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Clanek je vénovan problematice kmenovych bunék. Diskutovany jsou razné typy kmenovych bunék,
jejich zdroj, zpracovéani a nasledné terapeutické pouziti. Klinickd ¢ast je zaméfena na vyuziti mezenchy-
malnich kmenovych bunék v oblasti tendinopatii u koni.
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Trunda M., Pavelcové K., Klubal R. Stem cells and their use in veterinary medicine. Veterinarstvi

The article is devoted to the issue of stem cells. There are also discussed different types of stem cells,
source of stem cells, processing and therapeutic use for veterinary medicine. Case report is focused on
the use of mesenchymal stem cells in tendinopathy in horses.

Uvod

V poslednich dvaceti letech doslo k vyraznym
zmeénam ve veterinarni praxi. Skot a dalsi hospo-
darskd zvirata byly vytlaceny z centra pozornosti
veterindrni mediciny zvifaty chovanymi v zajmo-
vém chovu, jako jsou psi, ko¢ky a rdzné druhy
exotickych zvifat. Se stale se zvétsujici korskou
populaci souvisi také velky rozvoj hipiatrické
mediciny.

V souvislosti s prodluzujici se délkou Zzivota
zajmovych zvitat pribyva geriatrickych pacientd,
castéji se objevuji pfipady koni zranénych pfi spor-
tu a zvysuje se pocet diagnostikovanych chorob
souvisejicich s poruchou imunity. Regeneracni
medicina vyuzivajici kmenové bunky predstavuje
moznost nové terapie u fady chorob a zranéni.
Dulezitym predpokladem pro uUspésnost terapie
kmenovymi burikami je pochopeni patofyziologie
nemoci, regenera¢niho procesu a zakladnich infor-
maci o rozdéleni a diferencia¢nich vlastnostech
jednotlivych druhtd kmenovych bunék.'23

Zakladni klasifikace
kmenovych bunék

Existuje pét velkych skupin kmenovych bunék:
Embryonalni kmenové bunky (ESC), které jsou
pfitomny ve vnitini buné¢né mase zarodku

a mohou se diferencovat v zdkladni zarodecné
listy (endoderm, mezoderm a ektoderm), hemato-
poetické (krvetvorné) kmenové bunky (HPSC)
a dospélé (somatické) kmenové bunky (ASC),
které jsou zodpovédné za udrzovani normadlni
struktury tkané. Déle existuji nadorové kmenové
buriky (CSC) a indukované pluripotentni kme-
nové bunky (iPSC).*>¢

Klasifikace kmenovych bunék na
zakladé diferencia¢niho potencialu

Schopnost diferenciace je jednou z hlavnich
charakteristik kmenovych bunék. Diferencia¢ni
vlastnosti kmenovych bunék zavisi hlavné na
pavodu kmenovych bunék. Vsechny kmenové
bunky lIze rozdélit podle jejich diferencia¢niho
potencidlu do péti skupin: totipotentni nebo
omnipotentni, pluripotentni, multipotentni, oligo-
potentni a unipotentni.”

Totipotentni kmenové nebo omnipotentni
kmenové bunky jsou nediferencované burky
a jsou uvedeny na zacatku vyvoje. Oplodnény
oocyt a bunky prvnich dvou déleni jsou totipo-
tentni buriky. Prvné se tyto buriky diferencuji do
embryondlni a extraembryondlni tkané, ¢imz se
vytvofi embryo a placenta.
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Tab. 1 - Rozdéleni kmenovych bunék dle schopnosti diferenciace

Kmenova bunka
Totipotentni
Pluripotentnf
Multipotentni
Oligopotentnf

Unipotentni

Schopnost diferenciace
jakykoli typ bunky
jakykoli typ bunky kromé tvorby trofoblastu
vice bunécnych typt
dva nebo vice bunéc¢nych typt

jeden bunécny typ

Priklad
oplodnény oocyt
embryonalni kmenové buriky
mezenchymalni kmenové buriky

krvetvorné kmenové bunky

spermatogonie

Pluripotentni kmenové bunky jsou schopné se dife-
rencovat do bunék, které vznikaji ze tii zarodecnych listd
(ektodermu, endodermu nebo mezodermu), z nichz se
vyviji vSechny tkané a organy.

