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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiikky (MSCs) maji potencial byt cennym terapeutickym
nastrojem diky jejich diferenciaénim a imunomodula¢nim schopnostem. AvsSak pro zajisténi
jejich ucinnosti v klinickych aplikacich, je nutné porozumét faktorim ovliviiyjicich jejich
vlastnosti. Tato bakalarska prace se zabyva vlivem faktora prostfedi, véetné fyzické aktivity,
teploty a svétla, na funkénost MSCs. Dale popisuje zakladni mechanismy, které se podileji na
pusobeni téchto faktorti. Nakonec hodnoti teoretické dasledky vyuzivani faktord prostiedi ke
zlepSeni vlastnosti MSCs. Pro optimalizaci jejich terapeutického potencidlu a rozvoj strategii
regenerativni mediciny je nezbytné porozumét vlivu environmentalnich faktort na chovani

MSCs.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové buiiky, environmentalni faktory, fyzickéd aktivita,

teplota, svétlo

Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) have the potential to be a valuable therapeutic tool due
to their capacity for differentiation and immunomodulation. However, in order to ensure their
efficacy in clinical applications, it is necessary to gain a comprehensive understanding of the
factors influecing their properties. This bachelor thesis investigates the influence of
environmental factors, including physical activity, temperature and light exposure, on MSCs
functionality. Additionally it desribes the underlying mechanisms involved in the action of
these factors. Finally, it evaluates the theoretical implications of exploiting environmental cues
to enhance MSCs properites. An understanding of how environmental conditions shape MSCs
behavior is essential for optimising their therapeutic potential and advancing regenerative

medicine strategies.

Key words: mesenchymal stem cells, environmental factors, physical activity, temperature,

light
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Seznam pouzitych zkratek

MSCs

CD

BMSCs

mesenchymal stem cells (mezenchymalni kmenové bunky)
cluster of differentiation (diferenciacni skupina)

bone marrow derived mesenchymal stem cells (MSCs izolované z kostni dfen¢)

UCMSCs umbilical cord derived mesenchymal stem cells (MSCs izolované z pupecniku)

miRNA
ALP

AMSCs
tkan¢)

ROS
SIRTI
IL
HSP
LPS
VD
LED
NIR
ATP
cAMP

NF-xB

micro RNA (mikro RNA)
alkaline phosphatase (alkalicka fosfataza)

adipose tissue derived mesenchymal stem cells (MSCs izolované z tukové

reactive oxygen species (reaktivni formy kysliku)

sirtuin 1

interleukin

heat shock protein (protein teplotniho Soku)

lipopolysacharid

vlnova délka

light-emitting diode (elektroluminiscen¢ni dioda)

near infra red (zafeni o vinovych délkach blizkych infraCervenym)
adenosine triphosphate (adenosintrifosfat)

cyclic adenosine monophosphate (cyklicky adenosinmonofosfat)

nukleérni faktor kappa B



1 Uvod

Mezenchymalni kmenové bunky (MSCs — mesenchymal stem cells) jsou jednim z mnoha
typt kmenovych bun¢k. Vzhledem k neucelené charakterizaci téchto bunck, zejména kvuli
odli$nym izola¢nim a kultiva¢nim metodam, byla v roce 2006 spolecnosti International Society
for Cellular Therapy navrzena minimalni kritéria pro definovani MSCs. Mezi tato kritéria se
fadi adheze bun¢k k plastovému povrchu, dale jejich multipotentni diferenciacni potencial, tedy
schopnost se diferencovat v osteocyty, chondrocyty a adipocyty. Tretim kritériem je pak
pfitomnost vybranych povrchovych markert, tedy diferenciacnich skupin (CD — cluster of
differentiation) CD73, CD90 a CD105, a naopak absence hematopoetickych povrchovych
markerd, jako jsou CD34, CD45, CD14 / CD11b, CD79a / CD19 a molekul hlavniho
histokompatibilniho systému (Dominici et al., 2006). Vzhledem k tomu, ze kombinace
povrchovych markerd se mtze lisit pfi izolaci bun€k z riznych Zivocicht a typa tkani, jsou
prvni dvé kritéria pro charakterizaci vice vypovidajici (Ghaneialvar et al., 2018). Piivodné byly
MSCs izolovany z kostni diené€, pozdéji byly objeveny 1 dalsi zdroje, mezi které 1ze mimo jiné
zatadit tukovou tkan, synoviadlni tekutinu, plice, pupecnik a pupecnikovou krev. Dalsi
vyznamnou roli MSCs je také jejich schopnost imunomodulace, tedy interakce s buiikami
imunitniho systému a ovliviilovani jejich vlastnosti. Obecnym mechanismem imunomodulace
je pfimy kontakt mezi bunkkami pomoci adhezivnich molekul nebo interakce skrze sekretom
MSCs, zahrnujici naptiklad cytokiny, ristové faktory a dalS$i molekuly. Vzhledem k jejich
vlastnostem, jsou MSCs vhodnym kandidatem pro vyuZiti v regenerativni medicing.
Problémem je vSak jejich vysokd ztratovost a omezena Zivotnost pfi vpraveni do hostitelské
tkané (*Samsonraj et al., 2017). Mikroprostiedi do zna¢né miry ovlivituje vlastnosti MSCs. Pii
jeho starnuti naptiklad dochazi k uvolnovani pro-zanétlivych molekul senescentnimi buiikami,
coz vede ke zhorSeni funkci MSCs (*Liu et al., 2022). Optimalizaci mikroprostfedi vlivem
ruznych faktord, za i€elem zvySeni proliferacniho a diferenciaéniho potencidlu a dalSich
vlastnosti MSCs, bychom teoreticky mohli prodlouzit jejich Zivotnost a dosahnout tak lepSich

vysledkt u specifickych terapii.

Vlastnosti MSCs ovliviluji také zmény na epigenetické Urovni. Pasobi pies rtizné
mechanismy, jako je naptiklad Gprava struktury chromatinu pomoci acetylace a deacetylace
histonti nebo metylace DNA. Tyto modifikace pak reguluji pfistupnost geni, a tedy i genovou

expresi, coz v konecném dusledku vede ke zméné fenotypu MSCs. Nékteré environmentalni



faktory pak dokdzou vyvolat epigenetické zmény a ménit tak vlastnosti MSCs (*Smith et al.,
2023).

Cilem této bakalarské prace je shrnout soucasné poznatky tykajici se této problematiky.
Konkrétné tedy predstavit MSCs a obecny mechanismus ptisobeni faktora prostfedi na jejich
vlastnosti. Dale pak rozvést tuto problematiku u vybranych faktorti — vlivu fyzické aktivity,

teploty a svételného zareni. Nakonec pak zhodnotit moznost jejich vyuziti.

2 Zakladni epigenetické mechanismy ovliviiujici vlastnosti

MSCs

Mezi hlavni epigenetické mechanismy, které maji vliv na vlastnosti MSCs se fadi metylace
DNA, modifikace histonti zahrnujici acetylaci/deacetylaci a dalsi Gipravy jejich konct, dale pak
modifikace prostfednictvim rtiznych nekddujicich RNA. Tyto modifikace moduluji pfistupnost
gent podilejicich se naptiklad na diferenciaci MSCs do riiznych bunéénych typt. Faktory
prostfedi pak vlastnosti MSCs ovliviiuji mimo jiné na epigenetické urovni, coz bude vice
rozebrano v dalSich kapitolach (*Smith et al., 2023). Tato kapitola je zaméfena na uvedeni

zakladnich epigenetickych modifikaci a mechanismt jejich ptisobeni u MSCs.

