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1 TEORETICKY UVOD

1.1 Kmenové burky

Lidské t€lo je tvofeno z mnoha typl buné€k, které formuji jednotlivé tkdn€ a orgény.
VétSina téchto bunck je diferencovdna, ma omezeny Zivotni cyklus a neni schopna
sebeobnovy. Mala skupina bunék se ale vyznacluje ptetrvavajici schopnosti sebeobnovy
a diferenciace do rozdilnych bunécnych typt. Tyto buiiky jsou oznacovany jako adultni

somatické kmenové bunky a jsou lokalizovany v celé fadé naSich tkani a orgént (1).

VétSina adultnich somatickych bunck je multipotentni, tj. jednd se o buiky
s omezenym spektrem diferenciace, a to pouze vramci daného typu tkané. Typickym
zastupcem této skupiny jsou mesenchymdilni kmenové builky (MSC). Mezi dalsi typy
adultnich somatickych kmenovych bunék patii oligopotentni ¢i unipotentni burky.
Oligopotentni bunky maji kromé€ schopnosti sebeobnovy i moZnost diferencovat do
nékolika typti bunék, ale toto spektrum je jiz velice uzké. Typickym zdstupcem této
skupiny kmenovych buné€k je napt. myeloidni progenitorovd buiika. Unipotentni buiky

jsou charakterizovany jiz nejuzsi diferenciacni schopnosti, a to jen do konkrétniho typu

bunék.

Kromé¢ téchto podtypii kmenovych bunék existuji jeSté totipotentni a pluripotentni
varianty. Zde se jiz ale nejedna o adultni bunky. Mezi buiky s totipotentnim
diferenciaénim potencidlem patii zygota ¢i morula, kdy kazda z jejich bunck muze dat
vzniknout celému jedinci i extraembryondlnim tkdnim. Zastupcem pluripotentnich bunck
jsou pak napft. embryondlni kmenové buiiky (ESC) ¢i indukované pluripotentni kmenové
buiiky (iPSC), které maji schopnost diferencovat do bunécnych typt vsech tii zarodecnych

listi (ektoderm, endoderm a mesoderm) a umoziuji tak vznik v§em typiim tkani a organii
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mimo extraembryondlni. Obédzek 1 shrnuje déleni kmenovych bunék podle jejich

diferenciacni schopnosti.

PLURIPOTENTNI{
KMENOVE BUNKY KMENOVE BUNKY
» SCHOPNOST DIFERENCOVAT DO —O « SCHOPNOST DIFERENCOVAT DO
]AVKEKQLIV BUNKY ORGANISMU BUNECNYCH TYPU VSECH TRI
VSIETNE EXTRAEMBRYONALNICH ZARODECNYCH LISTU
* PR.ZYGOTA, MORULA « PR. EMBRYONALNI KMENOVE
BUNKY
o——
J - J
OLIGOPOTENTNI
KMENOVE BUNKY KMENOVE BUNKY
» SCHOPNOST DIFERENCOVAT DO o » SCHOPNOST DIFERENCOVAT DO
BUNECNYCH TYPU V RAMCI OMEZENEHO PODTYPU BUNEK
DfLNEHO TYPU TKANI;: ) . PR,MYELOIDNI PROGENITOROVA
* PR, }\JLESENCHYMALNI KMENOVE BUNKA
BUNKY
J \ J
UNIPOTENTN{
KMENOVE BUNKY

» SCHOPNOST DIFERENCOVAT POUZE
DO KONKRETNIHO TYPU BUNKY
e PR. GLIOVE BUNKY

Obrazek 1 De¢leni kmenovych bunc¢k dle jejich diferenciacniho potencidlu.

Vytvotfeno pomoci www.biorender.com.
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1.2 Mesenchymalni kmenové bunky

Objeveni mesenchymadlnich kmenovych bunck je pfipisovano sovétskému védci
A. Friedensteinovi a jeho spolupracovnikiim. Ti v 60. letech 20. stoleti jako prvni popsali
ptitomnost a izolaci bunék z kostni diené hlodavcii. Tyto buiiky se vyznacovaly schopnosti
adherence k plastu, formaci kolonii in vitro, schopnosti osteogenni diferenciace a jejich
vzhled pfipominal fibroblasty (vietenovity tvar) (2—4). Pfi subkutanni transplantaci byly
tyto bunky schopné tvofit kost a rekonstituovat hematopoetické mikroprostiedi (5).
Schopnost chondrogenni a adipogenni diferenciace u téchto bun€k byla prokdzina az

v navazujicich studiich v pribéhu 80. let 20. stoleti (6,7).

Oficiélni termin ,,mezenchymalni kmenové buniky* pouZzil az v roce 1991 A. Caplan
(8), ktery se také se svymi spolupracovniky podilel na identifikaci prvnich povrchovych
antigenl této populace bunck (CD73 a CD105) (9,10) a zaroven jim piedpovidal velky

terapeuticky potencial (11,12).

1.2.1 Charakterizace mesenchymalnich kmenovych bunék

Mesenchymélni kmenové bunky jsou heterogenni populaci bunék typického
vietenovitého tvaru, s pfitomnym protadhlym jadrem obsahujicim 2 aZ 3 jadérka (Obrazek
2), které byly prvné izolovany z kostni dfen¢. Od té doby byla jejich pfitomnost prokdzana
v celé fad¢ dalSich tkani a organi — napt. v kzi (13), tukové tkani (14), zubni dfeni (15),
synoviu a synovialni tekutin¢ (16), endometriu a menstrua¢ni krvi (17,18), moci (19), ale

také v pupec¢niku (20), amniové tekuting ¢i v placenté (21,22).
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Obrazek 2 Mikrofotografie mesenchymélnich kmenovych buné¢k (objektiv10x)

Dle vyboru Mezinarodni spole¢nosti pro bunécnou terapii musi bunky, aby mohly
byt oznaceny za lidské MSC, spliiovat tfi minimalni kritéria (23):
1. buiky musi adherovat k plastiku pii splnéni standardnich kultiva¢nich
podminek
2. vétSina bunék v kultufe (vice nez 95 %) musi exprimovat na svém povrchu
markery CD105, CD90 a CD73, a naopak byt negativni pro markery CD45,
CD34, CD14, CD79a, CD11ba HLA II
3. v podminkéch in vitro musi byt bunky schopny diferencovat do osteoblastt,
chondrocytl a adipocytii
K témto minimélnim kritériim bylo vyborem v roce 2019 doporuceno doplnéni
zkratky ,,MSC* o identifikaci plivodu buné€k (napt. BM-MSC pro buiiky izolované z kostni
dfené, AD-MSC pro buniky ziskané z tukové tkdné¢ a UC-MSC pro buiky plvodem
z pupecniku) a podrobnéji charakterizovat buiiky z pohledu imunomodulac¢nich schopnosti

¢i sekrece trofickych faktort (24).
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1.2.2 Diferencia¢ni a imunomodulac¢ni potencial mesenchymalnich kmenovych
bunék

Jak jiz bylo uvedeno diive, MSC maji schopnost in vivo a ve vhodném prostiedi za
ptitomnosti specifickych faktori i in wvitro diferencovat v adipocyty, chondrocyty
a osteoblasty. Pro adipogenezi je zasadni pfitomnost insulinu, indometacinu,
dexametazonu a isobutylmetylxantinu (25), pro osteogenezi je zasadni kyselina askorbov4,
B-glycerolfosfat, dexametazon a pro chondrogenezi napf. askorbét-2-fosfat, kyselina
selenovd, inzulin, dexametazon, transferin, pyruvat a transformujici rastovy faktor BIII
(TGF-BII) (26,27). Po indukci procesu adipogeneze dochazi béhem 7 aZ 14 dni k vzniku
a postupnému rustu tukovych kapének uvnitt bunék. Buiiky vykazuji expresi specifickych
markerd jako je napt. PPAR-y (receptor y aktivovany proliferaci peroxisomil), leptin,
lipoproteinova lipaza, adiponektin, proteiny vazajici mastné kyseliny apod. (28).
Nejjednodussi moznosti prukazu adipocytl je uZiti barveni olejovou Cerveni, kterd oziejmi
tukové vakuoly uvnitf bunck. Pfi osteogenezi dochazi po 2 az 3 tydnech k vzniku
kalciovych extracelularnich deposit, kterda mohou byt prokdzéana alizarinovou cCerveni.
Vznik proteoglykanti u chondrogeneze je mozné stanovit pomoci alcidnové modfi.

Krom¢ téchto zékladnich tfi typt bunc¢k, mohou byt MSC v pfitomnosti
konkrétnich faktorti zdrojem i jinych typii bunck. Jednd se napf. o myoblasty
a kardiomyocyty, pro jejichZ diferenciaci je stéZejni piitomnost 5-azacytidinu (29), déle
hepatocyty  (30), beta buiiky pankreatu (31,32) nebo neurony a neuroglie (33,34).
Diferenciacni potencidl mesenchymalnich kmenovych buné¢k a potiebné diferenciacni

faktory shrnuje Obrazek 3.
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MEZODERM ] [ ENDODERM ] [ EKTODERM
MESENCHYMALNT{ BUNKA DIFERENCIACNI BUNKA DIFERENCIACNI BUNKA DIFERENCIACNI
KMENOVE . FAKTOR FAKTOR FAKTOR
BUNKY : e HGF, EGF, bFGF, B
: . CY'S. VA, Gty e, i EGE, bFGF. PDGF, -
. ‘ 1\[\);‘{\&1&1]5\52((})\; NIKOTIAMID, MERKAPTOETANOL,
H F-GLYCEROLFOSFAT R Rt KYS. VALPROOVA,
K i INSULIN KYS. RETINOVA
:' OSTEQOCYTY HEPATOCYTY NEURONY
"]
. DEXAMETAZON, o ~ /
[ A‘ED\ORB}TQ' - 4 - MERKAPTOETANOL,
‘l FOSFAT, . - KYS. RETINOVA, L KYS. RETINOVA,
’ 0y INZULIN, TGF-ﬁ[_l'I_ - //,\ EGF, bFGF, FORSKOLIN, bFGF,
" KYS.SELENOVA, | [ ] NIKOTINAMID Y PDGF, GGF
[ TRANSFERIN, - >
H PYRUVAT
b CHONDROCYTY B-BUNKY GLIOVE BUNKY
. PANKREATU
. . —
'_ 4 DEXAMETAZON
. INSULIN
‘. INDOMETACIN
A== IBMX
ADIPOCYTY

Obrazek 3 Diferenciacni potencial mesenchymalnich kmenovych buné¢k a rastové

faktory potiebné k diferenciaci do daného sméru. Vytvofeno pomoci www.biorender.com.

Dalsi vyznamnou vlastnosti MSC je jejich schopnost imunomodulace. Jsou
povazovany za hypoimunogenni bunky, a to vduasledku nizké exprese HLA 1,
nepiitomnosti HLA II a kostimulacnich molekul CD40, CD80 a CD86 (35). Svymi
imunomodula¢nimi ucinky ovliviiuji jak vrozenou, tak adaptivni C¢ast imunity.
Mechanismus imunomodulace je zprostiedkovan jednak pfimym kontaktem mezi
jednotlivymi bunkami, ale i skrze parakrinni plisobeni celé fady sekretovanych
imunomodulacnich faktord (napf. cytokiny, chemokiny, ristové faktory, prostaglandin E2,
oxid dusnaty, indolamin 2,3-dioxygenéza) (36—41) Ci extracelularnich vezikul (EV) (42).

Extracelularni vezikuly (EV) jsou ¢éstice pfirozené uvolilované bunkami,
ohranicené fosfolipidovou dvojvrstvou a bez schopnosti replikace (43). V literatufe se
muzeme setkat s celou fadou jejich jednotlivych podtypil, jako jsou napt. ektozomy,
exozomy nebo mikrovezikuly, ale jednotny postoj k jejich ndzvoslovi ak jednotlivym

detekénim markertim stile chybi. Z tohoto divodu je v sou€asnosti asi nejvyuZivanéjsi
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déleni dle jejich velikosti, a to na malé (< 200 nm) a stiedni/velké (> 200 nm)
extracelularni vezikuly (43). Vezikuly obsahuji celou fadu bioaktivnich molekul, jako je
napf. jednovlaknova ¢i dvouvlaknovd DNA, rizné typy RNA (mikroRNA a dalsi kratké
RNA, dlouhd nekddujici RNA ¢i mRNA), cytosolové proteiny nebo povrchové receptory
(44—47). Jsou intenzivné¢ zkoumany jako potencidlni diagnosticky i terapeuticky nastroj.
U extracelularnich vezikull odvozenych z MSC jsou nejvétsi nadéje vkladiany do jejich
imunomodulaéniho uc¢inku, ktery byl prokazan jak in vitro, tak in vivo (48-51). Konkrétni

mechanismus jejich piisobeni ale nenfi stale znam.

Efekt mesenchyméalnich kmenovych bunék na slozky vrozené a ziskané imunity

MSC inhibuji aktivaci komplementu, a to skrze produkci faktoru H, coz je jeho
primarni inhibitor (52). Jedna se o plazmaticky glykoprotein, ktery je produkovan zejména
jatry, ale v malé mife i nckterymi dalSimi typy bunék, jako napf. builkkami sitnice,
endotelem, trombocyty nebo pravé mesenchymalnimi kmenovymi buitkami (53-55). Jeho
produkce muze byt posilena zanétlivymi cytokiny, jako je interferon gamma (INF-y) ¢i
tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) nebo naopak potlatena ptisobenim inhibitoru
syntézy prostaglandinu E2, indometacinem, a inhibitoru indolamin 2,3-dioxygenazy, 1-
methyl-d-tryptofanem (55). Defekt nebo snizenid funkce faktoru H byva sdruzena
s vyskytem celé tfady onemocnéni, a to vcetn¢ atypického hemolyticko-uremického
syndromu, membranoproliferativni glomerulonefritidy a celé fady autoimunit (52,56-58).

