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ANOTACE

Bakalafska prace je zaméfena na terapeuticky potencial mezenchymalnich kmenovych bunék
ve veterindrni mediciné koni a medicin¢ lidi. Kmenové bunky jsou v tivodu prace nejprve
charakterizovany a zaroven je popsana schopnost jejich diferenciace. Prace je nasledné
zaméfena na pohybovy aparat koni a jeho poruchy, které je mozné léCit pravé pomoci
mezenchymalnich kmenovych bunék. V zavérecné Casti prace jsou shrnuty moznosti vyuziti
mezenchymalnich kmenovych bunék u lidi se zaméfenim nanékterd autoimunitni

a neurodegenerativni onemocnéni.

KLICOVA SLOVA

mezenchymalni kmenové buiiky, pohybovy aparat, poskozeni pohybového aparatu, terapie

kmenovymi buitkami

TITLE

Regeneration of the Musculoskeletal System by Stem Cells

ANNOTATION

The bachelor’s thesis is focused on the therapeutic potential of mesenchymal stem cells
in equine and human medicine. First are described the properties and differentiation capacity
of stem cells. Next, the thesis focuses on the equine musculoskeletal system and its disorders
that can be treated with mesenchymal stem cells and that are encountered in practice. The final
part of the thesis is devoted to the possibilities of using mesenchymal stem cells in human

medicine, focusing on some autoimmune and neurodegenerative diseases.
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mesenchymal stem cells, musculoskeletal system, musculoskeletal disorders, stem cell therapy
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UvVoD

Potencial kmenovych bunék predstavuje slibnou budoucnost v terapii fady onemocnéni.
V dnes$ni dobé jsou kmenové bunky vyuzivany kl1éébé rliznych neurodegenerativnich
onemocnéni, autoimunitnich onemocnéni nebo k 1é€bé onemocnéni pohybového aparatu.
ve specifické linie tkani, ve kterych se nachazeji. V ramci terapie riznych onemocnéni je jejich
diilezitou vlastnosti i schopnost zmirnéni zanétu. Kmenové buiky se déli na buiiky totipotentni,
pluripotentni, multipotentni, oligopotentni a unipotentni. Nejvétsi uspéch v bunééné terapii
maji mezenchymalni kmenové buniky (MSC), které se mohou diferenciovat v rizné specifické
buiikky jako jsou osteoblasty, chondrocyty nebo adipocyty. Mimo schopnost diferenciace
je velkou vyhodou moznost jejich izolace zriznych tkani, bunky muizeme ziskat z tkané
tukové, kostni diené, periferni krve nebo i krve pupecnikové. Kmenové buiiky jsou hojné
vyuzivany i ve veterinarni mediciné koni, hlavné pro terapii poruch pohybového aparatu, ktery
je pro koné stézejni. Nejcastéji jsou vyuzivany pravé MSC, a to k 1€¢bé tenditid neboli zanétu
Slach, osteoartritidy a nékteré studie se pokousi o 1é€bu zlomenin pomoci MSC.

I kdyz je terapie pomoci kmenovych bun¢k hodné slibnd, neni vSak pfesny mechanismus
jejich funkénosti objasnén, a proto nejsou plné schvaleny k 1€cbé veskerych onemocnéni. Tato
prace se zaméfuje na vyuziti terapeutického ucinku MSC pro 1é€bu nejbéznéjSich poruch
pohybového aparatu u koni, kde je potencial téchto bunék nejvice vyuzit. A zaroven nastifiuje
terapeutické vyuziti v klasické mediciné, kde se nejCastéji setkavame s 1éCbou

neurodegenerativnich a autoimunitnich onemocnéni.
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1. Kmenové bunky

Kmenové buniky pfedstavuji soubor bunék, ze kterych se vytvareji jednotlivé organy
g tkang. Vznikaji v ¢asné fazi ontogeneze a v dospélosti pak pretrvavaji v tkani tukové, kostni
dfeni, krvi nebo pupecniku. Kmenové bunky jsou schopny sebeobnovy a diferenciace
ve specifické druhy bunék (Filip 2006, Tian 2023). Bunky se déli asymetrickym délenim, tudiz
z jedné matetské bunky vznikaji dvé bunky dcefiné, jedna z bun€k dcefinych je fenotypove
totozna s bunkou matefskou, mdji tedy stejné vlastnosti. Druhd buiika dcefind je vice
diferencovana a mize vytvéiet specializované struktury. Kmenové buiiky si zachovavaji
schopnost délit se 1 symetricky pfi potiebé organismu, kdy mitotickym délenim vznikaji z jedné
matefské buiiky dvé buniky deefiné neboli fenotypové stejné kmenové buriky jako je ta matei'ska
(Smetana 2010).

Ve tkdnich nalézame specifické mikroprostfedi oznaCované jako ,, nmiche®,
ve kterém se kmenové bunky nachazeji. Toto mikroprostfedi obsahuje rastové faktory,
stromalni buiiky a extracelularni matrix (ECM), tvofeno vlaknitymi proteiny jako je fibrin,
elastin a kolagen, ktery tvoii az 30 % celého EMC. Jeho dalsi soucésti jsou proteoglykany
a glykosaminoglykany, kam patii kyselina hyaluronova, bunika je zde tak regulovana
a uchovavéna. Pfi zniceni tohoto mikroprostfedi se kmenova burika diferencuje v bunky tkané
a ztraci své kmenové vlastnosti (Cedikova 2012, Ylostalo 2020).

Hlavnimi faktory ECM, které ovliviiuji obménovani chovani kmenovych bun¢k jsou
jeho mechanické vlastnosti, biochemické struktury ajeho mikroprostfedi. Mechanické
vlastnost EMC se zasluhuji i 0 mezibunééné signélni drahy, tvar jadra bunck i jejich Sifeni.
Chovani kmenovych bungk je z velké ¢asti ovlivnéno 1 interakcemi mezi buiikami. Buniky jsou
schopny se navzdjem ovliviiovat pomoci sekrece rozpustnych faktori, ¢imz jsou pak
modulovany biochemické drahy, které tidi diferenciaci kmenovych bunék do zralych fenotypii
(Mandl 2018).

Mimo ,,niche“, které reguluji dospélé kmenové bunky se setkavame is,, niche*
embryonalnim vytvofeném béhem vyvoje, toje zodpovédné za dozravani prekurzord
v dospélou kmenovou bunku. ,,Niche” krevnich kmenovych bunék (HSC) je nejvice
pochopena z hlediska vzniku novych systémil, vtomto pfipadé krevnich bunék. Nejprve
vznikaji primitivni krevni buiiky, které jsou dostatecné pro embryo. Dospélé krevni bunky
vznikaji z HSC, které jsou tvofeny konecnou krvetvorbou. Fetalni HSC se nachdzi v jatrech,
znichz se pak ptremistuji do, niche” v kostni dfeni, atam zlstavaji v klidovém stavu.

Vlastnosti ,,niche”, které zprostfedkovavaji interakci bunék nebo mechanismus matrice
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a mnoho dalSich, inspirovaly tvorbu hydrogelovych platforem, coZ jsou prostfedky vyuzivané
v 3D kultivaci, zarovenn se v budoucnu tyto platformy mély pouzivat pro tvorbu
organotypovych model bunéénych kultur (Hicks 2022).

U kmenovych bunék je jednou z velice dalezitych vlastnosti jejich plasticita. Dospélé
kmenové buiikky jsou schopny produkovat takové tkan€, ze kterych samy pochazeji,
napft. krvetvorné kmenové buitkky (HSC) produkuji krevni elementy. Aktudlni védecké studie
vsak ukazuji, Ze dosp€lé kmenové buiiky jsou schopny tvofit buiiky jiného typu, nez jaké jsou
pivodné ve tkani. Pfikladem mohou byt pravé HSC, u kterych bylo zjisténo, Ze mohou dat
vzniku nejen krevnim, ale i jaternim bunikdm. S plasticitou se mizeme setkat i u nervovych
kmenovych bunkach (NSC), kter¢é davaji vzniknout nejen bunkdm mozku,
ale i hematopoetickym prekurzorim (Lakshmipathy 2005). Plasticita kmenovych bunck
se vyuziva pro bunécnou terapii, nejvetsi potencidl zde maji NSC, které se pouzivaji pti [écbé
neurologickych onemocnéni, jako je tfeba Parkinsonova choroba nebo Alzheimerova choroba,
mohou se vyuzivat i pfi testovani neurotoxicity (Ottoboni 2020).

Kmenové buiikky se rozd€luji do ¢ty skupin podle toho, jak moc jsou schopné
se diferenciovat, d¢li se na totipotentni, pluripotentni, multipotentni a unipotentni (obr.1),
dal$im mozné d¢leni je podle ptivodu na dospélé a embryonalni (Kalra 2014, Sobhani 2017).

Totipotentni kmenové bunky se mohou diferenciovat do veskerych moznych typi
bunék, jsou to napiiklad blastomery, které vzniknou ze zygoty. Jako jediné se tyto buniky umi
diferenciovat v placentu. Pluripotentni kmenové buniky se rozdéluji do riznych bunéénych
fenotypti, charakter pluripotentnich bun¢k maji hlavné embryondlni kmenové buiky, které
se nachdzi v blastocysté, krom¢ embryondlnich bunck jsou i buiikky odvozené z ektodermu,
mezodermu i endodermu. Multipotentni kmenové bunky jsou tvofeny diferenciaci kmenovych
bun¢k pluripotentnich, pfikladem téchto bunc¢k mohou byt HSC, mezenchymalni kmenové
buitky (MSC) i NSC, tudiz jsou tyto buiiky organové specifické. Unipotentni kmenové bunky
vznikaji diferenciaci bun¢k multipotentnich, tyto buniky mohou produkovat pouze jeden druh
bun¢k napt. Spermatogonii. Mizeme se setkat i s tzv. buitkami oligopotentnimi, které stejné
jako bunky pluripotentni vznikaji diferenciaci bunék multipotentnich a jsou schopné se délit
v dospélé myeloidni a lymfoidni kmenové buinky (Filip 2006, Kalra 2014, Alessandrini 2019).

V dnesni dob¢ se kmenové bunky vyuzivaji hlavné v regenerativni medicin€ jak u lidi,
tak u zvitat. V terapii pomoci kmenovymi buiikami u lidi se nejvice vyuzivaji mezenchymalni
kmenové bunky. Pfikladem maze byt podani alogennich MSC pfi poSkozeni plic endotoxinem
E. coli. Pravé podani MSC v tomto piipadé snizilo zahuSténi sputa a extravaskularni tekutiny,

zlepsil se transport alveolarni tekutiny a v alveolarnich kompartmentech byla zlepSena
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rovnovaha tekutin. V mnoha studiich bylo prokazano, ze lidské MSC mohou inhibovat
proliferaci a tvorbu koloidnich nddorovych bunéénych linii diky downregulaci antiapoptického
Bcl-2. Velkou protinddorovu roli hraji MSC v souvislosti s Kaposiho sarkomy, kdy inhibuji
PI3K/AKT, coz je signdlni draha dilezita pfi regulaci bunécného cyklu. V ptipadé karcinomu
prsu bylo dale prokazéano, ze MSC migruji smérem ke kondiciovanému médiu vznikajicimu
z nadorovych bunck az 11krat rychleji nez ke kondiciovanému médiu z bunék nenadorovych.
MCS jsou vyuzivany 1ik1écbé neurologickych onemocnéni jako je Parkinsonova
nebo Alzheimerova choroba (Alessandrini 2019, Zakrzewski 2019).

Kmenové bunky se vyuzivaji hojné i ve veterindrni medicin€ pro 1é¢bu kolitidy u koni,
neurodegenerativnich onemocnéni, poskozeni jater nebo ipfi studiu degenerativniho
onemocnéni sitnice. Hojné se vyuziva terapie MSC u koni k 1é¢bé pohybového aparatu,
pouzivaji se MSC odebrané z kostni dien¢ k 1é€b¢é poranéné Slachy, kdy jsou MSC chirurgicky
¢i kolagenazou indukovany do lézi Slach. Pfi terapii kmenovymi builkkami se setkavame
i s riznymi komplikacemi, ve vétSin€ piipadii se jedna o progresi onemocnéni i pfes podani
bunécné 1écby (Fortier 2011).