2.1 Metylace DNA

Vyznamnou epigenetickou modifikaci je metylace DNA, pii které¢ dochazi k pfenosu
metylové skupiny z S-adenyl methioninu na paty uhlik cytosinu za vzniku 5-methylcytosinu.
Na regulaci metylace se podili tfi skupiny enzymt. Takzvané ,,writers®, které zajiSt'uji pfipojeni
metylové skupiny, ,.erasers®, které ji odstraiiuji a ,,readers®, které¢ ji dokdzou rozpoznat a
navazat se na ni. Do prvni skupiny se fadi rizné DNA metyltransferazy, které lze rozlisit podle
typu metylace, kdy bud’ pfenasi modifikace na nové syntetizované vlakno pii replikaci DNA,
nebo zajiStuji metylaci de novo. VétSina metylaci se vyskytuje v CpG oblastech. Pfitomnost
metylové skupiny umoziuje navazani represord, ale také brani nasednuti raznych
transkripénich faktorti. Metylace ma tedy zasadni vliv na genovou expresi, kdy zpravidla
zpisobuje jeji uml¢ovani. Naopak v ptipadé demetylace pak dochdzi k obnoveni exprese gent

(*Moore et al., 2013).

Pti dlouhodobé kultivaci MSCs zlstavd trovenl metylace DNA viceméné stabilni.

Metylaéni vzory se 1i8§i mezi buikami izolovanymi z kostni dfené a tukové tkan€. Zaroven je
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pozorovana korelace mezi metylaci DNA a modifikacemi histoni H3, coZ naznacuje vzdjemny
vliv téchto epigenetickych modifikaci (Schellenberg et al., 2011). Metylace DNA se dale podili
na regulaci diferenciace a schopnosti sebe-obnovy MSCs, a to zejména v oblastech tzv CpG
ostruavku, coz jsou useky DNA, ve kterych se vyskytuje velka ¢ast genovych promotort a je zde
vysoka hladina genové exprese, znaéné ovliviiovand metylaci. Soucasné¢ metylace ovliviiuje
také starnuti MSCs (*Smith et al., 2023). Dale hraje tato epigeneticka modifikace roli také
v imunomodulacnich mechanismech MSCs. Pouziti 5-azacytidinu, inhibitoru DNA
metyltransferazy, vede k posileni imunosupresivnich ucinki lidskych MSCs tim, ze reguluje
sekreci nékterych solubilnich faktorti a snizuje tak proliferaci imunitnich bunék. Zaroven
pouziti tohoto inhibitoru podporuje migraci MSCs do mist zanétu zvySenim exprese genu
zodpovédnych za chemotaxi. Tato pozorovani byla déle potvrzena i na in vivo mySim modelu

(Lee et al., 2015).

2.2 Modifikace histonu

Histony jsou proteiny, jejichz oktamery vytvareji spolecné s DNA komplexy zvané
nukleozomy. Nukleozomy zajistuji kondenzaci chromatinu v jadfe eukaryotickych bunék.
Existuji 4 typy histont, podilejicich se na struktufe tohoto komplexu — H2A, H2B, H3 a H4. N-
a C- konce histonti mohou byt riiznymi zptisoby modifikovany. Mezi hlavni modifikace se fadi
acetylace a metylace, existuji vSak i dalsi, jako je fosforylace, sumoylace a ubikvitinace histont.
Dtsledkem téchto modifikaci je pozménénd struktura chromatinu a néasledné 1 exprese gent

(*Zhang et al., 2021).

2.2.1 Acetylace histoni

Prvni z vy¢tu modifikaci je acetylace / deacetylace histonli zaji§tovand enzymy histon
acetyltrasnferazami a histon deacetylazami. Typicky jsou acetylovany lysinové zbytky histond.
Pfitomnost acetylové skupiny redukuje naboj na histonech a umoznuje tak uvolnéni navazané
DNA (*Zhang et al., 2021). U MSCs ma tato modifikace vliv naptiklad na jejich diferenciaci.
Vlivem plsobeni histon deacetylazy 8, dochézi k inhibici osteogeneze MSCs izolovanych
z kostni dfen¢ (BMSCs — bone marrow derived mesenchymal stem cells). Pokud je tento enzym
inhibovan pomoci kyseliny valproové, osteogeneze je naopak zvysena (Fu et al., 2014). Pouziti
jinych inhibitord histon deacetyldz, konkrétné largazolu a trichostatinu A, na lidské MSCs
izolované z pupecniku (UCMSCs —umbilical cord derived mesenchymal stem cells), podporuje

jejich proliferaci a schopnost sebe-obnovy (Wang et al., 2013). Pfi starnuti MSCs obecné



dochdzi k poklesu v acetylaci histont, coz zptisobuje snizeni genové exprese nékterych gent

dalezitych pro sebe-obnovu bunek (*Smith et al., 2023).

2.2.2 Metylace histonu

Dalsi modifikaci je metylace histonti. Podobné jako v ptipad¢ acetylace, se vyskytuje na
lysinovych zbytcich histonii, na které je metylova skupina pienaSena pomoci enzymi histon
metyltransferaz. Typicky dochazi i1 k nékolikanasobnym metylacim, respektive di- a
trimetylacim histonti. Demetylace je provadéna pomoci histon demetylaz (*Zhang et al., 2021).
V kontextu MSCs metylace histoni ovliviluje mimo jiné rovnovdhu mezi diferenciaci
v osteoblasty a adipocyty. Lze zminit naptfiklad metyltrasnferazu Ezh2, ktera spousti
adipogenezi. Proti ni pak pisobi demetylaza KDMO6A, podporujici naopak osteogenezi
(Hemming et al., 2014). Dle novégjsi studie se Ezh2 podili také na regulaci proliferace a
senescence MSCs (Li et al., 2017a). Dalsimi demetyldzami podporujicimi diferenciaci v
osteoblasty jsou pak KDM6B a KDM4B, pfi jejichz nedostatku je upfednostiiovana naopak
adipogeneze (Ye etal., 2012).

2.3 Modifikace pomoci nekédujicich RNA

Posledni ze zde uvedenych epigenetickych modifikaci je modifikace pomoci nekodujicich
RNA, konkrétné¢ mikro RNA (miRNA — micro RNA). Tyto molekuly, dlouhé ptiblizné 18-25
nukleotidl, jsou schopné post-transkripéné regulovat genovou expresi (*Yao et al., 2019). U

MSCs hraji miRNA podstatnou roli napiiklad pti osteogenezi (Schoolmeesters et al., 2009).

3 Vliv fyzické aktivity

Fyzicka aktivita je jednim z potencialnich faktora prostfedi ovliviiyjicich vlastnosti MSCs,
pfedevsim pak jejich diferenciacni potencial (*Smith et al., 2023). Vyzkum zaméteny na tuto
problematiku se soustied'uje zejména na BMSCs. Pti srovnani BMSCs izolovanych z mysi
podstupujicich tréninkovy protokol s mySmi, které nevykonavaly cviceni, bylo pozorovano
nékolik rozdild. Ze cvicicich mysi bylo izolovano vétsi mnozstvi MSCs, které pfi nasledné
kultivaci vykazovaly zvySenou schopnost tvofit kolonie. Déle u nich byla detekovdna zvysSena
hladina nékterych osteogennich markert, jako jsou alkalicka fosfataza (ALP), osteopontin a
osteokalcin. Naopak u necvicicich mysi byla pozorovana zvySena adipogeneze MSCs a vyssi

pocet adipocytli v kostni dfeni (Maredziak et al., 2015). In vitro studie porovnavajici vliv



cvieni mezi mySimi BMSCs a MSCs izolovanymi z tukové tkané (AMSCs — adipose tissue
derived mesenchymal stem cells) dosla k zavéru, Ze u obou bunécnych typt dochdzi vlivem
fyzické aktivity ke zvysSeni proliferace a sniZzeni adipogeneze. V piipadé BMSCs byla
pozorovana také zlepSend schopnost osteogeneze. Vyse popsané vysledky byly detekovany jak
ve fyziologickych podminkach, tak v podminkiach napodobujicich prostiedi béhem
transplantace bunck, ¢imz chtéli autofi poukézat na teoretické uplatnéni téchto poznatki i

behem terapii (Liu et al., 2017).

