly Ctverce vyfotografovany (T1) a médium bylo vyménéno zanové
s 0,1% BSA. V ¢ase T2 byly ¢tverce opét vyfotografovany a médium bylo vyménéno za nové
(Obrazek 16). Prvni sloupec jamek byl pouzit jako kontrola a tudiz dostal médium pouze
s 1% inaktivovanym FBS, druhy sloupec slouzil jako pozitivni kontrola a médium bylo
vyménéno za médium s 1% inaktivovanym FBS a 5 ng/ml PDGF-BB. Dalsi tfi sloupce
obsahovaly médium s 1% inaktivovanym FBS a pfislusnou koncentraci bFGF. V poradi treti
sloupec obsahoval 0,01 ng/ml bFGF, ¢tvrty sloupec 0,1 ng/ml bFGF, coz je také koncentrace
doporucena vyrobcem. Paty sloupec obsahoval 0,5 ng/ml bFGF. Posledni sloupec zistal
nevyuzity. Kultivace probihala dal§ich 48 hodin, kdy byly ctverce po 24 hodinach v Case T3
a nasledné¢ T4 vyfotografovany. V Case T4 bylo také buikdm vyménéno médium za nové,
slozeni médii zustalo pro sloupce stejné. Kultivace jamkové desky probihala az do ¢asu T7,
kdy byla deska naposledy vyfotografovana. Buriky byly v jednotlivych Ctvercich a ¢asech
spoCitany a vyhodnoceny. V ramci jednoho testu byla provadéna Ctyfi opakovani a test byl
dvakrat opakovan.

Obrazek 16 Proliferacni test — vliv koncentrace bFGF na proliferaci bunék. Snimek kultivaéni
desky snarysovanymi pocitacimi Ctverci 2x2 mm, sloupec 1 obsahoval kontrolu ¢ili médium
s 1% inaktivovanym FBS, ostatni sloupce obsahovaly médium s 1 % inaktivovanym FBS a pfislusnou
koncentraci rustového faktoru — sloupec 2 obsahoval 5 ng/ml PDGF-BB, sloupec 3 obsahoval
0,01 ng/ml bFGF, sloupec 4 obsahoval 0,1 ng/ml bFGF, sloupec 5 obsahoval 0,5 ng/ml bFGF,
sloupec 6 se neucastnil testu, jednotlivé fadky A, B, C, D znamenaji opakovani pro dany typ sloZeni
kultiva¢niho média.

Testovani inhibice ristového faktoru PDGF-BB adiponektinem

Proliferacni test, pfi kterém byla stanovena biologicka aktivita adiponektinu, probihal
podobné jako dva vyse uvedené typy testi. V Case TO byla pfichystana dvaceti Ctyf jamkova
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deska, na jejiz spodni stranu byly narysovany ctverce o strané 2x2 mm. Pfi pasazovani bunék
v kultiva¢ni 1ahvi T75 byl odebran 1 ml suspenze bunék, po obarveni trypanovou modii byly
buriky spocitany pod mikroskopem pomoci Biirkerovy komiirky. Poté byla bunécna suspenze
nafedéna do zkumavky obsahujici 12 ml média s 10% sérem (FBS) na pozadovanou
koncentraci 12 000 bunék/ml. Takto pfipravend bunécnd suspenze byla rozpipetovana
po 0,5 ml do kazdé jamky a deska byla vlozena do termostatu na 24 hodin. V ¢ase T1 byly
bunky v jamkach vyfotografovany a bylo jim vyménéno médium za médium s 0,1% BSA
a opét byla deska vlozena do termostatu. Po dalSich 24 hodinach v ¢ase T2 byly jamky opét
vyfotografovany a bylo piichystano nové médium. Deska byla rozdélena do Sesti sloupcu.
Prvnimu sloupci jamek bylo médium vymeénéno za médium s 1% inaktivovanym FBS
(kontrola). Druhému sloupci jamek se staré¢ médium vymenilo za médium, které obsahovalo
1% inaktivovaného FBS a 5 ng/ml rastového faktoru PDGF-BB. Tteti a ¢tvrty sloupec jamek
dostal nové médium s 1% inaktivovanym FBS a s adiponektinem, kde tfeti sloupec obsahoval
20 ug/ml adiponektinu a ctvrty 30 ug/ml. Patému sloupci jamek bylo médium vyménéno
za médium s 1% inaktivovanym FBS, 5 ng/ml PDGF-BB a 20 pg/ml adiponektinu, posledni
sloupec po vymeéné média obsahoval médium s 1% inaktivovanym FBS, 5 ng/ml PDGF-BB
a 30 pg/ml adiponektinu (Tabulka 1). Takto pfipravena deska byla opét vlozena na 24 hodin
do termostatu. V ¢asech T3 a T4 byly jednotlivé ¢tverce na jamkach vyfotografovany. Burky
na jednotlivych fotografiich byly spocitany. V ramci jednoho testu byla pro kazdy sloupec
Ctyti opakovani (A az D) a test byl dvakrat cely zopakovan.

Tabulka 1 Rozdéleni koncentraci na jamkové desce, schematické znazoméni rozlozeni
jednotlivych typu sloZeni média pro kultivacni desku, fadky A, B, C, D jsou opakovani pro dany typ
sloZzeni média. DMEM/F12 — pouzit¢ médium, inaktiv. FBS — inaktivované fetalni bovinni sérum,
PDGEF - rustovy faktor.

1 2 3 4 5 6
Kontrola DMEM/F12 | DMEM/FI12
DMEM/F12 DME?;[//F 12 DMEM/F12 | DMEM/F12 s 1% s 1%
. = s 1% s1% | inaktiv. FBS | inaktiv. FBS
S AUV | inaktiv. FBS | inaktiv. FBS | +20 ug/ml | +30 pg/ml
inaktiv. FBS + . . . .
+ 20 ug/ml | +30 pg/ml | adiponektinu | adiponektinu
FBS 5 ng/ml . . . .
PDGF adiponektinu | adiponektinu | + 5 ng/ml + 5 ng/ml
D PDGF PDGF

Testovani inhibice ristovych faktorii PDGF-BB a bFGF lyofilizovanym adiponektinem

Tento proliferacni test probihal podobnym zplsobem jako ptedchozi proliferacni test
pro biologickou aktivitu adiponektinu. Pro tento test byl pouzit lyofilizovany adiponektin,
ktery byl rozpustén v DMEM/F12 na koncentraci 250 pg/ml. Kromé bFGF byla biologicka
aktivita adiponektinu znovu stanovena pro 5 ng/ml PDGF-BB. Na spodni stranu jamkové
kultiva¢ni desky byly narysovany ¢tverce o strané 2x2 mm. Pfi pasdzovani bunék byl odebran
1 ml bunétné suspenze. Po obarveni trypanovou modii byla spoctena koncentrace bunék
pomoci Biurkerovy komurky. Bylo pfipraveno médium s 10% FBS o koncentraci
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12 000 bunék/ml. Tato suspenze bunck byla rozpipetovana po 0,5 ml do kazdé jamky
kultivacni desky a deska byla vlozena do termostatu na 24 hodin. Poté byly Ctverce na desce
v ¢ase T1 zdokumentovany pomoci kamery na mikroskopu a médium bylo vyménéno
za médium s 0,1% BSA. Po 24 hodinam v Case T2 byla deska opét vyfotografovana. Médium
s BSA bylo nahrazeno novym médiem. Prvni sloupec obsahoval kontrolu, tedy pouze médium
s 1 % inaktivovanym FBS. Druhy sloupec obsahoval médium s 1 % inaktivovanym FBS
a 30 pg/ml adiponektin. Tteti sloupec obsahoval médium s 1 % inaktivovanym FBS
a0,1 ng/ml bFGF. Ctvrty sloupec obsahoval médium s 1 % inaktivovanym FBS,
0,1 ng/ml bFGF a 30 pug/ml adiponektinu. Paty sloupec obsahoval médium
s 1 % inaktivovanym FBS a5 ng/ml PDGF-BB. Sesty sloupec obsahoval médium
s 1 % inaktivovanym FBS, 5 ng/ml PDGF-BB a 30 pug/ml adiponektinu. Deska po vyméné
média byla vlozena do termostatu a po 24 hodinach vyfotografovana v Case T3. Po Ctyfech
dnech od zacatku testu (T4) byla deska vyfotografovana a médium bylo vyménéno za nové.
Po sedmi dnech od zacatku testu (T7) byla deska opét vyfotografovana. Rozmisténi
jednotlivych koncentraci na desce znéazorfiuje tabulka 2. Buiiky v jednotlivych c¢asech
a jamkach byly spocitany a vysledky zpracovany. V ramci jednoho testu byly tfi opakovani.

Tabulka 2 Rozdéleni jednotlivych koncentraci na kultivaéni desce, schematické znazornéni
rozloZeni jednotlivych typu sloZzeni média pro kultiva¢ni desku, fadky A, B, C jsou opakovani
pro dany typ sloZzeni média. DMEM/F12 — pouzit¢ médium, inaktiv. FBS — inaktivované fetalni
bovinni sérum, PDGF, bFGF - rtstové faktory.

1 2 3 4 5 6
A | Kontrola pMEM/F12 | PMEMELZ by | PMEM/FLZ
DMEM/F12 DMEM/F12 s 1% s 1% 1% s 1%
19 s 1% iy | inaktiv.FBS irf (o, | inakiiv. FBS
Bl 5" | inaktiv. FBS Vool 430 pg/ml ARV 430 pg/ml
inaktiv. FBS + . . FBS + . .
+ 30 pug/ml adiponektinu adiponektinu
FBS . . 0,1 ng/ml 5 ng/ml
C adiponektinu bEGE + 0,1 ng/ml PDGF + 5 ng/ml
bFGF PDGF

4.4.4. Statistické vyhodnoceni dat

Vsechna data byla statisticky zpracovana pomoci statistického programu "R" a jeho
podprogramu R commander. Data byla podle potieby transformovana (logaritmovana,
odmocnéna), aby odpovidala normalnimu rozlozeni. Normalita data byla ovéfena pomoci
Shapiro-Wilk test normality. Data byla zpracovana statistickou metodou ANOVA (Analysis
of variance - analyza rozptylu). Byla také provedena sumarizace dat. Vybrané grafy byly
zpracovany timto programem funkci plot of means. Vysledky z analyzy rozptylu jsou
uvedeny v kapitole 11.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni Cast byla zameéfena na stanoveni biologické aktivity rekombinantniho
adiponektinu s rastovymi faktory, které se bézné€ vyskytuji v lidském téle. Jednalo se
o epidermalni rastovy faktor HB-EGF (heparin-binding epidermal growth factor), rustovy
faktor z desticek PDG-BB (platelet derived growth factor) a bazicky fibroblastovy rustovy
faktor bFGF (basic fibroblast growth factor). Rizné formy adiponektinu (LMW, MMW,
HMW) interaguji s riznymi rastovymi faktory. PDGF-BB interaguje s vysokomolekularni
(HMW) a stfednémolekularni (MMW) formou adiponektinu. bFGF se vaze
na vysokomolekularni formu a HB-EGF ma stejnou afinitu ke v§em formam adiponektinu.
Experimenty byly provedeny pomoci proliferacnich testi bunécné kultury 3T3-L1 bunék.
Nejprve musela byt vybrana vhodna koncentrace séra. Poté byl rist bunek stimulovan
rustovymi faktory. Biologicka aktivita adiponektinu byla nasledné stanovena mirou inhibice
rastu bunécné kultury 3T3-L1 pfi pouziti vybraného rastového faktoru, ktery vykazoval
nejvetsi stimulaci pro rust bunék. Také byla otestovana biologicka aktivita lyofilizovaného
adiponektinu.