Dalsi nezastupitelnou slozkou nespecifické imunity jsou makrofagy. Ukazuje se, Ze
M2, kdy navic tento podtyp inhibuje proliferaci T-lymfocytli produkci interleukinu 10
(59). Aburmaree a kol. prokazali, Ze pfechod zM1 na M2 makrofidgy je navic

charakterizovan nejen morfologickymi zménami bunék, ale i zménami v expresi
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povrchovych markerd CD14, CD36, CD163, CD204, CD206, B7-H4 a CD11b. Zaroven
doSlo i1 ke sniZeni exprese kostimula¢nich molekul (CD40, CD80, CD86) a naopak ze
zvySeni exprese molekul koinhibi¢nich (CD273, CD274 a B7-H4) a HLA 1I (60).

Neutrofily jsou nejpocetnéjsi skupinou zleukocytlii saz 70% zastoupenim
v periferni krvi. JakoZto soucast nespecifické imunity tvoii prvni linii obrany naSeho
organismu, a to konkrétn¢ skrze mechanismy fagocytézy, degranulace a tvorbou
extracelularnich pasti (61). Zapojuji se ale i do modulace adaptivni imunity (62). MSC
inhibuji apoptézu neutrofilii, zachovavaji jejich Zivotaschopnost, tlumi mobilizaci
a produkci oxidu dusnatého (63,64), nemaji ale vliv na jejich schopnost fagocytézy ¢i na
expresi adhezivnich molekul (63).

U Zirnych bun¢k dochazi vlivem pusobeni MSC k inhibici jejich degranulace,
chemotaxe a ke sniZeni sekrece prozanétlivych cytokinti. Tato suprese je vyrazngjsi, pokud
jsou MSC v pfimém kontaktu s Zirnymi bunkami. Mechanismus imunosuprese je zavisly
na up-regulaci cyklooxygendzy typu 2 u MSC a je podpoien aktivaci receptorii pro
prostaglandin E2 podtypu EP4 (65).

Pfirozeni zabijeCi neboli NK (natural killer) bunky tvoifi mensi podskupinu
lymfocytl iniciujici vrozené imunitni reakce proti celé fad¢ cilovych bun¢k — napt. proti
buiikkdm infikovanym virem nebo nadorové zménénym. Mesenchymaélni kmenové bunky
inhibuji proliferaci NK bunék, sniZuji jejich cytotoxicitu a expresi aktivacnich molekul
NKp30, NKp44, NKG2D a produkci INF-y (66—68). Klicovymi molekulami pro inhibici
NK bun¢k MSC bunikami se jevi prostaglandin E2 a indolamin 2,3-dioxygenaza (68).

Dendritické bunky jsou hlavnimi antigen prezentujicimi bunikami naseho
MSC inhibuji diferenciaci hematopoetickych kmenovych bun¢k a monocytti v dendritické

buiiky a vedou u nich ke sniZeni exprese HLA II, CD11c, CD83 a kostimula¢nich molekul.
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Tato zastava diferenciace je nejspiSe zplisobena zablokovanim vstupu monocyti do G1
faze bunécného cyklu (69). Pii kokultivaci MSC s dendritickymi buikami byla pozorovana
snizend produkce TNF-a konven¢nimi dendritickymi buiikami typu I a naopak zvySena
sekrece IL-10 u typu II (70). Tyto imunomodulac¢ni uc¢inky na dedritické bunky jsou
vyraznéjsi u MSC derivovanych z tukové tkan€ nez u bun€k ptivodem z kostni dien¢ (71).

B-lymfocyty jsou zodpovédné za specifickou imunitni odpovéd’ zprostiedkovanou
protilatkami. MSC inhibuji proliferaci B-lymfocyti, a to skrze zastaveni bunééného cyklu
ve fazi GO/G1 (72). Déle byl prokdzan ucinek i na chemotaktické vlastnosti bunck, kdy
vlivem MSC doSlo ke sniZeni exprese CXCR4, CXXRS5, CCR7, CXCL 12 a 13
a k naruseni migrace do mista zanétu (73). Vyznamné byla ovlivnéna i diferenciace bunck
do plazmocytt a produkce protilatek, naopak produkce cytikinl a exprese kostimulacnich
molekul modifikoviny nebyly (72).

T-lymfocyty jsou zodpovédné =za specifickou bunéfnou imunitu, piijimaji
informace od sloZzek nespecifické imunity, s kterymi nasledné spolupracuji, reguluji
diferenciaci B-lymfocyti a zajistuji specifickou cytotoxickou reaktivitu. Za
nejvyznamngjsi ucinek MSC na T-lymfocyty je povaZovana inhibice jejich proliferace.
Tento ucinek je zaroven povazovan za viubec nejvyznamngéjsi tic¢inek MSC na imunitni
bunky (74). K supresi proliferace v prostfedi in vitro dochazi nezéavisle na indukujicim
faktoru — aloantigen, mitogen (35,75,76) nebo skrze CD3"/CD28" protilatky (77,78).
V prostiedi s MSC dochédzi u T-lymfocyti k zastavé bunécného cyklu ve fazi G1 (79).
Tento efekt byl pozorovan jak u naivnich, tak pamétovych T-lymfocytd, a stejné tak
uCD4" i CD8" typu (75,79). U naivnich CD4" T-lymfocytd byl v prostiedi s MSC
pozorovan pokles jejich diferenciace smérem k Th17 buiikdm a u diferencovanych Th17
bun¢k byla piitomna snizend produkce IL-17, IL-22, INF-y a TNF-a (38). Piesny

mechanismus imunosuprese u T-lymfocytl stdle neni znam, ale pfedpoklada se, Ze hraje
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dileZitou roli transformujici rastovy faktor B1 (TGF- B1), hepatocytovy ristovy faktor

(HGF), prostaglandin E2 a indolamin 2,3-dioxygenaza (70,80,81).

1.2.3 Zdroje mesenchyméalnich kmenovych bunék

MSC byly identifikovany a izolovany z mnoha tkani a organii lidského téla a to
napft. kostni dfen¢, tukové tkang, periferni krve, pupecniku, amniové tekutiny, zubni dieng¢,
ktze, endometria ¢i z moci (82). Bunky ztéchto rozdilnych lokalit ale nedisponuji
shodnymi vlastnostmi, a to vcetné jejich difenciacni schopnosti, vitéZnosti izolace ¢i
potencidlu klinického vyuziti (83,84). Ptehled hlavnich zdroji mesenchymalnich

kmenovych bun¢k v lidském organismu shrnuje Obrazek 4.

ENDOMETRIUM
A MENSTRUACNI
KREV

Obrazek 4 Hlavni zdroje mesenchymalnich kmenovych bunék. Vytvofeno pomoci

www.biorender.com.
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Kostni dien

Kostni dfeni byla identifikovéana jako prvni lokalita obsahujici MSC (85,86) a stala
se tak hlavnim zdrojem multipotentnich kmenovych bunék. Kromé MSC kostni dren
obsahuje jeSt€¢ hematopoetické kmenové bunky, které divaji vzniknout myeloidnim
a lymfoidnim progenitortim.

Postup odbéru MSC z kostni diené je pomérn€ jednoduchy, jednd se nejCastéji
o aspiraci kostni dfené z lopaty kosti kyCelni (odbér je moZny 1 z kosti hrudni, zde je ale
vytéZnost zisku bunék relativné mald). Pro pacienta je to ale zdkrok vysoce invazivni
a bolestivy s nutnosti podstoupeni celkové anestézie a néasledné hospitalizace. Navic
vytéZnost aspiratu kostni diené a zisk MSC je extrémé maly a predstavuje ptiblizné 0,001
az 0,01 % mononukledrnich buné€k kostni dfené (87,88). Dalsi nevyhodou tohoto zdroje
MSC je, Ze mnoZstvi izolovanych bun€k je zavislé na véku darce, pficemz s jeho
pfibyvajicim v€kem pocet bunék klesid (89). Déle se s pfibyvajicim v€kem prodluzuje
i zdvojovaci Cas bun€k a je omezen jejich diferenciacni potencial (89). Kromé véku je
vyznamnym ovliviiujicim parametrem i pohlavi jedince. Builkky ptivodem od dérce
Zenského pohlavi jsou mensi velikosti, ale maji napt. vyssi proliferacni schopnost oproti
bunkam od muzského darce (90).

Kromé¢ schopnosti diferenciace do mesodermdlni linie, a tedy do osteocyti,
chondrocytt, adipocyti a myocytl, maji tyto buiiky potencial diferencovat in vitro i do

linie entodermélni (hepatocyty, B-buiiky pankreatu) ¢i ektodermalni (neurony) (91,92).

Tukova tkan
Tukova tkan je dalSim vyznamnym zdrojem mesenchymalnich kmenovych bunék.
Jako prvni popsala zisk téchto bunck z tukové tkdn€ v roce 2001 americka profesorka

Patricia Zuk se svymi spolupracovniky (93). Pro tyto bunky existovala nejprve cela fada
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oznaceni, jako napf. preadipocyty, stromidlni bunikky odvozené z tukové tkane,
mesenchymalni kmenové buiikky odvozené z tukové tkané, lipoaspiraci ziskané buiky atd.
AZ nakonec v roce 2004 bylo ustanoveno jejich oznaceni jako kmenové builkky odvozené
z tukové tkanég (adipose-derived stem cells, ASCs). Oproti kostni dfeni ma zisk kmenovych
bunék z tukové tkdn¢ vyhodu v méné invazivnim postupu pii ziskdvani bunék. Tukova
tkan je ziskdvana lipoaspiraci podkozniho tuku, a to nej€astéji z bfiSni lokality, stehen nebo
pazi. Tento postup nemé na pozd¢jsi funkci bunék zadny vliv (94). Nésleduje enzymatické
natraveni ziskané tkan¢ pomoci kolagenazy typu II a jejich centrifugace, jejimz vysledkem
je peleta heterogenni populace bun¢k oznacovand jako stromélni vaskularni frakce (SVF)
(93). SVF obsahuje kromé kmenovych bunék odvozenych z tukové tkané 1 dalsi typy
bungk, jako napt. endotelové bunky, fibroblasty, leukocyty, erytrocyty, pericyty ¢i bunky
hladké svaloviny (95). Pro zisk samotnych ASCs je nutna nasledna kultivace bun¢k SVF,
pficemZz jsou zkultury odstranény neadherentni buiiky k laboratornimu plastiku
a neproliferujici adherentni buiiky jsou postupné vytlaceny proliferujicimi ASC buiikami
(93,96). Od roku 2001, kdy byl tento postup prvné popsan, byly vyvinuty i alternativni
metody izolace ASC bungk, jako je napfi. izolace pomoci magnetickych kulic¢ek, kterd ma
vyhodu v rychlosti ziskani bungk, a to jizZ béhem nékolika hodin, oproti standardni metod¢,
ktera trva dny az tydny (97).

Z jednoho gramu tukové tkané je mozné ziskat az 1 x 10° ASCs, coZ je mnohem
vice, neZ je mozné ziskat izolaci MSC z kostni dfen¢, kde se pocet ziskanych bunck
pohybuje max. do 5 x 10* bun&k z jednoho gramu aspiritu kostni dien& (98). VytéZnost
ASC bunégk, stejné jako jejich proliferacni potencidl, je vyssi z tukové tkané mladSich
jedincti nez od star§ich (99).

Morfologie bun¢k ziskanych z kostni dfené¢ a tukové tkané je shodna, v obou

piipadech se jedna o buiky vietenovitého tvaru. Stejné¢ tak maji velice podobny fenotyp
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(100). Odlisnost ale mliizeme najit ve znacich CD34 a CD105, tedy ve znacich definujicich
mesenchymalni kmenové buiiky, které maji byt podle vyboru Mezinarodni spole¢nosti pro
buné€nou terapii negativni ve znaku CD34 a naopak pozitivni v CD105. U ASC bun¢k ve
SVF bez selekce pomoci adheze je ale znak CD34* a CD105™" (101). A% po adhezi bun&k
dochéazi k postupné ztrate¢ exprese znaku CD34 a naopak k narGstu pifitomnosti CD105
(101).

Stejné jako tomu je u mesenchymalnich kmenovych bunék kostni dfenég, tak i ASC
buiky maji velky diferenciacni potencial a pti dodrZeni specifickych diferenciacnich
podminek, mohou diferencovat jak do adipocytl, chondrocytl ¢i osteoblastt (102,103), tak
do bunék entodermalniho (104,105) a ektodermélniho ptvodu (106-109). Oproti BM-
MSC maji bunky ASC lepsi schopnost adipogeneze, a naopak niZ$i kapacitu tvorby

osteoblastt (110).

Placenta, pupec¢nik a amniova tekutina

Mezi dalsi zdroje mesenchymélnich bunék patii i gestacni tkan¢ jako je placenta,
pupecnik a amniova tekutina. Jednad se o struktury, které jsou odpadnim materidlem pii
porodu.

Placenrarni mesenchymaélni kmenové bunky jsou odvozeny z extraembryonalniho
mesodermu. Stejné jako adultni mesenchymalni kmenové bunky maji vietenovity tvar,
schopnost adherovat k plastiku a vykazuji pfitomnost/absenci typickych znakli pro MSC
(111). Kromé& toho je u nich pfitomna i exprese nékterych markert typickych pro
embryonalni kmenové bunky, jakymi je napt. OCT-4, SSEA-4 a c-Kit (112). Diferenciacni
potencidl je Siroky a mozny opét do bunék vsech tii zdrodec¢nych listi (113). V porovnani
s adultnimi mesenchymalnimi kmenovymi bunikami ale vynikaji rychlej$i schopnosti

expanze in Vvitro a také vyssi imunosupresivni aktivitou (22,88,114). Dalsi vyhodou tohoto
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typu bunék je, Ze lidska placenta je odpadnim produktem pti porodu, a bunky z ni tedy
mohou byt ziskany bez jakéhokoliv diskomfortu a etickych obav.