U krysiho modelu degenerace sitnice byla zvySena zivotaschopnost fotoreceptorovych
bunék po injekci MSC do subretinalniho prostoru, zvySeni excizniho hojeni ran byla prokazana
u mysi po aplikaci média, které bylo obohacené o cytokiny a chemokiny kondiciovaného
roztoku MSC, diky ¢emuz doslo ke zvySeni infiltrace makrofaghi a endotelidlnich bunék
do poranéné¢ho mista. Muzeme se setkat s nezaddoucimi projevy u lécby COVID-19 pomoci
MSC, kdy dochazelo ke srazeni krve u 12 % piipadi. Jinym piikladem miiZe byt ztrata zraku
u pacientll s vékem podminénou makuldrni degeneraci inavzdory poddni MSC tukového
pivod pro 1é€bu choroby. Mezenchymalni kmenové builky by mohly podporovat
tromboembolismus skrze prokoagulacniho tkédnového faktoru. I pfes uspéSné terapie nemoci
kmenovymi bunikami, neni jejich mechanismus zcela objasnén, je tudiz potieba jej zcela

objasnit pfed zaclenénim této terapie do bézné mediciny (Stagg 2008, Shammaa 2020).
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Vyvoj embryonalni kmenové burky

Totipotentni embryonalni kmenova burka

. A

Lidsk4 embryonalni KB

Pluripotentni embryonélni kmenové buiky
Indukovana pluripotentni KB

Endoderm Mezoderm Ektoderm

500

Multipotentni kmenové buiky

Dospéla kostni
ﬂ O n dren, kiize,
LN ~ _ pupecnikova krev,

mlécny chrup

Plice Slinivka Srde¢nisval Erytrocyty Kize Neuron

Obrazek 1: Popis déleni embryonalnich kmenovych bunék — od totipotentni embryonalni kmenové

buiiky, po plné specializovanou tkan (upraveno dle, Betts 2022).
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1.1.  Totipotentni kmenové bunky

Totipotentni kmenové builkky maji nejvétsi schopnost diferenciace, jsou dilezité
pro tvorbu celého embrya. Tyto butiky jsou schopny produkovat vnitini bunéénou hmotu (ICM)
a trofektoderm, ICM je dilezitd pro tvorbu embryondlniho téla a trofektoderm se podili
na tvorbé placenty. BéZn¢ se tyto builky nachdzi ve stadiu pozdni zygoty nebo v blastomerach

dvoubunécnych ¢i Ctyt bunéénych embryi (Ghazimoradi 2022).

1.2.  Pluripotentni kmenové buiky

Pluripotentni kmenové bunky se diferencuji ve tfi zarodecné listy: ektoderm,
mezoderm, endoderm, ze kterych je organismus formovan. Buniky pochdzeji z vnitini bunécné
hmoty (IMC) blastocysty. Pozornost je hlavné vénovana embryonalnim kmenovym builkém,
které se vyuzivaji pro bunécnou terapii nebo pro screening 1é¢iv. Diive byly tyto buiky
ziskavany od mysi, dnes se je vSak dafi ziskat iod lidi nebo primatd. MySi embryonalni
pluripotentni kmenové buiiky jsou schopny embryogeneze ipo tom co, jsou delsi dobu
uchovavany in vitro a nasledné piesunuty do preimplementa¢niho embrya, coz je pro dnesni
vyzkum velice zajimavé (Montoya — Ulloa 2005).

Vyznamnym pokrokem byl objev pietransformovani somatickych bunék na buiiky
embryonalni, které jsou pluripotentni, t¢émto buiikdm se fik4 indukované pluripotentni kmenové
buniky (iPSC). iPSC se mohou ziskavat z fibroblastl, vlasovych folikulti nebo keratinocytt
pacienta. Vyhodou téchto bunék, ptedevsim je to Ze si zachovavaji genetickou vybavu darce,
tudiz se daji dobfe pouzit pro studium onemocnéni genetického ptivodu (Soliman 2017). Pro
regenerativni medicinu je dalezité, zda jsou iPSC stejné i dobie pouzitelné jako ESC, studie se
shoduji, Ze tyto buiiky jsou si velice podobné a odlisnost je pouze v malych procentech, neni
vsak prokézano, jestli i malé procento odliSnosti je podstatné pro terapie nebo jestli mize byt

zanedbano (Chin 2009).

1.3.  Multipotentni kmenové bunky

Multipotentni kmenové buiiky se diferencuji do jednoho ze zarode¢nych listi. Mezi
tyto buiiky patfi napf. hematopoetické kmenové buiiky, mesenchymaélni kmenové buiiky,
mohou to byt i kosterni myoblasty. Pfirozen¢ se podili na procesu hojeni, obrany a zastavaji
ulohu predeslych poSkozenych bunék. Pfi poskozeni tkdné se v daném misté zvySuje pocet
chemokinl a dochazi ke zvyraznéni jejich receptort, proto se pak multipotentni kmenové
buniky pohybuji smérem k poSkozené tkani. Tyto buriky mohou byt aplikovany jako terapie

pro plicni a kardiovaskuldrni onemocnéni, pfi autoimunitnich chorobach, poranéni michy

17



¢i nddorovém onemocnéni. Multipotentni kmenové buiiky se vyznacuji pfitomnosti riznych
markerd na svém povrchu, napt. CD105 ¢i CD90. Jedna se pfevazné o proteiny slouZzici
k odliseni bun¢k (Kolios 2012).

Z multipotentnich kmenovych bun¢k jsou nejvyznamnéjsi MSC, které se ziskavaji
z kostni dfené, pupec¢niku, periferni krve nebo tuku a mohou diferencovat v chrupavku, sval
nebo kost. MSC mohou byt vyhodou u transplantaci, protoze jest¢ pied aplikaci jsou
diferencovany v potfebné bunky a tim se snizuje riziko odmitnuti nebo vznik naddoru. Terapie
témito buiikami sebou nesou 1 jista nebezpeci, jelikoz mesenchymalni kmenové bunky vytvari
mitogenni proteind jako je IGF-1, TGF — o nebo zakladni fibroblastovy ristovy faktor a mnoho

dalsich, tyto proteiny indukuji buné€nou proliferaci (Mirzaei 2017, Sobhani 2017).

1.4. Unipotentni a oligopotentni kmenové bunky

Oligopotentni kmenové buniky maji nizkou schopnost diferenciace. Dé€li se v buiiky
podobného typu, piikladem mize byt buiika myeloidni, které se diferencuji v buniky bilych
déleni, jsou schopné se délit pouze v jednu specifickou buiiku, napf. Spermatogonii. Stejné
jako multipotetni kmenové bunky se tyto bunky vyskytuji v celém organismu a podileji
na udrzeni stalosti vnitiniho prostfedi — homeostazy (Diaz 2022, Rajabzadeh 2019, Ilic 2011,
Zakrzewski 2019).
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2. Kultivace

VeétsSinou se kmenové buniky kultivuji na plastovych miskach, které ¢asto potiebuji
xenogenni material, pfi jehoz vyrob& dochazi k odstranéni organickych latek a zabranuje
Spatnym imunologickym reakcim. Dale kultivacni médium obsahuje ristové faktory, cytokiny
a substraty potfebné pro uchyceni bunék. Pfi kultivaci je potfeba provadét pravidelné
pasazovani, coz je pfeneseni bunék do novych misek, v rdmci zachovani bunécné sebeobnovy.
Kultivace na plastovych miskach se provadi ve dvourozmérnych (2D) i trojrozmérnych
systémech. Dvourozmérné kultivace umoziiuje bunkdm rist v ploché podobé, podavaji
informace hlavné o tom, co je pro rist SCs potieba. Tim, ze buniky béhem 2D kultivace rostou
v monovrstvach mize dochdzet tedy ke zplosténi bunck a k nésledné zméné jejich vnitini
stavby cytoskeletu a tvaru jadra, dochazet miize i ke zménam ve formulaci genu. Tato kultivace
kmenovych bun¢k se vyuziva pro umélou diferenciaci SCs do specializovanych bunék jako
jsou osteocyty, adipocyty ¢i chondrocyty. Podminky dvourozmérnych kultivaci vSak nejsou
dostate¢né pro piesné napodobeni ,, niche “ kmenovych bunék, které je potiebné pro bunécnou
komunikaci, zprostiedkovani zivin a kysliku. Dtlezitou soucasti ,,niche” je EMC, které
ovlivituje chovani kmenovych bunck. Kvili nedostatkim, se kterymi se setkdvame
u dvojrozmérnych  kultivaci byly vytvofené 3D kultivace, kterése specializuji
na co nejpiesnéjs$i napodobeni slozeni ECM a celkového mikroprostiedi ,, niche (McKee

2017, Kamiri 2016).

2.1 Dvourozmérna kultivace pluripotentnich kmenovych bunék
Pluripotentni kmenova bunky se kultivuji na plastovych miskach, které obsahuji
kolagen nebo Zelatinu, které jsou souc¢asti EMC. Mimo tyto sloZky je mozné bunky kultivovat
na mySich embryondlnich fibroblastech, které jsou dtlezité pro uchyceni. Pro udrzeni
pluripotence lidskych kmenovych bunék je nutné do kultivaéniho média pridat fibroblastovy
rastovy faktor 2, transformujici ristovy faktor 1 a leukemicky inhibi¢ni faktor. V posledni
dobé se do kultivacnich médii ptidavaji i inhibitory ROCK, coz jsou Rho kindzové inhibitory,
které zabranuji programované bunééné smrti ¢imz zvysuji mnozeni buné¢k. Ve dvourozmérné
kultivaci se pozornost vénuje i rovnomérnému rozpindni ESC, kterého se dosahuje pfidanim
riznych substratl jako je lidsky rekombinantni protein vitronecin ¢i médium E8, kromé téchto

substratt se ptidavaji i xeno — free kultiva¢ni média (Motta 2023, Pangjantuk 2024).
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2.2 Dvourozmérna kultivace mesenchymalnich kmenovych bunék
Mezenchymalni kmenové builky jsou pfirozené vice pfiléhavé nezli buiiky
embryonalni, proto neni potfeba ptidavat xenogenni prvky. Kmenovost MSC se zvySuje
vytvofenim hypoxie, kde podminky jsou 2 % O, a zvySeni kmenovosti vede ke vétSimu
mnozeni bun€k, aniz by byla ovlivnéna jejich schopnost diferenciace po celou dobu kultivace.
Pii rozpindni MSC se setkavame s morfologickymi zménami buné¢k, kdyZ se z vietenovitého
tvaru bunky stava tvar zplostély, coz mé za nasledek zménu jejich schopnosti diferenciace. Pti
dvourozmérné kultivaci bylo zjisténo, ze MSC se mohou diferenciovat i na bunky
fotoreceptorti, na buiiky nervové ¢i na buiiky podobné pankreatickym ostriivklim (Motta 2023,

Pangjantuk 2024).

23 Trojrozmérné kultivace kmenovych bunék

Trojrozmérné kultivace (3D) (obr.2) poskytuji buitkdm lepsi napodobeni jejich
ptirozen¢ho komplexniho mikroprostiedi nezli dvourozmérné kultivacni misky. Buniky v 3D
kultivaci spolu mohou Iépe interagovat nezli v 2D kultivaci a jsou schopny mit sviij pfirozeny
tvar, tudiz se lépe mnozi a diferencuji do organoidd, coz jsou slozité shluky orgénove
specifickych bunék. Tyto organoidy se vyuzivaji hlavné pro vyzkum regenerace tkéni a udrzeni
homeostazy.

Bunky jsou béhem 3D kultivace inkapsulované ve scaffoldech nebo hydrogelech,
ty podporuji jejich strukturu a napodobuji ptfirozené ECM. Diky biokompatibilit¢ a snadné
vyrob¢ jsou hydrogely stejné jako scaffoldy hojné vyuzivany v tkdflovém inzenyrstvi a bunécéné

terapii (Motta 2023, Pangjantuk 2024).

Obrazek 2: Izolace MSC z psiho Zloutkového vaku ziskané z plodu ve véku 25-35 dni. Po tfeti

pasazi mely buiiky pouze fibroblasticky tvar (upraveno dle, Motta 2023).
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2.3.1 Sféroidy

Jednou z nejjednodussich metod 3D kultivace je pouzitim sféroidd, které kmenovym
buikdm umoziuji interakci s ECM. Sféroidy jsou tvofeny apoptotickymi, proliferativnimi
i neproliferativnimi butikami a nachazi se v nich zvySené hypoxické prosttedi. Pluripotentni
kmenové buniky jsou uméle diferencovany v trojrozmérné sféroidy neboli v embryondlni
téliska, ze kterych se nasledné mohou diferencovat do t¥i zdrodecnych listl. Pfi pozorovani
bunécné specializace kardiomyocyti bylo zjisténo, Ze pocet i velikost embryonalnich télisek
mize mit vliv na diferenciaci. Mezoderm aendoderm se diferencuji spiSe z vétSich
embryonalnich télisek, naopak ektoderm se diferencuji spiSe z mensich embryonalnich télisek.
Pti kultivaci MSC ve 3D sféroidech se zvysuje a jejich multipotentnost, méni se exprese jejich
miRNA a zvySuje se acetylace u pluripotentnich genech. V kratkodobé¢ kulture MSC sféroidy
obsahovaly vysokou expresi protinddorovych faktort jako je CD82, TNF-a nebo stanniokalcin.
Dlouhodobé kultivace sféroidi SCs muize vést k tvorbé nekrotickych center (McKee 2017,
Pangjantuk 2024).

2.3.2 Biomaterialy

Biomaterialy napodobuji biofyzikalni a biochemické vlastnosti ,, niche“ kmenovych
bunék, proto se asto pouzivaji v in vitro kultivacich. Buiikdm poméhaji usmérnit sebeobnovu
¢i diferenciaci do specifickych bun¢k. Mezi pouzivané ptirodni biologické materidly patii
napf. kyselina hyaluronova, alginat, kolagen 1, fibronektin nebo agaréza. Jednim
z nejvyuzivangjSich biologickych materidli je alginat, ktery je netoxicky, biokompatibilni
a imunogenni. Hydrogely s algindtem se pouzivaji pro vyzkum MSC. Stejné se vyuziva
1 syntetickymi biologickymi materialy, které jsou tvofeny syntetickymi polymery jako je napf.
polyethylen glykol, poly-L-lysine, kyselina polyglykolova ¢i polykaprolakton. Tyto materialy
se pouzivaji ve 3D scaffoldech, coz je tkanovy nosi¢, které udrzuji a podporuji diferenciaci
kmenovych buné€k a zarovein tlumi bunéénou agregaci, kterd mize negativné ovlivnit riist SCs
coz muze mit za nasledek apoptoézu ¢i nekrozu. Scaffoldy se vytvari elektrospiningem, 3D
tiskem nebo litim do rozpoustédel a mohou obsahovat riistové irozpustné faktory (McKee

2017, Pangjantuk 2024).