5.1. Vliv koncentrace séra na rust bunék

Pro spravny rust a déleni bunék in vitro se vétsinou do kultivacniho média ptidava sérum.
Jeho koncentrace hraje dulezitou roli pro proliferaci bunék, proto bylo nezbytné, nejprve
zjistit minimalni moznou koncentraci séra, aby neovliviiovala dalSich experimenty. Vhodna
koncentrace séra byla stanovena s vyuzitim priabéhu nartstu poctu bunék. Bylo pozadovano,
aby pocet bunék béhem proliferacniho testu plynule stoupal a aby ani na konci testu
nevykazoval ubytek bunék napriklad vyCerpanim potiebnych zivin. Pro tento experiment bylo
zvoleno tepelné inaktivované fetalni bovinni sérum. Zahfivanim na 56°C pii 30 minutach
dochazi k inaktivaci komplementt a dalSich dilezitych faktord v séru. Pro dalsi experimenty
je dulezité tyto latky inaktivovat, aby nedochazelo k ovlivnéni vysledki [33]. Byly zvoleny tfi
minimalni koncentrace inaktivovaného FBS a to 1%, 0,5% a 0,25%. Do experimentu byla
také zafazena koncentrace s 10% inaktivovaného FBS, pfi které jsou buiky bézné
kultivovany.
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Obrazek 17 Vliv koncentrace inaktivovaného FBS na rust bunék 3T3-L1. Rast bunécné linie
3T3-L1 vyjadfeny jako primémy pocet bunék pro danou koncentraci inaktivovaného fetalniho séra
v daném cCase méfeni, ¢erna kiivka znazoriuje pridavek 0,25% séra, Cervena pridavek 0,5% séra,
zelena pridavek 1% séra a modra pridavek 10% séra, praimér poctu bunck je vyhodnocen z deviti
naméfenych hodnot, chybové usecky zobrazuji standardni chybu. Analyza rozptylu (Multi-way
ANOVA) potvrdila, ze koncentrace inaktivovaného PBS ma statisticky vyznamny vliv na pocet bunck
(proliferaci), P < 0,001.

Koncentrace inaktivovaného séra méla vliv rust bunék 3T3-L1 (Obrazek 17). PoCet bunék
pro koncentraci inaktivovaného FBS 0,25% az do Casu T4 pozvolna stoupal, ale v ¢ase T7
doslo k ubytku bunék. Tento ubytek mohl byt zptisoben vyCerpanim zivin. Podobny prubéh
méla 1 ristova kiivka pro pridavek 0,5% inaktivovaného FBS, ale pocet bunék se na konci
experimentu neménil. Pocet bunék pro pfidavek 1% FBS pozvolna rostl béhem celého
experimentu. Také pocet bun€k pii pouziti 10% inaktivovaného FBS rostl béhem celého
experimentu. Avsak v ¢ase T4 a T7 doslo k vysokému nartstu bunék. Z prubéhu rastovych
kiivek vyplyva, ze koncentrace séra 0,25% a 0,5% nebyly vhodné pro dal§i experimenty.
Pro dalsi test bylo nezbytné, aby pocet bunék béhem celého experimentu stoupal. Tento
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pozadavek spliiuje koncentrace inaktivovaného séra 1% a 10%. Byla vSak vybrana
koncentrace s 1% sérem, protoze se jedna o nejniz§i mozny obsah séra, ktery podporuje rist
bunék.

Bézné se pro kultivaci bune¢k 3T3-L1 pouziva 10% FBS [6]. V imunologickych pokusech
a pro testovani rastovych faktort, kde by mohly slozky séra ovliviiovat vysledky, se pouziva
inaktivované sérum. Médium s 1% inaktivovanym FBS, které v experimentu bylo vybrano
jako nejvhodné&jsi pro dalsi planované pokusy, pouzivaly také v jinych vyzkumech
s bunécnou linii 3T3-L1 [30].

PocCet bun¢k byl stanoven jednoduchym pocitanim bunék v narysovaném ctverci.
Na zacatku experimentu byly buiiky nafedény na pozadovanou koncentraci bunék/ml a tato
suspenze byla napipetovana do jamek. Druhy den (po usazeni bunék - T1) byly buiky
vyfotografovany a spocitany. Koncentraci bunék lze stanovit i jinymi metodami, naptiklad
pomoci luminiscence ¢i fluorescence. Pii luminiscenci jsou buriky na konci experimentu
transfekovany luciferazovym vektorem [34]. Pro fluorescencni stanoveni se vyuziva
H tyminu a 5'-BrdUrd fluorescencni immunolabelingu [35].

5.2. Vliv koncentrace rustovych faktoru

Pro stimulaci rastu se vyuZzivaji rastové faktory. Stimulace ristu byla provedena pomoci tii
rastovych faktor(i: epidermalni rGstovy faktor vazajici heparin HB-EGF (heparin-binding
epidermal growth factor), rastovy faktor z desticek PDGF-BB (platelet derived growth
factor) a bazicky fibroblastovy rustovy faktor bFGF (basic fibroblast growth factor). Prvni
proliferacni test pro vliv koncentrace rastovych faktorti byl proveden s HB-EGF a PDGF-BB.
U téchto rustovych faktori byly zvoleny tfi koncentrace (0,5 ng/ml, 5 ng/ml a 50 ng/ml).
V testu s bFGF byla zvolena koncentrace 0,01ng/ml, 0,1 ng/ml a 0,5 ng/ml. U kazdého testu
byla také provedena kontrola, kterda obsahovala pouze médium s piidavkem
1% inaktivovaného FBS bez rastovych faktort.

Béhem prubehu testu byly pozorovany morfologické zmény bunék. Pfitomnost riistovych
faktoru ovlivnila tvar bunék (Obrazek 18).
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Obrazek 18 Zména tvaru bunék v pritomnosti ristovych faktori. Jednotlivé snimky byly
potizeny kamerou mikroskopu béhem experimentu, zvétSeni 10x10, A — bézny tvar bunck v médiu
s FBS, B — tvar bun¢k v médiu s 1% inaktivovanym FBS a 5 ng/ml HB-EGF v case T7, C — tvar bun¢k
v médiu, které obsahovalo 1% inaktivované FBS a 5 ng/ml PDGF-BB v ¢ase T4, D — tvar bun¢k
v médiu s 1% inaktivovanym FBS a 0,1 ng/ml bFGF v ¢ase T4.

Zmeéna tvaru buiky za pfitomnosti EGF byla pomalejsi, nejveétsi rozdily proti kontrole byly
znatelné az za sedm dni. Zatimco zména za pfitomnosti faktori PDGF-BB a bFGF byla
zjevna jiz za 4 dny od zacatku pokusu.

Buiiky v pfitomnosti PDGF-BB mély protahly tvar, coz mohlo byt zplisobeno tim, Ze
PDGF ovliviiuje migraci bun¢ék a chemotaxi [4]. Také pfitomnost bFGF v médiu zptsobila
protazeni bunék. I tento faktor podporuje migraci bunék [4]. Protazeni bunék v pfitomnosti
FGF je naptiklad popsan ve studii CHoh Hao Li, kde pfitomnost FGF zputsobila protazeni
bunék 3T3. Po pusobeni trypsinu mély buriky opét sviij ptuvodni tvar [36]. Pfitomnost EGF
méla na buiiky odlisny ucinek. Kontakt mezi bunkami zistal zachovan, ale dominantni je
kulovity atvar bunky.
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5.2.1. Vliv koncentrace rustovych faktoria HB-EGF a PDGF-BB na proliferaci bunék

Rastové faktory stimuluji rast bunék, proto by mél byt nardst bunék za pfitomnosti
rastovych faktora znateln€ vyssi nez nartst buné€k pouze v pritomnosti séra (kontrola).

-~
o <b —&— 50 ng/ml PDGF-BB
g_ 7£|_'

: _we._ 8 no! =
,.f’; ,>|< »-- 3 ng'ml PDGF-BB
e )
J,.- f' 1

;ﬁ = ,a"' weblsg

g S s

o T e Tl -

:E : /.’l,-'f

=] o

X B

g g4 —o—0.5 ng/mi PDGF-BB

|

8 8- . L—ﬁfﬁﬁ —+- 5 ng/ml HB-EGF

=Tl .

: E - -+ - kontrola

Obrazek 19 Vliv koncentrace ristovych faktori HB-EGF a PDGF-BB na proliferaci bunék,
rust bunééné linie 3T3-L1 vyjadfeny jako primérny pocet bun¢k v Case, primémé hodnoty jsou
spoditany ze 6 naméfenych hodnot, chybové tisecky znazoriuji standardni chybu. Analyza rozptylu
(Multi-way ANOVA) potvrdila, Zze pfitomnost rustového faktoru PDGF-BB ma statisticky vyznamny
vliv na proliferaci bun¢k, P < 0,001.