Mesenchymélni kmenové burnky je mozné ziskat i z rGznych ¢asti pupecniku, a to
jednak z Whartonova rosolu, z obalu pupec¢niku, ale i z jeho perivaskuldrni oblasti (115).
Jako prvni byla popsdna izolace téchto bunck vroce 1991, a to konkrétné z tkané
Whartonova rosolu (116). Jednd se o typ bunék typického vretenovitého tvaru, ale
vyznacujici se vysokou proliferacni schopnosti (3 az 4x vys§i v porovnani s BM-MSC
a ASC) (117,118). Stejné jako u MSC z jinych zdrojii nevykazuje tento typ bunck expresi
hematopoetickych markertt (CD14, CD34, CD45) a zaroven je u nich detekovéina
pfitomnost CD73, CD90 a CDI105. Nicméné intenzita exprese je u CD90 a CD105
v porovniani s BM-MSC a ASC signifikantné niz8i (88). Pupecnikové MSC maji opét
schopnost diferenciace do adipocytli, chondrocyti a osteocytii. Oproti BM-MSC ale
vzniklé adipocyty obsahuji pouze malé tukové kapénky (119), schopnost osteogenni
diferenciace je u nich také nizsi (120) a pouze u chondrogeneze byla naopak zjisténa vyssi
mira produkce kolagenu v porovnani s BM-MSC (121). Krom¢ téchto tii zdkladnich typa
bun€k u nich byla prokadzana napt. i schopnost geneze hepatocyti (122-124), neuront
(125,126), Schwannovych buné¢k (20) a oligodendrocytt (127).

MSC bunky ziskané zamniové tekutiny se stejn¢ jako builkky placentarni
a pupecnikové vyznacuji vysokou proliferacni aktivitou. Z 2 mililitrii amniové tekutiny je
mozné ziskat az 20000 bunék s viabilitou presahujici 80 % (128). Stejné¢ jako
mesenchymalni buiiky z jinych lokalit se i tyto vyznacuji typickym vietenovitym tvarem
a mesenchymalnim imunofenotypem (CD90, CD44, CD73, CD166, CD105, CD29) (129).
Krom¢ toho exprimuji i markery typické pro embryonalni kmenové buiiky, jako je SSEA-
4, STRO-1, OCT4, SOX-2 a c-Myc, maji Siroky diferenciacni potencial (129,130)

a vyrazné imunosupresivni u¢inky (131-133).
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Zubni dren

Zubni dien je pojivova tkan ekto-mesenchymalniho ptivodu s bohatou vaskularizaci
a nervovou inervaci. Prvni izolace a charakterizace mesenchymalnich buné¢k z této lokality
provedl Gronthos et al. v roce 2000 (15). Buiikky se vyznacuji stejnymi morfologickymi
a imunofenotypovymi vlastnostmi jako mesenchymalni bunky z jinych lokalit (134,135).
Za jejich nevyhodu lze povaZovat mensi zisk bunék pfi izolaci, coz je dano malym
prostorem dienové dutiny zubu, ze které se tkan ziskdva. Tuto skuteCnost ale kompenzuje
jejich vysoky proliferacni potenciél, ktery je vyssi v porovnani s BM-MSC a ASC (136)
a také jejich moznost dlouhodobé kultivace bez ztraty kliCovych kmenovych vlastnosti
(137). Byla potvrzena jejich schopnost diferenciace v buiiky jak mesodermélniho, tak

i ektodermalniho ptivodu (138,139).

Dasen

Mezi dalsi vhodnou a jednodusSe piistupnou zdrojovou tkan pro izolaci
mesenchymalnich kmenovych bunék patii dasen. Populaci MSC bunck z této lokality
prvné popsal a charakterizoval Zhang et al. (140). I tyto buiikky se vyznacuji vietenovitym
tvarem, schopnosti adheze k plastiku, typickym mesenchymalnim imunofenotypem
a multidiferenciacnim potencidlem (140,141). Gingivalni mesenchymalni kmenové buiiky
vykazuji vyssi proliferacni aktivitu nez MSC izolované ze zubni diené, stejné¢ tak je vyssi

i jejich angiogenni a migracni kapacita a také schopnost tvofit kolonie (142).

Endometrium a menstrua¢ni krev
Endometrium je tkan s vysokou schopnosti dynamické remodelace, kdy v pritbé¢hu
jednoho mésice dochazi k jejimu rustu, diferenciaci i k zaniku a zavéreCnému odplaveni

z téla pry¢. Tyto cyklické dé&je ve sliznici délohy jsou oznacovany jako délozni cyklus
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a v prubéhu fertilni Casti Zivota (od menarché po menopauzu) jich Zena absolvuje kolem
400 (143). Pritomnost endometridlnich kmenovych bunék byla poprvé popsina v roce
2004, kdy byly buiiky izolovany z tkdné¢ délohy po hysterektomii (144). Pdvodné se
pfedpoklidalo, Ze endometridlni kmenové buiiky jsou pfitomny pouze v bazilni vrstvé
endometria, nakonec se ale ukazalo, Ze tomu tak neni a tyto bunky maji schopnost
migrovat béhem menstruacni faze délozniho cyklu i do funkéni z6ny, aby mohlo dojit
k jejimu obnoveni (145,146). Aby k této pravidelné regeneraci endometrialni tkan€¢ mohlo
dochazet, jsou v endometriu pfitomny tii subpopulace kmenovych bun€k — epitelidlni
kmenové bunky, endotelidlni kmenové bunikky a mesenchymalni kmenové bunky (147).
Skupina MSC bunék je typickd expresi CD146 a CD140b/PDGFR- a také lokalizaci
v blizkosti malych cév (148). Nevyhodou téchto bunék je nutnost invazivniho zpisobu
jejich ziskéni, a to biopsii endometria. Tato nevyhoda je ale eliminovédna pfi izolaci
endometridlnich mesenchymaélnich kmenovych bunék z menstruacni krve. Menstruacni
krev byla jako zdroj MSC identifikovdna v roce 2007 (149) a kromé& neinvazivniho
zpusobu zisku je vyhodou tohoto zdroje i snadnd dostupnost a etickd bezproblémovost.
Tyto buniky navic vykazuji vysokou rychlost proliferace, kdy jejich zdvojovaci Cas se
pohybuje kolem 20 hodin, coz je dvojnasobné¢ rychleji nez u BM-MSC (17,150).

Oba typy bunék, jak endometridlni mesenchymailni kmenové burky, tak bunky
ziskané izolaci z menstruacni krve, vykazuji typicky mesenchymalni imunofenotyp jako je
pfitomnost CD44, CD73, CD90, CD105 a absence CD45, navic u nich lze detekovat
i pozitivitu na markery embryonalnich kmenovych bun¢k, jakymi jsou SSEA-4 a OCT-4
(17). Diferenciacni potencidl zahrnuje jak buiiky mesodermalniho sméru, jakymi jsou
adipocyty, chondrocyty i osteoblasty (150-153), tak i1 endodermalniho (154,155)

a ektodermalniho (156). Diky svym imunomodula¢nim schopnostem a snadnému piistupu
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zisku se jednd o skupinu bunék s velkym potencidlem v regenerativni i transplantacni

medicin¢ (157).

KuzZe je tvofena ze tii vrstev, a to zepidermis (pokozka), dermis (Skéara)
a hypodermis (podkoZzi), které podléhaji neustalé sebeobnové a obsahuji tak nékolik
populaci kmenovych bunck, jako napf. epidermilni kmenové buiky, dermalni
mesenchymalni kmenové buiiky ¢i melanocytové kmenové bunky (158). K izolaci koZnich
mesenchymalnich kmenovych bunék byva nejCastéji vyuzZivana tkan z predkoZzky nebo
z kozni biopsie.

Dermalni mesenchymalni kmenové buiky, stejné¢ jako mesenchymélni kmenové
buiky z jinych lokalit, maji vietenovity tvar a typicky imunofenotyp (CD44", CD73",
CD90", CD105*, CD34", CD45") (159). Diferenciace u tohoto typu bunék je mozna do

bunék vsech tii zarode¢nych listt (160-163).

Lidskda mo¢ reprezentuje dalSi vynikajici zdroj mesenchymélnich kmenovych
bungk, a to diky jeji snadné dostupnosti, neinvazivité pii zisku a etické bezproblémovosti.

Zhang et al. identifikovali v moc¢i Ctyfi rizné populace bun¢k v zavislosti na jejich
morfologii a fenotypu, a to v€etné¢ bunck s kmenovym charakterem. Tyto bunky byly
oznaceny jako kmenové bunky ziskané z moc¢i (UDSC, urine-derived stem cells) (19).
Pocet téchto bun€k v moci se pohybuje kolem 1 aZ 2 na 100 ml Cerstvé moci (19). Buiiky
se stejnymi vlastnostmi lze ziskat i z mocCi z hornich pasazi mocového traktu (ledvinna

panvicka, mocovod, mocovy méchyt), kdy je vytéZnost bunck sice vyssi, ale tato

skutecnost je negativné kompenzovana invazivnim piistupem pfii jejich zisku (164,165).
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UDSC jsou buiiky s vysokym proliferanim potencidlem, jejich zdvojovaci Cas se
pohybuje mezi 20 az 29 hodinami pfi izolaci z Cerstvé moci po 28 aZ 32 hodin u bunék
zmoci, kterd byla skladovana po 24 hodin pii 4°C (19,164,166). Fenotypové buiky
vykazuji expresi markerit CD44, CD73, CD90, CD105, ale i Vimentinu a Coll, naopak na
hematopoetické markery jsou negativni (167). Diferenciacni kapacita je Sirokd a zahrnuje
jednak adipocyty, chondrocyty a osteoblasty (168,169), ale i urotelidlni buniky (166,168),
bunikky hladké a kosterni svaloviny (168), endotelidlni bunky (170), buiiky produkujici

insulin (171), hepatocyty (172) nebo neuron-like bunky (173).

Ostatni zdroje

Krom¢ vyse zminénych hlavnich zdroji MSC, je mozZzna jejich izolace i napf.
z periferni krve, synovidlni membrany a tekutiny ¢i kosterniho svalu (174-176). VitéZnost
téchto zdroju je ale mald a postup pro ziskani bunék je invazivni, z toho divodu jsou
vhodnéjsi jiné zdroje (viz vysSe), kde je pozitivum bud ve vysoké vit€Zznosti nebo

v neinvazivnim zpusobu zisku.

1.2.4 Vyuziti mesenchymalnich kmenovych bunék

Regenerativni medicina je rychle se vyvijejici interdisciplinarni obor, jehoZ cilem je
zvySeni prirozené schopnosti t€la opravit ¢i nahradit poSkozenou tkan. Mesenchymalni
kmenové bunky se zdaji byt v této oblasti mediciny kli¢ové, coz dokazuje i nartstajici
pocet klinickych studii s jejich zapojenim. Kromé jejich schopnosti diferenciace do
ruznych typt bunék, a tedy moznosti ndhrady poskozenych ¢i chybéjicich bun¢k, MSC
podporuji i Zivotaschopnost a funkcénost zdravych bunck, dale stimuluji angiogenezi,

inhibuji buné€nou apoptdzu, reguluji remodelaci extracelularni matrix a velice vyznamny
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je také jejich imunomodulaéni potencidl (177). Tyto jejich pozitivni ucinky jsou
zprostfedkovany zejména parakrinni sekreci celé fady cytokinti, chemokint, ristovych
faktort, ale i extracelularnich vezikuld apod. (178). Mezi dalsi kliCovy mechanismus pro
umoznéni regenerace poskozené tkdn€ by mohl patfit i pfenos mitochondrii mezi MSC
a poskozenymi buitkami (179).

Skupinou, kterd by mohla vyznamng téZit z terapeutického vyuziti MSC, jsou
kardiovaskularni nemoci. Krom¢ schopnosti MSC bunék diferencovat v kardiomyocyty se
uplatiiuje i jejich imunomodulaéni potencidl, podpora neovaskularizace a antifibrotickd
aktivita (180-182).

Velky potencidl by mohla mit terapie mesenchymalnimi kmenovymi bunikami
u autoimunitnich onemocnéni a také v transplantacni mediciné pfi reakci Stépu vuci
hostiteli (GvHD). Z autoimunitnich onemocnéni se jedna zejména o roztrouSenou skler6zu
(183), revmatoidni artritidu (184), systémovy lupus erythematodes (185), diabetes mellitus
I. typu (186) nebo o Crohnovu chorobu (187). Connick a kol. podali deseti pacientim
s progresivni formou roztrouSené sklerézy intravenézné davku autolognich BM-MSC (1,6
miliénu bunék na kilogram vahy). Po deseti mésicich doslo u pacienti k zlepSeni jejich
zrakové ostrosti (188). U pacienti s revmatoidni artritidou doslo po aplikaci MSC
(konkrétné¢ UC-MSC) k signifikantnimu poklesu markertit TGF-a a IL-6 a naopak v naristu
poc¢tu regulujicich T-lymfocyti (189). V piipadé¢ Crohnovy choroby byla pacientim
podéna inftize autolognich mesenchyméalnich kmenovych bunék a u tii pacienti bylo po
6 tydnech pozorovano vyrazné zlepseni stavu onemocnéni. Zaroven ale u 3 pacientli doslo
k zhorSeni jejich stavu, ktery vyZadoval akutni chirurgické feSeni (190). V roce 2004 byly
MSC prvné uspesné podany u pacienta s kortikorefrakterni akutni GvHD (191). Ve studii
Ringdén et al. neprokazali vznik Zadnych projevi akutni toxicity a u 6 z jejich 8 pacient

doSlo k dplnému vymizeni symptoml akutni GvHD (192). Vyuziti MSC u 1écby
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kortikorefrakterni GvHD je soucésti klinické praxe v celé fad€ zemi, kdy pacienti t€Zi
z efektu bunék na dtlum proliferace a cytotoxicity T-lymfocytli a zaroven i z nardstu poctu
regulacnich T-lymfocytt (193).