2.3.2.1 Scaffoldy v tkafniovém inZenyrstvi kmenovych bunék
3D scaffoldy lze vyrobit z mnoha pfirodnich nebo syntetickych materiali ve formé
kulicek nebo ve formé bloki, které maji definovany tvar. Na jejich vyrobu jsou pouzity rtizné

materialy jako je kolagen, alginat, mohou obsahovat i hedvabi nebo fibrin (Knight 2014, Paim

21



2018). Kulicky jsou vétSinou pouzivany k vyplni mékkych tkéni v chrupavkovém
nebo tukovém tkanovém inZenyrstvi. Vlastnosti 3D scaffoldii jako je biokompatibilita,
mechanické odolnost nebo rychlost degradace lze upravit diky pouziti biodegradabilnich
polymernich smési. Struktura a chemické slozeni scaffoldd mize ovlivnit jak bunécnou
proliferaci, tak i diferenciaci. Dilezita je porovitost téchto scaffoldl, které maji pfimy vliv
na pfisun zivin bunikdm, na bunécnou signalizaci ¢i lokdlni pH. Se zvySenim porovitosti
se zvySuje proliferace, diferenciace a infiltrace bun¢k. V nékterych piipadech to mize vést
ke Spatné mechanické odolnosti, a proto je potieba porovitost materidlu optimalizovat
tak, aby poskytovala dostatecnou moznost buiikdm interagovat a zaroven poskytovala
dostate¢nou mechanickou odolnost (Paim 2018).

Nevyhodou scaffoldd, které jsou tvofeny z ptirodnich materiali je jejich biodegradace
nezéddoucim prvkem, coz mize ovliviiovat aktivitu bun¢k. Mezi dal§i nevyhody muize patfit
omezeni mechanickych vlastnosti nebo variabilita Sarzi. Oproti tomu scaffoldy ze syntetickych
materialti maji vyhodu v pevné definovaném chemickém slozeni. Syntetické scaffoldy obsahuji
1 biomaterialy jako je titan nebo materidly na bazi keramiky. Tyto scaffoldy sice podporuji
reprodukovatelnost bunék, ale na druhou stranu mohou postradat mista pro bunécnou adhezi

(Knight 2014).

2.3.2.2 Kyselina hyaluronova

Kyselina hyaluronova (HA) je soucésti glykosaminoglykani EMC a ma schopnost
interakce s povrchovymi receptory SCs, coz podporuje jejich diferenciace. Nejvétsi i¢innost
ma na MSC, unichZz je nejvice podpofena diferenciace v chondrogenni, osteogenni
¢i adipogenni bunky. Hlavni struktura HA je tvofena disacharidovymi jednotkami D-GIcA,
které jsou spojené B(1—3) s GIcNA. HA je produkovana v cytoplazmatické membrané
obojzivelniku asavci tfemi enzymy, HAS-1, HAS-2 a HAS-3, které se odsebe lisi
molekulovou hmotnosti a katalytickou aktivitou. Mimo obojzivelniky a savce se HA vyskytuje
1 u bakterialnich kment, zejména u streptokokd.

Polysacharidové struktura HA ma schopnost vytvaiet viskozni roztoky diky své
vysoké molekulové hmotnosti a hydrofilni povaze. Tyto roztoky se vyuZzivaji v biomediciné
pfedev§im jako nosi¢e bun€k. V biologickém prostfedi se kyselina hyaluronova snadno
rozklada, tudiz vytvoiené viskodzni roztoky nejsou pfili§ pevné, proto byla HA vystavena
raznym chemickym modifikacim, ke kterym se vyuzivaji akrylaty, thiolaty nebo metakrylaty.
Tyto chemické modifikace se zamétuji na zvySeni molekulové hmotnosti, aby roztoky byly

viskdznéjsi nebo piipadné vznikly gely, které mohou v téle plsobit déle, aniz by ovliviiovaly
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interakce mezi bunkami. Hydrogely zalozené na bdzi kyseliny hyaluronové maji lepsi
bioaktivitu, biokompatibilitu a vyuzivaji pfi terapii onemocnéni jater nebo osteoartrézy

(Lopez-Ruis 2019, Hamilton 2021, Gopal 2020).

2.3.2.3 Kmenové buiiky a kolagen

Kolagen patii mezi jeden z nejpouzivanéjSich biomaterialt. Pfirozené se v téle nachdzi
v pojivych tkanich, véetné kosti, $lach nebo kiizi. Jeho vyhodou je, Ze vykazuje nizkou imunitni
reakci, rychle se v téle vstiebava a neni toxicky. Je tudiz skvélym biokompatibilnim materidlem
s dobrou pevnosti apruznosti pro razné aplikace. Zaroven stimuluje mezibunécnou
komunikace, zlepsuje adherenci bunék k povrchu a usnadiiuje obnovu mikroenviromentalniho
prostiedi ,,niche. V dne$ni dobé se kolagenové pripravky nejvice vyuzivaji k hojeni ran
a regeneraci poskozené chrupavky. S jeho pouzitim se setkdme i v kosmetice, kde je podavan
v injek¢éni formé. Membrany na bazi kolagenu se pouzivaji i v periodontalni 1é¢bé, a to jako
bariery branici migraci epitelidlnich bun¢k (Sekula 2018).

Studie, kterou napsal G. Lyons a kol. se zabyvala srovnanim dvou scaffoldy, které byly
vyvinuty nabézi kolagenu pro opravu kosti. Jeden znich byl nabézi kolagen-
glykosaminglykanu (CG) a druhy byl bazi kolagenu — fosfore¢nanu vapenatého (CCP). Oba
typy materiali byly vyrabény pomoci lyofilizace pti -40°C technikou konstantniho chlazeni.
Podle vysledl pritomnost osteoinduktivni mineralni faze, ktera je obsazena v CCP scaffoldech
zvySuje a urychluje hojeni a tvorbu nové kosti a zaroven zvysuje tuhost naproti ve srovnani

s CG scaffoldy ve, kterych mineralni faze chybi (Lyons 2010).
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3 Mesenchymalni kmenové bunky

Mesenchymalni kmenové bunky patii do skupiny multipotentnich kmenovych bunék,
které se diferencuji do jednoho ze tii zarode¢nych listl. Jsou to buiiky stromélni, které maji
schopnost sebeobnovy a diferenciace. MSC se izoluji z riiznych tkéni napt. pupecnikova krev,
periferni krev, kostni dfen, tukova tkan, posledni studie naznacuji moznost ziskani téchto bunck
iz krve menstruacni a endometria (Ding 2011). Tvarové se MSC podobaji fibroblastim.
K odliseni HSC a MSC se pouzivaji Cluster of differentation (CD), coz jsou nejcastéji proteiny
nebo glykoproteiny na povrchu bunék. MSC nemaji na svém povrchu CD14, CD34, CD11b,
CD45, CD79a nebo CD19 markery, které se nachdzi na povrchu bunék HSC naopak MSC
na svém povrchu maji CD73, CD90 a CD105 markery. Specificky pro MSC je antigen STRO-
1, coz je gen pro proteinovy marker. V kostni dieni je populace MSC méné nez 0,01 % ze vSech
bunek. Frekvence MSC pfi narozeni je cca 1 MSC/105 BM mononuklearti, tato hodnota se
snizuje béhem starnuti, v dospélosti je frekvence MSC 1 MSC/105 BM mononuklearnich bunék
a okolo 80 let se jejich frekvence snizi na 1 MSC/212 buné¢k BM mononuklearti. MSC mohou
byt aktivovany a pfeneseny do mista, kde je tkan poSkozena, jsou schopny tkan regenerovat
a opravit jeji defekty. Za specifickych podminek se mezenchymalni kmenové buitky mohou

diferencovat do vice bunécnych typt (Shamma 2020, Ma 2014).

3.3 Komunikace MSC s poSkozenou tkani

Pii poSkozeni tkani dochdzi k aktivaci zanétlivych bunék jako jsou makrofagy,
neutrofily, CD4+ T aCD8+ T bunky. Tyto builky jsou ziskdvany z nekrotickych
a apoptotickych bunék. Zanétlivé buiiky spolu s fibroblasty fidi zmény v mikroprostedi, coz
zpiisobi diferenciaci MSC do poSkozené¢ tkan€. Mechanismus diferenciace MSC
ve specializované buiiky neni pfesné¢ popsan, avSak v momenté, kdy se MSC dostanou
do mikroprostiedi poskozené tkang, tak jsou aktivovany rtizné faktory jako jsou TNF-a, IL-1,
IFN-y, které¢ stimuluji rastové faktory MSC napt. faktor odvozeny od desticek (PDGF),
vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF), hepatocytarni ristovy faktor (HGF),
¢i angiopoetin-1 (Ang-1). Mezenchymalni kmenové buitky migruji krevnimi cévami a v§tépuji
se do cilovych tkani pomoci faktord, adhezivnich molekul, cytokinid, chemokinti a matrixové
metaloproteinazy. MSC exprimuji fadu chemikoninovych receptorti napf. C-C chemokinovy
receptor 1 (CCR1), chemokinovy receptor 2, chemokinovy receptor 4, chemokinovy receptor
6, chemokinovy receptor 7, C-X-C chemokinovy receptor 1, C-X-C chemokinovy receptor 2.
Velkou roli v migraci a navadéni MSC v reakci na faktor 1 odvozeny od stromalnich bunék

(SDF1) méa C-X-C chemokinovy receptor 4, ktery je z 83-98 % exprimovan intracelularné a jen
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s malym podilem na bunéné membrané. Migraci MSC do poskozenych tkani zvySuje
pfitomnost riiznych cytokint a rastovych faktorii napt. tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a),
inzulinu podobny rastovy faktor 1 (IGF1) a hepatocytarni ristovy faktor (HGF), zaroven tyto
faktory zvySuji expresi C-X-C chemokinového receptoru 4. Kromé téchto riistovych faktort a
cytokininli je migrace MSC ovlivnéna hlavnimi proteinovymi slozkami komplementu C3a
a C5a, ty jsou schopné fidit migraci lidskych stromalnich mezenchymalnich kmenovych bun¢k
(hMSC) do poskozené tkan¢ a tim je urychlena regenerace. Poskozené tkan¢ uvoliuji enzym
Glycin-tRNA syntetazu (GRS), ktery katalyzuje jeden z prvnich krokti syntézy proteinti. Tento
enzym podporuje migraci, diferenciaci a terapeuticky ucinek MSC na jaterni cirhdézu

prostfednictvim vazby na kadherin 6 (CDH-6) (Ma 2014, Wang 2022).

34 Diferenciace MSC

Mezenchymalni kmenové builkky se diferencuji ve specifické bunééné linie
mezodermu, ektodermu nebo endodermu. Mezi né fadime naptiklad bunky tukové, kostni,
chondrocytarni, svalové ¢inervové (obr.3). Na diferenciaci se podileji transkripéni faktory
a rtizné regulacni geny. K MSC se pfi diferenciaci na osteoblasty ptidava vitamin D3, kyselina
askorbova nebo [-glycerinfosfat, ptfipadné se misto vitaminu D3 pouzivd dexametazon,
coz je glukokortikoid. Pfirozen¢ lidské mezenchymalni kmenové buiniky vylucuji matrix
obsahujici kolagen typu 1., tato matrix se aktivuje pomoci tkanové nespecifické alkalické
fosfatazy (TNAP), po aktivaci se mineralizuji krystaly apatitu. Z osteoblastii je vylucovan
tkanove specificky protein zvany osteokalcin, ktery se podili na kontrole sekrece inzulinu.
Osteokalcin je dobry marker pro diferenciaci osteoblastl, vSak pfimo na tvorbé kosti se
nepodili. Osteoblasty jsou schopny se obklopit mineralizovanou kolagenni matrix a dale
se vyvijet v osteocyty. Diferenciace MSC do bunécnych typli se tcastni mnoho inhibitori
a podnétl a je fizena cytokininy, ristovymi faktory molekulami ECM a transkrip¢nimi faktory.
In vitro se pro diferenciaci pfidava k MSC mnoho induktort (tabulka 1) (Fakhry 2013, Ding
2011).
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Tabulka 1 — Faktory indukujici diferenciaci MSC do specifické linie (upraveno dle, Almalki 2016).