Pritomnost rastovych faktori neméla vliv pouze na zménu morfologie bunék, ale také
na rist bunék (Obrazek 19). PocCet bunek u kontroly, kde bylo pouzito pouze médium
s 1% inaktivovanym FBS, pozvolna nartstal béhem celého testu. Za pfitomnosti ristového
faktoru HB-EGF ve vsech pouzitych koncentracich (0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 50 ng/ml) bunky
rostly podobné jako kontrola. Pro prehlednost byla v grafu vyznacena pouze koncentrace
5 ng/ml EGF, protoze v§echny koncentrace mély stejny prubéh. Stimulace pomoci PDGF-BB
je rozdilna pro rizné pouzité koncentrace (0,5 ng/ml, 5 ng/ml a 50 ng/ml). Prabéh nartstu
poctu bunék s 0,5 ng/ml PDGF-BB je pozvolny a nejmensi z ostatnich koncentraci a také se
prilis nelisi od prab€hu narastu bunék u kontroly. U koncentraci ristového faktoru PDGF-BB
5 ng/ml a 50 ng/ml je jiz stimulace rustu bunék 3T3-L1 znatelna. Celkovy priabéh jejich
rastovych kfivek je odliSny proti priabéhu rastové kiivky kontroly. Po ¢tyfech dnech
od rozsazeni bunék (T4) dochazi k vyraznému zvyseni poctu bunék. Dokonce nardst bunek
s 5 ng/ml PDGF-BB je vyssi nezli narust bunék s 50 ng/ml PDGF-BB. Po sedmi dnech se
pocet bun¢k dokonce znékolikanasobnil proti kontrole. V tomto ¢ase ale byla stimulace bunék
v pritomnosti 50 ng/ml PDGF-BB vys§si nezli u bun¢k s 5 ng/ml PDGF-BB.
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V piitomnosti rustového faktoru HB-EGF pii vSech testovacich koncentraci dochazelo
pouze k mimé stimulaci rastu bunék 3T3-L1, ale pfitomnost HB-EGF m¢la staticky
vyznamny vliv na rast bunék (P <0,001). Diky nizké stimulaci vSak HB-EGF nebylo
vyuzivano v dalSich experimentech. Prabéhy kfivek pro vsechny pouzité koncentrace HB-
EGF byly srovnatelné s kontrolou.

Vseobecné vsak rustovy faktor EGF dostate¢né stimuluje rust bunék 3T3-L1. Vliv EGF
na rust bun€k je popsan v nékolika studiich [30, 37]. Mirna stimulace v experimentu mohla
byt zapficinéna zménou bunek 3T3-L1 pii pasazovani bunék nebo inaktivovanim stimulace
dlouhym uchovanim ristového faktoru pfi - 20 °C.

Koncentrace 5 ng/ml a 50 ng/ml rastového faktoru PDGF-BB stimulovala rist bunék 3T3-
L1. Jiz druhy den po pfidani ristovych faktorti (T4) dochazi k znatelnému narGstu bunék.
Pro dalsi experimenty byl vybran rustovy faktor PDGF-BB a to o koncentraci 5 ng/ml. Také
byl nadchézejici experiment (stanoveni biologické aktivity adiponektinu) zkracen do €asu T4,
protoze jiz v tomto Case byla stimulace bun¢k prokazatelna.

Pro dalsi experimenty tedy byla vybrana koncentrace rastového faktoru PDGF 5 ng/ml.
Tato koncentrace vykazovala prokazatelnou stimulaci ristu. Casto je také vyuZivana
pro stimulaci rustu bunék 3T3-L1 koncentrace rustového faktoru PDGF 10 ng/ml [30, 38].

5.2.2. Vliv koncentrace rustového faktoru bFGF na proliferaci bunék

Pro stimulaci bunék byl také vybran rastovy faktor bFGF. Pro tento experiment byla
koncentrace bun€k/ml na pocatku snizena na 12 000 bunék/ml od piedchoziho testu
(stimulace rustu pomoci HB-EGF a PDGF-BB), kde byla pavodni koncentrace
15 000 bunék/ml. Koncentrace bun¢k/ml byla snizena z divodu rychlého ristu bunék a kvuli
kontaktni inhibici bunék v Case T7.

Stimulace bunék pomoci bFGF probihala ve tfech koncentracich 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml
a0,5ng/ml. Také byla provedena kontrola, ktera obsahovala pouze médium
s 1% inaktivovanym FBS a také byla do pokusu zafazena pozitivni kontrola s rdstovym
faktorem PDGF-BB. Jeho stimulace rastu buneék 3T3-L1 byla potvrzena v pfedchozim testu.
Také pouzita koncentrace 5 ng/ml PDGF-BB byla vybrana vzhledem k vysledkiim
predchoziho testu.
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Obrazek 20 Vliv koncentrace ristového faktoru bFGF na proliferaci bunék 3T3-L1. Graf
znazoriuje zavislost primérného poctu bunck na Case pro jednotlivé koncentrace bFGF, pozitivni
kontrolu (PDGF-BB) a kontrolu, primé€mé hodnoty jsou spocitany ze 7 naméfenych hodnot, chybové
usecky znazomuji standardni chybu. Analyzou rozptylu (Multi-way ANOV A) byl stanoven statisticky
vyznamny vliv (P < 0,001) ristového faktoru bFGF na proliferaci bunék 3T3-L1.

Rastovy faktor bFGF mél ve vSech pouzitych koncentracich vliv jak na tvar bunék, tak
na jejich rast. Vliv bFGF na proliferaci bunék vSak nebyl pro vSechny koncentrace pozitivni
(Obrazek 20). Kontrola, kde bylo pouzito pouze médium s 1% inaktivovanym FBS,
vykazovala po cely prubéh testu nartst buné€k. Stimulace pomoci rustového faktoru PDGF-
BB (pozitivni kontrola) je i v tomto pfipadé znatelna proti kontrole. Kiivka vykazuje po cely
prubéh testu stoupajici trend, i kdyz v Case T7 se narast bunék zpomalil. Koncentrace
0,01 ng/ml bFGF nevykazuje stimulaci bunék. Kiivka této koncentrace ma sice stale
narustajici trend, ale pfilis se nelisi od kontroly. Médium s 0,1 ng/ml bFGF stimulovalo rist
bunék. Prubéh kiivky vykazuje po celou dobu testu stoupajici trend. Primérny nartist bunék
koreluje s primérnym naristem bunék stimulovanych rastovym faktorem PDGF-BB
o koncentraci 5 ng/ml. Pfitomnost 0,5 ng/ml bFGF méla na rast bunék spise negativni vliv.
V Case T4 doslo pouze k malému narGstu poCtu bun€k a rastova kiivka se nachazi
pod kontrolou. Az v ¢ase T7 dochazi k vyrazn€j§imu narastu bunéek.

Pritomnost ristového faktoru bFGF v médiu DMEM/F12 ovlivnila rist bunék.
K vyznamné stimulaci rGstu bunék 3T3-L1 doslo v médiu s 0,1 ng/ml bFGF. Tato
koncentrace ristového faktoru bFGF je vhodna pro dalsi experiment, ktery muze byt zkracen
do Casu T4, kde vykazoval dostateCny narist bunék proti kontrole. Zato vyssi koncentrace
rastového faktoru bFGF (0,5 ng/ml) mirné inhibovala rast bunék. Pocet bun€k po pfidani
0,5 ng/ml bFGF klesl. Aklimatizace bunék trvala okolo 3 az 5 dni, poté pocCet bun€k mirné
stoupnul.
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5.3. Inhibice rustového faktoru PDGF-BB adiponektinem

Biologicka aktivita adiponektinu byla stanovena jako mira inhibice stimulace ristu bunék
v piitomnosti rastového faktoru PDGF-BB. Ruastovy faktor PDGF-BB interaguje
s vysokomolekularni (HMW) a sttednémolekularni (MMW) formou adiponektinu.
Adiponektin pouzity pro tento experiment obsahoval vSechny tfi oligomerni formy, nejvice
vSak vysokomolekularni formu (Obrazek 21).
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Obrazek 21 Detekce adiponektinu pomoci SDS-PAGE elektroforézy, S — standard 14 az
97 kDa, R - redukovany vzorek adiponektinu, N — neredukovany vzorek adiponektinu. Neredukovany
vzorek adiponektinu ukazuje tfi oligomerni formy adiponektinu (LMW, MMW, HMW). Zaznam
o provedeni SDS-PAGE elektroforézy adiponektinu znazoriuje pfiloha 1.

Do experimentu byla opét zafazena kontrola, ktera obsahovala pouze médium
s 1% inaktivovanym FBS. Pro stimulaci bunék byl vybran rastovy faktor PDGF-BB
o koncentraci 5 ng/ml. Adiponektin byl zvolen v koncentraci 20 pg/ml a 30 pg/ml. Také bylo
ovéfeno samotné pusobeni adiponektinu na rast bunék. Rozdilna slozeni média méla vliv
na proliferaci bunék 3T3-L1 (Obrazek 22).
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Obrazek 22 Inhibice ristového faktoru PDGF-BB adiponektinem. Sloupcovy graf znazormiuje
pom¢ér prirustku bungk v poslednim ¢ase (pomér pocétu bunck v ¢ase T4/T1). Prumémé hodnoty jsou
spoditany z 8 naméfenych hodnot, chybov¢ tisecky znazormiuji standardni chybu, PDGF-BB - riistovy
faktor, AD - adiponektin. Analyzou rozptylu (multi-way ANOVA) byla potvrzena statisticka
vyznamnost inhibice rustového faktoru PDGF adiponektinem, P < 0,001.

Pritomnost samotného adiponektinu v médiu s 1% inaktivovanym FBS nemél vliv na rtst
bunék, pocet bunek byl podobny jako u kontroly. Pfitomnost 5 ng/ml ristového faktoru
PDGF-BB v médiu stimulovala rist bunék. Pfitomnost adiponektinu v médiu s rastovym
faktorem PDGF ovlivnila rist bunék. Adiponektin interakci s PDGF inhiboval jeho stimulaci
na proliferaci bunék. Jiz 20 pg/ml adiponektinu v médiu inhibuje stimulaci 5 ng/ml PDGF-
BB. Mira narastu bunék v poslednim Case je vyrazné nizsi nez pfi pouziti pouze PDGF-BB.
Pouziti 30 pg/ml adiponektinu vykazuje vyssi inhibici ristového faktoru PDGF-BB.

Timto testem byla potvrzena biologickéd aktivita adiponektinu, tedy inhibice stimulace
rastového faktoru PDGF-BB.

Biologickou aktivitu adiponektinu také dokazuje vyzkum Yu Wanga a kol. (2005). Jejich
studie prokazala, ze se adiponektin vaze na nékteré rastové faktory (napi. PDGF-BB)
a zamezuje jejich vazbé na receptor, coz vede k zeslabeni mitotického ucCinku ristového
faktoru. Vazba mezi adiponektinem a PDGF-BB je reversibilni. Také se tato studie zabyvala
interakci riznych forem adiponektinu s jednotlivymi rustovymi faktory, kde prokazala, ze
PDGF-BB m4 vazebnou afinitu k HMW a MMW formé adiponektinu [30].

Pritomnost adiponektinu v médiu s PDGF-BB nejenze inhibuje stimulaci ristu bunék, ale
také inhibuje vliv PDGF-BB na migraci bunék [39].