Onemocnénim, jehoz 1écba by mohla také vyznamné t€Zit z imunomodulac¢nich
vlastnosti MSC je i COVID-19, a to zejména pfi jeho téZkém pribéhu, pii kterém
u pacientti dochézi k rozvoji syndromu akutni dechové tisné (194—196)

Kromé¢ vySe zminénych ptikladii vyuziti MSC jsou tyto buiiky zkoumény i z pohledu
vyuziti pfi regeneraci poskozené chrupavky (197,198), kosti (199) nebo neurologickych
onemocnéni, a to vcetné¢ cévni mozkové pithody (200), Parkinsonovy choroby (201),
poranéni michy (202,203) ¢i perifernich nervli (204). Obrovsky potencidl tyto buiky

slibuji 1 v oblasti 1écby chronickych ran (205) ¢i pfi regeneraci jater (206).
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1.3 Adipocyt a jeho diferenciace
1.3.1 Typy adipocyta

Dlouhou dobu bylo na tukovou tkan nahliZeno pouze jako na naSi termoizolacni
vrstvu, mechanickou ochranu proti niraziim a pasivni zasobarnu energie. Nazory na ni
byly pfehodnoceny az na konci 20. stoleti, kdy byly objeveny hormony produkované
tukovou tkani, a z tukové tkdné se tak stal nas nejvetsi endokrinni organ, podilejici se na
regulaci metabolismu nejen lipidd, ale i sacharidi a na celém naSem energetickém
metabolismu (207). Kromé toho se da tukova tkain oznacit i za vyznamny imunitni organ,
ktery plni dileZitou roli pfi zanétu, antimikrobidlni obrané ¢i pfi hojeni ran (208,209).
Adipocyty jsou silnymi producenty adipokinli, jako je adiponektin, adipsin, leptin
a visfatin, ale i cytokini vcéetné interleukinu (IL)-6, tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF)-a
alL-10 (210,211).

Tukova tkan je podtypem vaziva, které obsahuje kromé jednotlivych vyvojovych
fazi adipocyti (preadipocyty, maturované adipocyty) i vaskuldrni endotelové bunky,
pericyty, fibroblasty a fibrocyty, makrofagy, leukocyty, kmenové buiky a extracelularni
matrix (212).

U savct, tedy i u ¢loveéka, jsou popisovany dva typy tukovych bunék a tedy i dva
typy tukové tkang, a to bila a hnéda. Bila tukova buiika mé sféricky tvar, kdy vétSinu jejiho
objemu vyplnuje jedna velka tukova kapénka, v jejim okoli se nachézi jen tenky prouzek
cytoplazmy s periferné¢ umisténym oplostélym jadrem a malym poctem zbylych bunéénych
organel. Oproti tomu, hnédy adipocyt je obvykle mensi velikosti, jeho tvar je vice elipticky
nebo polygondlni, obsahuje velké mnozstvi malych lipidovych kapének a mitochondrii.
Jadro ma kulaty tvar a je umisténo vice centrdlné (213). Hlavni morfologické rozdily

bilého a hnédého adipocytu shrnuje Obrazek 5.
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BILY ADIPOCYT HNEDY ADIPOCYT

Obrazek 5 Schématické znazornéni morfologickych rozdili bilého a hnédého

adipocytu. Vytvofeno pomoci www.biorender.com.

Bila tukové tkan tvoii u dospélého Eloveéka priblizné 20 % jeho télesné hmotnosti,
v ptipad¢ obéznich lidi se ale miZe jednat aZz o 50 %. Z metabolického hlediska
rozliSujeme u tohoto typu tkan¢ dva podtypy, a to podkozni a viscerdlni. Tyto dva typy se
liS1 nejen genovou expresi, lokalizaci na téle, ale i zapojenim do patofyziologie celé fady
onemocnéni (214). PodkoZni tuk je distribuovan prakticky po celém té€le, ale jeho vétsi
depozita lze nalézt zejména v glutedlni oblasti, na zaddech a piedni strané bfiSni. Oproti
tomu visceralni tuk je umistén intraabdominalné a v okoli vnitfnich organii. Déle je tento
podtyp i metabolicky aktivnéjsi, a to jak svou lipolytickou aktivitou, tak endokrinni
C¢innosti a reakci na inzulin i dalsi hormony, jako jsou napf. katecholaminy,
glukokortikoidy a pohlavni hormony (215). ZvySené mnozstvi viscerdlniho tuku v téle je
spojovano se zvySenym rizikem vzniku zejména kardiovaskuldrnich a metabolickych
onemocnéni (216).

Hnéda tukova tkan je wu clovéka dualezitd zejména v intrauterinnim,
novorozeneckém a kojeneckém obdobi Zivota, kdy pfedstavuje termogenni organ
zodpovédny za netfesovou termogenezi. Tato skuteCnost je umoznéna vysokou expresi

rozpojovactho proteinu 1 (UCPI, uncoupling protein 1), ktery umoZiuje
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v mitochondriich hnédého adipocytu rozpojeni ptfevodu energie mezi elektronovym
transportnim fetézcem a syntézou ATP, ¢imZz dojde ke stimulaci uvolfiovini energie ve
formé tepla (217). U dospélého jedince je moZné nalézt uZ jen omezené mnoZstvi hnédé
tukové tking€, a to predevSim v oblasti supraklavikuldrni, paravertebrilni, axilarni
a periaortalni (218). Podrobné&jsi rozloZeni bilé a hnédé tukové tkané u dospélého cloveka

zobrazuje Obrazek 6.
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Obrazek 6 Distribuce bilé a hnédé tukové tkan€ u dospélého clovéka. Vytvoieno

pomoci www.biorender.com.

Dalsim typem adipocytu, ktery lze nalézt v lidském t¢le, je bézovy adipocyt. Tento
typ tukové buiikky miiZe vzniknout béhem procesu tzv. hnédnuti bilé tukové tkan¢€. Jedna se

o d¢j, kdy pod vlivem celé tady faktor, mezi které patii napt. vystaveni chladu (219),
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cvi¢eni (220,221), stimulace B3-adrenergnimi agonisty (222) ¢i nckterymi piirodnimi
latkami (napf. kurkumin, kapsaicin apod.) (223-225), dojde k transdiferenciaci bilého
adipocytu v bézovy, ktery se liSi od bilého pfitomnosti velkého poctu mitochondrii,
menSich tukovych kapének a vysokou expresi UCP1 (226). Tyto nové vlastnosti méni jeho
funkci z prosté zasobarny energie, na buiikku schopnou energii naopak vydavat ve formé
tepla. Tato skuteCnost by mohla vyznamné napomoci pii 1écbé obezity a dalSich
metabolickych onemocnéni (227). Schématické znazornéni hnédnuti bilé tukové tkané

zobrazuje Obrazek 7.
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Obrazek 7 Transdiferenciace bilého adipocytu v béZovy. Vytvofeno pomoci

www.biorender.com.

Dal$im minoritnim podtypem tukovych bunék jsou riiZové adipocyty, které
odpovidaji alveolarnim bunikdm mlééné Zlazy. Vznikaji z bilych adipocytl v podkoZi prsii
béhem tchotenstvi a laktace (228). V post-laktaénim obdobi jsou opét pfeménény na bilé
adipocyty (229,230).

Poslednim typem jsou modré adipocyty, které 1ze nalézt v jatrech. Jedna se o Itovy

buiiky a nazev modré adipocty ziskaly diky barvé, kterou jejich tukové vakuoly vykazuji
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diky autofluorescenci (231). Tyto buiiky plni zdsadni roli v homeostize retinoidl a pii

remodelaci extracelularni matrix.

1.3.2 Uloha mitochondrie v adipocytu

Mitochondrie jsou subcelularnimi, semiautonomnimi a pleomorfnimi organelami,
které obsahuji vlastni mitochondridlni DNA a vlastni genom (232). Nachazeji se ve vSech
bunikach lidského téla kromé zralych erytrocyti.

Od okolniho prostiedi je mitochondrie oddélena 2 fosfolipidovymi membranami —
vnéjsi a vnitini, mezi nimiZ se nachazi intermembranovy prostor a uvnitf mitochondrie je
pfitomna matrix (233). Vnéj$i membrana odd¢€luje mitochondrii od zbytku bunky, neni ale
nepropustna a umoznuje pruchod riznych molekul az do velikosti 6 kDa (234). Pod vnéjsi
membranou umistény intermembranovy prostor je sloZzenim podobny okolnimu cytosolu
buniky. Diky vysokému obsahu cytochromu c, jehoz vyliti do cytosolu aktivuje kaspazy,
hraje intermembranovy prostor dileZitou roli i pfi apoptéze (235,236). Vnitini
mitochondridlni membréina je oproti té vnéj$i velmi mélo propustnd a tato jeji minimalni
propustnost je navic striktné regulovana specifickymi ptfenaseci. Jeji povrch je zvétSen
pfitomnosti krist vybihajicich do mitochondridlni matrix. V matrix se nachazi jednak
ribozomy, mitochondridlni DNA, ale i celd fada enzymi zapojujicich se do rtznych
metabolickych procesi (237). Schéma uspotadani mitochondrie zobrazuje Obrazek 8.

Primarni funkci mitochondrii je produkce energie ve formé adenosintrifosfatu
(ATP) a to skrze proces oxidativni fosforylace odehravajici se na dychacim ftetézci na
vnitini mitochondridlni membrang. Dychaci fetézec je tvofen Ctyfmi respiracnimi
komplexy (komplex I — NADH-koenzym Q oxidoreduktiaza, komplex II — sukcinat-

koenzym Q oxidoreduktaza, komplex III — koenzym Q-cytochrom c-oxidoreduktaza
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akomplex IV — cytochrom c-oxiddza), dvéma elektronovymi pfenaSeci (koenzym Q
a cytochrom c) a ATP syntdzou (né¢kdy oznacovana jako komplex V). Na komplexech I
all jsou oxidovany redukované koenzymy — nikotinamidadenindinukleotid (NADH) na
komplexu I a flavinadenindinukleotid (FADH2) na komplexu II, které vznikaji béhem
metabolickych procesii a to zejména v pribéhu glykolyzy a Krebsova cyklu. Elektrony
uvolnéné oxidaci redukovanych koenzymt jsou piendseny ptes jednotlivé komplexy aZ na
molekularni kyslik. Zaroveil s pfenosem elektronti dochazi skrze komplexy I, III a IV
k pumpovéni protonti (H") do intermembranového prostoru. Vznikly protonovy gradient
mezi intermembrdnovym prostorem a mitochondridlni matrix je nésledné vyuzit ATP

syntazou k tvorbé ATP z ADP a P; (238,239).

MITOCHONDRIE

VNEJST
MEMBRANA

VNITRNI
MEMBRANA

KRISTY

MATRIX

INTERMEMBRANOVY
PROSTOR

Obrazek 8 Schéma  uspofddani  mitochondrie.  Vytvofeno  pomoci

www.biorender.com.

Mezi dalsi funkce mitochondrie patii produkce volnych kyslikovych radikald,

podili se na regulaci véapnikové homeostazy, bunécného cyklu, apoptdzy, zastava
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vyznamnou tlohu v metabolismu lipidi a aminovych kyselin a také je st€Zejni pii zajisténi
tvorby tepla v hnédé tukové tkani pfi netfesové termogenezi (240).

Podrobnéjsi informace o stavbé a funkci mitochondrie jsou sepsany v prehledovém
Clanku ,,Multiple Roles of Mitochondria in Aging Processes® (241), ktery je soucasti

souboru komentovanych publikaci k této praci (publikace 2.2.1).

V adipocytech plni mitochondrie duleZitou tulohu zejména v pribéhu jejich
diferenciace z mesenchymalnich kmenovych buné€k v maturované adipocyty, ale 1 pfi
procesu lipogeneze a lipolyzy. V prubéhu diferenciace byla zjiSténa mitochondridlni
biogeneze s kvalitativnimi zménami v mitochondridlnim sloZeni a s nartistem bazalni
spotieby kysliku (242-244). Pti lipogenezi hraji mitochondrie kli¢ovou roli pii zajiSténi
dodavky pottebnych meziprodukti pii syntéze triacylglycerolli, navic mitochondridlni
matrix je jedinym mistem, kde dochédzi k aktivaci mastnych kyselin se stfedné dlouhym
fet¢zcem a vnéjsi mitochondridlni membrana je mistem syntézy fosfolipidid (245,246).
Nemén¢ diileZitou roli zastava mitochondrie i pii regulaci lipolyzy (247,248).

Pfi¢in vzniku mitochondridlni dysfunkce muze byt celd fada, od sniZeni jejich
poctu, naruSeni biogeneze, az k poklesu aktivity oxidacnich proteinti. Nejvice zasazenymi
tkanémi jsou ty s vysokou energetickou naroc¢nosti, kam patii napi. mozek, srdce, svaly
apod. (249). NaruSeni jejich funkce v adipocytech je spojovano napf. s rozvojem obezity,
vznikem inzulinové rezistence ¢i diabetu mellitu (250).

Podrobnéjsi informace o uloze mitochondrie v adipocytu popisuje piehledovy

Clanek ,,Mitochondria in White, Brown, and Beige Adipocytes® (251) ktery je soucasti

souboru komentovanych publikaci k této praci (publikace 2.2.2).
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1.3.3 Adipogeneze a lipogeneze

Vyvoj tukové tkané¢ zac¢ind béhem druhého trimestru embryonélniho vyvoje
a pfitomnost adipocytli 1ze zaznamenat jiz od 14. az 16. tydne gestace (252). Proces
adipogeneze je ¢lenén do dvou fazi — determinacni a terminalni diferencia¢ni faze.

V pribéhu determinacni faze dochéazi k vyvoji preadipocytu z mesenchymalni
kmenové buiiky. Morfologicky je preadipocyt shodny se svou prekurzorovou buikou,
postrada jiz ale schopnost diferenciace do jinych bunécnych typa (253). Pro tuto fazi
diferenciace je sté¢zejni Wnt signalni dréha. Jeji nazev je odvozen od pojmenovani dvou
gend a to wg (Wingless) a int-1 (Integration 1) (254,255). Prvni studie dokumentujici roli
kanonické Wnt signalizace v adipogenezi byla publikovana v roce 2000 (256). Wnt10b
udrZzuje adipocyty v nediferencovaném stavu, a to skrze inhibici proadipogennich
transkripCnich faktori CEBPa a PPARy (256). Mezi dalsi regulacni faktory této faze
adipogeneze patii i Zfp423 a TGF-f (257,258).