Induktor Koncentrace Efekt Smér diferenciace
Dexametazon + 3-
1 uM
isobutyl-1- Zvyseni ukladani tuku .
0,5 mM Adipocyty
methylxantin + v cytoplasmé
Y 0,01 mg/ml h
insulin
Kyselina askorbova 50 pM Zvyseni aktivity alkalické Osteoocyty
+ dexametazon 100 nM fosfatazy
TGF-B1 + kyselina 10 ng/ml o .
Zvyseni aktivity alkalické Chondrocvt
askorbova + 50 pg/ml Ondrocyty
fosfatazy
dexametazon 100 nM
TGF-p1 12,5210 ng/ml Stimulace gentl pro expresi Hladké svalové buiiky
SMC
3uM Inhibice DNA .
5 - azacytidin K Kardiomyocyty
10 uM methyltransferazy

VEGF 10, 50 ng/ml Fosforylace VEGF-RII Endotelidlni buiiky

a zvyseni jeho aktivity

3.4.2 Diferenciace osteoblastii

Na diferenciaci osteoblastli z mezenchymalnich kmenovych bun€¢k se podili dvé
hlavni rodiny ristovych faktorti, rodina Wnt a kostni a morfologické proteiny. Wnt je rodina
devatenacti sekretovanych glykoproteind, které se aktivné ucastni vyvoje a homeostazy tkéani.
Z Wnt proteint je dulezity Wntl0b, ktery je exprimovan v kostni dfeni a pro tvorbu kosti
je velice dulezity, nadmérna exprese Wntl0b v MSC ma za nésledek zvysenou hustotu kosti
a zvySenou genezi osteoblastli (Ding 2011). Mimo Wntl0b se na diferenciaci v osteoblasty
podili B-katenin, jehoZ zvySend signalizace ptsobi na Runx2, coz je transkripéni faktor spojeny
pravé s diferenciaci v osteoblasty. Snizend signalizace [-kateninu naopak indukuje
chondrogenezi. Kostni morfogeneticky protein (BMP) je skupinou rtiznych rastovych faktord,
které jsou soucasti nadrodiny transformujiciho riistového faktoru beta (TGF[3). BMP spousté;ji

bunécné reakce skrze Smad dréhu, coz je draha, ve které povrchové receptory typu I a typu II
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pomoci serin/treonin kindzové aktivity a intracelularnich Smad proteinti prenasi signaly
z povrchu bun¢k do jadra. BMP se ucastni skeletogeneze a maji vliv na expresi osterix neboli
transkrip¢nich faktortt Sp7 a Runx2. Diky vlivu na tyto faktory jsou BMP silnymi induktory
diferenciace mesenchymalnich progenitorovych bunék v osteoblasty, konkrétné se jedna
o BMP-2, BMP-7, BMP-9. MSC reaguji i na leptin, diky kterému dochazi ke zvySeni jejich
proliferace a diferenciace na osteoblasty (Fakhry 2013, Hwang 2009).

3.4.3 Diferenciace chondrocyti

Béhem diferenciace MSC na chondrocyty dochazi ke zvySeni mnozstvi gent
specifickych pro chrupavku, kolagen typu I a IX, ktery se podili na pevnosti tvaru chrupavky.
Zvysuje se 1biosyntéza kolagenu a proteoglykant, které dodavaji chrupavce odolnost proti
stlaceni. Proces chondrogeneze vyzaduje pfitomnost MSC, jejich migraci a proliferaci,
je to proces fizeny skrze bunécénou interakei s okolnim matrix. Chondrogeneze se ucastni rtizné
rastové faktory napt. proteiny Wnt, BMP proteiny, hedgehog proteiny a ¢lenové nadrodiny
rastovych faktort TGF-B, IGF a FGF. In vitro chondrogenni diferenciace MSC dosahuje
v trojrozmérném stavu v pfitomnosti TGF- 3 faktort, ktery mé podil na diferenciaci, regulace
a ucastni se syntézy extraceluldrniho matrix mezenchymalnich kmenovych bunék. TGF-B1, 2
a B3 jsou vylouCeny v negativni form¢ a nasledné¢ po oddéleni od latentniho peptidu jsou
aktivovany, déale se vazi na serin/treoninové kindzy receptor typu I all, ¢imz se aktivuji
proteiny R-Smad. Proteiny R-Smad se spoji s Co-Smad a vznika aktivovany komplex, ktery je
pfesunut do jadra, kde reguluje genovou expresi jako transkripéni faktor.

Do TGF-B patii BMP coz jsou homodimerni molekuly, které hraji velkou roli
jak v chondrogenezi, tak osteogenezi. BMP-2 zvySuje proliferaci a produkci EMC v chrupavce
a zaroven snizuje expresi genu kolagenu typu I. BMP-4 je signalni molekula ucastnici se
jak embryogeneze, osteogeneze, tak i chondrogeneze, kde se podili na urychleni diferenciace
chrupavky ve faze zrani. BMP-7 znamy také jako osteogenni protein 1 je syntetizovan
v chondrocytech, a naopak inhibuje bunéénou proliferaci a indukuje chondrogenni diferenciaci.
Na celkovém vyvoji organismu se podili iristové diferenciacni faktory (GDF), coz jsou
proteiny patfici do rodiny TGF-f. V tkdnovém inZenyrstvi chrupavky se nejvice pouziva GDF-
5, coz je signalni molekula, kterd ma potencidl zvySovat chondrogenni diferenciaci MSC
a expresi transkripniho faktoru SoX9, ktery je dulezity pro diferenciaci a zrani chondrocyti

(Hwang 2009, Danisovi¢ 2012).
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Obrazek 3: Diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék (upraveno dle, Almalki 2016).

35 Imunomodulace MSC

Lidské MSC prezentuji nizkou hladinu histokompatibilniho komplexu (MCH) I. tfidy,
nepodnécujicich molekul jako je CD40 nebo CD80 a neexprimuji MHC II. tfidy. Timto jsou
MSC chranény pted aloreaktivni lyzou, kterd je zpiisobena pfirozenymi zabijaky (NK), coz je
frakce bun€k imunitniho systému. MSC se podileji jak na imunité vrozené, tak na imunité
adaptivni, maji imunomodula¢ni funkci, kterd je zprostfedkovana predevSim interakci
s imunitnimi  buitkami jako jsou B-lymfocyty, T-lymfocyty, NK buiky, makrofagy
¢i dendritické bunky (Sénsebé 2010).

Maji schopnost zasahovat do bunééného cyklu abranit odpovédi naivnich
a pam&tovych T bunék, indukovat funkci regulacnich T bunék a inhibovat proliferaci a aktivaci
efektorovych T bunék. Imunosupresivni aktivita MSC vznika jako reakce na zanétlivé signaly
molekuly podnécuj i MSC k sekreci rozpustnych imunosupresivnich molekul a inhibici
povrchovych koreceptory, jako je programovany ligand smrti (PD-L1). Na diferenciaci MSC
se skrze Toll-like receptory (TLR) a n¢které signélni dréhy napt. p38 mitogenem aktivovana

-----
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transkripci gent, které jsou specifické pro danou linii. Skrze vylu¢ované rozpustné signaly jako
jsou prostaglandiny, chemokinové ligandy, ristové faktory, oxid dusny (NO) a interleukiny
(IL) umoznuji zanétlivé signaly MSC fidit aktivitu nékterych vrozenych a adaptivnich bunck
véetné makrofagli, neutrofilti a B-bunék. MSC brani kontaktu T buné€k s buitkami prezentujici
antigen (APC), ¢imz zmirfiuji smiSené lymfocytarni reakce. Imunosupresivni MSC
prostfednictvim interleukinu 6 (IL-6) vychovavaji makrofagy k proangiogennimu fenotypu
M2, tyto makrofagy tak vychyluji rovnovdhu T-bunéénych odpovédi ve prospéch imunitni
regulace, timto MSC vyznamné piispivaji k hojeni tkaniaregeneraci. Regeneracni
a imunologické vlastnosti MSC jsou hojné vyuzivany v degenerativnich situacich
napf. na zvifecich modelech infarktu myokardu zmiriiuji podané alogenni MSC fibrézu
a jizveni komor (Shamma 2020). MSC kultivované in vitro se diky svym chemokinovym a toll-
like receptorim vraceji do organt jako jsou kostni dren, jatra nebo srdce ve kterych ziistavaji
po delsi dobu, zaroven exprimuji mnoho adheznich molekul, ristovych faktorti a endopeptidaz,

které jim usnadiiuji valcovani endotelu a transmigraci do tkani (Song 2020).
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4 Vyuziti MSC ve veterinarni mediciné koni

Ve veterinarni mediciné koni se MSC pouzivaji priméarné k 1é¢bé muskuloskeletalnich
zranéni. Potencidl MSC neni jen v jejich schopnosti podporovat regeneraci poskozené tkané,
ale hlavné v predchézeni vzniku patologickych jizev, modulaci imunitni reakce a regulace
zanétu. Vysoké pozitivni vysledky se vyskytuji ulécby tendinitid, kdy cca 77-98 %
dostihovych koni podrobenych 1é€bé se vratilo k zavodéni s mirou opétovného vyskytnuti
zranéni niz8i nez 30 % (Barrachinna 2018). S pozitivnimi vysledky se lze setkat iu léCeni
osteoartr6z nebo kloubnich patologii. U koni byly MSC izolovany z mnoha druht tkani,
napt. z kostni  diené, periferni krve, tukové tkan€, synovidlni membrany i tekutiny
nebo amniové membrany. Pfi terapii jsou MSC casto kombinovany s dal§imi pfipravky
¢i chirurgickymi zékroky, zaroven se vSak pfed lécbou zvazuje mnoho zdrojii variability
jako je zdroj kmenovych bunck, transport, technika odbéru nebo i velikost jehly. I pfes
nékolikandsobné uspéchy v terapii, je itak skuteCny terapeuticky potencial téchto bunék
ne zcela jasny (Fraile 2023, Naem 2020).

Kromé 1écby poruch pohybového aparatu se dnes klinické studie zamétuji i na 1écbu
neurologickych poruch nebo poruchy reprodukce. I v nervové tkani jsou kmenové buiky
pfitomny a jsou schopny se diferenciovat v buniky nervové. Tyto kmenové builkky odvozené
od NSC lze vyuzit pro reparaci poranéni michy prostiednictvim remyelinizace axond.
Vytvorend jizva endogennimi NSC totiz omezuje dals$i poSkozeni tkané a nervii a zaroven
poskytuje ulevu od bolesti. U koni se setkdvdme s mnoha neurologickymi problémy, mezi
né patii tfeba komskd myeloencefalopatie, kdy se jednd o degenerativni zmény v miSe
a mozkovém kmeni nebo onemocnéni motorického nervu koni ¢i samotnd porucha michy
(Gugjoo 2019). Bohuzel v nékterych ptipadech jsou vysledky studii nejednoznaéné. Piikladem
mize byt studie C. Villagran a kol., jejimz cilem byla reparace transkenovaného nervu. Nejprve
byla vyhodnocena schopnost MSC se diferenciovat na buiiky, které jsou podobné buitkdm
Schwanovym. Za 7 dni se BM-MSC od tii koniskych darcti diferenciovaly in vitro na bunky
podobné Schwanovym. Tyto buiiky byly transplantovany do fascie v okoli ramus communicans
jedné prfedni koncetiny tfi zdravych koni po vyfiznuti ¢asti nervu. Pahyly nervu byly
histologicky vySetteny po 45 dnech a nevykazovaly zndmky regenerace nervu. Vysledky studie
byly nejednoznacné, pficemz vliv mohly mit riizné faktory, naptiklad chirurgicka technika,
zpiisob podani bun€k nebo anatomickéd oblast poranéného nervu. K neuspéchu piispiva vSak

i skuteCnost, ze presny mechanismus funkce kmenovych bun€k neni jesté zcela pochopen a je
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tieba prozkoumat i zptsoby jejich podani co se tyce regenerace poskozenych nervi (Villagran
2016).

Z reprodukénich  poruch se potencidl kmenovych bunék testuje hlavné
u endometridzy, coz je onemocnéni kdy se buiikky endometria nachazi i mimo délozni dutinu,
napiiklad ve vejcovodech. Equinni MSC jsou domovem pro délozni nezlazové i zlazové tkan¢,
coz vede ke zlepSeni doplnéni endometridlnich bun¢k, pfi jejich nizké proliferaci béhem
téhotenstvi a k imunomodulaci. MSC odvozené zamnionu mohou byt potencionalnimi
kandidaty pro dopInéni endometria pti selhdni bfezosti diky své variabilni biologické odpovédi
(Gugjoo 2019). T. Grady a kol. provedli studii zaméfenou na proveditelnosti intraovarialni
injekce MSC, kdy sledovali jeji t€innost na funkci vaje¢nikti u koni. Dvé€ klisny podstoupily
intraovarilni injekci autolognich nebo alogennich MSC a aktivita jejich vaje¢nikti byla
hodnocena po 32 dnech. U klisny, ktera dostala injekci autolognich MSC byl pocet folikulti dva
tydny od druhé injekce vyssi nez po cely rok. Stejné tak tomu bylo i u alogenni klisny. Po 16
tydnech byly klisndm odebrany vajec¢niky na vySetfeni genomického a mitochondridlniho
chimérismu, oba vysledky byly negativni. V ramci studie byly MSC podany i dal§im klisndm
star§im 20 let a pouze u jedné klisny doslo ke vzniku komplikace, kdy se vytvofil ovarialni
absces po podani MSC (Grady 2016).