V jedné ze studii se autofi zaméfili na mechanickou stimulaci MSCs, simulujici podminky
pii fyzické aktivité. Vibrace o nizké intenzité podporovaly proliferaci a aste¢né 1 osteogenezi
mySich MSCs béhem dlouhodobé kultivace (60 pasazi). U kontrolni skupiny doslo béhem
pasazovani bunék ke zpomaleni proliferace, zatimco skupina stimulovana vibracemi dvakrat
denné si udrZela vysokou miru proliferace. Zarovenn doslo u MSCs v pocatecnich pasazich
ke zlepSeni osteogenni diferenciace, coz nebylo detekovano u déle kultivovanych bunék (Bas

et al., 2020).

Na zaklad¢ riznych studii existuje vice moznych mechanisml, skrze které fyzicka aktivita
muze pusobit na vlastnosti MSCs. Nekteré z téchto mechanismti budou podrobnéji popsany

v nasledujicich podkapitolach.

3.1 ZlepSeni vlastnosti MSCs po fyzické aktivité mysi na béZicim
pasu

V in vivo experimentu provadéném na mySich bylo prokazano, ze fyzicka aktivita v podobé
cviceni na bézicim péasu podporuje tvorbu kostni tkan€. Na bunécné tirovni se tento efekt
projevoval zvySenou expresi osteogennich markert a aktivaci signalni drahy BMP-Smad, ktera
je zésadni pro osteogenni diferenciaci BMSCs (*Chen et al., 2012). Zapojeni této drahy bylo
prokazano zhorSenymi u€inky cviceni na tvorbu kostni tkané pfi pouZiti jejiho inhibitoru LDN-
193189HCL. Dale byly z mysi izolovany BMSCs. Na zaklad¢ jejich analyzy bylo zjisténo, ze
fyzicka aktivita zvysila pocet osteogennich BMSCs a jejich diferenciacni potencial (Zhang et

al., 2020).

V jiné studii byl zkouméan efekt kombinace MSCs a fyzické aktivity na regeneraci
nervového systému. V experimentu na mySich modelech s poranénim michy byly do oblasti

1éze aplikovany MSCs. Po dvou tydnech od zranéni byly mysi podrobeny cvic¢eni na bézicim



pase ttikrat tydn€ po dobu osmi tydnt. Studie zahrnovala ¢tyii skupiny mys$i, u nichz byla 1écba
provadéna riiznymi metodami. Skupina podstupujici kombinovanou terapii (MSCs + cvicent)
vykazovala lepsi vysledky v porovnani s ostatnimi. Konkrétné u ni byla pozorovana lepsi
tkanova regenerace, veétsi mnozstvi zachovalych myelinizovanych vldken a zvySena hladina
neurotrofickych faktorti. Zaroven se mysi z této skupiny vyznacovaly zlepSenou motorikou

(Massoto et al., 2020).

3.2 Mechanismy zahrnujici protein SIRT1

3.2.1 Spusténi antioxidacnich reakci aktivaci signalni drahy AMPK-SIRT1

Lidské BMSCs byly in vitro vystaveny opakovanému mechanickému stimulu, ktery
napodoboval fyzickou aktivitu. Dusledkem této stimulace byla zvySend osteogeneze a
proliferace bunc€k, spolu se zlepSenou tvorbou extracelularni matrix. Soucasné doslo k nartstu
poctu antioxida¢nich enzymi, coZ mé¢lo za nasledek ubytek reaktivnich forem kysliku (ROS —
reactive oxygen species). Nejvyssi nartist byl zaznamenan u enzymu superoxid dismutazy 1.
Pro aktivaci antioxida¢nich enzymil byla potvrzena diilezitost proteinu sirtuinu 1 (SIRT1), ktery
je soucasti signalni drahy AMPK-SIRT1 (Chen et al., 2018). SIRTI je NAD" dependentni
histon deacetylaza, ktera se podili na remodelaci chromatinu a tim ovliviiuje dal$i bunécné
procesy (Vaquero et al., 2004). Zarovenn SIRT1 ovliviiuje transkripéni faktor FoxO3a a tim
reguluje expresi genu RUNX2, ¢imz napomaha osteogenezi. Po inhibici SIRT1 doslo k Gtlumu
antioxidacnich Uc¢ink a osteogenni diferenciace. Dulezité¢ je zdlraznit, ze vySe uvedené
vysledky byly dosazeny pii aplikaci longitudinalniho napéti o intenzitach 2,5 % a zejména pak
5 %, které simuluji fyziologickou zatéz. Pouziti 10% napéti mélo na bunky naopak negativni

vliv a ptsobilo proti osteogennim a antioxida¢nim u¢inktim (Chen et al., 2018).

3.2.2 Regulace autofagie prostrednictvim SIRT1

Dal$i mechanismus ovliviiujici diferenciaci BMSCs vlivem fyzické aktivity také zahrnuje
SIRTI. Tento enzym se mimo jiné podili na regulaci autofagie (Lee et al., 2008), ktera je
dilezita pro udrzovani kmenovosti buné€k a jejich tispé$nou diferenciaci (*Sbrana et al., 2015).
Béhem fyzické aktivity, konkrétné béhu, byl u mySi pozorovan narist exprese né€kolika
autofagickych genti. Stdrnouci mysi mély expresi téchto genli obecné nizkou, po zafazeni
fyzické aktivity se naopak zvySila. Soucasn€¢ u mysi dochazelo vlivem fyzické aktivity

k nartstu kostni tkan€, coz bylo zndzornéno mimo jiné mikro-CT snimky jejich stehennich



kosti (viz Obrazek 1). Soucasti studie byl také in vitro experiment, ve kterém bylo zjisténo, ze
mechanické napéti aplikované na BMSCs podporuje jejich osteogenezi. AvSak pii pouziti
bunék s deletovanym genem pro SIRT1, se vliv mechanického napéti snizil a doslo ke snizeni
exprese osteogennich genti. Je tedy pravdépodobné, ze mechanicky stimul aktivuje proces
autofagie prostfednictvim SIRT1 a tim zlepSuje potencial BMSCs diferencovat se v osteoblasty

(Zhu et al., 2023).

Stehenni kost

Kompaktni tkan

Houbovita tkan

Obrazek 1: Mikro-CT snimky znazornujici stehenni kost mladych (M), starych (S) a
cvicicich (C) mysi. Prevzato a upraveno podle (Zhu et al., 2023)

3.3 Podpora osteogeneze epigenetickou regulaci signalni drahy
Hedgehog

Jednim z mechanismi, kterym mechanickd stimulace podporuje diferenciaci MSCs
v osteoblasty, je regulace metylace DNA. Pfi aplikaci cyklického mechanického napéti na
BMSCs dochdzi k poklesu mnozstvi DNA metyltransferdzy 3b. Pokles tohoto enzymu nasledné
vede k demetylaci a tim 1 aktivaci genu Sonic Hedgehog. Tento gen nésledné spusti signalni

drahu podporujici osteogenezi BMSCs. (Wang et al., 2017a).

3.4 Role miRNA v diferenciaci MSCs po fyzické aktivité

Jednim z regulatort MSCs na epigenetické tirovni jsou miRNA (*Smith et al., 2023).

Nekteré specifické miRNA se ucCastni procesu osteogeneze a jsou schopny ho modulovat
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riznymi mechanismy. Napiiklad miR-129-p se podili na inhibici STATI, ktery ptisobi jako
represor genu RUNX2, zodpovédného za osteogenni diferenciaci MSCs (Xiao et al., 2016).
miR-21-5p reguluje signalni drahy AKT a SMAD, které vedou k aktivaci genu RUNX2. Dale
také reguluje bunécnou proliferaci a migraci (Li et al., 2017b). miR-188-5p u MSCs podporuje
adipogenezi na ukor osteogeneze (Li et al., 2015). Bylo zjisténo, ze fyzicka aktivita ma vliv na
expresi téchto miRNA, coz ma nasledné dopad na diferencia¢ni schopnost MSCs. Z bézcii
absolvujicich ptilmaraton bylo izolovano krevni sérum. Po kultivaci BMSCs se sérem doslo
k navySeni exprese u miR-21-5p a miR-129-5, v ptipadé miR-188-5p se exprese naopak snizila.
Mensi mnozstvi miR-188-5p poté vedlo k utlumu exprese genu PPARG2, nezbytného pro
adipogenezi. Dochézelo tedy k snizené tvorbé adipocytd. Tato zjiSténi naznacuji, ze fyzicka
aktivita miZe ovliviiovat diferenciaci MSCs ve prospéch osteogenni linie mimo jiné

prostfednictvim regulace zahrnujici miRNA (Valenti et al., 2019).