V pribéhu druhé faze diferenciace dochazi k pfeméné preadipocytu ve zraly
adipocyt. Bunka ziskava schopnost syntézy a transportu lipidil, formuji se tukové kapénky,
ziskava citlivost k inzulinu a objevuje se také sekrece pro adipocyty typickych faktort
(253). Klicovym transkripénim faktorem pro tuto fazi diferenciace je PPARY (259).

Tukové kapénky vznikajici v bunkkdch byly piivodné povaZovany jen za rezervoar
prebytec¢né energie ve formé lipidi. Dnes se jiZ vi, Ze se jedna o heterogenni a dynamické
struktury, které jsou schopné prizpiisobit se svym poctem i velikosti potfeb¢ builky a také
to, Ze hraji dilezitou dlohu v celé fad¢ fyziologickych i patofyziologickych procest (260).

Tukova kapénka je utvarem kulovitého tvaru o velikosti od 0,1 do 5 um
v netukovych bunkéach, az po rozméry piesahujici 100 um v bilych adipocytech (261). Jeji
povrch je kryt monomolekularni vrstvou fosfolipidii obalujici hydrofobni jadro

z neutralnich lipida. K jejimu povrchu mize byt dale pfichyceno velké mnozZstvi dalSich

38



specifickych proteinti (262). Uvniti kapénky dochézi ke stfadani triglyceridii a esterti
cholesterolu, a to u riznych typli bun¢k v rozdilném poméru, napft. v bilych adipocytech
vyrazné prevladaji triglyceridy nad estery cholesterolu (263). Kromé lipidi se uvnitf
kapénky nachazi i proteiny, a to napf. ze skupiny perilipinti, u nichZ se predpoklada, ze
maji svou nezastupitelnou ulohu v lipidovém metabolismu (264,265). Naptiklad
u perilipinu 2 (PLIN2) bylo zjiSténo, Ze plni dlohu pfi stabilizaci lipidovych kapének
a akumulaci lipida (266).

Pro vznik tukovych kapének existuji dvé moznosti, bud’ k jejich vzniku dochazi de
novo, anebo mohou byt odvozeny od jiz existujich kapének (260). Uptfednostiovan je
proces vzniku de novo, ktery probiha ve tfech fazich — i) syntéza neutrdlnich lipidd, ii)
akumulace lipidi a vznik cocCkovité formace, iii) odSkrceni tukové kapénky
z endoplazmatického retikula. V prvni fazi dochazi k syntéze lipid izoformami enzymii,
které jsou vazany v membrané endoplazmatického retikula a to konkrétné acyl-
CoA:diacylglycerol acyltransferaizami (DGATI1, DGAT2) a acyl-CoA:cholesterol
acyltransferdzami (ACATI1, ACAT2) (262). Vzniklé lipidy akumuluji v endoplazmatickém
retikulu, dochézi k formaci tukovych ¢ocek, které se vyklenuji smérem do cytosolu, stavaji
se nestabilnimi a mechanismem podobnym odSkrceni dochézi k jejich findlnimu uvolnéni
ak vzniku tukové kapénky. Nasledné zvétSovani kapének je zajiSténo bud’ jejich
vzajemnym flizovanim, nebo postupnym piidavanim polarnich lipidi na jejich periferii
a neutralnich lipidit do hydrofobniho centra (267).

Kromé¢ toho v nich ale dochazi i k uskladnéni vitamini rozpustnych v tucich a jsou
i rezervoarem pro nékteré z transkripcnich faktorti a komponent chromatinu (268). Dale
jsou mistem syntézy eikosanoidli, ¢imZ se zapojuji i do imunitnich procesii organismu

(269-271).
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Nedostatek ¢i naopak nadbytek tukovych kapének v buiikkdch byva spojen s celou
fadou onemocnéni, jako je napf. obezita, metabolicky syndrom, diabetes mellitus 2. typu,
steatdza jater, ale i kachexie, lipodystrofie, nddorova ¢i kardiovaskuldrni onemocnéni
(272,273).

Podrobny popis struktury tukové kapénky, mechanismu jejiho vzniku a zaniku a jeji
ulohu ve fyziologickych a pafyziologickych procesech shrnuje ptehledovy ¢lanek ,,Vznik

a vyvoj tukové kapénky a jeji role ve zdravi a nemoci (274), ktery je soucasti souboru

komentovanych publikaci k této praci (publikace 2.2.3).

1.3.4 Perzistentni organické polutanty a jejich vliv na metabolismus tukové tkané

Podil na naruSeni funkce tukovych kapének vedouci k vzniku riiznych metabolickych
onemocnéni by mohly mit i lipofilni latky, které se uvniti kapének uskladiiuji. Mezi latky
s touto schopnosti patii napi. perzistentni organické populanty. Jedné se o skupinu latek,
kam jsou fazeny napft. polychlorované pesticidy, polychlorované bifenyly, polychlorované
dioxiny a dibenzofurany, bromované zhaSece hoteni a dalsi (275).

Hlavni cestou pfijmu perzistentnich organickych polutantii do lidského organismu je
skrze kontaminovanou potravu — maso a uzeniny, mléko a mlé¢né vyrobky, vejce, nemyta
zelenina a ovoce (276). Je ale mozny vstup i dermdlni cestou, inhalaci nebo
transplacentarnim prenosem (277,278).

Jedna se o skupinu bioakumulativnich latek, které jsou pro organismy toxické (279),
hromadi se v tukové tkani a narusuji jeji spravné fungovéni. Pfedpoklada se, Ze ptisobi jako
tzv. obezogeny a endokrinni disruptory a podili se tak na rozvoji nejen obezity, ale i celé
fady jejich komorbidit, jako je inzulinové rezistence nebo diabetes mellitus 2. typu (278).

Nejvyssi hladiny v tukové tkéni byly zaznamendny u skupiny organochlorovanych
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pesticidi a polychlorovanych bifenylti (280-282). Kromé tukové tkané byla vySs$i mira
akumulace téchto latek prokdzana napt. i v mozku, jatrech, nadledvinach nebo
v mateiském mléce (283).

Mechanismus ptisobeni perzistentnich organickych polutantii in vivo neni jesté stale
pfesné znam a situace je navic komplikovana skute¢nosti, Ze lidsky organismus nebyvé
vystaven jen jedné latce, ale soucasnému pusobeni hned nékolika, které se mohou
v Ucincich podnécovat nebo naopak pusobit protichidné (284). Perzistentni organické
polutanty mohou v tukovych bunkéach interagovat napft. s jadernymi transkripénimi faktory
(285-287), mitochondriemi (288), steroidnimi receptory (289) apod., coZ vede ke zménam
v adipogenezi, lipogenezi ¢i lipolyze (275,290). Podrobny popis vlivu perzistentnich
organickych polutantli na mitochondridlni funkce shrnuje pifehledovy ¢lanek ,,Vliv
perzistentnich organickych polutantli na mitochondridlni funkce a vznik metabolického
syndromu® (291), ktery je soucCdsti souboru komentovanych publikaci k této praci

(publikace 2.2.4).

Akumulace téchto latek v organismu a jejich chronicky vliv na buiiky muze vést
kromé jiz vySe zminéného naruseni metabolickych funkci, rozvoji inzulinové rezistence,
diabetu mellitu i k naruSeni reprodukcnich ¢i imunitnich funkci organismu nebo k rozvoji
nadorovych onemocnéni (292,293).

V roce 2001 vesla v platnost Stockholmska umluva o perzistentnich organickych
polutantech, jejimz cilem je: ,,chranit lidské zdravi a Zivotni prostiedi pfed perzistentnimi

organickymi polutanty, zastavit produkci a pouzivani téchto latek* (294).
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2 SOUBOR KOMENTOVANYCH PRACI

2.1 Parakrinni a imunomodulac¢ni potencial mesenchymalnich
kmenovych bunék

2.1.1 Beneficial Effects of Mesenchymal Stem Cells on Adult Porcine
Cardiomyocytes in Non-Contact Co-Culture

Miklikova M, Jarkovska D, Cedikova M, gviglerové J, Kuncova J, Nalos L, Kubikova T,
Liska V, Holubova M, Lysak D, Krilickova M, Vistejnova L, gtengl M. Physiol Res. 2018

Dec 31;67(Suppl 4):S619-S631. doi: 10.33549/physiolres.934051. PMID: 30607969.

Nemoci kardiovaskularniho systému jsou celosvétoveé hlavni pfi¢inou morbidity
a mortality, a to bez ohledu na obrovské pokroky v 1é¢bé a prevenci. Zdokonaleni jejich
1éCby je tedy stile aktudlni medicinskou vyzvou. Velky potencial je spatfovan v bunécné
terapii, a to konkrétné ve vyuZiti mesenchymélnich kmenovych bunék. Diivodem neni ani
tak jejich schopnost diferenciace do kardiomyocyti, a tedy mozZnost nahradit poSkozené
buniky, ale spiSe jejich parakrinni a imunomodula¢ni efekt, a tedy potencial v podpote
viability, funk¢nosti a regenerace poskozenych bunék. Mezi pisobky, které MSC sekretuji,
patii napt. riastovy faktor fibroblastii (FGF), hepatocytovy rastovy faktor (HGF), insulin-
like rastovy faktor 1 (IGF-1), transformujici rastovy faktor beta (TGF-p), rastovy faktor
devivovany z krevnich desticek (PDGF), vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF)
apod. Jedna se tedy o faktory scelou fadou mozZnych efektd na bunky vcetné

Cilem nasi prace bylo zhodnoceni efektu parakrinniho ptsobeni prasecich
mesenchymalnich kmenovych bunék z kostni dfené¢ (BM-MSC) na kardiomyocyty ziskané
ze srdce dospé€lého prasete. Prase domaci bylo zvoleno jako zvifeci model z diivodu, Ze
studie provadéné na velkych zvifatech maji vySsi klinickou relevantnost k huménni
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mediciné. U kardiomyocyt byla sledovana jejich viabilita a mira pteziti, tak i funkéni
a mitochondrialni parametry.

Prasec¢i MSC byly izolovany z kostni dien€ (n = 12). U bunék byla ovétena jejich
schopnost adherence k plastiku, dile i imunofenotyp a diferencia¢ni potencidl do
adipocytli, chondrocytl a osteoblastl. Prase¢i kardiomyocyty (n = 12) byly ziskany z levé
srdecni komory za uZiti kolagendzy A. Vzhled a charakter izolovanych bunck byl
posouzen morfologicky.

Bunky (MSC a kardiomyocyty) byly kokultivovany po dobu 3 dnil ve specidlnich
kokultiva¢nich nddobkéach, diky nimzZ bylo zajiSténo, Ze se bunky nedostaly do pifimého
kontaktu a MSC mohly kardiomyocyty ovliviiovat pouze nepfimo skrze jimi
sekretovanymi pasobky. V prvni a tieti den kokultivace byl hodnocen morfologicky vzhled
kardiomyocytd, jejich viabilita, funkénost mitochondrii (respirometrickd analyza),
kontraktilita a vapnikové pfechody.

Kardiomyocyty kokultivované s MSC vykazovaly signifikantné vyssi miru viability
nez kardiomyocyty kultivované samostatné. Toto zjiSténi bylo patrné jak pii morfologické
analyze bun¢k, tak i pfi kvantitativnim meéfeni jejich viability a metabolické aktivity
pomoci alamarBlue™ Cell Viability Reagent (ThermoFisher Scientific, USA). Stejny efekt
ale nebyl bohuZel pozorovan u zbylych sledovanych parametrii. U analyzy mitochondridlni
respirace pomoci vysokouc¢inné respirometrie nebyly nalezeny statisticky vyznamné
rozdily mezi kardiomyocyty z kokultury a kardiomyocyty kultivovanymi samostatn¢.
Stejné tak nebyl efekt parakrinniho ptisobeni MSC na kardiomyocyty patrny u méteni
jejich kontraktility a vapnikovych ptechodi.

Mesenchymalni kmenové bunky prokazateln¢ produkuji ptiisobky majici protektivni
ucinky na okolni bunky a tkané, dokéazi tedy zvySit miru schopnosti regenerace

poskozenych tkani. U ndmi analyzovanych bun€k ale bohuzel nebyl prokazan protektivni
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vliv parakrinniho piisobeni MSC na vSechny sledované parametry, a to konkrétn¢ na ty
funkéni. Divodem mozna mohla byt prvotni selekce kardiomyocytii pro provadéné
analyzy. Jednalo se totiZ pouze o bunky dle morfologie v dobré kondici, na nichZ se mozZna
vliv MSC nemohl plné projevit.

I pfes tuto skutecnost je ale potencidl vyuziti MSC v regenerativni medicing

obrovsky, a to nejen v oblasti kardiovaskuldrnich onemocnéni.
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2.1.2 Comparison of the immunomodulatory effect of single MSC batches versus
pooled MSC products

Hejretova L, Cedikova M, DolejSova M, Vlas T, Jindra P, Lysak D, Holubovd M. Cell
Tissue Bank. 2020 Mar;21(1):119-129. doi: 10.1007/s10561-019-09805-3. Epub 2019 Dec

20. PMID: 31863261.

Potencidl vyuZziti mesenchymélnich kmenovych bunék v oblasti hematoonkologie je
dan zejména jejich schopnosti parakrinniho ptisobeni na okolni tkdn¢ a imunomodula¢nim
efektem. Maji vliv na slozky jak nespecifické, tak i specifické imunity, kdy napf. moduluji
produkci cytokintl, ¢i tlumi proliferaci T-lymfocytl apod. Navic je u nich pfitomna nizka
exprese HLA I molekul a HLA II vibec neexprimuji, to jim ddvd mozZnost vyuZiti
1 v transplantaéni medicingé. Podrobnéji je toto téma sepsano v kapitole 1.2.2. Velmi
slibnych vysledkt dosahuji i pfi 1é¢bé reakce Stépu proti hostiteli (GVHD).

Reakce $tépi proti hostiteli predstavuje zavaznou potransplanta¢ni komplikaci, jejiz
pfiCina spo¢ivd zejména v inkompatibilit¢ v HLA systému mezi diarcem a piijemcem
kostni dien¢. Imunokompetentni buiiky darce poskozuji tkané piijemce, coZ mize vést pii
tézkém poskozeni az k ohrozeni jeho Zivota. Pfiblizn¢ 50 % pacienti s t¢Zkou GvHD
nereaguje na klasickou imunosupresivni terapii a vyuZiti MSC tak pfedstavuje vyznamnou
alternativu. Jejich nevyhodu je ale interindividuélni variabilita jednotlivych Sarzi (MSC od
riznych darcli), coZz mize mit efekt na vysledny terapeuticky ucinek.