Vliv inhibice adiponektinu s PDGF-BB se projevuje i u jinych bunék nez jsou
preadipocyty (linie 3T3-L1). Biologicka aktivita adiponektinu byla také sledovana
apotvrzena v in vitro pokusech s lidskymi aortalnimi burikami hladké svaloviny
(HASMCs) [30] ¢i s mesangialnimi buitkami krys (RMC, tkan - ledviny) [40].
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5.4. Inhibice rustovych faktori bFGF a PDGF-BB lyofilizovanym adiponektinem

Adiponektin pouzivany v experimentu je prevazné urCen k prodeji a dal§imu vyuziti
napiiklad vyzkumnymi laboratofemi. Adiponektin se distribuuje v lyofilizovaném stavu,
proto byla jeho biologicka aktivita stanovena i po lyofilizaci. Pro stanoveni biologické
aktivity adiponektinu byl pouzit rastovy faktor bFGF o koncentraci 0,1 ng/ml a PDGF-BB
o koncentraci 5 ng/ml. Do experimentu byla opét zatazena kontrola, ktera obsahovala pouze
médium DMEM/F12 s 1% inaktivovanym FBS. Také byl ovéfen vliv samotného
adiponektinu v médiu s 1% inaktivovanym FBS na rast bunék. Na zakladé predchoziho
stanoveni biologické aktivity adiponektinu byla jeho pouzitd koncentrace 30 pug/ml, protoze
u této koncentrace dochazelo k vétsimu poklesu nartistu bunék 3T3-L1. Cely experiment byl
proveden az do cCasu T7, tedy sedm dni od zacatku experimentu. PDGF-BB interaguje
sHMW i MMW formou adiponektinu, stimulaci bFGF inhibuje pouze HMW forma
adiponektinu.
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Obrazek 23 Inhibice ristového faktoru bFGF lyofilizovanym adiponektinem. Graf zavislosti
pramérné¢ho poméru priristku bunék na poméru ¢asu pro jednotlivé typy slozeni média a pro kontrolu,
hodnoty vynesené v grafu byly ziskany pomérem poctu bun¢k v ase TI1, T2, T3, T4, T7 k poctu
bunék v ¢ase T1 pro pfislusné slozeni média. Primémé hodnoty poméru byly ziskany z 3 naméfenych
hodnot, chybov¢ tsecky znazomuji standardni chybu, bFGF — rastovy faktor, ADIPO - lyofilizovany
adiponektin.

Vysledky pro PDGF-BB byly stejné jako v pfedchozim testu. Koncentrace 5 ng/ml PDGF-
BB stimulovala rust bunék dostate¢né jiz v T4. V ptitomnosti rastového faktoru PDGF-BB
s adiponektinem se vyrazné snizil nartust bunék ¢ili adiponektin inhiboval stimulaci ristového
faktoru PDGF-BB.
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Stimulace rustu pomoci bFGF je nepatrna po celou dobu experimentu a rastova kiivka
kopiruje prabéh rastové kiivky kontroly. Piitomnost adiponektinu s bFGF mé¢la na rist bunek
spiSe negativni vliv, protoze na konci experimentu dochazi k ubytku bunék. Samotny
adiponektin nevykazuje negativni vliv na proliferaci a narast bunék v jeho pritomnosti je
po celou dobu experimentu.

Oba rustové faktory mély opét vliv na morfologii bunék. Biologicka aktivita adiponektinu
byla vsak prokazatelna pouze v pfitomnosti PDGF-BB, protoze samotny bFGF nevykazoval
stimulaci rastu bunék 3T3-L1. V predeslych testech vSak pfitomnost 0,1 ng/ml bFGF
stimulovala rist bunék, tato zména muze byt zapfi¢inéna zmeénou citlivosti bunék k tomuto
faktoru Castym pasazovanim nebo Spatnym skladovanim tohoto rustového faktoru. Pridavek
adiponektinu k bFGF vsak snizil pocet bunék, lze tedy usuzovat, ze inhiboval stimulacni
ucinek rastového faktoru, protoze doslo ke snizeni poCtu bun€k. Ze ziskanych vysledki je
mozno fici, ze lyofilizace neméla vliv na biologickou aktivitu adiponektinu.

I kdyz stimulace ristu buneék 3T3-L1 pomoci bFGF nebyla vyrazna, 1ze pozorovat inhibici
rastu v pfitomnosti bFGF a adiponektinu. Snizeni poCtu bunék v pfitomnosti bFGF
s adiponektinem na konci experimentu (T7) pod pocet bun€k kontroly byl pozorovan jiz
v nékolika nepublikovanym pokusech v téze laboratofi. Rustovy faktor bFGF interaguje
pouze s HMW formou adiponektinu. Inhibice bFGF adiponektinem byla také zkouména
a potvrzena jak nabunkach 3T3-L1, tak na lidskych aortalnich burikdch hladké svaloviny
(HASMCs) [30].
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6. ZAVER

Adiponektin je dilezity hormon tukové tkané. V téle se vyskytuje ve tfech oligomernich
formach a plni rizné biologické funkce. Mezi jeho biologické funkce patii naptiklad inhibice
rastovych faktord. S vyuzitim jeho inhibice rustovych faktori by bylo mozno v budoucnu
naptiklad 1€Cit nadorova onemocnéni, kde je koncentrace rastovych faktori zvySena.
Vyzkumy se také zabyvaji vlivem adiponektinu pfi diabetu II. typu ¢i pifi metabolickém
syndromu.

Biologicka aktivita adiponektinu byla stanovena jako mira inhibice stimulace ristového
faktoru. Pro stanoveni biologické aktivity adiponektinu byla vyuzita bunécna kultura,
konkrétn€ linie 3T3-L1. Nejprve vSak musela byt otestovana minimalni koncentrace
inaktivovaného FBS, ktera podporovala rust bunék 3T3-L1. Aby bylo mozné stanovit
inhibi¢ni Gc¢inek adiponektinu, byla nejprve otestovana stimulace rastu bunék 3T3-L1 pomoci
rastovych faktort HB-EGF, PDGF-BB a bFGF o riznych koncentracich (HB-EGF, PDGF-
BB: 0,5 ng/ml, 5 ng/ml, 50 ng/ml; bFGF: 0,01 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,5 ng/ml). Poté¢ byla
otestovana biologicka aktivita adiponektinu s rustovym faktorem, ktery vykazoval nejvyssi
stimulaci rustu bunék 3T3-L1. Byl ovéfen také samotny vliv adiponektinu na rast bunék.

Z testovanych koncentraci inaktivovaného FBS (0,25%, 0,5%, 1% a 10%) byla vybrana
1% koncentrace inaktivovaného FBS. Pii této koncentraci inaktivovaného séra pocet bunék
3T3-L1 po celou dobu experimentu (po 7 dni) pozvolna nartstal, coz bylo Zadouci pro dalsi
experimenty. Médium DMEM/F12 s 1% inaktivovanym FBS bylo pouzito ve vSech dalSich
pokusech. Pii testovani vlivu rastovych faktori na rist bunék byla pozorovana zména
morfologie bunék v pfitomnosti rastovych faktord. V pfitomnosti PDGF-BB a bFGF mély
bunky spiSe protahly tvar, naopak v pfitomnosti EGF dominovaly buriky s kulatym tvarem.
Rastovy faktor EGF pouze mirné stimuloval rast bunék ve vSech pouzitych koncentraci, proto
jiz nebyl nadale pouzivan v nasledujicich pokusech. Nejvhodngjsi koncentrace rastového
faktoru PDGF-BB byla 5 ng/ml. Tato koncentrace dostatecné stimulovala rast bunék jiz
po ¢tyfech dnech (T4) experimentu a v ¢ase T7 nedochazelo ke 100% konfluenci, jako tomu
bylo pfi pouziti 50 ng/ml PDGF-BB. Také rastovy faktor bFGF ve své koncentraci 0,1 ng/ml
dostatecné stimuloval rast bunék. Naopak jako vyssi koncentrace 0,5 ng/ml méla z pocatku
na rust bunek spise negativni vliv, az po 3-4 denni aklimatizaci buiiky zacaly proliferovat.

Pfitomnost adiponektinu v médiu s 5 ng/ml PDGF-BB méla vliv na pocet bunék. Pocet
bunék v pritomnosti samotného PDGF-BB byl vice nez dvojnasobny proti kontrole (pouze
médium s 1% FBS), ale v pfitomnostt PDGF-BB s 20 pg/ml adiponektinu nebyl stimulacni
ucinek tak znatelny a pocet bunék byl vyrazné nizsi. Adiponektin tedy inhiboval stimulaci
PDGF-BB. O néco ucinnéjsi byla koncentrace 30 pg/ml adiponektinu v médiu s PDGF-BB,
kde byl inhibi¢ni u¢inek vyraznéjsi. Samotny adiponektin v médiu nemél vliv na rust bunek.
Také byla ovéfena biologicka aktivita adiponektinu po lyofilizaci a to s 5 ng/ml PDGF-BB
a0,1 ng/ml bFGF. S ristovym faktorem PDGF-BB byl vysledek shodny jako
s nelyofilizovanym adiponektinem. Lyofilizace teda neméla vliv na biologickou aktivitu
adiponektinu. Rustovy faktor bFGF vtomto pokusu nedostatecné stimuloval rist bunék
(pocet bunek podobny jako kontrola), ale v pfitomnosti adiponektinu s bFGF pocet bunék
dokonce klesl pod hodnotu kontroly.

Pro stanoveni biologické aktivity adiponektinu byla vyuzita bunééna linie 3T3-L1. Je vSak
mozné pouzit 1 jiné bunééné kultury, které mohou mit shodné nebo dokonce lepsi vysledky

42



(napiiklad bun&ina linie HASMCs). Cetnost bunék byla stanovena po&itanim bunék
v pocitacich ¢tvercich narysovanych na dno kultivacni jamky. Toto stanoveni bunék muze byt
vSak nepiesné a je velmi zdlouhavé. Kromé pocitaci metody je mozné pouzit fluorescencnich
nebo luminiscen¢nich metod pro stanoveni poctu bunék. Tyto metody jsou sice finan¢né
naro¢n€jsi, avsak jsou rychlejsi a presnéjsi. Pro stimulaci ristu byly otestovany tii rdastové
faktory (HB-EGF, PDGF-BB, bFGF), kde nejvyssi stimulaéni tc¢inek na linii 3T3-L1 mél
rastovy faktor PDGF-BB. Je vSak mozné otestovat i jiné rastové faktory a jiné bunécné linie,
pro které mize byt nejvhodnéjsi jiny rastovy faktor.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AD, ADIPO - adiponektin

bFGF — bazicky fibroblastovy rastovy faktor (basic fibroblast growth factor)

BSA —hovézi sérovy albumin (bovinne serum albimune)

DMEM - Dulbeccovo modifikované Eagleho médium

DMSO - dimethylsulfoxid

EGF - epidermalni ristovy faktor (epidermal growth factor)

EGFR - receptor epidermalniho rastového faktoru (epidermal growth factor receptor)
FBS — fetalni bovinni sérum

FGF - fibroblastovy rastovy faktor (fibroblast growth factor)

FGFR - receptor fibroblastového ristového faktoru

HASMC:s — lidské aortalni buriky hladké svaloviny (human aortic smooth muscle cells)
HB-EGF - heparin vazajici epidermalni ristovy faktor

HMW — vysokomolekularni (hight molecular weight)

LMW - nizkomolekularni (low molecular weight)

MMW - sttednémolekularni (medium molecular weight)

PDGF - rustovy faktor z desticek (platelet derived growth factor)

PDGFR - receptor rustového faktoru z desticek

T75 — kultivaéni l1ahev o objemu 75 cm®



9. PRILOHY

Priloha 1 Zaznam o SDS-PAGE elektroforéze adiponektinu

Zaznam o SDS-PAGE elektroforéze
(SDS-PAGE Report) 0dd. proteinové chemie
(Protein Chemistry Dep.)