Na terapii pohybového aparatu koni je kladen nejvétsi diiraz a pozornost. Daleko vice
nez napiiklad na choroby postihujici napt. respiracni aparat. Samoziejmé¢ se setkavame
1 s pokusy léceni onemocnéni respira¢niho aparatu jako je naptiklad dusnost. V praxi vSak lécba
tohoto onemocnéni pomoci kmenovych bunék neni vyuzivana. Jednim z davodu
jeito, ze onemocnéni neni infekéni a byva zplsobeno praSnym prostiedim a Spatnym

vzduchem. Casto tedy postaéi pouhd zména prostiedi (Trunda 2023).

4.3 Izolace MSC u koni

I pfes mnoho moznosti zdroje MSC u koni neexistuje vSak shoda ohledn¢ nejlepsiho
zdroje MSC pro banku pro alogenni terapii. Studie D. Barberini a kol. se zajimala o srovnani
a zhodnoceni bunécné kultury a diferenciacniho potencidlu mezi BM-MSC a AD-MSC
(Barberini 2014).

BM-MSC byly odebrany aspiraci kostni dien¢ u 5 koni ve véku od 7 do 12 let. Zvitata
byla utlumena sedaci pomoci 10% intravenézniho xylazin hydrochloridu a nasledn¢ byl
proveden lokélni anesteticky blok pomoci 2% lidokain-hydrochloridu. Odbér byl proveden
v oblasti patého sterna do dvou injek¢nich stiikacek s obsahem 2 ml heparinu a 2 ml Hanksova

vyvazeného solného roztoku. Roztok byl odstfedén a nasledné bylo pfidino médium DMEM
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s nizkym obsahem glukézy. Smés se pridala k roztoku Histopaque a byla opét z centrifugovana.
Na zavér bylo opét pfidino médium DMEM a pocet bun€k byl stanoven pomoci Trypanové
modfe. Buiiky byly nésledné& kultivovany v hustoté 10x10° pfi 37°C. Kultivaéni médium se
ménilo kazdé 3 dny, aby nedoslo k nartistu konfluence bun¢k nad 80 % (Barberini 2014, Maia
2013).

AD-MSC byly odebrany v oblasti nad dorzalnim glutedlnim svalem u 5 koni ve véku
6 az 13 let. Tukova tkan se v této oblasti odebird z diivodu snadné piistupnosti a absenci
velkych Zzil. Zvifata byla opét uspana pomoci 10% intravenozniho xylazin hydrochloridu
a lokaln¢ pomoci 2% lidokain-hydrochloridu. Byl proveden zhruba 10 cm fez rovnobé&zny
s patefi a 15 cm fez pod ni, coz umoznilo dobrou vizualizaci rozdilu mezi tukovou a svalovou
tkani. Pfi pfevozu do laboratote byl 1 g tukové tkan¢ uchovan v roztoku HBSS, coz je vyvazeny
solny roztok a byl knému ptfiddn 2% penicilin. V laboratofi byla nasledné provedena
mechanickéd separace na 0,2 az 0,3 cm a umisténa do 0,04% roztoku kolagendzy typu 1. Roztok
byl po 30 minutach ptefiltrovan a bylo pfidano medium DMEM s nizkym obsahem glukézy
aroztok byl 2x odstfedén. Pocet buné€k byl pocitan opét pomoci Trypanové modie
a nasledovala kultivace bunék o hustoté 10x10° p¥i 37°C. I zde se kultivaéni médium ménilo
kazdé 3 dny, aby nedoSlo k nérGstu konfluence bunék nad 80 % (Barberini 2014, Carvahlo
2009). Béhem 48 hodin bylo zpozorovano pfilnuti BM-MSC k batice, ptficemz u AD-MSC
to bylo zpozorovéno jiz za 32 hodin. Primérny rist do teti pasaze bun¢k byl u BM-MSC cca
25 dni au AD-MSC cca 15 dni. Buiiky odebrané z kostni dfené a tukové tkané byly schopné se
po 10 dnech diferencovat do osteogenni linie, po 8 dnech do adipogenni linie a po 21 dnech
do chondrogenni linie. U zddnych MSC nebyla zpozorovéana exprese MHC — II (Barberini
2014).

4.4 Kosterni systém koni

Kosterni systém u koni zahrnuje kosti koncetin, lebku, patetf, zebra a hrudni kost,
celkove se jedna o 205 kosti v celém téle koné: pater, kterd ma 54 kosti, kosti lebe¢ni, 34; kosti
zeberni, 36; kost hrudni, hrudni koncetiny, 40 a panevni koncetiny, 40. Kostra chrani zivotné
dilezité organy, udrzuje tvar téla a podpird mekké tkané. Kosti délime na kratké, dlouhé,
ploché, sezamské a Clenité. Kratké kosti tlumi otfes, jsou silné a robustni a patii k nim kosti
karpu, zénartni kosti hlezna, kost korunkova a zapéstni. Dlouhé kosti napoméhaji predevsim
k pohybu a udrZeni hmotnosti, patii k nim napf. tfeti kost zaprstni, stehenni kost, kost vieteni
a loketni kost ikost pazni. Kosti ploché maji Siroky a plochy povrch, obklopuji organy

a zéaroven je chrani, svaly se pak upinaji na jejich Sirokou plochu. Mezi tyto kosti fadime Zebra,
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lebku a kost hrudni. Sezamské kosti se nachézeji v blizkosti §lach nebo vazii, ptikladem muize
byt kost kopytniho kloubu na niz se upiné hluboky ohybac prstu nebo kosti spénkového kloubu,
které lezi za kostmi spénkového kloubu a podileji se na spravné funkci $lach a vazi. Clenité
kosti tvofi patet, ktera chrani nervovy systém.

Kosti v téle kon¢ ukladaji mineralni latky jako je vapnik a fosfor, zaroven jsou mistem
tvorby Cervenych krvinek. U dosp€lého koné obsahuji kosti zhruba 9 az 10 kg vapniku. Kost je
po celé délce az na kloubni mista pokryta tuhou blanou neboli okostici, kterd se podili
na ochrané kosti a v piipad¢ poranéni je i mistem hojeni. Miize dochazet k exostdze, kterou
vytvari kostni bunky osteocyty, dochazi k vytvareni dodatecného kostniho materidlu, ktery
stabilizuje kost pfi zanétu okostice nebo pii vytvoreni praskliny. Soucésti kosterniho systému
je i kloub, coz je spojeni mezi dvéma kostmi, kompletni spojeni je podpoteno siti Slach, vazl
a svalll. Kloub je obklopen fibréoznim kloubnim pouzdrem, ktery je na vnéj$i strané tvoien
vazivem a na vnitini stran¢ je protkdn nervy, cévami a miznimi cévami. Kouby se rozd¢luji
na chrupavcité, vazivové a synovialni. U chrupavéitych kloubti jsou kosti spojeny chrupavkou,
patii sem tifeba panev. Vazivové neboli pevné klouby nemaji Zadnou dutinu a jejich pohyb
je velmi omezeny, najit je miizeme tfeba na lebce. Synovialni klouby jsou pln€ pohyblivé a jsou
pfizplsobivé otfesim a naraziim. Jsou tvofeny vazivovym pouzdrem a synovidlni tekutinou,
kterd je produkovana vazy akloubni vystelkou. Hyalinni chrupavka, ktera se nachazi
na kloubnich koncich kosti je pruzna a stlacitelnd, ptikladem takového kloubu miize byt

spénkovy kloub (Fritz 2012, Higginsova 2009).

4.5 Svalovy systém

Svaly jsou tvofeny svalovymi builkami zvanymi jako myocyty. Vlakna, kterd jsou
tvofena myocyty, se spojuji do snopcti a snopeckt. Tyto vldkna jsou obklopena pojivovou tkani
neboli povazkou. Sval se natahuje a smrst'uje diky malym vldkénkim a myofibrilim, které se
nachazi uvnitf vlakna. V myofibrilech jsou bunééné membrany a sarkolema, které dohromady
tvoii bilkovinné myofilamenty, tenké filamenty jsou aktinového ptivodu a silné jsou ptivodu
myozinového. Filamenta aktinovd a myozinové se pii stahu svalu navzajem prekryvaji a pfi
uvolnéni se vraci do ptivodni polohy.

Vlakna mtizeme délit na bild neboli rychla a cervena neboli pomalé vlakna. Bila vlakna
jsou vetsi nezli ¢ervend, dokazi rychle vytvorit mensi mnoZzstvi energie a snadno se unavi.
Cervena vlakna jsou schopna dlouhodobé&jsich kontrakci, vyroba energie u tdchto vlaken
vyzaduje pfitomnost kysliku a pomaleji se unavuji. Svalovou tkan délime na hladkou, srde¢ni

a kosterni. Hladkd svalova tkan neni ovladatelna vili aje soucasti travici, kde zajistuje
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peristaltiku a ovliviiuje krevni tlak. Srdecni svalova tkan je rovnéz neovladatelna viili a nachézi
se pouze v srdci, nachazi se zde interkalarni disky citzv. ,,mezerovita spojeni®, skrze které¢ se
pfenasi nervové impulzy. Kosterni svalova tkan stabilizuje a zpeviiuje klouby, je vili
ovladatelnd a vytvari pohyb, zde je kazda buiika v pfimém kontaktu s nervovym vlaknem.
Dulezitou soucasti je povazka, coz je mekka tkan, kterd obklopuje kazdou kost, sval
1 orgén. Je tvofena hustymi kolagennimi vlakny, diky tomu je pruzna a pevna. Povazku délime
na povrchovou a hlubokou, povrchovou povazkou prochazi lymfa, krevni cévy anervy.
Oddéluje svaly odkiize amize mit ifunkci izolaéni vrstvy azaroven chrani svaly
pted poskozenim. Hlubokd povéazka je tlustd tkan, kterd prostupuje svaly, vazy, kloubni
pouzdra, okostici, krevni cévy, kosti a Slachy a zaroven je drzi pospolu. Spravné by méla byt
vlhka, volnd a pohyblivd, a je tvofena nékolika vrstvami vazivové tkané, které se prekryvaji

(Fritz 2012, Higginsova 2009).

4.6 Slachy a vazy

Slacha je slozena ze svazkid hustych kolagennich vlaken, které jsou uspotadané do
dlouhych provazt. Upinaji se na kosterni svalstvo ke kostem a podileji se na pohybu, nejsou
tak pruzné jako svaly a maji vysokou taznou silu tudiz odolaji velké zatézi. Na kost se upinaji
pres okostici, a to diky Sharpeyovym vlakniim, které maji podobu malych trnii. Slachy jsou
obaleny ochrannym §lachovym pouzdrem nebo tekutinou vyplnéné vacky.

Vaz je svazek pojivové tkané, kterd drzi Slachy nebo kosti na svém misté. Spojuji
sousedici kosti a nejsou zdaleka tolik pruzné jako $lachy. Pojivova tkan vazl je tvofena hlavné
bilkovinnym kolagenem, podporuji a ochranuji klouby. Vazy se déli do Ctyt typi, na vazy, které
poskytuji podporu, prstencovy, ktery obepina kloub dokola, mezikostni, ktery spojuje dvé kosti
a provazcovity, ktery poméha drzet kosti u sebe (Fritz 2012, Higginsova 2009).

4.7 Poranéni Slach

Poranéni Slach je jednim z nejcastéjSich muskuloskeletalnich problémi u sportovnich
koni. Povrchova §lacha digitdlniho ohybace (SDFT) je nejvice ohroZena zranénim s vyskytem
tendinitidy neboli zanétem Slachy. Maximalni napéti SDFT u koni je okolo 16 % coZ se blizi
funkénimu limitu, mimo zajisténi pohybu slouzi SDFT jako pruzina, ve které se uklada energie
béhem klidu a béhem pohybu se uvoliuje, pro tuto spravnou funkci SDFT je potieba, aby jeji
molekularni slozeni bylo neporusené. Hojeni Slach se déli do tfech fazi: po akutni zanétliva
faze, ktera trva n€kolik dni hned po zranéni, poté subakutni reparacni faze trvajici 3—6 tydnti
a nasledné chronicka remodelacni faze, ktera mtize mit délku i 12 mésici. Kvili nizké rychlosti

metabolismu §lachy, vaskularité a bunécnosti Slachy je jeji regenerace pomala a neefektivni,
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zaroven je Casto doprovazena pietrvavajicim zanétem, ktery ma za nasledek fibrovaskuldrni
jizvu. Vyslednd vytvofend fibrovaskuldrni jizva mé neorganizovanou strukturu matrixu,
zvySenou produkei glykosaminoglykant, proteoglykant a kolagenu III, ktery zapficini,
ze Slacha neni tak pruzna jako ptfed zranénim. Tyto biomolekuldrni zmény ve SlaSe vedou
ke zhorSeni jejich funkce a vzniku opétovného zranéni.