3.5 Ovlivnéni genové exprese prostiednictvim komponent
cytoskeletu

Dal8i mechanismus, jakym fyzicka aktivita pisobi na MSCs, zejména pak na jejich
diferenciaci, spocivd v regulaci exprese genu prostfednictvim cytoskeletu. Béhem fyzické
aktivity je vznikajici mechanicky signal detekovan integriny v plazmatické membrané a dale
prenasen ptes aktinovy cytoskelet do jadra pomoci LINC komplexu (Uzer et al., 2015). Tento
proteinovy komplex propojuje cytoskelet s vnittkem bunécného jadra, kde interaguje s
chromatinem, laminy a dal§imi komponenty, coZz muize vést k redistribuci chromatinu a
nasledn¢€ i modulaci genové exprese. Dulezitou roli zde hraje signaliza¢ni kaskada, na jejimz
konci se nachazi protein f-katenin. Mechanicky stimul dokaze aktivovat tuto kaskadu a udrzuje
tak aktivitu P-kateninu, coZ umoznuje MSCs zachovat jejich multipotentni charakter a
upiednostnit diferenciaci v osteoblasty pied adipocyty (*Rubin et al., 2018). Zaroven by mohla
byt osteogeneze podporovdna omezenim dostupnosti represoru YAP v jadie, ktery zde
reprimuje expresi jiZz diive zminéného genu RUNX2, klicového pro osteogenezi (Zaidi et al.,
2004). Timto zplsobem by tedy fyzickd aktivita ¢astecné mohla zabrafiovat tvorbé tukové
tkan¢. Aktinova vlakna, vyskytujici se jak uvnitt, tak vné jadra, ovliviiuji jeho tvar a zajiStuji
prestavbu chromatinu, ¢imz se rovnéz podileji na regulaci genové exprese. Tyto procesy tedy
pfedstavuji jeden z dalSich mechanismi, jakym mechanické signdly z prostfedi indukované
napiiklad fyzickou aktivitou, dokézou s vyuzitim cytoskeletu ovlivnit strukturu a komponenty

bunééného jadra a tim regulovat genovou expresi MSCs. (*Rubin et al., 2018).

8



3.6 Vliv cviCeni na migracni aktivitu MSCs

Fyzicka aktivita ma potencial zvysit poCet nékterych typii kmenovych bunék v krevnim
obéhu (Marycz et al.,, 2016). Jednim z moznych mechanismi, ktery by mohl tento jev
podporovat, je zvySend migracni aktivita bunc¢k. Sérum ziskané ze sportovcii po cviceni
zvysSovalo migracni aktivitu lidskych MSCs. Pii podrobné analyze 120 solubilnich faktora bylo
dale zjisténo, ze u jedenacti z nich dochazi po cviceni k nartistu koncentrace (Schmidt et al.,
2009). Jednim z faktord, jehoz koncentrace byla zvySena, byl naptiklad interleukin (IL) 6, ktery
se mimo jiné podili pravé na modulaci migrace MSCs (Schmidt et al., 2006). Cviceni tedy
pravdépodobné vede také k uvolilovani cytokinii a dalSich solubilnich faktorti, které jsou

schopny zvySovat migracni aktivitu MSCs (Schmidt et al., 2009).

4 Vliv teploty

Dal$im vybranym environmentalnim faktorem, ktery ovlivituje MSCs, je teplota.
Optimalizace teploty béhem manipulace s MSCs, naptiklad pfi jejich kultivaci nebo skladovani,
muze ovlivnit vlastnosti MSCs a tim 1 G¢innost buné¢nych terapii vyuZivajicich tyto bunky.
Rozdilné teplotni podminky maji rizny vliv na Zivotaschopnost MSCs. Studie porovnavajici
kultivaci ve tfech rtiznych teplotach zjistila, Ze pti kultivaci ve fyziologické teploté (37 °C) a
v hypotermii (4 °C) dochézelo k vyraznému poklesu poctu Zivych AMSCs, zatimco ve 23 °C
bunky piezivaly mnohem lépe. Kromé toho teplota rovnéZ ovliviilovala metabolickou aktivitu
bunck a expresi stresovych markerd (Kubrova et al., 2020). Jina studie vyuzivala hovézi
UCMSCs. Pokud byly buiiky vystaveny teplotam v rozsahu 39-42 °C, snizovala se jejich
schopnost se d¢lit a tvofit kolonie. Tyto buiky také vykazovaly morfologii typickou pro
senescentni builky (Varela-Nieto et al., 2020). Déle okolni teplota ovliviiovala vlastnosti
lidskych UMSCs a BMSCs kryoprezerovovanych pii -130 °C. Pokud byly tyto buiitky béhem
rozmrazeni ponechané v pokojové teploté, vykazovaly vlivem rychlejSiho zahtivani zhorSenou
funk¢énost oproti MSCs ponechanym na suchém ledu. MSCs v pokojové teploté¢ mély narusené
imunomodula¢ni vlastnosti, coz se projevovalo zhorSenou schopnosti potlacovat proliferaci T-
bun¢k. Dale u nich byla pozorovana zhorSena adheze, zapfiCinénd pravdépodobné
poskozenim membrany, které zplisobil nedostatek proteinu teplotniho Soku (HSP — heat shock
protein) 27. Tento protein se mimo jiné¢ podili na zachovani bunécné integrity a chrani

membranu proti teplotnimu Soku (Chabot et al., 2017).



4.1 Vliv teploty na diferenciaci MSCs

Dosavadni studie naznacuji, ze teplota mize mit jak pozitivni, tak negativni dopad na
diferenciaci MSCs. V této podkapitole jsou podrobnéji rozebrany vysledky pozorované
riznymi autory, ktefi se timto tématem zabyvali. Potkani BMSCs kultivované pii teploté 32 °C
vykazovaly lepsi diferenciacni vlastnosti, v porovnani s MSCs kultivovanymi pti 37 °C. Ke
zlepSené diferenciaci zde pravdépodobné pfispivaly 1 zvySené hladiny nékterych HSP,
napiiklad HSP27 (Stolzing & Scutt, 2006b). Vystaveni mySich BMSCs teploté 17 °C po dobu
60 minut in vitro spoustélo myogenni diferenciaci bunck. Tento efekt byl zplisoben aktivaci
proteinu TRPMS (Takagi et al., 2023). Tento protein je teplotné-senzitivni kanal, k jehoz
aktivaci dochdzi mimo jiné vlivem piisobeni nizké teploty (Peier et al., 2002). V dalsi studii
bylo zjisténo, ze snizeni kultivacni teploty ze 37 °C na 30 °C vedlo k potlacenému ristu a
zlepsené osteogenni diferenciaci lidskych MSCs izolovanych z placenty, ktera se projevovala
zvySenou expresi ALP a vétsim ukladanim vapniku. Mnozstvi vapniku se zaroven zvySovalo
s prodluzujici se dobou kultivace pii nizké teploté (Chen et al., 2009). Na druhou stranu, jina
studie uvadi, Ze mirny tepelny Sok, respektive vystaveni lidskych BMSCs teplotam 39 °C a
41 °C, také zvySuje hladinu ALP a tim zlepSuje osteogenezi. Exprese ALP byla zvySena o 23 %
pii vystaveni BMSCs teploté 39 °C po dobu 96 hodin, a naopak snizena o 62 % pii 33 °C
pusobicich stejnou dobu. Dale byla teplotou ovlivnéna i mineralizace. Kratkodob4 a stejné tak
dlouhodoba kontinudlni expozice BMSCs teploté v rozsahu 39-41 °C mineralizaci zna¢né
zvysila, zatimco expozice nizsi teploté (33 °C) ji inhibovala (Shui & Scutt, 2001). Dalsi ze
studii dosla k podobnym zavérim. Pii periodickém putsobeni teploty 41 °C po dobu jedné
hodiny s tydennim opakovanim, dochéazelo k urychleni diferenciace lidskych BMSCs v
osteoblasty, coz se opét projevovalo zvySenou aktivitou ALP, dale pak vyssi expresi
osteogennich markert a zlepSenou mineralizaci v pozd¢jsi fazi diferenciace (Chen et al., 2013).
Dle autort by tedy teoreticky mohla termoterapie napomahat regeneraci kostni tkané (Chen et
al., 2013; Shui & Scutt, 2001). Autofi vice recentni studie vSak dosli v podobném experimentu
k opa¢nym vysledkiim, kdy buiiky vystavené teplotdm v rozmezi 39-42 °C vykazovaly horsi
diferenciacni schopnosti a to jak pii kratkodobé (1h), tak dlouhodobé expozici (24, 48 a 72h).
V tomto ptipad¢ byly ve studii pouzity hovézi UCMSCs (Varela-Nieto et al., 2020).