V nasi praci byl porovndvan imunomodula¢ni efekt vzorkt MSC od jednotlivych
darcti s vzorky poolovanymi, tedy vzniklymi smichanim bunék od nékolika jednotlivct.
Byl sledovén efekt téchto raznych variant vzorkit MSC bunék na vyslednou proliferaci T-

lymfocyt, na expresi jejich aktivacnich markerti, bunécny rast a metabolickou aktivitu.
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MSC byly ziskany aspiraci kostni diené z lopaty kosti kycelni od péti zdravych
dérct a izolovany byly pomoci hustotniho gradientu. Za MSC byly oznaceny jen ty butiky,
které vykazovaly schopnost adherence k plastiku a klasické imunofenotypové znaky
(CD90*, CD105", CD45"). Takto ziskané vzorky byly oznateny MSC 1 aZ 5 a jednalo se
o vzorky individualni. Cast objemu z t&chto vzorki (MSC 1 aZ 5) byla smichéna za vzniku
poolovanych vzorki MSC 6 a MSC 7. VSechny tyto vzorky MSC (MSC 1 aZ 7) byly
pfidany k vzorkiim aktivovanych mononukledrnich bunék (MNC), coZ jsou zejména T-
lymfocyty (n = 10). Nespecificka aktivace T-lymfocyti byla provedena pomoci
fytohemaglutininu. Oba typy bunék (MSC a MNC) byly kokultivovany po dobu 4 dnd,
nasledné byl analyzovan efekt ptisobeni MSC na MNC a piipadné rozdilnost efektu mezi
individualnimi a poolovanymi vzorky.

U vSech vzorki MNC byl vlivem kokultivace s MSC pozorovan statisticky
vyznamny pokles exprese aktivacniho markeru T-lymfocyti (CD25), a to o vice nez 40 %.
K tomuto poklesu doslo bez rozdilu, zda byly MNC vystaveny individualnimu vzorku
MSC ¢i poolovanému. Stejné¢ tak proliferace T-lymfocyt v prostiedi s MSC vyznamné
poklesla, a to o vice nez 30 %, rovnéz zde nebyl pozorovan rozdil mezi individualnimi
a poolovanymi vzorky MSC. Shodné vysledky byly pozorovany i u ostatnich metod —
statisticky vyznamny rozdil v pisobeni MSC vzorkii nebyl pozorovan na bunécny rast ani
metabolickou aktivitu MNC bunék.

Vysledny imunomodulacni efekt MSC bunék tedy neni ovlivnén tim, jestli byl
pouzit individuélni vzorek nebo poolovany.

Rozdilnost imunomodula¢niho piisobeni MSC bunék u jednotlivych pacienti
1éCenych napft. z diivodu pritomnosti tézké reakce Stépu proti hostiteli je tedy zplisobena
jinou pfi¢inou, a to napf. zdrojem pouzitych buné¢k, vékem darce nebo velikosti podané

davky.
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I kdyZz pfesny mechanismus plsobeni MSC je stile neznamy, jejich

imunomodula¢ni efekt je nesporny a potenciil v bunécné terapii obrovsky.
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2.2 Vyuziti mesenchymalnich kmenovych bunék jako modelu pro
studium adipogeneze a jeji modulace

2.2.1 Multiple Roles of Mitochondria in Aging Processes

Cedikova M, Pitule P, Kripnerova M, Markova M, Kuncova J. Physiol Res. 2016 Dec

22;65(Suppl 5):S519-S531. doi: 10.33549/physiolres.933538. PMID: 28006935.

Jedna se o souhrnnou praci publikovanou v impaktovaném casopise ,,Physiological
Research®. Clanek podava informace o stavbé a funkci mitochondrie. Podrobnéji se vénuje
procesu oxidativni fosforylace, stavbé dychaciho fetézce a mitochondridlni DNA.
Nésledné jsou zde uvedeny zmény, ke kterym u mitochondrii dochdzi vlivem procesu
starnuti organismu, a to zejména s diirazem na rozvoj mutaci v mitochondridlni DNA,

zvySenou produkci reaktivnich forem kysliku, ale i na strukturdlni a funk¢ni odchylky.
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2.2.2 Mitochondria in White, Brown, and Beige Adipocytes

Cedikova M, Kripnerovd M, Dvorakova J, Pitule P, Grundmanova M, Babuska V,
Mullerova D, Kuncova J. Stem Cells Int. 2016;2016:6067349. doi: 10.1155/2016/6067349.

Epub 2016 Mar 17. PMID: 27073398; PMCID: PMC4814709.

Jedna se o ptehledovou praci publikovanou v impaktovaném casopise ,,Stem Cells
International“. Clanek podrobné shrnuje informace o jednotlivych podtypech tukovych
bunék. Konkrétn¢ jsou zde uvedeny hlavni morfologické a funkcni odliSnosti mezi bilym,
hnédym a bézovym adipocytem. Detailn€ji se publikace veénuje zejména uloze
mitochondrii v téchto podtypech tukovych bun¢k za fyziologickych okolnosti, kdy hraje
mitochondrie dlleZitou dlohu v priibéhu nejen adipogeneze, ale i lipogeneze a lipolyzy, tak

i vlivu jeji piipadné dysfunkce na rozvoj celé fady onemocnéni.
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2.2.3 The origin and development of fat droplet and its role in health and illness

Dvordkova J, Cedikova M, Maleckova A, Kulda V, Tonar Z, Miillerova D. Cas Lek Cesk.

2018 Fall;157(5):254-262. PMID: 30441938.

Jedna se o piehledovou praci publikovanou v recenzovaném ¢&asopise ,,Casopis
lékaiti Eeskych“. Clanek shrnuje dostupné informace o struktuie tukové kapénky, jeji
biogenezi a rustu, ale zdroven i o mechanismu jejitho rozpadu a zaniku. Podrobn¢ je zde
rozepsana fyziologicka uloha tukovych kapének v organismu, ale také patologické stavy,
které jsou spojeny s jejich nedostatkem ¢i naopak nadbytkem — lipodystrofie, kachexie,
Chanariniv-Dorfmaniv syndrom a myopatie, obezita, metabolicky syndrom, diabetes

melitus 2. typu atd.
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2.2.4 Vliv perzistentnich organickych polutanti na mitochondrialni funkce a vznik
metabolického syndromu

Dvotédkové J; Kripnerova M; Cedikova M; Babuska V; Kulda V; Pesta M; Krali¢kova M;

Miillerova D. Chem. Listy 2015, 109, 418-423.

Jedna se o prehledovou praci publikovanou v impaktovaném cCasopise ,,Chemické
listy*. Clanek shrnuje zakladni informace o perzistentnich organickych polutantech, jejich
dé€leni, vlastnostech, mechanismu pifijmu do lidského téla a nachazenych koncentracich
v tukové tkéini ¢lovéka. Podrobné je zde popséna jejich funkce jako tzv. endokrinnich
a metabolickych disruptord, tj. latek podilejicich se na vzniku obezity a jejich komorbidit,

a to zejména s diirazem na rozvoji inzulinové rezistence a diabetu mellitu 2. typu.
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2.2.5 Mitochondrial Respiration of Adipocytes Differentiating From Human
Mesenchymal Stem Cells Derived From Adipose Tissue

Kladnicka I, Cedikova M, Kripnerova M, Dvotakova J, Kohoutova M, Tima Z, Miillerova
D, Kuncova J. Physiol Res. 2019 Dec 20;68(Suppl 3):S287-S296. doi:

10.33549/physiolres.934353. PMID: 31928046.

Diferenciace adipocytli predstavuje sloZity proces, pfi kterém dochazi k pfreméné
mesenchyméalni kmenové bunky v bunku tukovou. V pribéhu tohoto procesu dochazi
nejprve k mitotické klonalni expanzi buné€k, nésledn€ se zacinaji objevovat prvni tukové
vakuoly, které se postupné spojuji vjednu velkou tukovou kapénku za vzniku
maturovaného adipocytu. Cely tento proces je doprovazen nejen fadou morfologickych
zmén, kdy se z buiiky vietenovitého tvaru s centrdlné uloZzenym velkym jadrem stava
bunika sférickd s oploStélym jadrem uloZenym na periferii, ale v bunce také startuji
nejrazngj$i metabolické déje vcetné lipogeneze. Veskeré tyto zmény jsou pro buiku
energeticky velmi naro¢né, a aby byl jejich pribéh bezchybny, musi byt zajistén
dostateCny piisun energie. KliCovymi organelami k jejimu zajiSténi jsou mitochondrie,
které tedy plni nezastupitelnou roli pro spravny prub¢h jak diferenciace adipocytt, tak ale
i pti dalSich procesech jako je lipogeneze a lipolyza.

Cilem nasi prace byla dokumentace diferenciace adipocytt, a to zejména s dirazem
na zmény v mitochondrialni fyziologii. Jako bunécny model byly zvoleny mesenchymalni
kmenové builky ziskané ztukové tkané. Adipogeneze byla nastartovdna specidlnim
kultivacnim médiem StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal Medium doplnénym o
suplement StemPro® Adipogenesis Supplement (oboji Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,

CA, USA). Buiiky byly charakterizovany v 0., 4., 10. a 21. den diferenciace a to z pohledu
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jejich morfologie, proliferace, viability, lipogeneze (morfologické sledovani a kvantifikace
tukovych kapének), mitochondrialni biogeneze a zmén bunééného dychani.

V prubéhu diferenciace byla patrnd zména morfologie bunck od typického tvaru
mesenchymalni kmenové bunky k velké bunce s pfitomnymi tukovymi vakuolami.
SkuteCnost, Ze se jednd o maturované adipocyty, byla ovéfena ptitomnosti nosného
proteinu pro mastné kyseliny - FABP4 (fatty acids binding protein 4).

Narast po¢tu bunck byl patrny ihned v pocatku diferenciace, ¢emuz odpovidaji
1 statisticky vyznamné rozdily v poctu bunék mezi dny 0 a 10 (p = 0,006) a 0 a 21 (p <
0,0001), v pozdéjsi fazi diferenciace jiz pocCet bunék tolik nenartstal (den 10 a 21, p >
0,05). Tato skutecnost odpovida tomu, Ze po indukci diferenciace bunék startuje nejprve
jejich mitotickd klondlni expanze, kdeZto v pozd&jsi fazi diferenciace jsou pro buiky
stéZejni jiné pochody, a to konkrétné lipogeneze. Tuto skutecnost potvrzuji i vysledky nasi
prace, kdy jsme mezi dny 10 a 21 pozorovali narast poctu a velikosti tukovych kapének,
coz potvrdila i kvantifikacni metoda, jejimZ principem byla spektrofotometrickd detekce
obsahu olejové cervené uvnitt bunék, konkrétné uvnitf tukovych kapének.

Z pohledu mitochondrii byl pozorovan nartst v jejich poctu, coz korespondovalo
i s vysledky kvantifikace aktivity citrat syntdzy. Z morfologického pohledu doslo nejen
k pfirdstku poctu mitochondrii, ale 1 k pfeskupeni jejich lokalizace v buiice.
U mesenchymaélnich kmenovych bunék byly mitochondrie lokalizovany zejména v okoli
jadra, kdezto u adipocytl spiSe obklopovaly tukové kapénky.

Diilezitost mitochondrii a zajiSténi dostateCné energie pro proces diferenciace
adipocyt potvrzuji i1 vysledky respirometrické analyzy, kdy v pribéhu 2ldenni
diferenciace dosSlo k néartistu bunécné spotieby kysliku. Nejvyssi skokovy rozdil ve
spotfebé kysliku byl pozorovan hned v pocatku diferenciace, tedy v prvnich ¢tyfech dnech,

coz naznacuje, ze piechod od zejména glykolytického metabolismu mesenchymalnich
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Vv s

kmenovych bunék k efektivnéjSimu oxidativnimu metabolismu je velmi rychly a reflektuje
nastartovany energeticky niro¢ny diferenciacni proces bunék. Tato zjiSténi koresponduji
1 s vysledky analyzy mitochondrialniho membrianového potencialu

Adipogeneze je slozity a nékolika stupniovity proces, pro néjZ je klicova spravna
funkce mitochondrii. Mitochondridlni dysfunkce tak je nejspiSe s velkou pravdépodobnosti
zodpovédna za naruSeni pribc¢hu tohoto procesu, coz miize vést k rozvoji nefunkénich

adipocytl, obezity a s ni spojenych onemocnéni.
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2.2.6 Chronic DDE Exposure Modifies Mitochondrial Respiration during
Differentiation of Human Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells into
Mature Adipocytes

Kladnicka I, Cedikova M, Jedlicka J, Kohoutova M, Muller L, Plavinova I, Kripnerova M,
Bludovska M, Kuncova J, Mullerova D. Biomolecules. 2021 Jul 21;11(8):1068. doi:

10.3390/biom11081068. PMID: 34439734; PMCID: PMC8393889.

Obezita predstavuje v soucasnosti celosvétovy problém. Jeji prevalence
v poslednich Ctyficeti letech roste tak prudce, Ze se da hovoftit o pandémii, ktera zasahuje
nejen vyspélé staty, ale i ty rozvojové. Uvadi se, zZe vyssi podil tuku je pfitomen az u 2/3
sveétové populace (1/3 obezita, 1/3 nadvéaha). Navic jeji pfitomnost je pfidruZzena k celé
fad¢ dalSich onemocnéni, jako je vysoky krevni tlak, ateroskler6za, diabetes mellitus 2.
typu, neplodnost, nidorova onemocnéni apod.

Co piesn¢ stoji za tak prudkym narGstem v incidenci obezity, neni stile znamo.
Pravdépodobné jsou to dramatické zmény v naSem Zivotnim stylu, které se odehraly
z evolu¢niho hlediska v pfili§ kratné dob¢é a nadS organismus se jim zatim nedokéazal
ptizptsobit. Rozvoj obezity tedy bude souviset s dysregulaci biologickych, behavioralnich,
socialnich, ale i environmentalnich faktoru.