Terapie MSC snizuje miru opétovného zranéni z 80 % na 13-36 % a zaroven dosahuje
cytokind, snizeni prozanétlivych cytokinti a celkové snizuji infiltraci imunitnich bunék v misté
poranéni. Zaroveit MSC inhibuji drahu TGF-B1, kterd se podili na rozvoji fibrozy, coz je
zmnozeni vaziva jako dusledek hojeni poskozené tkané. Pro implantaci MSC do poskozené
tkané je potieba expanze v laboratofi, dokud neni k dispozici cca 107 bunék. Zakladem snizeni
opétovného zranéni pii terapii MSC je to, ze se bunky po aplikaci diferencuji v tenocyty,
coz jsou zakladni stavebni buiiky Slachy, a vytvoii se zde kolagen typu I, ktery byl ve §lase
piivodné. Slacha je tudiZ stejn& pruzna jako piedtim a snese intenzivn&jsi zatéz, nez kdyz by se
vytvoftil kolagen typu III, ktery se vytvoii pii samovolném hojeni poSkozené Slachy (Trunda
2023). Bylo prokazano, ze terapie MSC spolu s IGF-1 méla lepsi imunohistologické vysledky
nezli terapie pouze samostatnymi MSC, nejvétsi rozdil byl hlavné ve zvySené expresi gent
kolagenu typu I. Pozitivni vysledky byly i prokdzany piti podani MSC izolovanych z kostni
diené a suspendované ve fibrinogenu, alogennim séru ¢i plazmatickém lyzatu. Pti pouziti MSC
izolovanych z tukové tkané bylo prokézano snizeni zanétu, které bylo doprovazeno podélnym
uspofadanim kolagenovych vléken a Slachovych vldken. Pfi terapii MSC izolovanych z tukové
tkan¢ se tyto buitky mohou kombinovat s plazmou bohatou na desticky (PRP), tato plazma je
zdrojem riznych biologickych faktort, které podporuji bunécnou proliferaci, urychluji
angiogenezi a reguluji zanétlivé procesy. Znac¢na heterogenita PRP vSak komplikuje hodnoceni
klinického vyuziti a je potfeba pochopit jejich pfesnou mechanizaci (Gugjoo 2019, Taylor
2007, Ribitsch 2021).

Pii 1écbé jadrovych 1ézi by se mély MSC aplikovat pfimo do jadra 1éze pod
ultrazvukovym dohledem. Pro aplikaci se doporucuje jehla o primeéru 20 az 23 G. Pouziti jehel
o menSim priméru snizuje vysoce Zivotaschopnost BM-MSC. Tento ucinek je
nejpravdépodobnéji zplisoben zvySenym mechanickych stiihem bunék pii zmenseni velikosti
jehly (Schnabel 2013). Terapie Slach i vazl se ve veterinarni mediciné koni ukézala jako velice
ucinna, ale je vSak potfeba dodrzovat i poaplika¢ni podminky, které se tykaji pfedevsim pohybu

koné.
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Na sonografickych obrazcich je uk4dzdna 1éze na SlaSe u 19letého valacha, ktera byla
lécena pomoci MSC. Prvni sono bylo provedeno 23.5.2023 (obr. 4) a na ném je vidét, ze 1éze
se nachédzela v hlubokém ohybaci. Z kostni dfen¢ byly odebrany kmenové bunky valacha
a po l4denni kultivaci mu byly vpraveny do poSkozené¢ho mista. Pfed poddanim kmenovych
bun¢k bylo provedeno sono pro kontrolu, ze béhem 14 nebyla vytvotrena nova vlakna. Pokud
by se nova vlékna jiz vytvotila, bylo by nemozné podat kmenové buiiky, protoze by nova vldkna
byla poskozena vpichnutim jehly. JelikoZ se nova vlédkna nestihla vytvofit byly kmenové buiiky
vpraveny do poskozené Slachy. Po vpichnuti bun¢k byl kin 3 dny v boxe, kvili klidnému
rezimu, aby se builky mohly uchytit a nohu mél zabalenou do gaze (obr.7). Nasledné pro
podpofeni zmirnéni zanétu byla noha pravidelné chlazena pomoci ledové vody a chladici hmoty
tendilax. Pohyb koné¢ byl omezen na 20 minut denné v kroku pouze po rovném, tvrdém asfaltu
na voditku. Po 7 az 14 dnech chlazeni se noha balila do zébal, aby se vytvotilo podptrné teplo
pro ¢innost bun€k a po 3 tydnech byla zvySena chiize na 30 minut pod sedlem. Zaroveni bylo
potieba nohu masirovat a jemné oddélovat jednotliva vladkna Slachy. Dale bylo provedeno
kontrolni sono 26.9. 2023 (obr. 5), kde je krasné vidét hojici se 1éze. Noha koné se stale balila
do zabal a prostfedkem fijna byl pohyb kon¢ upraven. Po 20minutovém krokovani se ptidaly 4
minuty klusu a postupné se kazdy tyden pfidavalo cca po 2 minutidch. 25.11.2023 bylo
provedeno posledni kontrolni sono (obr. 6), na kterém je $lacha zcela zahojena. Po poslednim
sonu byl koni povolen i cval a postupnymi davkami se valach vratil ke svému standardnimu
pracovnimu rezimu. Po roce od zranéni Slachy nevykazuje valach znamky opétovného

poskozeni §lachy a ma stejny sportovni rezim jako mél pted zranénim (Trunda 2023).

36



Obrazek 4: Sonograficky obrazek poranéné §lachy (MVDr. Trunda, 2024).
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Obrazek 5: Sonograficky obrazek poranéné §lachy po podani MSC (MVDr. Trunda, 2024).
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Obrazek 6: Sonograficky obrazek zahojené Slachy (MVDr. Trunda, 2024).
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Obrazek 7: OSetiena noha po podani MSC.

4.8  Poranéni chrupavky

Chrupavka ma omezené vlastni regeneracni schopnosti z divodu nepfitomnosti
pfimého lymfatického, krevniho ¢i nervového zédsobeni a pfitomnosti malého poctu méné
proliferativnich chondrocyti. Spontdnni hojeni chrupavky vétSinou konéi tvorbou
fibrochrupavky. Fyziologické chondrocyty jsou plné diferenciované buiky, které se podileji
na udrzeni homeostazy a to tak, Ze syntetizuji malé mnozstvi ECM ¢imz dochézi k nédhradé
poskozenych molekul ECM, timto je pak udrzena strukturdlni integrita matrixu chrupavky.

V reakci na poranéni prochazeji chondrocyty fenotypovou zménou a stavaji se aktivovanymi,

40



jejich aktivace je charakterizovdna bunécnou proliferaci, zvysenou tvorbou extraceluldrnich
protein matrixu, tvorbou shlukd azvysenou tvorbou enzyml degradujicich matrix.
Patofyziologické déje ve chrupavce jsou pohanény hlavné ¢asnou vrozenou imunitni odpovédi,
které se podili nakatalyzaci regenerativnich zmén. Cast vrozené imunity se piipisuje
synovidlnim makrofaghm a klicovym efektorim synovialniho zanéty. Na patogenezi se
vyznamné podili i chondrocyty a fibroblastim podobné synoviocyty. Produkty vyplavené
béhem degenerace ECM chrupavky se uvoliiuji do synovialniho mikroprosttedi ¢imz podnécuji
produkeci proteolytickych enzymi, protizanétlivych a katabolickych medidtorti, tak se vytvofi
zaCarovany kruh, kdy dochdzi k rozpadu chrupavky a vznika synovialni zanét.

S poskozenim chrupavky se Casto setkdvame u osteoartritidy (OA), pti kterém dochézi
k degeneraci kloubu (obr. 8), zanétu, starnutim chrupavky a chondrocyti. Je to onemocnéni,
které postihuje cely kloub, tudiZ jsou postizeny veskeré kloubni tkang. Castou piiginou tohoto
onemocnéni mize byt defekt klouby, kterd je vyvoldna traumatem nebo autoimunitni reaket.
Mezi projevy OA patii degenerace chrupavky, fibrilace, mineralizace a tibytek kolagenu typu
II a proteoglykant, zarovenl se zvySuje syntetickd aktivita chondrocytt, proliferace a miize
dochazet ik apoptoze nebo synovidlnimu zanétu. Nejvyraznéjsim projevem OA je zvySeny
fenotypovy proliferatismus a znacnd heterogenita bunéénych odpovédi a exprese geni, které

vykazuji osteoartritické chondrocyty (Gugjoo 2019, Barrachina 2018).
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Obrazek 8: Rozdil mezi zdravym kloubem a poskozenym kloubem (upraveno dle, Ribitsch 2021).

K 1écbe defektu komské chrupavky se v dneSni dobé hodné vyuzivaji techniky
stimulace kostni dfené a debridementu, pii kterém dochéazi k odstranéni posSkozenych
a nefunk¢nich ¢asti chrupavky a vaziva, poté se poskozené misto oSetii mikrorfrakturami. Obé
tyto metody vSak nevedou k regeneraci kloubni chrupavky s rovnocennymi biomechanickymi
vlastnosti jako maji ptivodni tkdné. Hledaji se proto nové techniky, pomoci kterych by se
podafilo obnovit ptivodni tvar a funkci chrupavky. Velky potencidl pro zlepSeni funkce
chrupavky, snizeni bolesti a zmenSeni velikosti 1éze chrupavky maji MSC. Moduluji
homeostazu kloubu a tim podporuji regeneraci hyalinni chrupavky (Ribitsch 2021, Barrachinna
2018, Taylor 2007).

MSC nasvém povrchu exprimuji MHC-I, MHC-II nebo T-bunééné stimulacni
molekuly, exprimuji iridzné cytokiny jako je TSG-6, cozje antagonista pro receptor
metaloproteinaz). Mezi produkované latky patii i TNF-a, INF-y, PEG2 (prostagaldin) a IL-6.

Podle nékterych studii mlze chrupavka vznikat rekapitulaci procestt mesenchymalni
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kondenzace, kdy takto vyluCovana tkan chrupavky se miize podobat hyalinni tkani jak
vlastnostmi  biochemickymi, tak vlastnostmi fyziologickymi. Piikladem mohou byt
diferenciované koniské BM-MSC na nichZ jsou pfitomny primarni fasinky a dochazi u nich
k intenzivni syntetické a metabolické aktivite, ktera je srovnatelnd s fenotypem chondrocyta.
VeétSinou se v piipadé terapie chrupavek MSC u koni nejednéd o komplexni regeneraci
chrupavky, ale o klinické zlepSeni na zéklad¢ snizeni klinickych ptiznakt. Pouziti BM-MSC
vede k lep$im biochemickym i histologickym vysledkiim pfi 1é¢eni OA na rozdil od AD-SVF
(adipose diverted stromal vascular fraction), pti 16cbé BM-MSC se snizuje hladina PEG2
v synovialni tekuting, ktera pti pouziti AD-SVF je spolu s TNF-a zvySend. V soucasnosti se
doporucuje implantaéni davka MSC v hyaluronovych leSenich 2x107. Klinické studie hodnotici
pouziti BM-MSC pfi 1é¢bé poskozeni menisku ¢i chrupavek u 33 koni ukazalo, ze 43 % koni
se vratilo na ptivodni uroven prace, 33 % se vratilo k praci a pouhych 24 % se k praci nevratilo.
I pfes to, ze poSkozena chrupavka ma vzhledem k své poloze a vrozenému hojivému potencialu
se neustale zhorSovat, vykazuji MSC lepsi regeneraci neZz chirurgické zakroky. S pouzitim
MSC jsou vsak spojeny riizné obavy jako je integrace matrixu regenerované tkané s nativni

tkani chrupavky ¢i absence typické regenerace hyalinni tkan€ (Gugjoo 2019).

4.9 Laminitida

Laminitida neboli schvacenost kopyt je onemocnénti, které je charakteristické zdnétem
a poruchou lamel, které se nachéazeji ve vnittku kopyta. Uvnitt kopytniho pouzdra se nachéazi
rakova kost, kterd je obalena typem epitelidlni tkané tzv. korium. Tato epitelidlni tkan je
zodpovédna za ulozeni kopyta a jeho pfipevnéni. Laminéarni korium vychdzi z vnéj$iho povrchu
rakové kosti a tvoii listim podobné lamely. Lamely rostou smérem ven a spojuji se s vnitinimu
strukturami jako suchy zip. V kopyté¢ nachdzime dermélni a epidermalni lamely. Dermalni
lamely maji rozsdhlou cévni sit’ v husté matrix pojivové tkang, zatimco epidermalni lamely jsou
avaskuldrni a necitlivé. Pfi poSkozené podplrnych lamel, zanétem dochazi k hypoxii, kompresi
cév a bunécné nekrdze ¢imz se narusi kiehky podplirny mechanismus a oddéli se kosti od stény
kopyta. V nékterych pifipadech mize dojit ik proniknuti kosti skrze chodidlo kopyta
nebo k Gplnému oddéleni kopyta a podkladové kosti (Angelone 2017, Ribitsch 2021).

Toto onemocnéni muze byt disledkem onemocnéni primarniho jako je zapal plic,
bfisni operace, onemocnéni traviciho traktu ¢ijiné, které zplsobuje sepsi. V souvislosti
s laminitidou se pouziva pojem ,syndrom systémové zanétlivé odpovédi®, kdy vznika
laminitida jako odpovéd’ na lokéalni zanét. K onemocnéni mize vést i inzulinova rezistence,

kortikosteroidni dysmetabolismus nebo nadmérny piijem sacharidii (Angelone 2017).
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Béhem laminitidy dochazi ke snizeni P63, coZz je determinant pro proliferaci
zvySuji zanétlivé interleukiny jako je IL-1PB, IL-8 a IL-6, zaroven se zvySuje i gama-histon
H2AX protein, ktery se ucastni vaskularnich zanétlivych reakei (Yang 2019, Schnabel 2013,
Carter 2011).