Vysledky rtiznych studii se tedy zdaji byt nekonzistentni, co se tyce vlivu teploty na
diferenciaci. Jejich Castym spolecnym prvkem je vSak zména schopnosti diferenciace MSCs
v jiné teploté nez fyziologické (37 °C), at’ uz se jedna o teplotu o néco vyssi, nebo nizsi. Zaroven

se zda, ze kromé teploty samotné, ovliviiuje diferenciaci 1 doba a frekvence vystaveni dané
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teploté a nasledné také zdroj, ze kterého jsou MSCs izolovany. Dale ze studii vyplyva, ze i

velmi malé teplotni rozdily mohou ovliviiovat diferenciaci MSCs.

4.2 Protinadorové ucinky MSCs indukované hypertermii

Jednou z vlastnosti MSCs je jejich schopnost migrace do mist zdnétu, tedy i do nddorového
prostiedi (*Spaeth et al., 2008). MSCs vystavené hypertermii vykazuji protinadorové ucinky.
Ptidani MSCs osetfenych tepelnym Sokem do kultivaéniho média s nadorovymi buiikami
zpisobovalo snizenou zivotaschopnost nddorovych bunck. Dale dochazelo ke kondenzaci
jejich jadra a rozpadu cytoskeletu. Mechanismus zodpovédny za tento efekt pravdépodobné
spociva v uvolnovani solubilnich faktort MSCs, které kromé samotnych naddorovych bun¢k
soucasn¢ modifikuji mikroprostfedi nadoru. Tyto faktory naptiklad snizuji expresi pro-
nadorovych molekul, jako jsou protein 1¢kové rezistence MDR1 a anti-apoptoticky protein Bfl-
1 a zéroven zvySuji expresi pro-apoptotickych molekul, coz vede k inhibici rtistu nadorovych
bun¢k (Cho et al., 2009).

4.3 Vliv teploty na protizanétlivé uc¢inky MSCs

Teplota dale ovliviluje také imunomodulaéni vlastnosti lidskych UCMSCs ko-
kultivovanych s lymfocyty. Pfi fyziologické teploté¢ (37 °C) MSCs inhibovaly proliferaci
imunitnich bunék. Tento efekt vSak nebyl pozorovéan, pokud byly vystaveny hypertermii.
Soucasné pii hypertermii ve smésné lymfocytarni kultufe v pfitomnosti MSCs dochazelo ke
zménam v produkci nékterych cytokint. Zaroven pii 41 °C klesala exprese CXCL12, coz
sniZilo schopnost MSCs migrovat do mist zadnétu. Hypertermie tedy v pfitomnosti MSCs
zvySovala proliferaci lymfocytl a ovlivnila hladiny nékterych cytokin (Hesami et al., 2017).
Ve studii vyuzivajici hovézi UCMSCs ko-kultivované s linii mySich makrofagti zptsobila
expozice teploté 40,5 °C po dobu 24 h a déle zhorSené imunomodulacni vlastnosti bun¢k. Pii
kratkodobé expozici (1 h) k tomuto efektu nedochézelo, naopak se snizovala exprese
prozanétlivych cytokinii a schopnost imunomodulace se nezhorSovala (Varela-Nieto et al.,
2020). Jina studie dosla k zavéru, ze hypertermie podporuje protizanétlivé ucinky MSCs.
Lidské BMSCs ko-kultivované s makrofagy stimulovanymi pomoci lipopolysacharidu (LPS),
dokazaly po vystaveni teploté 38.5 °C po dobu jedné hodiny navodit zménu prozanétlivého M1
pravdépodobné aktivace signalni drahy, vedouci k uvolnéni prostaglandinu E2. K jeji aktivaci

dochazelo prostfednictvim hypertermii indukované translokace proteinu teplotniho Soku HSF1
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do jadra (McClain-Caldwell et al., 2018). Tato draha se obecné¢ podili na imunosupresivnich
vlastnostech MSCs (Zhang et al.,, 2019). Autofi dale u MSCs vystavenych hypertermii
pozorovali zménu v hladinach nékterych imunosupresivnich faktora, jako je napiiklad PDL-1.
(McClain-Caldwell et al., 2018)

r

4.4 Vliv teploty na antioxida¢ni u¢inky MSCs

V somatickych buiikach snizena teplota redukuje oxidacni stres. Jedna ze studii dosla
k z&véru, ze k podobnému efektu dochéazi také u MSCs. Pfi porovnani kultivace potkanich
BMSCs v 37 °C s buitkami kultivovanymi v 32 °C se ukézalo, ze nizsi teplota pfispiva k lepSim
antioxida¢nim u¢inkiim. Tento jev byl diisledkem snizeného mnoZstvi produkovanych ROS a
zaroven zvySené aktivity antioxidac¢nich enzymd, jako je napiiklad glutation peroxiddza nebo
superoxid dismutdza 1. Soucasné MSCs kultivované pii nizsi teploté vykazovaly snizenou
expresi proteini p21 a p53, coz vedlo k ovlivnéni bunécného cyklu a nizsi proliferaci. VSechny
tyto efekty mély za nésledek také zlepSenou schopnost sebeobnovy MSCs. Tyto vysledky byly
konzistentni 1 béhem opakovaného pasdzovani bunck. Kultivace MSCs pfi nizsi teploté tedy
muze zamezit hromadéni oxidativniho stresu, coz by teoreticky mohlo pfispivat k jejich vétsi
ucinnosti pii terapeutickych aplikacich (Stolzing & Scutt, 2006b). V aktualnéjsi studii
provadéné na AMSCs bylo zjisténo, Ze 1 mirné snizeni teploty z 37 °C na 35 °C také vede ke
sniZzené produkci ROS, avSak bunécnou proliferaci nijak zasadné neovlivituje. Kultivace pii 37
°C zpiisobovala naopak akumulaci ROS, coz vedlo ke zvySené expresi prozanétlivych cytokinti
a vzniku prozanétlivého fenotypu AMSCs. VySe zminéné efekty byly pozorovany jak na

potkanich, tak lidskych AMSCs (Tirza et al., 2020).