Datum (Date): 5.2.2016

ProvedI| (Person): Lenka Dvorackova

Koncentrace akrylamidu 2 i .
(Acrylamide concentration): grad Barveni (Staining): Coomassie blue
Zaostrovaci (Stacking) gel: 4% Separaéni (Resolving) gel: grad
Napéti (Voltage): [ 100 V Napéti (Voltage): [ 200 V

Klad vzorkl (Sample layout):

Cislo jamky Popis vzorku Cis. vyr. Uprava vzorku
(Lane number) (Sample description) LOT (Sample processing)
1
2
3
4 standard (Bio-Rad low range 14-97 kDa)
5 Hu Adiponectin O (1mg)- vystupni kontrola po lyof i gl_ g;;sﬁg?i y_ EE)O redukéni (reduced)
6
7 Hu Adiponectin O (1mg)- vystupni kontrola po lyof 4 2541353281 :_géo nereduk&ni (non-red.)
8
9
10
11
12
13
14
15

Pouzity standard (Standard used): BIO-RAD low range, 14.4 - 21.5- 31 - 45 - 66.2 - 97.4 kDa
Poznamky (Notes):

‘ 4
;
, —
| 5
‘ — |
| -
I
:’ s ’
l .
|
‘ {
e o e e———

SOP-1-3011 P¥iprava a provedeni SDS PAGE
(SOP-1-3011) SDS-PAGE Preparation and Processing Protocol
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10. NAMERENA DATA

Tabulka 3 Naméiena data pro vliv koncentrace séra

. C sra ¢islo pocet bunék
jamka X
[%] testu | po 1 dni | po 2 dnech | po 3 dnech | po 4 dnech | po 7 dnech

Al 1 1 47 61 56 88 170
A2 0,5 1 106 120 177 203 189
A3 0,25 1 77 91 115 139 142
Ad 10 1 108 163 2 12 103
B1 1 1 67 81 113 161 179
B2 0,5 1 19 31 41 49 61
B3 0,25 1 52 57 74 79 70
B4 10 1 62 103 125 256 728
C1 1 1 85 97 162 193 220
C2 0,5 1 38 49 61 77 98
C3 0,25 1 47 71 82 95 78
C4 10 1 88 142 187 385 968
Al 1 2 71 108 126 157 176
A2 0,5 2 53 73 98 111 114
A3 0,25 2 35 58 65 65 50
Ad 10 2 32 51 77 157 768
B1 1 2 42 64 108 138 166
B2 0,5 2 57 94 118 145 123
B3 0,25 2 44 77 99 95 77
B4 10 2 57 99 164 376 952
C1 1 2 36 51 81 100 160
C2 0,5 2 37 66 87 102 111
C3 0,25 2 26 49 51 53 47
C4 10 2 36 61 98 234 728
Al 1 3 22 46 47 77 113
A2 0,5 3 26 55 70 87 61
A3 0,25 3 13 21 24 25 3
Ad 10 3 28 52 70 188 508
B1 1 3 9 15 19 17 34
B2 0,5 3 32 63 84 72 100
B3 0,25 3 32 57 72 63 4
B4 10 3 19 31 44 126 680
C1 1 3 22 45 60 78 97
C2 0,5 3 25 48 61 61 49
C3 0,25 3 24 29 32 32 7
C4 10 3 16 29 31 98 624
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Tabulka 4 Naméiena data pro vliv koncentrace rastovych faktori HB-EGF a PDGF-BB
na proliferaci bunék

] .. pocet bunék
jamka c Cislo testu -
po 1 dni | po 2 dnech | po 3 dnech | po 4 dnech | po 7 dnech

Al 5 ng/ml EGF 4 52 81 149 248 564

A2 5 ng/ml EGF 4 83 153 246 392 620

A3 5 ng/ml EGF 4 69 132 167 292 440

A4 5 ng/ml PDGF 4 78 187 307 688 2408

A5 5 ng/ml PDGF 4 51 120 236 532 1280

A6 5 ng/ml PDGF 4 67 132 297 516 1232

B1 0,5 ng/ml EGF 4 44 96 167 336 480

B2 0,5 ng/ml EGF 4 56 107 168 396 592

B3 0,5 ng/ml EGF 4 55 112 154 256 387
0,5 ng/ml

B4 PDGE 4 86 163 238 484 608
0,5 ng/ml

BS PDGE 4 38 72 129 304 584
0,5 ng/ml

Bo6 PDGF 4 74 164 312 512 568

C1 kontrola 4 59 139 226 416 508

C2 kontrola 4 58 118 264 329 464

C3 kontrola 4 70 154 304 412 497

C4 kontrola 4 55 103 168 323 359

Cs kontrola 4 70 130 188 327 460

Cé kontrola 4 60 116 172 312 356

D1 50 ng/ml EGF 4 80 151 192 284 476

D2 50 ng/ml EGF 4 47 84 204 270 468

D3 50 ng/ml EGF 4 61 123 189 288 423
50 ng/ml

D4 PDGE 4 88 156 184 436 1965
50 ng/ml

D5 PDGE 4 81 167 174 492 2250
50 ng/ml

D6 PDGF 4 60 92 196 324 1806

Al 0,5 ng/ml EGF 5 95 193 229 320 446

A2 0,5 ng/ml EGF 5 85 194 274 389 428

A3 0,5 ng/ml EGF 5 99 234 308 389 416
0,5 ng/ml

A4 PDGE 5 115 230 352 528 468
0,5 ng/ml

A5 PDGF 5 91 215 430 520 484
0,5 ng/ml

A6 PDGE 5 68 131 162 284 419

B1 5 ng/ml EGF 5 94 238 324 446 448

B2 5 ng/ml EGF 5 138 308 368 452 528

B3 5 ng/ml EGF 5 66 183 235 376 548
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] .. pocet bunék

Jamka ¢ Cislo testu po 1 dni | po 2 dnech | po 3 dnech | po 4 dnech | po 7 dnech
B4 5 ng/ml PDGF 5 139 261 401 1024 956
B5 5 ng/ml PDGF 5 94 198 357 1056 914
B6 5 ng/ml PDGF 5 78 210 284 1120 896
C1 50 ng/ml EGF 5 92 186 268 319 392
C2 50 ng/ml EGF 5 67 207 334 345 384
C3 50 ng/ml EGF 5 97 214 259 344 458
C4 50 ng/ml PDGF 5 96 204 288 1058 1184
Cs 50 ng/ml PDGF 5 78 189 244 784 1261
Cé 50 ng/ml PDGF 5 47 118 167 736 1098
D1 kontrola 5 87 123 228 269 460
D2 kontrola 5 93 187 272 384 412
D3 kontrola 5 51 121 187 209 264
D4 kontrola 5 63 127 196 301 344
D5 kontrola 5 69 122 201 272 368
D6 kontrola 5 72 128 168 208 332
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Tabulka 5 Namériené vysledky pro vliv koncentrace ristového faktoru bFGF na proliferaci

bunék
tslo pocet bunék
Jamka c testu po 1 po2 po3 po 4 po7
dni dnech dnech dnech dnech
Al | kontrola 6 59 119 230 259 296
A2 | kontrola 6 51 83 168 198 200
A3 kontrola 6 74 152 275 299 352
A4 | 0,5 ng/ml bEGF 6 87 179 169 197 270
A5 | 0,5 ng/ml bEGF 6 55 93 82 118 126
A6 | 0,5 ng/ml bFGF 6 64 123 147 94 138
B1 %]‘;g/ ml PDGE- 6 67 154 240 416 880
B2 %]‘;g/ ml PDGE- 6 76 153 249 236 736
B3 %]‘;g/ ml PDGE- 6 77 156 203 380 928
Cl 0,01 ng/ml bFGF 6 58 109 144 248 388
C2 0,01 ng/ml bFGF 6 44 107 169 245 380
C3 0,01 ng/ml bFGF 6 73 214 275 364 544
D1 |0,1 ng/ml bFGF 6 52 104 159 326 576
D2 |01 ng/ml bFGF 6 73 163 189 496 1024
D3 |01 ng/ml bFGF 6 59 123 153 392 487
D4 | kontrola 6 51 119 227 259 336
D5 | kontrola 6 67 150 292 406 388
D6 | kontrola 6 32 65 123 295 376
Al | kontrola 7 93 169 244 306 345
A2 %]‘;g/ ml PDGE- 7 109 | 226 380 881 808
A3 0,01 ng/ml bEGF 7 102 215 303 476 562
A4 |0, ng/ml bEGF 7 177 375 476 963 1184
A5 |0,5ng/ml bEGF 7 102 215 238 248 401
Bl |kontrola 7 80 198 282 398 385
B2 %]‘;g/ ml PDGE- 7 145 384 556 1158 469
B3 |0,01 ng/ml bFGF 7 69 161 222 412 504
B4 |0,1 ng/ml bFGF 7 142 318 480 869 944
B5 |0,5 ng/ml bFGF 7 93 232 256 330 584
C1 |kontrola 7 83 198 288 416 348
C2 ]53]1;;;/ ml PDGE- 7 92 291 472 1036 536
C3 0,01 ng/ml bFGF 7 78 185 255 412 384
C4  |0,1 ng/ml bFGF 7 150 393 546 1106 912
C5 0,5 ng/ml bFGF 7 116 384 272 348 541
D1 | kontrola 7 86 168 242 364 328
D2 %]‘;g/ ml PDGE- 7 1o | 173 282 596 481
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pocet bunék