Ve studii Angeloneho a kol. bylo navrzeno pouziti MSC k 1é¢bé laminitidy na zakladé
jejich schopnosti imunomodulace. Deviti konim byly podiny suspendované aMSC
(mezenchymové kmenové builky ztukové tkané) v PRP prfes palmarni zily, u vSech
testovanych koni, které byly 1é€eny MSC/PRP bylo vidét zlepSeni jiz po 6 mésicich a mohli se
navratit ke své aktivité. Dlouhodobé vysledky této konkrétni studie v souvislosti s laminitdou
vykazovaly zlepSeni veSkerych klinickych ptfiznaki tohoto onemocnéni jako je neochota
k pohybu, zhorSeny ctyinohy postoj, vaznouci digitalni puls a nedoslo k recidivé laminitidy u 7
z 9 koni. U dvou koni k recidivité¢ laminitidy doSlo a musela byt utracena (Angelone 2017,
Ribitsch 2021).

Studiich zabyvajicich se 1é¢enim laminitidy pomoci kmenovych bunék neni mnoho
a nckteré se setkavaji s neuspéchem. Problémem muze byt exprese MHC II, coz je hlavni
histokompatibilni komplex II. tfidy, na povrchu MSC. Této komplex naznacuje, ze MSC
v ptipad€ nevhodného genetického piijemce nedokédzou podminit imunitni odpoveéd’. Nejlepsi
vysledky pfi 1é¢bé laminitidy vSak poskytuji a MSC podané v PRP, kdy dochézi k celkovému
zlepSeni kvality kopyta koné. Na zdklad€ pozitivnich vysledkl klinickych studiich se zdjem
o 1é¢bu tohoto onemocnéni koni pomoci MSC zvySuje (Schnabel 2013, Cequier 2021).
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Obrazek 9: Rentgenovy snimek pri 1é¢bé laminitidy — obrazky znazornuji postizeni pravé nohy koné
laminitidou v den 0, 21, 51 a 90. Koni byly poddny aMSC/PPR jiz po 21 dnech je na snimku vidét
zvySeni Zilni néplné, po 91 dnech byla vaskularizace chodidla zcela obnoven
(upraveno dle, Angelone 2017).
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5 Vyuziti MSC v mediciné lidi

Diky svym vlastnostem maji MSC obrovsky potenciél nejen ve veterindrni medicing,
jako je tukova tkan, kostni dieni, menstruacni krev, periferni krev atd. Jejich schopnost
diferenciace v rtizné druhy tkani, ve kterych se nachdzi, mize byt klicem k 1écbé mnoha
onemocnéni. V soucasnosti je na svéte pres 650 klinickych studii, které zkoumaji potencial
MSC pro lé€bu muskuloskeletdlnich, neurologickych, ischemickych i autoimunitnich
onemocnénich. Pfikladem muze byt studie, kterou napsal W. Chen a kol, ktera se zabyva
1é¢bou primérniho Sjogrenova syndromu (pSS) pomoci MSC. Jedna se o chronicka systémové
autoimunitni onemocnéni bchem, kterého dochazi k destrukci slznych a slinnych Zlaz,
ve kterych se tvofi lymfocytarni infiltraty. U pacienti spSS kmenové bunky potlacily
autoimunitu, inaktivovaly prozanétlivé T-bunky a zlepSily sekreci slinné zlazy (Chen 2018,
Choi 2019, Samsonraj 2017).

Predevs§im pomoci angiogeneze a imunomodulace prostfednictvim parakrinni sekrece
bioaktivnich faktoru opravuji MSC ischemické tkané. S terapii pomoci MSC u ischemickych
stddium onemocnéni perifernich tepen, pii které je ohrozena zivotnost koncetiny zptisobena
poklesem krevniho toku a perfuzi tkdné. Pfi terapii tohoto onemocnéni pomoci lidskych
autolognich kmenovych bunék, véetné BM-MSC, bylo zjisténo Ze kmenové buniky snizuji
velikost viedu, miru amputace koncetiny, angiogenezi a perfuzi koncetiny (Xie 2018, Choi
2019).

S 1é¢bou poranéni pohybového aparatu pomoci MSC se nesetkdvame pouze u koni,
aleiulidi. Vramci pohybového aparatu je kladen nejvétsi diraz na osteoartritidu, které
postihuje hlavné star$i jedince. Pfi OA dochéazi k opotfebeni chrupavky, Spatné reakci
ristovych faktori a chondrocytl, vznikéd mitochondridlni dysfunkce, oxidativni stres a zanét.
Béhem OA se v chrupavce nachdzi progenitorové buiiky, které naznacuji omezenou schopnost
chrupavky se hojit. Terapie OA pomoci kmenovych bunék je velice slibnd, vysledky ukazuji
ze po podani MSC dochazi k velkému zmirnéni bolesti a zlepseni kvality postizené chrupavky.
V ramci terapie jsou dilezité latky produkované MSC jako jsou rlstové faktory, cytokiny nebo
bioaktivni molekuly. Tyto latky maji protizanétlivé, apoptotické a angiopoetické ucinky a diky
nim je pravé mozné zaznamenat tlevu od bolesti. To naznacuje, Ze v budoucnosti by mohla byt
terapie zalozena na latkach, které kmenové buiky vylucuji nikoli na bunikdach samotnych

(Richardson 2016).
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Popularni jsou MSC 1 pfi 1écbé neurologickych onemocnéni, které postihuji struktury
centralni nervové soustavy, jako je Alzheimerova choroba (AD), u niz infuze MSC zachratuje
pamétovy deficit snizenim ukladani amyloidu B (AB). AP je slozka senilnich plakt
a neurofibrilarnich klubek, které jsou nachdzeny v mozku pacienta s Alzheimerovou chorobou.
Krom AD jsou pomoci MSC Ié€eny i jind neurologické onemocnéni jako je Huntingtonova
choroba nebo Parkinsonova choroba. Zvlastni roli mohou MSC hrat i v nddorové terapii, jejiz
progresi mohou ovliviiovat skrze vylu¢ované faktory. Zavisi zde na stavu receptort, fosfatazy,
tenzinového homologu (PTEN) nebo aktivaci Wnt, kdy nasledné miiZze dochazet z inhibici riistu
a zvySeni bunétné smrti nebo mize dochazet ke zvySenému rlstu a metastdzovani. MSC
v nadorové terapii tudiz hraji dvoji roli v zavislosti na bunééném kontextu (Torsvik 2013,

Anderzejewska 2021).

5.1 Autoimunitni onemocnéni a 1é¢ba MSC

Autoimunitni onemocnéni je jednou z deseti hlavnich pficin umrti Zen pied 64 rokem
zivota a ve Spojenych statech jsou druhou nejcastéjSi pfi¢inou chronickych onemocnéni.
Soucasnd imunosupresivni lécba nevykazuje natolik pozitivni vysledky a casto dochdzi
i k nezddoucim ucinkiim. ZvySuje se zdjem o lécbu pomoci kmenovych buné¢k, které diky
vysokému proliferanimu potencidlu a imunosupresivnim vlastnostem jsou vhodnymi
kandidaty. Klinické studie se provadi naptiklad u Crohnovy choroby, primarniho Sjogrenova

syndromu nebo roztrousené sklerdzy (Figueroa 2012).

5.1.1 Primarni Sjogreniv syndrom

Primérni Sjégrentiv syndrom je chronické autoimunitni onemocnéni postihujici zhruba
0,05 — 1 % populace. Pfi tomto onemocnéni se tvoii lymfocytarni infiltraty ve slinnych
a slznych zlazéach, coz vede k jejich destrukci. Mezi nej¢astéjsi ptiznaky patii suchost v ustech
neboli xerostomie, xeroftalmie ¢isuchost o¢i azubni kaz. Charakteristickd je pro toto
onemocnéni vysoka aktivita B-lymfocytl a piiblizné u 5-10 % pacientl se vyskytuje i non-
komplikaci Sjogrenova syndromu. Diilezitou roli zde hraje jak adaptivni imunita, tak imunita
vrozena. K aktivaci autoimunitnich utokli na zlazové epitelie ak aktivaci autoreaktivnich
imunitnich bun¢k mohou vést spoustéci faktory prostfedi nebo defekty z14z. Poskozené zlazové
epitelie nasledné produkuji prozanétlivé cytokiny a chemokiny, které zesiluji autoimunitni
reakce tim, Ze zvySuji pfitomnost lymfocytarniho infiltratu ve zlazovych tkanich. Tim, Ze pfi
pSS dochazi k nadmérné aktivaci B-lymfocyti, je tak podpofena tvorba velkého mnoZzstvi

autoprotilatek. Autoprotilatky se dale mohou navazat na vlastni antigeny a s nimi vytvaret
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imunitni komplexy, které se nasledn¢ ukladaji v organovych systémech a poskozuji ptislusné
tkané (Wang 2021, Chen 2018).

S pSS jsou spojeny ibunky Thl, Thl17, Tfth atzv. Tregs, coz jsou regulac¢ni T-
lymfocyty, které jsou dualezité pro regulaci autoimunitni odpovédi. Pii tomto onemocnéni je
narusena supresni funkce Trgs, Imunoregulacni aktivitou MSC, kreté je aktivovana pfi fizena
CD4 T bunék je snizena proliferace Thl, Th17, Tth a zarovenn dochazi ke zvySeni Tregs.
Predpoklada se, ze zvySeni Tregs inhibuje zanét. Dilezité pii 1écbé pSS pomoci BM-MSC je
jejich schopnost diferenciace na epitelialni buiiky slinnych zlaz (SGEC). SGEC maji s BM-
MSC srovnatelné bunééné struktury jako jsou tésné bunécéné spoje nebo sekrecni granula. Mimo
to, Ze maji srovnatelné¢ bunééné struktury se SGEC, exprimuji pii kultivaci BM-MSC slinné
geny, naptiklad E-kadherin nebo a-amylaza a exprimuji i rizné proteiny mezi néz patii high-
mobility-group protein 20 B, transkripcni faktor E2a a repeat-domain-containing-protein 56.
Diky tomu, Ze jsou BM-MSC schopny vytvartet acinarni fenotyp slinnych Z14z jsou skvélymi

kandidaty pro 1é€bu onemocnéni slinnych 714z mezi néz patii prave pSS (Chen 2018, Xu 2012).

5.1.2  Crohnova choroba a lé¢ba MSC

Crohnova choroba (CD) patii mezi chronické zanétlivé onemocnéni strev pii, kterém
dochazi ke zméné imunitni odpovédi. Onemocnéni nema4 jistou pficinu, ale soucasné poznatky
se priklani k tom, Ze se jednd o disledek zmény homeostdzy imunitniho systému stfevni
sliznice u geneticky predisponovanych jedincti. Na zméné€ imunitniho systému stfevni sliznice
se podili hlavné porucha apoptdzy T-lymfocytl a porucha epitelidlni bariery. VySené riziko
vzniku Crohnovy choroby jsou pfevazné defekty gentl, které souviseji s autofagii. Autofagii
provadi epitelové bunky aje to proces, piikterém dochazi k odstranéni nepottebného
cytoplazmatického materialu a tim se snizuje Sifeni bakterii. Ke vzniku Crohnovy choroby
mizou pfispét i enviromentalni faktory jako je koufeni, anamnéza, expozice antibiotikiim
v détstvi nebo i peroralni antikoncepce (Ferré 2018).

Piesny mechanismus funkce MSC pfi 1écbé tohoto onemocnéni neni zcela znam.
V preklinickych studiich v8ak bylo prokazano, ze MSC inhibuji T buiiky zvySenim regulacnich
T bunék. To je zprostiedkovano indukci indoleamin 2,3 dioxygenazy. Pfi zablokovani
indoleamin 2,3 dioxygenazy byl imunosupresivni U¢inek T bunc¢k zcela eliminovan.
V soucasnosti se 1écba této choroby pomoci MSC zaméiuje spiSe na hojeni pistél, coz je
abnormdlni kanalek vytvofeny nésledkem Crohnovy choroby, ktery zprosttedkovava
komunikaci mezi dutinou a povrchem. Uvadi se, ze MSC jsou GspéSné pii hojeni piStéle, vSak

mechanismus tohoto hojeni nebyl zcela objasnén. VSeobecné studie, které se problémem
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Crohnovy choroby v souvislosti s MSC zabyvaji maji bud’ nedostate¢né¢ velké vzorky nebo se
jedna o malé série ptipadl. Jednou z kli€ovych studii, kterd se zabyvala u¢innosti MSC pfi
hojeni pistel se jmenuje ADMIRE-CD (Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells for Iduction
of Remission in Perianal Fistulizing Crohn’s Disease/Tukem odvozené mezenchymalni
kmenové buniky pro navozeni remise u periandlni fistulujici Crohnovy choroby) (Figueroa

2012, Carvello 2019).