Na druhé stran€, pouziti vyssi teploty, tentokrat na hovézi UCMSCs, zptsobilo akumulaci
ROS a zhorSeni funk¢nosti mitochondrii. Konkrétn€ k tomuto jevu dochazelo pii vystaveni
bunck 42 °C po dobu jedné hodiny. V ptipadé teploty 39 °C nebyla hladina ROS ovlivnéna. U
40,5 °C byla autory pozorovéna pozitivni korelace mezi po€tem dni, kdy byly buniky vystaveny

této teplote a hladinou ROS (Varela-Nieto et al., 2020).
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5 Vliv svételného zareni

Pisobeni svételného zafeni neboli fotobiomodulace se vyuziva pii terapiich, kdy
napomaha regeneraci tkani, ale také snizeni zanétu a bolesti (Hamblin et al., 2011). Pfi
zkoumani tohoto faktoru se vyuzivaji zejména Cervené a modré vinové délky (VD) svétla.
Zdrojem zafeni jsou pak pfedevsim elektroluminiscen¢ni diody (LED — light-emitting diode)
nebo lasery. Na bunécné urovni je svétlo absorbovano mitochondriemi a nasledné ovliviiuje
bunécny metabolismus. Konkrétni mechanismy nejsou zcela objasnény a lehce se liSi na

zaklad¢ pouzit¢ VD (*Mohamad et al., 2021)

Cervené svétlo (cca 600-700 nm), ptipadné VD blizké infradervenému svétlu (NIR — near
infra red) (cca 780-1100 nm) stimuluji cytochrom ¢ oxiddzu, enzym respiracniho fetézce, ktery
zaroven funguje jako chromofor, tedy molekula schopna absorpce fotonu. Po jeho stimulaci
dochazi k zvySené produkci adenosintrifosfatu (ATP — adenosin triphosphate) a cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP — cyclic adenosine monophosphate), coz spousti rizné bio-
stimulaéni G¢inky. Zaroven dochazi k ovlivnéni hladiny ROS, které se nasledné¢ mohou podilet
na bunécné signalizaci. Nejpravdépodobnéjsim mechanismem stimulace cytochrom c oxidazy
je disociace oxidu dusnatého, ktery cytochrom c oxidazu za fyziologickych podminek inhibuje,
a tim dochazi k nasledné inhibici celého oxidac¢niho fetézce (*Mohamad et al., 2021). Ovlivnéni
mitochondrii pisobenim cerveného svétla potvrzuje i jedna pomérné recentni studie. Ozafovani
AMSCs ¢ervenymi LED diodami (630 nm) zplisobovalo zmény v jejich metabolismu a sekreci
nékterych faktortl. Ozafeni svétlem o energii 4 J/cm? vedlo ke zlepené funkci mitochondrii a
zvysené produkci ATP. Zaroven autofi uvadéji, ze zafeni o nizsi energii, tedy 0,5 a 2 J/cm?,
nezpusobovalo zadné zasadnéj$i zmény. Dale dochéazelo vlivem zafeni k ovlivnéni hladiny
nékterych cytokinil, naptiklad IL-6 a IL-10, v zavislosti na pouzité energii. Mechanismus

tohoto efektu vSak nebyl objasnén. (Dias et al., 2023).

Modré svétlo (cca 400-500 nm) je pravdépodobné absorbovano NADPH-dependentnimi
enzymy respiracniho fetézce, pfipadné i CRY proteiny. Bio-stimula¢ni u¢inky modrého svétla
pusobi pievazné prostfednictvim mirného navyseni hladiny ROS (Eichler et al., 2005). Pouziti
zafeni o prili§ vysoké intenzit€ mé na bunku inhibi¢ni G€inky, mimo jiné kvili nadmérné
hladin€ ROS. Obecné lze tedy fict, Ze pozitivni bio-stimulace probiha pouze v urc¢itém rozsahu

aplikovaného zéfeni (*Mohamad et al., 2021).
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Béhem ozatovani bunck lze nastavit nékolik parametri, jako je napiiklad pouzity zdroj
svétla, intenzita zafeni a doba expozice zafeni. Vysledny efekt fotobiomodulace pak zavisi na
kombinaci téchto parametrii. Jejich optimalizace a standardizace je potiebna pro eliminaci
vedlejSich ucinkti a pro teoretické vyuziti fotobiomodulace pfi terapiich. Svételné zareni
dokaze, obdobné jako jiné faktory prostfedi, modulovat proliferaci, diferenciaci a dalsi
vlastnosti MSCs. V piipad¢ diferenciace je potiebné kromé optimalizace parametrii ozafovani
zvolit 1 vhodné kultivaéni médium, aby se efekt fotobiomodulace projevil (*Mohamad et al.,
2021). V nasledujicich podkapitolach jsou popsany vysledky nékolika studii zabyvajicich se

timto faktorem.

5.1 Modulace proliferace MSCs pomoci svételného zareni

Ozatovani lidskych BMSCs ¢ervenymi LED diodami o VD 630 nm jednorazove, nebo
jednou denné po dobu péti dnti vedlo ke zvysené proliferaci bunék. Efekt denniho ozatovani

byl vyrazné vyssi nez v piipad€ jednorazového. Tento vysledek zaroven potvrdila zlepSena

cvwr

v

celkové energii (1,5 a 2,5 J/cm?), ma na proliferaci p¥iznivé&j$i vliv v porovnini s vyssi
intenzitou zateni. Dal$im parametrem podilejicim se na vlivu svételného zafeni muze byt i
pocatecni hustota buncék (Li & Yuan, 2006). V dalsi studii byl pouZit jiny svételny zdroj
s podobnym vysledkem. Pisobeni nizko-energetického laseru (660 nm) o riznych energiich na
mys$i BMSCs zlepsilo jejich proliferaci. Optimalnich vysledkl bylo dosazeno pouzitim davky
4 J/em?. Svétlo zde pravdépodobné plisobilo prostiednictvim IGF1 signalni drahy, avsak autofi
uvadéji, Ze presny mechanismus neni zcela znam a do signalizace mohou byt zapojeny 1 dalsi
faktory (Wu et al., 2012). Jedna ze studii se zabyvala fotobiomodulaci dvéma VD soucasné
(808 nm a 905 nm) pomoci specialniho laserového systému. Bylo zjiSténo, Ze kombinované
zateni o energii 3, 10 a 20 J/cm? pozitivné ovliviiuje Zivotaschopnost a proliferaci lidskych

BMSCs (Pasternak-Mnich et al., 2019).

Fotobiomodulace ovlivituje také proliferaci AMSCs. Bunky byly ozatfované lasererm o VD
660 nm a tfech riznych energiich po dobu 24, 48 a 72 h. Tato studie ukézala, Ze proliferace se
zvySuje u vsech skupin. Jedinou casteCnou vyjimkou bylo zafeni o energii 5,04 J, jehoz
jednordzova aplikace méla stejny vysledek, av§ak opakované piisobeni tohoto zafeni zptisobilo
akumulaci aplikovanych davek a vedlo naopak k inhibi¢nim t¢inktim (de Andrade et al., 2019).
Ve studii porovnavajici fotobiomodulaci lidskych AMSCs mezi ¢ervenym (660 nm), NIR (810

nm), modrym (415 nm) a zelenym svétlem (540 nm) o stejné energii (3 J/cm?) bylo zjisténo, ze
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zatimco Cervené a NIR svétlo podporuje proliferaci MSCs, coz je v souladu s vyse uvedenymi
studiemi, tak modré a zelen¢ ji naopak inhibuje. Inhibi¢ni efekt se projevoval snizenou tvorbou
ATP a zvySenymi hladinami vapenatych iontii a ROS. Rozdily mezi modrym a zelenym svétlem
byly nepatrné. Tyto vysledky naznacuji, ze mize existovat vice mechanismii, jakymi rizné VD
na proliferaci MSCs piisobi (Wang et al., 2017b). V dalsi studii byla proliferace ovlivnéna
fotobiomodulaci lidskych AMSCs zelenym laserem (532 nm). Po péti dnech po ozafovani byla
proliferace zvySend, avSak po sedmi dnech se naopak snizovala (Tamimi et al., 2022). Modré
svétlo v rozsahu VD 420-480 nm vyzatfované LED diodami inhibovalo také proliferaci lidskych
MSCs izolovanych z dasni. Nejvyssi inhibice proliferace byla zaznamenana pfi pouziti svétla
o energii 2 J/cm?. Na druhou stranu svétlo podporovalo osteogenezi MSCs, coz bylo dokdzano
zvySenou expresi osteogennich marker. Zaroven se zdd, Ze postupné navySovani energie

zateni vede k lepsi mineralizaci v pozdéjsi fazi diferenciace (Zhu et al., 2019).