Jjamka c tc(::i?l po 1 po 2 po3 po4 po7
dni dnech dnech dnech dnech

D3 0,01 ng/ml bFGF 7 122 203 258 436 312

D4 0,1 ng/ml bFGF 7 165 318 415 816 956

D5 0,5 ng/ml bFGF 7 120 240 211 215 398
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Tabulka 6 Naméiena data pro inhibici PDGF-BB adiponektinem

tslo pocet bunék
Jjamka c testu po 1 po2 po3 po 4
dni dnech dnech dnech
Al kontrola 8 124 226 324 413
A2 5 ng/ml PDGF-BB 8 130 269 348 1056
A3 20ug/ml ADIPO 8 94 170 237 361
A4 30ug/ml ADIPO 8 93 219 266 462
20ug/ml ADIPO+
A5 Sng/ml PDGF 8 149 278 336 744
30ug/ml ADIPO+
A6 Sng/ml PDGF 8 137 281 322 568
B1 kontrola 8 114 238 340 394
B2 5 ng/ml PDGF-BB 8 109 217 382 948
B3 20ug/ml ADIPO 8 115 197 278 424
B4 30ug/ml ADIPO 8 86 157 201 314
20ug/ml ADIPO+
B5 Sng/ml PDGF 8 125 215 329 697
30ug/ml ADIPO+
B6 Sng/ml PDGF 8 173 275 310 704
C1 kontrola 8 139 282 311 483
C2 5 ng/ml PDGF-BB 8 87 159 278 868
C3 20ug/ml ADIPO 8 114 213 304 453
C4 30ug/ml ADIPO 8 117 203 241 385
20ug/ml ADIPO+
Cs Sng/ml PDGF 8 98 194 239 528
30ug/ml ADIPO+
Ceo Sng/ml PDGF 8 159 284 306 676
D1 kontrola 8 109 219 304 448
D2 5 ng/ml PDGF-BB 8 118 207 351 896
D3 20ug/ml ADIPO 8 107 170 210 408
D4 30ug/ml ADIPO 8 106 173 226 388
20pg/ml ADIPO+
D5 Sng/ml PDGF 8 102 176 186 556
30ug/ml ADIPO+
D6 Sng/ml PDGF 8 61 112 125 272
Al kontrola 9 138 251 296 408
A2 5 ng/ml PDGF-BB 9 120 210 324 676
A3 20ug/ml ADIPO 9 121 211 304 432
A4 30ug/ml ADIPO 9 93 191 276 364
20ug/ml ADIPO+
A5 Sng/ml PDGF 9 109 212 263 464
30ug/ml ADIPO+
A6 Sng/ml PDGF 9 143 252 309 548
B1 kontrola 9 127 272 346 404
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pocet bunék

Jjamka c pol po 2 po3 po 4
testu dni dnech dnech dnech

B2 5 ng/ml PDGF-BB 9 85 156 296 492

B3 20ug/ml ADIPO 9 112 225 273 352

B4 30ug/ml ADIPO 9 118 246 283 326
20ug/ml ADIPO+

B5 Sng/ml PDGF 9 114 217 275 508
30ug/ml ADIPO+

B6 Sng/ml PDGF 9 103 185 239 396

C1 kontrola 9 111 243 317 359

C2 5 ng/ml PDGF-BB 9 98 207 354 528

C3 20ug/ml ADIPO 9 131 313 397 388

C4 30ug/ml ADIPO 9 87 201 259 320
20ug/ml ADIPO+

Cs Sng/ml PDGF 9 88 183 244 432
30ug/ml ADIPO+

Ceo Sng/ml PDGF 9 72 166 254 432

D1 kontrola 9 115 199 297 315

D2 5 ng/ml PDGF-BB 9 86 147 224 379

D3 20ug/ml ADIPO 9 109 211 297 368

D4 30ug/ml ADIPO 9 108 198 252 308
20ug/ml ADIPO+

D5 Sng/ml PDGF 9 106 196 216 418
30ug/ml ADIPO+

D6 Sng/ml PDGF 9 94 170 223 432




Tabulka 7 Prepocitana data

ro inhibici PDGF-BB adiponektinem

. ¢islo pocet bunék
jamka C

testu T1/T1 T2/T1 T3/T1 T4/T1

A1l |kontrola 8 1 1,823 2,613 3,331

A2 |5 ng/ml PDGF-BB 8 1 2,069 2,677 8,123

A3 | 20ug/ml ADIPO 8 1 1,809 2,521 3,840

A4 | 30ug/ml ADIPO 8 1 2,355 2,860 4,968
20ug/ml ADIPO+

A5 Sng/ml PDGF 8 1 1,866 2,255 4,993
30ug/ml ADIPO+

A6 Sng/ml PDGF 8 1 2,051 2,350 4,146

B1 |kontrola 8 1 2,088 2,982 3,456

B2 |5 ng/ml PDGF-BB 8 1 1,991 3,505 8,697

B3 |20pg/ml ADIPO 8 1 1,713 2,417 3,687

B4 |30pg/ml ADIPO 8 1 1,826 2,337 3,651
20ug/ml ADIPO+

B5 Sng/ml PDGF 8 1 1,720 2,632 5,576
30ug/ml ADIPO+

B6 Sng/ml PDGF 8 1 1,590 1,792 4,069

C1 |kontrola 8 1 2,029 2,237 3,475

C2 |5 ng/ml PDGF-BB 8 1 1,828 3,195 9,977

C3 |20pg/ml ADIPO 8 1 1,868 2,667 3,974

C4 |30pg/ml ADIPO 8 1 1,735 2,060 3,291
20ug/ml ADIPO+

Cs Sng/ml PDGF 8 1 1,980 2,439 5,388
30ug/ml ADIPO+

Ceo Sng/ml PDGF 8 1 1,786 1,925 4,252

D1 |kontrola 8 1 2,009 2,789 4,110

D2 |5 ng/ml PDGF-BB 8 1 1,754 2,975 7,593

D3 |20ug/ml ADIPO 8 1 1,589 1,963 3,813

D4 |30ug/ml ADIPO 8 1 1,632 2,132 3,660
20ug/ml ADIPO+

D5 Sng/ml PDGF 8 1 1,725 1,824 5,451
30ug/ml ADIPO+

D6 Sng/ml PDGF 8 1 1,836 2,049 4,459

Al |kontrola 9 1 1,819 2,145 2,957

A2 |5 ng/ml PDGF-BB 9 1 1,750 2,700 5,633

A3 | 20ug/ml ADIPO 9 1 1,744 2,512 3,570

A4 | 30ug/ml ADIPO 9 1 2,054 2,968 3,914
20ug/ml ADIPO+

A5 Sng/ml PDGF 9 1 1,945 2,413 4,257
30ug/ml ADIPO+

A6 Sng/ml PDGF 9 1 1,762 2,161 3,832

B1 |kontrola 9 1 2,142 2,724 3,181
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pocet bunék

jamka C

testu T1/T1 T2/T1 T3/T1 T4/T1

B2 |5 ng/ml PDGF-BB 9 1 1,835 3,482 5,788

B3 |20pg/ml ADIPO 9 1 2,009 2,438 3,143

B4 |30pg/ml ADIPO 9 1 2,085 2,398 2,763
20pg/ml ADIPO+

B5 Sng/ml PDGF 9 1 1,904 2,412 4,456
30ug/ml ADIPO+

B6 Sng/ml PDGF 9 1 1,796 2,320 3,845

C1 |kontrola 9 1 2,189 2,856 3,234

C2 |5 ng/ml PDGF-BB 9 1 2,112 3,612 5,388

C3 |20ug/ml ADIPO 9 1 2,389 3,031 2,962

C4 |30pg/ml ADIPO 9 1 2,310 2,977 3,678
20pg/ml ADIPO+

Cs Sng/ml PDGF 9 1 2,080 2,773 4,909
30ug/ml ADIPO+

Cé Sng/ml PDGF 9 1 2,306 3,528 6,000

D1 |kontrola 9 1 1,730 2,583 2,739

D2 |5 ng/ml PDGF-BB 9 1 1,709 2,605 4,407

D3 |20ug/ml ADIPO 9 1 1,936 2,725 3,376

D4 |30ug/ml ADIPO 9 1 1,833 2,333 2,852
20pg/ml ADIPO+

D5 Sng/ml PDGF 9 1 1,849 2,038 3,943
30ug/ml ADIPO+

D6 Sng/ml PDGF 9 1 1,809 2,372 4,596




Tabulka 8 Namérena data pro inhibici bFGF a PDGF-BB lyofilizovanym adiponektinem

. tislo pocet bunék
jamka c testu | PO 1 po 2 po 3 po4 po7
dni dnech dnech dnech dnech

Al |kontrola 10 | 131 186 213 331 524
A2 |30pg/ml AD 10 | 124 177 208 288 432
A3 |0,1 ng/ml bFGF 10 | 109 139 140 194 298
A4 |30pg/ml AD+ FGF 10 | 110 167 180 210 192
A5 |5 ng/ml PDGF 10 | 93 134 165 296 846
A6 |30pg/ml AD+PDGF | 10 | 119 149 194 338 796
Bl |kontrola 10 | 124 132 136 256 315
B2 |30pg/ml AD 10 | 147 193 249 373 520
B3 |0,1 ng/ml bFGE 10 | 104 164 173 296 479
B4 | 30pg/ml AD+ FGF 10 | 85 138 154 174 184
B5 |5 ng/ml PDGF 10 | 76 115 157 340 691
B6 |30pg/ml AD+PDGF | 10 | 115 160 213 294 768
C1 |kontrola 10 | 132 164 182 289 548
C2  |30pg/ml AD 10 | 107 186 210 310 696
C3 |0,1 ng/ml bFGF 10| 82 119 122 204 277
C4  |30pg/ml AD+ FGF 10 | 113 157 161 243 193
C5 |5 ng/ml PDGF 10 | 35 60 68 151 359
C6 |30pg/ml AD+PDGF | 10 | 108 137 177 279 705

Tabulka 9 Pirepocitana data pro inhibici bFGF a PDGF-BB lyofilizovanym adiponektinem
. ¢islo Pomér poctu bunék

jamka ¢ testu |TI/T1| T2/T1 | T3/T1 | T4/T1 | TWT1
Al |kontrola 10 1 | 1,419847 ] 1,625954 | 2,526718 4
A2 |30pg/ml AD 10 1| 1,427419 ] 1,677419 | 2,322581 | 3,483871
A3 0,1 ng/ml bFGF 10 1| 1,275229 | 1,284404 | 1,779817 | 2,733945
A4 |30pg/ml AD+FGF | 10 1 | 1,518182] 1,636364 | 1,909091 | 1,745455
A5 |5ng/ml PDGF 10 1 | 1,44086 | 1,774194 | 3,182796 | 9,096774
Ag | Oug/ml AD 10 1| 1,252101 | 1,630252 | 2,840336 | 6,689076