5.1.3 Lécba roztrousené sklerézy pomoci MSC

Roztrousena skler6za (RS) je chronické onemocnéni, které postihuje centralni nervovy
systém (CNS). Pro toto onemocnéni je charakteristicky zanét s demyelinizaci, proliferaci
astroglii a neurodegeneraci. Vznikd migraci a proliferaci patogennich T bunék do CNS,
kde nésledné dochazi k sekreci IL-1f3, IL-6, IL-7, TNF-a a INF-y. Onemocnéni miiZe probihat
dvéma formami, a to bud’ jako progresivni nebo relabujici. Castéji dochézi k nastupu relabujici
formy onemocnéni, coz se projevuje epizodami neurologické dysfunkce, a to je nasledovano
bud’ ¢astecnym nebo Uplnym navratem k ptivodnimu fungovéni pacienta. Za nejcast¢jsi formu
RS je povazovana relaps-remitentni RS, pfi niz dochéazi k castecnému zotaveni mezi relapsy,
pozdéji vSak dojde k nepferusované progresi a v 80 % piipadl prechazi relaps-remitentni RS
na sekundarné progresivni RS. RoztrouSena skler6za je onemocnéni, kterym trpi pies 2,3
miliond lidi po celém svéte, u relaps-remitentni RS jsou Zeny postihovany 3x ¢astéji nez muzi,
a to jiz ve véku 30 let (Hauser 2020, Mansoor 2019).

Mezi klinické projevy RS patii zanét zrakového nervu, Uhthoffiv fenomén, pii kterém
dochazi k pfechodnému kolisani ¢i zhorSeni ptiznakd RS, pfi zvySeni télesné teploty
a Lehrmittiv fenomén, ktery je popisovan jako pocit podobny elektrickému Soku dolli po pateti
nebo koncetinach pii ohnuti krku. Lécba RS se v dneSni dobé zaméfuje hodné na snizeni
pfiznakli onemocnéni a na akutni zachvaty (Hauser 2020, Doshi 2016). Pro diagnostiku
a terapeutické sledovani je klicové MRI, pomoci které¢ho je mozné sledovat signaly lozisek,
které jsou na obrazu bilé a nachazi se pfevazné okolo mozkovych komor. Mimo bilé signély
se daji sledovat i tzv. ¢erné diry nebo atrofie objemu mozku. Pro kraceni doby relapst se mohou
pouzivat kortikoidy nebo vymeéna plazmy. Ob€ moznosti vSak nemodifikuji onemocnéni,
ale pouze zkracuji dobu mezi jednotlivymi relapsy. V 1é€bé RS vsak doslo k pokroku, kdyz
se zaCaly pouzivat chorobou-modifikované léky jejichZz cilem je zamezit vzniku relapsim,
vzniku novych 1ézi nebo atrofie. Mezi chorobou-modifikované léky patii naptiklad B-

interferon-1o.  (Rebif), glatiramer acetat (Copaxone), dimethylfumarat (Tecfidera)
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nebo teriflunomid (Aubagio). VSechny tyto léky byly schvéaleny Evropskou agenturou pro
1é¢ivé piipravky nebo americkycm Ufadem pro kontrolu potravin a 1é&iv (Doshi 2016).
Kmenové bunky byly pouzity poprvé pro lé€bu RS jiz v roce 1995, na lécbu byly
pouzity HSC k prevenci chronické demyelinizace. Ipies vyhody HSC, jejich velkym
problémem je v terapii toho onemocnéni vznik sekundarniho maligniho onemocnéni
a trombocytopenie. Usp&$né jsou v 1é&b& MSC, které podporuji remyelinizaci CNS
a imunomodulaci, diky sekreci imunoregulacnich faktorti, neuroprotektivnim u¢inktim a jejich
schopnosti nahrazovat poskozené builkky. MSC inhibuji produkci prozanétlivych cytokint,
potlac¢uji produkci T bunck, zarovenn jsou schopné inhibovat déleni a produkci protilatek
a pusobit na dendritické bunky a pfirozené zabijaky, tim Ze potlacuji jejich zrani a aktivaci.
Krom¢ imunomodula¢nich schopnosti jsou MSC vyuzivany diky své schopnosti diferenciace.
MSC se mohou diferencovat v astrocyty, oligodendrocyty a neurony. Podané MSC migruji
do poskozené tkané¢ a nahrazuji poSkozené rezidentni buniky. Buitky MSC-NP jsou nervové
progenitorové buiiky odvozené od MSC vykazujici charakteristiky neuroektodermalni linie.
Jejich transplantace u pacientli s RS zlepSuje svalovou silu a funkci mocového méchyte.
Intratekalni podani téchto bunék v chronické fazi vedlo k zvySeni myelinizace michy a snizeni
imunitni infiltrace v CNS. Pouziti MSC-PN je pro 1é¢bu RS velice slibné, ale je potieba vytesit
ale 1 jejich snadna izolace z tkéni, at’ uz jsou bunky odebirany z tkan¢ tukové nebo kostni dené.
V budoucnosti se zvazuje pouziti platek produkovanych kmenovymi builkkami jako jsou

exozomy v kombinaci s protizanétlivymi Iéky (Harris 2018, Mansoor 2019).

5.2 Neurologické onemocnéni lé¢ena pomoci MSC

Neurologické onemocnéni jsou Casto riiznorodé a Spatné pochopené, proto je 1écba
téchto onemocnéni velice omezené. Kmenové buitky mohou byt velkym pfislibem pro zmirnéni
zatéze téchto poruch. Cilem téchto terapii by mela byt lokalizace defektnich ¢asti mozku,
obnova poskozenych neurond, snizit apoptézu a vyskyt volnych radikalt a zaroven regulovat
zangt a podporovat synapsi z poSkozenych neurontl. Nejcastcji se setkame se stuiemi, které se
tykaji onemocnénich jako je Alzheimerova choroba, Huntingtonova choroba, amyotroficka

laterarni skler6za nebo Parkinsonova choroba (Alessandrini 2019, Joyce 2010).

5.2.1 Lécba Alzheimerovy choroby pomoci MSC
Alzheimerova choroba (AD) je neurodegenerativni onemocnéni, které je jednou
z nejcastejSich pficin demence avede ke ztrat¢ paméti a kognitivnich funkci. Pro toto

onemocnéni je charakteristické hromadéni § amyloidnich (AP) plak a tvorba neurofibrilarnich
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spletencti coz ma za nasledek ztratu cholinergnich neuronii. Dal§im rysem AD je pfitomnost
aktivovanych mikroglii, které se nachazeji v tésném spojeni s amyloidnimi plaky. Tyto
aktivované mikroglie vylucuji cytokiny jako je TNF-a, oxid dusnaty a IL-1P, které podporuji
neurozanét. V dneSni dobé se zkoumd fada strategii pro 1é€bu tohoto onemocnéni,
ale s tspéchem se setkava pouze zmirnéni symptomtl, proto se vénuje i vétsi pozornost tomu,
jak onemocnéni predejit (Passeri 2022, Weller 2018, Andrzejewska 2021, Duncan 2017).
Jednou ze zkoumanych moznosti 1é¢by Alzheimerovy choroby jsou MSC, jejichz infuzi
byly zlepSeny kognitivni funkce a snizenim ukladani AP plakd byly zachranény pamétové
deficity. U potkanti, kterym byly podany MSC pro 1écbu AD doslo ke zvySeni funkénosti
hipokampalnich neuronti. Funk¢nost téchto neuronti se zlepsila na zaklad¢ zvyseni exprese
cholin acetyltransferdzy, acetylcholintransferazy azvySeni hladiny acetylcholinu. MSC
vykazuji 1ochranou roli proti ztraté¢ synaptickych proteinti, tim Ze obnovuji hladiny
synaptofyzinu, dekarboxylazy kyseliny glutamové a synaptoagminu-1. Existuje vSak malo
ditkazii o synaptickém zrani neuroni odvozenych z MSC in vivo. Neuroreprodukce pomoci
MSC je omezena z divodu nizké schopnosti diferenciace neuront a velkému sklonu k tvorbé
gliovych bun¢k. VEtsi vyznam v 16cbé AD ma tedy parakrinni t€inek MSC, ktery se hlave tyka
snizeni AP plakti. Snizuje se i sekrece prozanétlivych cytokinti jako je TNF-o a IL-18, a zvySuje
se hladina interleukinu 10, coZz je neuroprotektivni cytokinin. MSC podané intraven6zné jsou
schopné piekonat hematoencefalitickou bariéru bez vyvolani tumorigenni nebo imunitni

odpovédi. (Andrzejewska 2021, Duncan 2017).

5.2.2 Huntingtonova choroba a 1é¢ba pomoci MSC

Huntingtonova choroba (HD) je onemocnéni zptsobené expanzi trinukleotidu CAG
(cytosin-adenin-guamin) repetic v genu, ktery kdduje protein huntingtin. Hromadici se protein
ma cytotoxické ucinky a dochazi k odumirani neuronti zejména ve striatalnich strukturach jako
je kaudatni jadro nebo klira vylucujici y-aminoméaselnou kyselinu. V prvnich fazich HD byla
prokézand zvysena hladina dopaminu, a naopak snizend hladina ve fazi pozdni. Pfiznaky HD
se prvné projevuji mezi 3040 rokem zivota ajedna se o poruchu motoriky, chovani
a kognitivnich schopnosti. Nejcharakti¢téjsi jsou tzv. chorieformni pohyby, které jsou rychlé
a kratké. Prikladem choriefomniho pohybu muze byt vrtkavy pohyb prstl pii chiizi. Nasleduje
pak motorické impersistence, kdy pacienti nejsou schopni udrzet svalovou kontrakci. Jedna se
napiiklad osilny stisk ruky neboudrzeni vyplazeného jazyka podobu 10 sekund.

S postupujicim onemocnénim dochazi k bradykinezi, coZje celkové zpomaleni pohybi
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projevované Casto pii chlizi a mimice. Nasledné pak dochazi k dytonii, kdy se jedné o poruchu
drzeni téla a jeho krouceni (Andrzejewska 2021, Wyant 2017, Stoker 2022, Kim 2021).

V dnesni dobé neexistuje 1€k, ktery by umoznil modifikaci onemocnéni, veskeré
terapeutické strategii se tedy zam¢fuji na zmirnéni symptomt HD, tedy na zlepSeni
jak motorickych, tak psychiatrickych poruch a celkové zlepSeni zivota pacienta. Soucasna
farmakoterapeuticka se zamétfuji hlavné nasnizeni aktivace bazéalnich ganglii,
kterd je zprostiedkovana nadmérné vylu€ovanym dopaminem v prvnich fazi onemocnéni.
U pacientii trpicich HD byla zaznamenana sniZzend hladina BDNF neboli mozkového
neurotrofického faktoru. Neurotroficky faktor je protein zodpovédny za funkci a pfeziti
kortikéalnich neuront. Jeho obnova zvySuje pteziti neuront a zmirfiuje ptiznaky Huntingtonovy
choroby. Kvili kratkému polocasu rozpadu neni Gi¢inné injekce samotného BDNF, proto bylo
navrzeno podani geneticky inzenyrskych MSC s vysokou expresi BDNF. U lidi
Obecné transplantované MSC prodlouZily Zivotnost, tudiz na zdklad¢ téchto vysledkd mize byt
terapie MSC aktivni pro pacienty s Huntingtonovou chorobou (Andrzejewska 2021, Kim

2021).
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Zavér

Pro klinickou medicinu jsou kmenové bunky budoucnosti z pohledu moznosti 1éCby
riznych onemocnéni, na kterd v souCasné dob& nezabiraji aktudlné dostupné terapeutické
ptistupy. V téle kmenové bunky maji kliCovou a nepostradatelnou roli, protoze jsou schopny
regenerovat poskozenou tkan, diky své schopnosti diferenciace a proliferace. Proces jejich
diferenciace konci vznikem specializované buiiky dané tkané, coz muze byt klicem k feSeni
raznych degenerativnich onemocnéni. V mnoha klinickych studiich se setkdvame s pozitivnimi
G¢inky téchto bunék, i kdyz se nejedna o kompletni vyléeni daného onemocnéni. Casto podani
kmenovych bun¢k dokdze zmirnit ptiznaky onemocnéni a pfispét k potlaceni bolesti, a i to je
velice dulezité. Specidlné vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék jsou vyuzivany,
a to jak v klasické medicing, tak mediciné veterinarni.

Mezenchymalni kmenové buniky jsou pouzivany hlavné k 1é€bé poruch pohybového
aparatu u koni, mezi které patii tenditidy, tedy poruchy chrupavek jako je osteoartritida
nebo laminitida. Experimentdlni studie prokazuji, Ze pravé diky 1é€bé mezenchymalnimi
kmenovymi buiikami se kon¢ trpici né€kterym z vySe uvedenych onemocnéni mohou diky
podani kmenovych buné¢k vratit ke kazdodennimu sportovnimu vykonu jako pfed zranénim. U
lidi se vyuziti mezenchymalnich kmenovych buné€k nezamétuje tolik na pohybovy aparat,
ale spiSe na neurologické, autoimunitni nebo onkologické onemocnéni. V mnoha klinickych
studiich u lidi se setkdvame s pozitivnimu UCinky téchto bunék, jako je uleva od bolesti
a mirnéni pfiznakd daného onemocnéni. PfestoZze mechanismus fungovani téchto bun¢k neni
pln€ objasnén, posouva se jejich zkoumani neustale dopiedu v budoucnu budou jisté aktivni

soucasti 1é¢by fady onemocnéni at’ uz lidi nebo koni.
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