5.2 Vliv svétla na diferenciaci MSCs

Ozatfovani mySich BMSCs pomoci LED (647 nm) podporovalo osteogenni diferenciaci pii
expozici svétlu po dobu 10, 30 a 90 s. Vlivem tohoto zafeni dochazelo u bunék k zvysSené
expresi osteogennich markerd, jako je naptiklad ALP nebo RUNX2 (Kim et al., 2009). U
mySich BMSCs bylo pozorovano zlepSeni osteogeneze také po jejich ozafeni nizko-
energetickym laserem (660 nm). Dle autord bylo tohoto efektu dosaZeno pravdépodobné
signalizaci inzulinu podobného ristového faktoru 1 (IGF1) a kostniho morfogenetického

proteinu 2 (BMP2) (Wu et al., 2012).

Jedna ze studii se zaméfila primarné na fotobiomodulaci AMSCs pomoci modrého (420
nm) a zelené¢ho (540 nm) svétla. Autofi zde dosli k zavéru, ze 1 tyto VD podporuji diferenciaci
v osteoblasty, a to dokonce efektivnéji nez cervené a NIR svétlo. Zaroven zde navrhli jeden
z dalSich moZnych mechanismi plisobeni svételného zateni na buriky a sice svétlem ovladané
vapenaté kandly, po jejichZ inhibici nebyly ucinky fotobiomodulace detekovany. Toto vSak
neplatilo v ptipadé Cerveného a NIR svétla, coz naznacuje, ze by odlisné VD mohly pisobit

skrze rizné mechanismy také na diferenciaci MSCs (Wang et al., 2016).

Vliv LED zafeni na diferenciaci byl pozorovan i u lidskych UCMSCs. Expozice svétlu o
vlnové délce 620 nm a energii 2 J/cm? zvySovala proliferaci a osteogenni diferenciaci bun&k za

soucasného pouZiti osteogenniho média pfi kultivaci. V ptipadé¢ pouziti samotného LED zéfeni
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k témto zméndm vSak nedochazelo, coz by dle autorti mohlo byt ovlivnéno pouzitym zdrojem

MSCs (Yang et al., 2016).

5.3 Utinek fotobiomodulace na ,,omlazeni MSCs

Starnuti MSCs obecné zhorsuje jejich vlastnosti (Stolzing & Scutt, 2006a). Mladé bunky
ve srovnani se starnoucimi reaguji na svételné zafeni rtzné. Fotobiomodulace pomoci
diodového laseru vyuzivajiciho NIR zafeni (808 nm) o energii 3 J/cm? dokazala zlepsit funkci
mitochondrii a tim potlacit senescentni fenotyp starnoucich BMSCs izolovanych z mysi.
Soucasné bylo zjisténo, ze opakované ozafovani bunék v jednodennich intervalech zajistuje
pfetrvavajici ,,omlazeny* fenotyp BMSCs, zatimco pfi jednordzovém ozafeni tyto ucinky

vymizi po par hodinach. (Eroglu et al., 2021).

5.4 Ovlivnéni migrace MSCs pomoci svételného zareni

Dalsi z vlastnosti MSCs, kterou miliZze svétlo ovliviiovat, je migrace. PouZiti LED diod
vyuzivajicich NIR (850 nm) a ¢ervenou VD (630 nm) na krysi BMSCs vyvolalo zvySenou
migracni schopnost bun¢k. V ptipadé cervené VD byl efekt silnéjsi. Co se ty¢e mechanismu,
svétlo zde pravdépodobné zvySovalo aktivitu matrix-metaloproteinaz 2 a 9, enzymi dulezitych
pro migraci. Déle také modulovalo polymeraci a distribuci aktinu v buiice, coZ bylo dokazano
snimky z imunofluorescencni mikroskopie. Dle autori je zde efekt fotobiomodulace
zprostiedkovan fosforylaci proteini FAK a nuklearniho faktoru kappa B (NF-xB) (Li et al.,
2013).

Jedna znov¢jSich studii zjistila, Ze fotobiomodulace pomoci diodového laseru o VD
808 nm zlepsila migraci lidskych MSCs izolovanych z dasni. Efekt byl pozorovan az 24 h po
fotobiomodulaci a nejlepsi vysledky byly dosaZeny pouzitim zafeni o energii 1 J/cm?.
Mechanismem tohoto u¢inku byla zvysena fosforylace proteinti JNK a IkB zptisobujici aktivaci
NF-«B signalni drahy, kterou vyvolal nariist mitochondridlnich ROS po ozatovani. Aktivace
této dréhy nasledn€ vedla k tvorbé enzymu matrix-metaloproteindzy 1, ktery se podili na
migraci buné¢k. Déle byl proveden také in vivo pokus, pii kterém fotobiomodulace podpotila
hojeni zranéného patra u mysi (Feng et al., 2020). Dle mého ndzoru vSak fotobiomodulace

v ptipad¢ in vivo pokusu nemusela nutné ovliviitovat MSCs, ale 1 dalsi bunécné typy.
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5.5 Protizanétlivé ucinky zajiSténé fotobiomodulaci

rrrrr

ucinky. Lidské AMSCs byly stimulovany LPS a nasledné ozafovany pomoci laseru (660 nm).
Fotobiomodulace vedla k inhibici prozénétlivé odpovédi indukované LPS, coz se projevilo
snizenou hladinou nékterych prozanétlivych cytokinii p¥i pouziti svétla o energii 8 J/cm?. Dle
autorti byl tento efekt zplisoben vétsi produkci cAMP, kterd nasledné inhibovala expresi
transkripcniho faktoru NF-kB a jeho translokaci do bunééného jadra, coz zabranilo spusténi
signalni drahy zajistujici expresi prozanétlivych cytokind (Wu et al., 2013). Ke stejnym
vysledkiim dosla i studie od Yin et al. Opét byl zkouman vliv laseru (660 nm) na lidské AMSCs
stimulované LPS. Vlivem fotobiomodulace byla sniZena sekrece prozanétlivych cytokini, ROS
a NO. Mechanismem tohoto ucinku byla také regulace NF-kB signalni drahy. Tentokrat bylo
zabranéno fosforylaci proteintt umoznujicich aktivaci NF-kB, coz znemoznilo translokaci
tohoto transkripéniho faktoru do jadra (viz Obrazek 2). Soucasné fotobiomodulace

nestimulovanych bun¢k zvySila mnozstvi protizdnétlivych cytokinli, konkrétn¢ IL-4 a IL-10

(Yin et al., 2017).

NF-xB DAPI Sloucené kanaly

Kontroly

LPS

LPS + svétlo

Obrazek 2: Mikroskopické snimky zndzornujici snizenou translokaci NF-kB do jadra MSCs
po fotobiomodulaci (Kontroly — kontrolni skupina bunek, LPS — bunky stimulované LPS,
LPS + svétlo — bunky stimulované LPS po fotobiomodulaci). Prevzato a upraveno podle (Yin
etal., 2017)
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ucinky lidskych AMSCs. V tomto ptipadé bylo pozorovano, ze pisobeni laseru vedlo ke snizeni

exprese gentl spojenych se zanétem, jako jsou napiiklad CSF2 a CXCL2. (Tamimi et al., 2022).

6 Zavér

MSCs maji potencial ve vyuziti v regenerativni medicing a pfi bunéénych terapiich, nejen
diky jejich diferenciatnim a imunomodulacnim schopnostem. Jejich vyuziti ma vSak 1 sva
uskali. Pfi izolaci MSCs Ize ziskat pouze omezené mnozstvi buné€k, které je pro terapie Casto
nedostate¢né, coz vyzaduje jejich kultivaci in vitro. Vlivem dlouhodobé kultivace vSak dochézi
ke zhorSovani vlastnosti MSCs. Je tedy vhodné pouzit rizné strategie podporujici jejich

vlastnosti a uc¢innost terapii tim zvysit. Nabizi se naptiklad vyuziti environmentalnich faktort,

jako jsou naptiklad mechanickd stimulace, teplota nebo svétlo.