+PDGF

Bl |kontrola 10 1 | 1,064516 | 1,096774 | 2,064516 | 2,540323
B2 |30pg/ml AD 10 1| 1,312925 ] 1,693878 | 2,537415 | 3,537415
B3 |0,1 ng/ml bFGF 10 1| 1,576923 | 1,663462 | 2,846154 | 4,605769
B4 |30pg/ml AD+FGF | 10 1| 1,623529 | 1,811765 | 2,047059 | 2,164706
B5 |5 ng/ml PDGF 10 1 | 1,513158 | 2,065789 | 4,473684 | 9,092105
B6 i%‘lggénglAD 10 1| 1,391304 | 1,852174 | 2,556522 | 6,678261
C1 |kontrola 10 1| 1,242424 [ 1,378788 | 2,189394 | 4,151515
C2 |30pg/ml AD 10 1 | 1,738318 | 1,962617 | 2,897196 | 6,504673
C3 [0,1 ng/ml bFGF 10 1| 1.45122 | 1,487805 | 2,487805 | 3,378049
C4 [30pg/ml AD+FGF | 10 1| 1,389381 | 1,424779 | 2,150442 | 1,707965
C5 |5 ng/ml PDGF 10 1| 1,714286 | 1,942857 | 4,314286 | 10,25714
C6 i%*];gén; AD 10 1| 1,268519 | 1,638889 | 2,583333 | 6,527778
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11. STATISTICKE ZPRACOVANI DAT POMOCI MULTI-WAY
ANOVY

11.1. Multi-way ANOVA pro vliv koncentrace séra

Data byla transformovana dvojitym odmocnénim pro test multi-way ANOVA, ktery
vyzaduje normalni rozlozeni. Normalita rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk.
Také byla pouzita pouze data s Casem T4 a T7 (Styfi a sedm dni od zacatku testu). Pouzita
data jsou zobrazena v tabulce 3. Bylo zji§téno, Ze koncentrace séra méla vliv na proliferaci
bunék (P < 0,001).

Summary statistic

conc test T count sqrt_sqrt_serum
0.25:18 1:24 4:36 Min. : 3.00 Min. :1.316
0.5 :18 2:24 7:36 1stQu.:68.75 1 stQu.:2.879
1 18 3:24 Median :102.50 Median :3.182
10 :18 Mean :182.67 Mean :3.333

3rd Qu.:176.75  3rd Qu.:3.646

Max. :968.00 Max. :5.578

o
™

15

tetnost
10

T T T T T T
1 2 3 4 5 6
sqgrt_sqrt_serum
Obrazek 24 Histogram - vliv koncentrace séra, data byla dvakrat odmocnéna a byly pouzity
pouze Casy T4 a T7

Shapiro-Wilk normality test
data: sqrt_sqrt_serum

W =0.93663, p-value = 0.001287

Anova Table (Type II tests)
Response: sqrt_sqrt_serum
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Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)
conc 25.8672 3 37.1825 1.431e-12 ***
T 17099 1 7.3735 0.009172 **
test 5.1548 2 11.1144 0.000108 **3*
conc:T 7.9956 3 11.4932 8.491e-06 ***
conc:test 3.1733 6 2.2807 0.051242 .
T:test 0.1284 2 0.2768 0.759393
conc:T:test 0.8183 6 0.5881 0.738085
Residuals 11.1309 48

Signif. codes: 0 "***'(0.001 **' 0.01 *'0.05".'0.1"'"1

Priamér (means)

test: 1 2 3

T: 4 7 4 7 4 7
0.25 3.178975 3.105449  2.886522 2.746578 2.477265 1.452288
0.5 3.127545 3.216274  3.297980 3.281231 2.920570 2.867570
1 3450725 3.706634  3.376495 3.596107 2.654876  2.937805
10 3.430272 4.652659  3.951468 5.337783 3.399865 4.950685

Smeérodatna odchylka (std.deviations)

test: 1 2 3

T: 4 7 4 7 4 7
0.25 0.2314846 0.3027403  0.2158006 0.18789453  0.3029689 0.1587142
0.5 0.5823058 0.4605540  0.1528775 0.04381435  0.1298644 0.2658653
1 0.3459405 0.1274448  0.1938334 0.04326758  0.5407092 0.4570864
10 1.3757210 1.2847859  0.4332698 0.19106690 0.2815482 0.1841346

Pocet dat (count)

test: 1 2 3
T: 4 7 4 17 4 17
0253 3 3 3 3 3
05 3 3 3 3 3 3
1 3 3 3 3 3 3
10 3 3 3 3 3 3

11.2. Multi-way ANOVA pro vliv koncentrace rustového faktoru EGF

Test multi-way ANOVA vyzaduje normalni rozlozeni. Normalita rozlozeni dat byla
testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data zobrazuje tabulka 4. Pro dodrzeni normality byla
pouzita pouze data s Casem T4 a T7 (Ctyfi a sedm dni od zacatku testu). Bylo zji§téno, ze
koncentrace EGF méla vliv na proliferaci bunék (P < 0,001).

Summary statistic
conc test T count
0,5 ng/ml EGF: 12 4:30 4:30 Min. :208.0
5 ng/ml EGF: 12 5:30  7:30  1st Qu.:322.2

50 ng/ml EGF: 12 Median :388.0
kontrola: 24 Mean :387.1
3rd Qu.:449.0

Max. :620.0
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cetnost

200 300 400 500 600
count

Obrazek 25 Histogram - vliv koncentrace EGF, byly pouzity pouze ¢asy T4 a T7

Shapiro-Wilk normality test
data: count

W =0.98644, p-value = 0.7448

Anova Table (Type II tests)
Response: count
Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)

conc 68685 3  6.4872 0.0009885 ***
T 194712 1 55.1707 2.712e-09 ***
test 8736 1 24754 0.1228056
conc:T 9859 3 0.9312 0.4336725
conc:itest 33342 3 3.1491 0.0342794 *

1

3

T:test 16934 4.7983 0.0338309 *
conc:T:test 13289 1.2551 0.3014260
Residuals 155288 44

Signif. codes: 0 "*** (0.001 **'0.01 *'0.05"'0.1""1

Pramér (means)

test: 4 5

T: 4 7 4 7

0,5 ng/ml EGF 329.3333 486.3333 366.0000 430.0000
5ng/ml EGF  310.6667 541.3333 424.6667 508.0000

50 ng/ml EGF 280.6667 455.6667 336.0000 411.3333
kontrola 353.1667 440.6667 273.8333 363.3333
Smérodatna odchylka (std. deviations)

test: 4 5

T: 4 7 4 7

0,5 ng/ml EGF 70.237692 102.64664 39.83717  15.09967
5ng/ml EGF  73.792502 92.11587 4225321 5291503
50 ng/ml EGF  9.451631  28.57155 14.73092 40.61199
kontrola 47.503333  67.02736 65.48104 67.76036
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Pocet dat (counts)

test: 4 5

T: 4 7 4 7
0,5ng/ml EGF 3 3 3 3
Sng/mlEGF 3 3 33
50 ng/mlEGF 3 3 3 3
kontrola 6 6 6 6

11.3. Multi-way ANOVA pro vliv koncentrace rustového faktoru PDGF

Data byla transformovana logaritmizaci pro test multi-way ANOVA, ktery vyzaduje
normalni rozlozeni. Normalita rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data
zobrazuje tabulka 3. Z téchto dat byla pouzita pouze data s ¢asem T4 a T7 (Ctyfi a sedm dni
od zacatku testu). Bylo zjiSténo, ze pritomnost PDGF méla vliv na proliferaci bunék

(P <0,001).
Summary statistic
conc test T count log PDGF
0,5 ng/ml PDGF:12 4:30 4:30 Min. :208.0 Min. :5.338
5ng/ml PDGF :12  5:30 7:30 1st Qu.: 353.0 st Qu.:5.866
50 ng/ml PDGF :12 Median : 488.0 Median :6.190
kontrola 24 Mean :672.8 Mean :6.318
3rd Qu.: 900.5 3rd Qu.:6.803
Max. :2408.0 Max. :7.787
Q-
wn |
*g
L
58 E ]
ol
[ ]

50 55 6.0 6.5
log_PDGF

| | |
7.0 79 8.0

Obrazek 26 Histogram - vliv koncentrace PDGF, data byla logaritmovana a byly pouzity pouze

Casy T4 aT7

Shapiro-Wilk normality test
data: log_ PDGF
W =0.94121, p-value = 0.006138

63



Anova Table (Type II tests)

Response: log_PDGF

SumSq Df  Fvalue Pr(>F)
conc 12.7916 3 114.9425 <2.2e-16 ***
T 26174 1 70.5585 1.083e-10 ***
test 01177 1 3.1719 0.08182.
conc:T 1.1734 3 10.5438 2.392e-05 ***
conc:test 02891 3 2.5982 0.06418 .
1
3
4

T:test 0.9495 25.5959  7.927e-06 ***
conc:T:test 1.2704 11.4159 1.156e-05 ***
Residuals 1.6322 4

Signif. codes: 0 "***'(0.001 *#*" 0.01 *'0.05".'0.1"'"1

Priamér (means)

test: 4 5

T: 4 7 4 7
0,5 ng/ml PDGF 6.045812 6.374066 6.057300 6.122808
5 ng/ml PDGF  6.352180 7.352520 6.971600 6.826176
50 ng/ml PDGF 6.018955 7.600268 6.743258 7.072520

kontrola 5.859730 6.078073 5.589690 5.880343
Smeérodatna odchylka (std. deviations)

test: 4 5

T: 4 7 4 7

0,5 ng/ml PDGF 0.2861211 0.03421736 0.35370268 0.07545366
5 ng/ml PDGF  0.1580175 0.37636769 0.04553284  0.03320490
50 ng/ml PDGF 0.2149624 0.11089186 0.19387625 0.06929989

kontrola 0.1300193 0.15881031 0.23200195 0.19151558
Pocet dat (counts)

test: 4 5

T: 4 7 4 7

0,5 ng/ml PDGF 3 3 3 3

Sng/mlPDGF 3 3 3 3

50 ng/ml PDGF 3 3 3 3

kontrola 6 6 6 6

11.4. Multi-way ANOVA pro vliv koncentrace riustového faktoru FGF

Data byla transformovana logaritmizaci pro test multi-way ANOVA, ktery vyzaduje
normalni rozlozeni. Normalita rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data
zobrazuje tabulka 5. Bylo zjisténo, ze pfitomnost rastového faktoru FGF meéla vliv
na proliferaci bunék (P < 0,001).