Mezi environmentalni faktory jsou fazeny i latky, tzv. obezogeny ¢i endogenni
dysruptory. Jedna se xenobiotika, kterd jsou schopna interagovat s endogennimi ligandy
jadernych i nejadernych transkripcnich faktor, modulovat jejich ucinek a naruSovat tak
fyziologicky pribéh d¢&jh, a to vcetné adipogeneze a metabolismu tukovych bunék. Déle
vzrustd 1 pocet dilkazii, Ze tyto latky dokaZi naru$it i mitochondridlni funkce a s tim

energetickou rovnovahu, coZ by mohlo opét souviset s rozvojem dysfunkénich adipocytii
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a vyvojem obezity. Mezi latky s témito Gcinky patii celd fada 1éki (napf. kortikosteroidy,
ncktera antidiabetika, tricyklickd antidepresiva, antiepileptika atd.), néktera potravinova
aditiva, ale také latky uZivané v primyslu a zeméd¢€lstvi (napf. perzistentni organické
polutanty).

Perzistentni ogranické polutanty jsou latky lipofilni povahy, které se hojné
vyskytuji vnaSem Zivotnim prostiedi a zejména skrze kontaminovanou potravu se
dostavaji do naseho téla, kde akumuluji v tukové tkani. Mezi latky s nejvyssi nachidzenou
hladinou u Cclovéka patii organochlorované pesticidy, kam jsou fazeny napf.
dichlordifenyltrichlorethan (DDT) a jeho metabolit dichlordifenyldichlorethylen (DDE).

V prubéhu  fyziologické adipogeneze dochdzi k postupnému  zvySovani
mitochondridlni spotieby kysliku. Tuto skuteCnost jsme prokazali v na$i predchozi praci

(publikace 2.2.5). Divodem je, Ze pocatek diferencia¢niho procesu je spojen s klonalni

expanzi bunék, u kterych navic dochazi k prechodu od glykolytického metabolismu, ktery
je typicky pro mesenchymalni kmenové bunky, k oxidativnimu. V pozdéjsi fazi
diferenciace je zvySeny piijem energie nutny z divodu startujiciho procesu lipogeneze
a formovani zralého adipocytu. Cilem naSi prace bylo zjistit, zda vlivem chronické
expozice DDE v priib¢hu celé adipogeneze dojde u bunék ke zménam v mitochondridlnim
metabolismu, které by mohly vést k naruseni celkové energetické homeostazy buiiky.

Jako bunécny model byly opét pouzity mesenchymélni kmenové buiky ziskané
z tukové tkané. Adipogeneze byla iniciovdna specidlnim kultivaénim médiem StemPro®
Adipogenesis Differentiation Basal Medium v kombinaci se suplementem StemPro®
Adipogenesis Supplement (oboji Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). Latka DDE
byla rozpusténa v dimethylsulfoxidu (DMSO) a byla pfidana do kultivatniho média. Jeji
findlni koncentrace v médiu byla 1uM a 10 uM. Celkem byla tedy diferenciace bunck

sledovéana ve Ctyfech variantach kultivaéniho média: i) pouze v diferenciaénim médiu; ii)
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v diferenciatnim médiu s DMSO; iii) v diferencia¢nim médiu s DMSO a DDE 1 uM a iv)
v diferenciatnim médiu s DMSO a DDE 10 puM. Bunky byly charakterizovany ve 4., 10.
a2l. den diferenciace. Sledovany byly mitochondridlni parametry - vizualizace
mitochondrii pomoci fluorescenéni préoby MitoTracker™ CMXRos (Molecular Probes,
Eugene, USA), dile byla méfena spotteba kysliku v oxygrafu Oroboros (Oroboros
Instruments, Innsbruck, Rakousko), aktivita citrit syntazy (spektrofotometrickd analyza)
a mitochondridlni membranovy potencial (pomoci JC-1 Mitochondrial Membrane
Potencial Assay Kit, Abcam, Velk4 Britdnie). Zmény v morfologii bun€k byly sledovany
pomoci svételné mikroskopie, akumulace lipidl za uZiti barveni olejovou Cerveni. Ovérent,
Ze se opravdu jednd o zralé adipocyty bylo provedeno pritkazem piitomnosti proteinu
vazajiciho mastné kyseliny 4 (FABP4).

V pribéhu diferenciace byl u bun¢k nevystavenym t¢inkiim DDE pozorovéan narist
spotieby kysliku, a to zejména hned v pocatku diferenciace. Zaroven dochazelo k poklesu
mitochondridlntho membranového potencidlu. Tato nasSe zjiSténi se shoduji s vysledky

predchoziho ¢lanku (publikace 2.2.5). Vlivem DDE doslo ale k odchyleni od tohoto trendu.

U bunék vystavenym DDE o nizZsi koncentraci (tj. 1 uM) byl sice pozorovan postupny
narist oxidativniho metabolismu, ale u diferencovanych bunék (21. den diferenciace) byly
hodnoty bazélni spotfeby energie a spotieby kysliku vdzané na ATP mnohem vyssi nez
u bun¢k prochézejicich neovlivnénou difererenciaci. Naproti tomu u vySsi koncentrace
DDE (DDE 10 uM) byl pozorovan jiny efekt. Zde byl sice také patrny postupny nartist
spotfeby kysliku diferencujicimi buiikami, ale tento nértist byl pomalejsi, neZ ve vSech
ostatnich ptipadech — tedy pomalejsi, nez tomu bylo u DDE 1 uM i v kontrolnich médiich.

Vysledny efekt DDE na mitochondridlni parametry, a tim i na cely proces
diferenciace adipocyti, bude nejspiSe zaviset na jeho pifitomné hladin¢, kdy nizsi

koncentrace by mohly piisobit smérem ke stimulaci mitochondridlniho metabolismu, coz
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by mohlo vést k naruSeni schopnosti bun€k udrZovat energetickou homeostizu a vyssi
koncentrace by naopak mohly zpomalovat diferenciacni proces skrze nedostate¢nou
dodavku energie pro zajisténi vSech potiebnych déjh.

At uZ nizké nebo vysoké hladiny DDE modifikuji funkénost mitochondrif
v adipocytech, coZ muZe vést k naruSeni procesu adipogeneze a schopnosti bunék
hospodafit s energii. Tyto skutecnosti by nasledné¢ mohly vést k vzniku dysfunkénich

adipocytii a k rozvoji obezity.
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2.2.7 Trends in gene expression changes during adipogenesis in human adipose
derived mesenchymal stem cells under dichlorodiphenyldichloroethylene
exposure

Pesta M, Cedikova M, Dvorak P, Dvorakova J, Kulda V, Srbecka K, Muller L, Bouchalova
V, Kralickova M, Babuska V, Kuncova J, Mullerova D. Mol. Cell. Toxicol. 2018; 14:

369-379. doi: 10.1007/s13273-018-0041-1.

Diferenciace adipocytil je sloZitym procesem nejen z mitochondridlniho pohledu,
ale i genové exprese, kdy je tento d¢j kontrolovan fadou transkripénich faktort. Nékteré
latky maji schopnost modulovat ¢i narusit pribéh adipogeneze, a to napt. efektem na
endogenni ligandy jadernych transkripnich faktorti zapojenych do diferenciace. Mezi
latky s touto schopnosti patii i polychlorované perzistentni organické polutanty, coz je
skupina latek lipofilni povahy plisobici jako tzv. endokrinni disruptory. V lidském téle jsou
schopny narusit fyziologické funkce tukové tkan¢, a to skrze tc¢inky na pohlavni hormony,
glukokortikoidy nebo hormony Stitné zlazy.

Vna$i praci jsme se vénovali u€inku zastupce skupiny organochlorovanych
pesticidi, a to konkrétné metabolitu  dichlordifenyltrichlorethanu  (DDT)
dichlordifenyldichlorethylenu (DDE). Zastupce této skupiny latek jsme vybrali z diivodu,
Ze se jednd o skupinu latek s nejvyssi nalézanou hladinou v tukové tkéini ¢lovéka.

Jako bunéény model byly zvoleny mesenchymalni kmenové bunky ziskané
z tukové tkané. Tyto bunky byly diferencovany za standardizovanych podminek (teplota
37°C, 5 % CO») po dobu 28 dni. Po celou dobu diferenciace bylo klasické diferenciacni
médium (StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal Medium doplnéné o suplement

StemPro® Adipogenesis Supplement, oboji Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)
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obohaceno o DDE, a to v koncentracich 0,1 pM, 1 uM a 10 uM. Tyto koncentrace byly
zvoleny na zdaklad¢ literarni reSerSe, pficemz zvolené koncentrace reflektuji naméfené
hladiny této latky v séru ¢i v tukové tkani. DDE bylo rozpusténo v lipidovém vehikulu
NuTRIflex® Lipid peri (B. Braun, Melsungen, Némecko).

Sledovany byly jednak geny zapojené do procesu diferenciace adipocytt, ale také
geny podilejici se na jejich metabolismu a jeho regulaci. Vzorky byly odebirany ve dny 0,
4,10, 21 a 28 a stanoveni bylo provadéno metodou RT real-time PCR a Western Blot.

Vybranymi geny pro monitorovani diferenciace byly jak markery kmenovosti
bunck, a to konkrétné¢ OCT4, NANOG a SOX2, geny ovlivilujici mitochondrialni
metabolismus - peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 beta
(PPARGCI1B) a uncoupling protein 3 (UCP3), ale také gen kli€ového transkripéniho
faktoru diferenciace a maturace adipocyti PPARYy. Dalsi sledovanou skupinou byly geny
zapojené do drahy inzulinového receptoru a metabolismu lipidi — konkrétné geny INSR
(insulinovy receptor), AKT2 (AKT serin/threonin kindza 2), SREBP1 (sterol regulatory
element-binding protein), ACLY (ATP citrat lyaza), LIPE (hormon senzitivni lipaza)
a FASN (syntaza mastnych kyselin).

Exprese geni OCT4 a SOX2 se statisticky vyznamné zvysila u bun¢k pod vlivem
DDE. Doslo tedy k modifikaci programu diferenciace buné¢k, a to k prodlouzeni doby
jejich kmenovosti, coZ muze vést k prodlouZeni intervalu bunécné proliferace. Na druhou
stranu ale vlivem expozice DDE doslo i k vzristu exprese PPARY, hlavniho regulatoru
adipogeneze a lipidového metabolismu, coZz by nasvédcovalo tomu, ze DDE diferenciaci
urychluje. Tuto skutecnost potvrzuje i narast exprese SREBP1, ACLY, FASN a LIPE, tedy
genll zapojenych do metabolismu lipidil a jeho regulace. Zmény byly pozorovany i u gent
zapojenych do metabolismu mitochondrii, i zde byla patrna jejich zvySena exprese u bun¢k

vystavenym DDE. Soucasné doslo i k nartistu exprese genu pro inzulinovy receptor.
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Expozice DDE miiZe tedy zasahovat do procesu diferenciace adipocytl, ovliviiovat
jeji rychlost i proces lipogeneze; tyto skutecnosti mohou mit svilj podil na dysfunkci téchto

bunck s mozZnosti rozvoje obezity, inzulinové rezistence nebo diabetu mellitu 2. typu.
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2.2.8 DDE downregulates PLIN2 expression during differentiation of mesenchymal
stem cells into adipocytes in lipid-enriched medium

Miillerova D, Pesta M, Cedikova M, Dvordkova J, Kulda V, Srbecké4 K, Miiller L, Dvorék
P, Kripnerovd M, Kralickova M, Babuska V, Kuncova J. Journal of Applied
Biomedicine [online]. 14., vol. 14, no. 2, pp. 113-117. ISSN 1214-021X. Retrieved z:

doi:10.1016/.jab.2016.01.002

Organochlorované pesticidy, jejichz zastupcem je napft. dichlordifenyltrichlorethan
(DDT) a jeho metabolit dichlordifenyldichlorethylen (DDE), patii mezi perzistentni
organické polutanty, jejichZz zvySené mnoZstvi se stile vyskytuje v naSem Zivotnim
prostredi, ale 1 uvnitf nas samotnych. Jedna se totiZ o lipofilni latky, které se hromadi
uvnitt naSich tukovych kapének a jejich nejvyssi hladiny jsou tak nachdzeny v tukovych
bunikach. Nejedna se ale o latky, které by zde byly jen pasivné uloZeny, naopak maji
schopnost zasahovat do procesu diferenciace i metabolismu bunék skrze vliv na genovou

expresi i funkénost mitochondrii (viz pfedchozi publikace 2.2.6 a 2.2.7). Mohou tedy vést

ke vzniku dysfunk¢nich bunék, jejichz pfitomnost mize souviset s rozvojem obezity a k ni
pridruZenych komorbidit.

Perilipin 2 (PLIN2), jinak znamy jako adipofilin, patifi do skupiny tzv. PAT
proteintt (perilipin/ADRP/TIP47 proteiny). Jednd se o proteiny zapojené do procesu
formovani a stabilizace tukovych kapének. Pravdépodobné ale i reguluji rozhrani mezi
tukovou kapénkou a cytosolem a fidi pfistup lipaz k lipidim v jadru kapének. Kromé
adipocytll jsou nachazeny i v buiikach jinych organi (napf. jatra, f buinky pankreatu,
svaly). Zmény v expresi PAT proteint byvaji spojovany s vyskytem celé fady onemocnéni,

jako je nealkoholova steatdza jater, inzulinova rezistence a diabetes mellitus 2. typu,
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aterosklerdza, sarkopenie apod., coZ naznacuje, Ze tyto proteiny hraji velice duleZitou roli
v patofyziologii téchto onemocnéni.

Cilem naSi priace bylo sledovat zmény exprese PLIN2 v pribéhu adipogeneze
u bunék, které byly vystaveny chronické expozici DDE.