Dle dostupné literatury environmentalni faktory ovliviiuji pfedevs§im proliferacni a
diferenciacni schopnosti, ale do urcit¢ miry také dal§i vlastnosti MSCs (viz Obrazek 3,
Tabulka 1). Pisobenim fyzické aktivity, pfipadn¢ mechanického stimulu, je ovlivnéna zejména
rovnovaha mezi osteogenni a adipogenni diferenciaci. Tento faktor Casto ovliviiuje MSCs na
epigenetické Urovni prostfednictvim riznych mechanismli zahrnujicich naptiklad protein
SIRT1 (Chen et al., 2018; Zhu et al., 2023). Mechanicka stimulace, vznikajici naptiklad pfi
fyzické aktivite, dokaze ovlivitovat komponenty cytoskeletu v buiice a tim modulovat genovou
expresi (*Rubin et al., 2018). Dale ze studii vyplyva, Ze piisobeni fyzické aktivity spousti v
burice riizné mechanosensitivni signalni drahy, jako je naptiklad BMP-SMAD nebo Hedgehog
(*Chenetal.,2012; Wang et al., 2017a). Tyto drahy pak v konecném diisledku ovliviiuji expresi
genu dualezitych pro osteogenezi, zejména pak expresi genu RUNX2. Kromé diferenciace a

proliferace ovliviiuje fyzicka aktivita také antioxida¢ni u¢inky a migraci MSCs.

Teplota, podobné jako fyzicka aktivita, dokdze ovliviiovat proliferaci, diferenciaci,
antioxidacni UCinky a migraci MSCs. Kromé téchto vlastnosti ma teplota vliv také na
imunomodula¢ni schopnosti MSCs. Neda se vSak s jistotou tvrdit, ze by urcita teplota méla
specificky tcinek. Pouziti obdobnych teplot miize vést k pozitivnim i negativnim G¢inkiim, coz
muze byt pfi¢inou rozdilného nastaveni experimentii. Nékde autofi vyuzivali plsobeni
konkrétni teploty, jinde urcity teplotni rozsah, kdy naptiklad sniZovali teplotu z 37 °C na 30 °C
(Chen et al., 2009). Tyto teplotni pfechody mizou teoreticky ovliviiovat buiiky jinym zplisobem

nez pusobeni jedné specifické teploty. Dale se zd4, ze kromé teploty samotné vysledny efekt
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ovlivituje naptiklad ¢as, v jakém dana teplota ptsobi. V jedné ze studii kratkodoba hypertermie
zlepsovala imunomodulacni vlastnosti MSCs, dlouhodobé vSak nikoliv (Varela-Nieto et al.,
2020). Zde rozebirané studie navic vyuzivaly bunky izolované z riznych tkani (AMSCs,
BMSCs, UCMSCs), v nékterych ptipadech 1 z riznych organismu (lidské, potkani a hovézi
MSCs). Buniky pochazejici z riznych zdroju se teoreticky mohou do urcité miry odliSovat ve
svych vlastnostech, vcetné citlivosti k teploté, a reagovat jinak na stejnou teplotu. Z téchto
zavera tedy vyplyva, ze vzdy zalezi na konkrétnim nastaveni experimentu, a kromé teploty

vysledny efekt ovliviiuji 1 dalsi faktory.

Pisobenim svétla neboli fotobiomodulaci je mozné ovliviiovat obdobné vlastnosti MSCs,
jako v pfipad¢ dvou predchozich faktord. VétSina studii se zamétuje predevsim na ucinky
¢ervenych a NIR VD. Obecny mechanismus fotobiomodulace spoc¢iva v ovliviiovani funkci
mitochondrii. Riizné studie naznacuji, Ze optimalni davky zéateni, VD a dalS§i parametry,
spole¢né se signalizacnimi mechanismy fotobiomodulace, stale nejsou zcela objasnény. Zd4 se,
ze signalni draha NF-«xB mtiZe hrat zdsadni roli pfi ovliviiovani migrace a protizanétlivych
ucinkt MSCs (Feng et al., 2020; Li et al., 2013; Wu et al., 2013; Yin et al., 2017). Svétlo mize
ucinkovat rozdiln€ na rizné vlastnosti MSCs, v zavislosti na pouzité VD. Proliferaci pozitivné
ovliviiyji ¢ervené a NIR VD, zatimco modré a zelené ji spiSe inhibuji. Zda se, Ze diferenciaci
naopak podporuji vSechny ¢tyii VD, dle jedné ze studii jsou vSak modré a zelené efektivné;si
(Wang et al., 2016). Nevyhodou fotobiomodulace je velké mnozstvi parametrt, které je tfteba
optimalizovat a standardizovat pro replikovatelné vysledky. Limitaci nékterych studii je
nedostatecny popis téchto parametrii. Optimalni stimulaéni davkou zafeni se momentaln¢ zda
byt nékolik jednotek J/cm?. Dale dle studii, mimo jiné, zavisi také na intenzité a frekvenci
ozafovani. Naopak zdroj zafeni pravdépodobné neni tak zésadni, vzhledem k podobnym
efektim v pfipad¢ pouziti LED diod 1 laseru. Je nutno poznamenat, ze vétSina uvedenych
experimentl probihala primarnég in vitro na bunéénych kulturach, takze je otdzkou, zda by bylo

dosazeno stejnych vysledkl v piipadé€ pouziti in vivo modeli.

Vliv environmentalnich faktori na MSCs je tedy dilezitym aspektem, avSak vzhledem
k rozportim v nékterych studiich, musi byt jesté diikkladnéji prozkouman. V kontextu terapii, ma
vyuziti faktorti prostfedi nckolik potencidlnich vyhod. Jejich aplikace je neinvazivni,

vvvvvv

optimalizovat a standardizovat ptisobeni téchto faktorti.
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fyzicka aktivita ;
proliferace

. . S diferenciace
plsobeni ovlivnéni
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imunomodulace

antioxidac¢ni ucinky

teplota

Mezenchymalni kmenové bunky migrace

svétlo

Obrazek 3: Schéma shrnujici vliv environmentalnich faktoru na vybrané vlastnosti MSCs.

(vytvoreno v BioRender.com)
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Vlastnosti MSCs

Environmentalni
faktory

Proliferace

Diferenciace

Migrace

Protizanétlivé

ucinky

Antioxida¢ni
ucinky

Citace

Fyzicka aktivita

(Maredziak et al.,
2015; Schmidt et al.,
2009; Valenti et al.,
2019; Zhang et al.,
2020)

Mechanicka
stimulace in vitro

(Bas et al., 2020;
Chen et al., 2018;
Liu et al., 2017;
Wang et al., 2017a;
Zhu et al., 2023)

Hypotermie
(<37°C)

(Chen et al., 2009;
Kubrova et al., 2020;
Stolzing & Scutt,
2006b; Takagi et al.,
2023)

Fyziologicka teplota
(37°C)

(Hesami et al., 2017;
Kubrova et al., 2020;
Stolzing & Scutt,
2006b; Tirza et al.,
2020)

Hypertermie
(>37°C)

-/0

(Chen et al., 2013;
Hesami et al., 2017,
MCCLAIN-
CALDWELL et al.,
2018; Shui & Scutt,
2001; Varela-Nieto
et al., 2020)

Cervené svétlo

(de Andrade et al.,
2019; Kim et al.,
2009; W.-T. Li &
Yuan, 2006; Wang et
al., 2016, 2017b; Li
etal., 2013; Wu et
al., 2012, 2013; Yang
etal., 2016; Yin et
al., 2017)

NIR svétlo

(Feng et al., 2020;
Pasternak-Mnich et
al., 2019; Wang et
al., 2016, 2017b; Li
et al., 2013)

Modré svétlo

(Wang et al., 2016,
2017b; Zhu et al.,
2019)

Zelené svétlo

(Tamimi et al., 2022;
Wang et al., 2016,
2017b)

Tabulka 1: Shrnujici tabulka znazornujici vlivy vybranych faktorii prostredi na viastnosti MSCs

+ pozitivni efekt, - negativni efekt, ? nejasny efekt, 0 efekt nepozorovan
p g jasny p
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