Summary statistic

conc test T count log FGF
0,01 ng/ml bFGF: 35  6:75 1:31 Min. : 32.0 Min. :3.466
0,1 ng/ml bFGF: 35 7:80 2:31 1 stQu.: 123.0 1st Qu.:4.812
0,5 ng/ml bFGF : 35 3:31 Median : 232.0 Median :5.447
kontrola : 50 4:31 Mean :281.4 Mean :5.372
7:31  3rd Qu.: 375.5 3rd Qu.:5.928
Max. :1184.0 Max. :7.077
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Obrazek 27 Histogram - vliv koncentrace FGF, data byla logaritmovana

Shapiro-Wilk normality test

data: log_FGF

W =0.98761, p-value = 0.1857

Anova Table (Type II tests)

Response: log_ FGF

Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)
conc 7595 3 46.8640 < 2.2e-16 ***
T 53.379 4 247.0189 <2.2e-16 ***
test 10.588 1 1959882 <2.2e-16 ***
conc:T 3.932 12 6.0650 3.864e-08 ***
conc:test 2.222 3 13.7127  1.044e-07 ***
T:test 0312 4 1.4454 0.2236
conc:T:test 0.964 12 1.4874 0.1387
Residuals 6.213 115

Priamér (means)
test:
T.

0,01 ng/ml bFGF 4.045031 4.910051

1

0,1 ng/ml bFGF 4.106414
0,5 ng/ml bFGF 4.210708

kontrola

test:

T:

0,01 ng/ml bFGF
0,1 ng/ml bFGF
0,5 ng/ml bFGF
kontrola

3.985947

1
4.504952
5.062139
4.674664
4.446954

Signif. codes: 0 "***'(0.001 *#*" 0.01 *'0.05".'0.1"'"1

2 3 4 7

5.238828 5.637280 6.066709
5.113696 5.988245 6.491948
4.842350 4.865728 5.120653
5.348784 5.632616 5.760002

4.850108
4.844057
4.697665

7
2 3 4 7
5.246401 5.552658 6.071277 6.061931
5.856210 6.167525 6.837579 6.901294
5.562164 5.493777 5.633840 6.160933
5.207599 5.572743 5.909469 5.860501
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Smeérodatna odchylka (std. deviations)

test: 6

T: 1 2 3 4 7
0,01 ng/ml bFGF 0.2534866 0.3949513 0.3369536 0.2251394 0.2013959
0,1 ng/ml bFGF 0.1714415 0.2270674 0.1125506 0.2103541 0.3897805
0,5 ng/ml bFGF  0.2336389 0.3285546 0.3836580 0.3790003 0.4162532

kontrola 0.2945897 0.3374020 0.3260796 0.2354990 0.2454243
test: 7
T: 1 2 3 4 7

0,01 ng/ml bFGF 0.25766943 0.12622729 0.12723889 0.06820038 0.26619255
0,1 ng/ml bFGF 0.09810252 0.11039643 0.11207677 0.13283605 0.11859012
0,5 ng/ml bFGF  0.11777235 0.26303829 0.10923233 0.23004692 0.19961910

kontrola 0.06427995 0.09317871 0.09248015 0.13579918 0.06711204
Pocet dat (counts)

test: 6 7

T: 1 2347 1 2347

0,01 ng/mlbFGF 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4

0,1 ng/mlbFGF 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4

0,5ng/mlbFGF 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4

kontrola 6 6 6 66 4 4 4 4 4

11.5. Multi-way ANOVA pro inhibici PDGF-BB adiponectinem

Pocet bunék byl vyjadfen pomérem v daném cCase k prvnimu ¢asu. Data byla transformovana
logaritmizaci pro test multi-way ANOVA, ktery vyzaduje normalni rozlozeni. Normalita
rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data zobrazuje tabulka 7, z téchto
dat byly pouzity dva posledni Casy a to ¢as T3/T1 a T4/T1. Adiponektin mél vliv na stimulaci

bunék pomoci PDGF (P < 0,001).
Summary statistic

conc test T.T1 pomér log AD_PDGF

20pg/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF:16 ~ 8:24 T3/T1:24  Min. :1.792 Min. :0.5833
30ug/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF:16 ~ 9:24 T4/T1:24  1st Qu.:2.432 1st Qu.:0.8888
5 ng/ml PDGF-BB :16 Median :3.722  Median :1.3139
Mean :3.996  Mean :1.2898
3rd Qu.:4.930 3rd Qu.:1.5953

Max. :9.977 Max. :2.3003
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Obrizek 28 Histogram - inhibice PDGF adiponektinem, data byla logaritmovana a byly
pouzity pouze ¢asy T4/T1aT7/T1

Shapiro-Wilk normality test
data: log_AD_PDGF

W =0.96654, p-value = 0.185

Anova Table (Type II tests)
Response: log_AD_PDGF
Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)

conc 1.2320 2 32.0856 1e-08 ***

T/T1 6.2628
test 0.0383

conc:test 0.3033

326.2029 < 2.2e-16 ***
1.9955 0.1663571

7.8985 0.0014321 **

1
1
conc:T/T1 0.0339 2 0.8841  0.4218489
2
1

T/T1:test 0.2750
conc:T/T1:test 0.0513 2
Residuals 0.6912 36

14.3260  0.0005618 *3**
1.3358 0.2756792

Signif. codes: 0 "*#**'0.001 "**'0.01 *'0.05".'0.1""1

Priamér (means)

test: 8
T/T1: T3/T1
20pg/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 0.8182947
30ug/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 0.7024930
5 ng/ml PDGF-BB 1.1226388

smérodatna odchylka (std.deviations)

test: 8
T/T1: T3/T1
20pg/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 0.1581510
30pg/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 0.1152513
5 ng/ml PDGF-BB 0.1138658

T4/T1
1.676623
1.441961
2.146314

T4/T1

0.04785867
0.03961073
0.11665221

9
T3/T1 T4/T1
0.8732624 1.476488
0.9341941 1.501752
1.1206470 1.662962

9
T3/T1 T4/T1
0.1260294 0.09154265
0.2212656 0.21115733
0.1691633  0.12343966
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pocet (count)

test: 8 9

T/T1 T3/T1 T4/T1 T3/T1 T4/T1
20pg/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 4 4 4 4
30ug/ml ADIPO+ 5ng/ml PDGF 4 4 4 4

5 ng/ml PDGF-BB 4 4 4 4

11.6. Multi-way ANOVA pro inhibici PDGF-BB lyofilizovanym adiponectinem

Pocet bunék byl vyjadfen pomérem v daném cCase k prvnimu ¢asu. Data byla transformovana
odmocnénim pro test multi-way ANOVA, ktery vyzaduje normalni rozlozeni. Normalita
rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data zobrazuje tabulka 9, z téchto
dat byly pouzity dva posledni Casy a to ¢as T4/T1 a T7/T1. Adiponektin mél vliv na stimulaci
bunék pomoci PDGF (P <0,001). Lyofilizace tedy nemeéla vliv na biologickou aktivitu

adiponektinu.
Summary statistic
conc T count sqrt_Lyo_AD_PDGF
30pg/ml AD + PDGF-BB: 6 T4/T1:6 ~ Min. :2.557 Min. :1.599
5 ng/ml PDGF-BB: 6 T7/T1:6  1st Qu.: 3.097 1st Qu.:1.759

Median : 5.501 Median :2.335

Mean :5.691 Mean :2.319
3rd Qu.: 7.290 3rd Qu.:2.694
Max. :10.257 Max. :3.203

getnost
Z

1.5 20 25 3.0 35
sqrt_Lyao AD PDGF

Obrazek 29 Histogram - inhibice PDGF lyofilizovanym adiponektinem, data byla odmocnéna
a byly pouzity pouze Casy T4/T1 aT7/T1

Shapiro-Wilk normality test
data: sqrt_Lyo_AD_PDGF
W =0.90592, p-value = 0.1891
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Anova Table (Type 11 tests)
Response: sqrt_Lyo_AD_PDGF
Sum Sq Df  Fvalue Pr(>F)
conc 0.56043 1 47.6403 0.0001243 ***
T 3.09254 1 262.8885 2.105e-07 ***
conc:T  0.01497 1 1.2726  0.2919688
Residuals 0.09411 8

Signif. codes: 0 "***'(0.001 *#*" 0.01 *'0.05".'0.1"'"1

Priamér (means)

T4/T1 T7/T1
30pg/ml AD +PDGF-BB 1.630506  2.575170
5 ng/ml PDGF-BB 1.992078  3.078025

Smeérodatna odchylka (std. deviations)
T4/T1 T7/T1
30ug/ml AD +PDGF-BB 0.0476626 0.01754069

5 ng/ml PDGF-BB 0.1811671 0.10795284
Pocet dat (counts)
T4/T1 T7/T1
30ug/ml AD +PDGF-BB 3 3
5 ng/ml PDGF-BB 3 3

11.7. Multi-way ANOVA pro inhibici bFGF lyofilizovanym adiponectinem

Pocet bunék byl vyjadfen pomérem v daném case k prvnimu ¢asu. Data byla transformovana
logaritmizaci pro test multi-way ANOVA, ktery vyzaduje normalni rozlozeni. Normalita
rozlozeni dat byla testovana testem Shapiro-Wilk. Pouzita data zobrazuje tabulka 9, z téchto
dat byl pouzit posledni ¢as (T7/T1). Adiponektin mel maly vliv na stimulaci bunék pomoci

FGF (P <0,05). Lyofilizace neméla vliv na aktivitu adiponektinu
Summary statistic

conc T pomér log_Lyo_AD_FGF
0,1 ng/ml bFGF : 3 T7/T1:6  Min. :1.708 Min. :0.5353
30pg/ml AD+bFGF: 3 1st Qu.: 1.850 1st Qu.:0.6108

Median: 2.449  Median :0.8890
Mean :2.723 Mean :0.9358
3rd Qu.: 3.217 3rd Qu.:1.1644
Max. :4.606 Max. :1.5273
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Obrazek 30 Histogram - inhibice FGF lyofilizovanym adiponektinem, data byla logaritmovana
a byl pouzit pouze posledni ¢as (T7/T1)

Shapiro-Wilk normality test
data: log_Lyo_AD_FGF
W =0.93113, p-value = 0.5889

Anova Table (Type II tests)
Response: log_Lyo_AD_FGF
Sum Sq Df Fvalue Pr(>F)
conc 0.59268 1 13.787 0.0206 *
Residuals 0.17195 4

Signif. codes: 0 '***' (0.001 **'0.01 *'0.05"'0.1""1

Pramér (means)
0,1 ng/ml bFGF 1.250118
30ug/ml AD+bFGF  0.621534

Smérodatna odchylka (std. deviations)
0,1 ng/ml bFGF 0.2623264
30ug/ml AD+bFGF  0.1310044

Pocet dat (counts)

0,1 ng/ml bFGF 3
30pg/ml AD+bFGF 3
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