Jako bunéény model byly zvoleny mesenchymalni kmenové bunky ziskané
z tukové tkané. Tyto bunky byly diferencovany za standardizovanych podminek (teplota
37°C, 5 % CO») po dobu 28 dni. Po celou dobu diferenciace bylo diferenciaéni médium
(StemPro® Adipogenesis Differentiation Basal Medium se suplementem StemPro®
Adipogenesis Supplement, oboji Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)
obohaceno o DDE v koncentracich 0,1 pM, 1 uyM a 10 pM. DDE bylo rozpusténo
v lipidovém vehikulu NuTRIflex® Lipid peri (B. Braun, Melsungen, Némecko) o vysledné
koncentraci 0,2 % (v/v). Kvantifikace mRNA PLIN2 byla provadéna ve dny 0, 4, 10, 21
a 28 diferenciace, a to pomoci metody RT real-time PCR.

V pribéhu diferenciace doslo k néartistu exprese PLIN2 u bun¢k kultivovanych ve
vSech typech médii: i) pouze v diferencianim médiu; ii) v diferenciaénim médiu
obohaceném o lipidové vehikulum,; iii) v diferencia¢nim médiu obohaceném o lipidové
vehikulum s 0,1 uM DDE,; iv) v diferencia¢nim médiu obohaceném o lipidové vehikulum
s 1 uM DDE a v) v diferencianim médiu obohaceném o lipidové vehikulum s 10 uM
DDE. Zajimavym zjisténim ale bylo, Ze vlivem expozice DDE doslo k downregulaci
PLIN2 v porovnani se situaci v diferenciatnim médiu s obsahem pouze lipidového
vehikula. Predpokladali jsme, Ze jeho exprese bude naopak v prostfedi s DDE stoupat,
protoZe jeho zvySena exprese napi. v hepatocytech vede k vzniku nealkoholové steatdzy
a v endotelovych bunkéach k usnadnéni rozvoje ateroskler6zy. PLIN2 se ale nachazi na
povrchu zejména malych tukovych kapének a na povrchu velkych kapének je nahrazen

perilipinem 1 (PLIN1). Je tedy mozné, zZe vlivem DDE doslo k urychleni fiize malych
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tukovych kapének za vzniku velkych, cozZ mélo za nasledek pokles exprese PLIN2. Tuto
skuteCnost by potvrzovala i naSe zjiSténi v jiné praci, kterd byla zaméfena na zmény
genové exprese vybranych genli zapojenych do adipogeneze a metabolismu lipidi
v pribéhu diferenciace pod vlivem DDE. Zde jsme zjistili, Ze vlivem DDE dochazi

k narastu exprese téchto geni (publikace 2.2.7).

I kdyZ je pfesny mechanismus zapojeni PLIN2 do diferenciace adipocyti a do
procesu formovani tukovych kapének stile nejasny, je mozné, Ze zmény jeho exprese
ovliviiuji prubeh lipogeneze, coz muze vést k rozvoji dysfunkénich adipocytii, obezity

a jejich komorbidit.
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2.2.9 Polychlorinated Biphenyl 153 in Lipid Medium Modulates Differentiation of
Human Adipocytes

Mullerova D, Pesta M, Dvorakova J, Cedikova M, Kulda V, Dvorak P, Bouchalova V,
Kralickova M, Babuska V, Kuncova J, Langmajerova J, Muller L. Physiol Res. 2017 Sep

22;66(4):653-662. doi: 10.33549/physiolres.933280. Epub 2017 Apr 12. PMID: 28406693.

Stejné jako organochlorované pesticidy, tak i polychlorované bifenyly (PCB) patii
k hojné zastoupenym perzistentnim organickym polutantim v Zivotnim prostedi, ale
ivnaSem téle. Jednd se o skupinu latek znacné vyuZivanou v primyslu, a to zejména
v obdobi 60. az 80. let 20. stoleti, neZ bylo jejich pouZivini zakdzano. BohuZel jejich
biodegradace je velmi pomald, a prestoze za poslednich 30 let doSlo v promofenosti
Zivotniho prostiedi k velkému zlepieni, tak Ceska republika stile patii v ramci Evropy

k zemim s jejich nejvyssim vyskytem.

Jedna se o lipofilni latky, které se do naSeho t€la dostavaji zejména
kontaminovanou potravou a nésledné jsou akumulovany v tukovych kapénkach, a to
zejména tukovych bunék. Nejvyssi koncentrace v tukové tkdni a v séru jsou nachazeny
u PCB153. Stejné jako tomu bylo u DDE, ani u PCB153 se nepiedpoklad4, Ze by byl jen
pasivni soucésti tukovych kapének, ale Ze dokaZe interagovat s procesy v adipocytu

a ovlitnit tak prab¢h jeho diferenciace a stav metabolismu.

Cilem nasi prace bylo sledovani efektu PCB153 na priib¢h diferenciace adipocyta,
a to konkrétné na zmény exprese gent do ni zapojenych. Dale byly sledovany i zmény

v expresi genti zapojenych do metabolismu lipida a do jeho regulace.
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Vybranymi geny pro monitorovani diferenciace byly stejné jako v publikaci

zamétené na efekt DDE (publikace 2.2.7) jak markery kmenovosti bunék (OCT4, NANOG

a SOX2), tak geny zapojené do procesu diferenciace (PLIN2, PPARGCI1B a PPARY)
a drahy inzulinového receptoru a metabolismu lipidii — INSR (insulinovy receptor), AKT2
(AKT serin/threonin kindza 2), SREBPI1 (sterol regulatory element-binding protein),
ACLY (ATP citrat lyadza), LIPE (hormon senzitivni lipdza) a FASN (syntdza mastnych
kyselin).

Jako bunécny model byly opét zvoleny mesenchymalni kmenové buiky ziskané
z tukové tkang. Diferenciace probihala za standardizovanych podminek (teplota 37°C, 5 %
CO2) po dobu 28 dni. Jako diferenciaéni médium bylo pouzito StemPro® Adipogenesis
Differentiation Basal Medium doplnéné o suplement StemPro® Adipogenesis Supplement
(oboji Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA). Toto diferenciani médium bylo
obohaceno o PCB153, a to v koncentracich 0,1 pM, 1 pM a 10 uM. PCB153 bylo
rozpusténo jednak v lipidovém vehikulu NuTRIflex® Lipid peri (B. Braun, Melsungen,
Némecko) a druhou zvolenou variantou byl dimethylsulfoxid (DMSO). Vzorky byly
odebirany ve dny 0, 4, 10, 21 a 28 diferenciace a stanoveni bylo provadéno metodou RT
real-time PCR a Western Blot.

Vlivem chronické expozice PCB153 doslo u bun¢k ke zménam exprese vybranych
gentll, tyto zmény byly ale patrné pouze u bunck kultivovanych v médiich s lipidovym
vehikulem, a ne s DMSO. PCB153 vedlo u bun¢k k poklesu exprese jak genii kmenovosti
(konkrétné NANOG a OCT4), tak i genl zapojenych do diferenciatniho procesu
(konkrétn¢ PPARy, PLIN2 a PPARGCIB). Z gent zapojenych do drahy inzulinového
receptoru byl pfitomen rozdil v genové expresi pouze u SREBPI, coz je ale zaroven
spojovaci molekula ftidici expresi i PPARy. Mechanismus ptisobeni PCB153 bude tedy

nejspiSe spjaty s pribéhem diferenciace adipocytl, a to konkrétné s jejim pocatkem,
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protoZe statisticky vyznamné rozdily byly patrné hned v prvnich dnech po indukci
diferenciace bunék. PCB153, jehoZ chemicka struktura umoziiuje interakci s jadernymi
receptory, tak mozna moduluje jizZ samotnou indukci adipogeneze. Vysledkem pak mize
byt vznik dysfunkénich a dysregulovanych adipocytil, coZ mize vést opét k rozvoji obezity

¢i dalSich pfidruzenych onemocnéni.
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3 ZAVER

Mesenchymélni kmenové bunky patii mezi adultni multipotentni kmenové buiiky,
které jsou nalézany v mnoha tkanich a orgénech lidského téla. Mezi jejich hlavni zdroje
patii zejména kostni dien, tukova tkan, placenta a pupeCnik, zubni dfen, désen,
endometrium a menstruaéni krev, kiiZe, ale i napt. moc.

Bunéénad terapie je smér mediciny s obrovskym klinickym potencidlem
a budoucnosti a mesenchymélni kmenové builkky se zdaji byt v této oblasti mediciny
klicové, coz dokazuje i nartistajici pocet klinickych studii s jejich zapojenim. Jedna se totiz
o bunky, z jejichZ vlastnosti by mohly téZit skoro vSechny lékaiské obory. Své uplatnéni
najdou napt. pfi 1écb€ kardiovaskularnich onemocnéni, infekénich onemocnéni, poruch
imunity, pfi 1é€bé chronickych ran, pfi regeneraci jater, ale i v transplantacni medicing,
ortopedii, neurologii, neurochirurgii apod. Zaroven jsou i nenahraditelnym zdrojem
informaci pro zdkladni vyzkum, pfiCemZ je napf. mozné podrobné studovat jejich
diferenciaci do riznych bunéénych typt, ale také mechanismy tento proces modulujici, coz
muze vést k zodpovézeni otazek tykajicich se patofyziologie celé fady onemocnéni.

Pouziti téchto bunék ma hned nékolik benefit. Jednim z nich je moZnost ndhrady
poskozenych bunék, a to diky jejich Sirokému diferenciaCnimu potencidlu. Navic, proces
diferenciace muZe probihat v podminkach in vitro, coz umoziuje nejen kontinualni dohled,
ale 1 dpravu bunék do poZadovaného fenotypu, ¢imZz by mohlo dojit k naslednému
urychleni a zefektivnéni regenerace poskozené tkané.

Dal$i nenahraditelnou a moZna i nejdulezitéjsi vlastnosti téchto bunék je jejich
schopnost sekrece celé fady chemokind, cytokint, rastovych faktort, ale i extracelularnich
vezikuli. Jednd se o pusobky, které mohou protektivné piisobit na poskozené bunky,

podporovat jejich Zivotaschopnost, inhibovat apoptozu, stimulovat angiogenezi ¢i pusobit
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imunomodula¢né. Na tuto jejich klicovou vlastnost byly zaméteny i nékteré nase préce.
Studovali jsme efekt mesenchymalnich kmenovych bunék na izolované kardiomyocyty,
ato se zaméfenim na jejich viabilitu, miru preZziti, mitochondridlni 1 funkéni parametry
(kontraktilita, vapnikové piechody). Prokazali jsme, Ze kardiomyocyty kokultivované
s mesenchymalnimi kmenovymi bunkami vykazovaly vySs$i miru viability a preZiti oproti
tém, které byly kultivovany bez pfitomnosti mesenchymalnich kmenovych bunék. Stejny
pozitivni efekt ale nebyl bohuZel prokdzan u ostatnich sledovanych parametri. Diivodem
tohoto zjisténi mohla byt nevhodnd prvotni selekce kardiomyocytii, jednalo se totiZ pouze
o buiky dle morfologie v dobré kondici, na nichZ se mozna vliv MSC nemohl plné
projevit.

V dalsi praci byly porovnavany imunomodula¢ni G¢inky mezi riizné pfipravenymi
vzorky mesenchymalnich kmenovych bunék, a to vzorky bunék od jednotlivych darct se
vzorky smiSenymi, tzv. poolovanymi. Prokazali jsme, Ze postup piipravy vzorkli nema vliv
na jejich vysledny imunomodula¢ni potencial a ptipadna rozdilnost v ptisobeni MSC bun¢k
je tedy nejspiSe zpusobena jinou pfi¢inou, a to napi. zdrojem pouzitych bunck, vékem
darce nebo velikosti podané davky.

Kromé¢ jiz vySe zminovanych benefiti maji mesenchymalni kmenové bunky
potencidl i pfi studiu fyziologického ale i patologického priibéhu procesu diferenciace do
Sirokého spektra bun¢k a tkani, coz by mohlo pomoci k pochopeni diivodu vzniku celé
fady onemocnéni. V naSich pracich, které byly zaméfeny na studium adipogeneze, jsme
prokazali, Ze v jejim prabehu dochézi k piirtistku poctu mitochondrii, k pfeskupeni jejich
lokalizace v bunice, ale hlavné k tpravé metabolismu studovanych buné¢k, kdy v pocatku
diferenciace doSlo ke skokovému piirGstku spotieby kysliku, coZ nejspiSe reflektuje

nastartovany energeticky naro¢ny diferenciacni proces.
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Dale jsme prokazali, Ze nékteré toxické latky, v naSem piipad¢ se jednalo o latky ze
skupiny perzistentnich organickych polutantii, maji schopnost proces adipogeneze vyrazné
ovlivnit, a to jednak skrze zmény na drovni genové exprese, konkrétné u genli zapojenych
nejen do procesu diferenciace, ale i drahy inzulinového receptoru a metabolismu lipidd, ale
k modifikacim dochdzi i u metabolismu bunék. Vysledny efekt pisobeni DDE na
mitochondrie navic nejspiSe zavisi 1 na jeho pfitomné hladin€, kdy niz§i koncentrace by
mohly puasobit smérem ke stimulaci mitochondridlntho metabolismu a vyS$si koncentrace

by naopak mohly zpomalovat diferenciacni proces skrze nedostateCnou dodavku energie

pro zajisténi vSech potiebnych déju.

Tato priace shrnuje zakladni poznatky o mesenchymaélnich kmenovych buiikéach,
jejich charakterizaci, zdrojich izolace, diferencianim potencidlu se zaméfenim na
adipogenezi a mozZnostech klinického uplatnéni. Z ptehledu vyplyva, Ze se jedna o buiky
s ptislibem velké budoucnosti na poli mediciny, nicméné prace také poukazuje na nutnost
jejich dalsiho studia, aby mohl byt jejich potencial vyuZit co nejefektivnéji.

V Laboratofi nddorové biologie a imunoterapie se budeme vyzkumu téchto bunck
vénovat i nadale, a to s dirazem na jejich aplikacni potencidl v rutinni klinické praxi.
Velké nadé¢je vkladame zejména do studia extracelularnich vezikuld, které je ale potieba

nejprve detailnéji poznat, coz je nasi soucasnou vyzvou.
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