Multipotentni kmenové buriky se nachazeji ve vétsi-
né tkani a diferencuji se do bunék z jedné zarodec¢né
vrstvy. Mezenchymadlni kmenové burnky (MSCs) jsou
nejznadméjsi multipotentni kmenové burky, které vzni-
kaji z mezodermu.

Oligopotentni kmenové buriky maji schopnost sebe-
obnovy a tvorby dvou nebo vice linii v ramci specifické
tkané. Krvetvorné kmenové buriky jsou typickym pfikla-
dem oligopotentnich kmenovych bunék.

Unipotentni kmenové buriky se mohou také samy
obnovovat, ale diferencovat se mohou pouze do jedno-
ho urcitého typu bunék, které tvofi jednu linii.

Mezenchymalni
kmenové bunky (MSCs)

Mezenchymdlni kmenové burnky (MSCs) jsou multi-
potentni kmenové buriky, které jsou schopny sebeob-
novy a nachazeji se hlavné v kostni dfeni. Dal$imi zdro-
ji jsou napf. tukova tkan nebo periferni krev.5®
Pfedpoklada se, ze MSCs jsou zbytky embryonalnich
kmenovych bunék (ESC), které takto pretrvavaji
u dospélych jedinca béhem zivota. Jako ESC maji mar-
kery X-4, Rex-1, nanog, GATA-4, SSEA-1 a SSEA-2.7°

Existuji studie, které dokazuji, Zze MSCs jsou distribuo-
vany prostfednictvim krve do jinych organt nebo tkani.
MSCs udrzuji homeostazu v mikroprostfedi ¢i mobilizuji
chemokinové signdly a tim spoustéji regeneracni proces

——

v poskozenych orgdnech.” Pfi poskozeni tkani se uvol-
nuji cytokiny, rastové faktory, dojde k expresi P-selektinu
nebo interceluldrni adhezivni molekuly 1 (ICAM-1)
v cévach a tim se vytvofi adhezivni chemotakticky gradi-
ent pro MSCs.'?

Pfedpokladd se, ze MSCs mohou vylucovat velké
mnozstvi bioaktivnich molekul, které pfispivaji k imuno-
modulacni funkci a restrukturalizaci na vhodné mikro-
prostfedi pro pfipravu nové regenerace tkani nebo
tkanovych nahrad. Imunomodulacni aktivita mze chra-
nit misto poranéni od pfehnané imunitni reakce tim, ze
koriguje aktivaci a proliferaci T-bunék. Také tlumi chro-
nickou zanétlivou reakci organismu. MSCs mohou také
redukovat apoptézu vzniklou ischemii, dale inhibuji
tvorbu fibroblastl a tim snizuji tvorbu patologické jizvo-
vité tkané. Bioaktivni molekuly také podnécuji mitézu.
Diferenciace lokalnich progenitorovych kmenovych
bunék podporuje regeneraci poskozené tkané.
Pfitomnosti MSCs v cévnich sténdch dochazi ke stimulaci
a stabilizaci angiogeneze cév. MSCs mohou také pomoci
diferenciace nebo fuzi bunék vygenerovat nové tkané.
Tato schopnost migrovat do mist poskozenych tkani
déld z MSCs vhodné kandidaty pro pouZziti v regeneraéni
terapii.

Vyuziti kmenovych bunék

Kmenové bunky maji ve veterinarni mediciné
mimofadny vyznam hlavné pro své Siroké vyuzi-
ti.’*'* Kmenové buriky maji schopnost regenerace
poskozené tkdné. V této oblasti mediciny se nejvice
vyuzivaji mezenchymdlni kmenové bunky. Tyto

Obr. 1 - Ultrasonografické vysetreni s patrnou lézi ve slase povrchového ohybace prstu (SDFT) cca dva tydny po zranéni
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Obr. 4 - Kolonie MSCs: 14 dni kultivace

bunky se mohou diferencovat do tkani, které vzni-
kaji z mezodermu (kosti, chrupavek, vazd, svalq,
tukové tkané).

Regenerace (regeneracni procesy)

Regenerace 3Slach:
Po aplikaci do zranéné Slachy se mezenchymdlni
kmenové bunky diferencuji na tenocyty (zdkladni
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23

stavebni buriky Slachy) a vznikaji kolagenni vldkna
typu |, ktera navraci $lase pGvodni elasticitu.' To zna-
mena, ze terapie s vyuzitim MSCs navraci pUvodni
slozeni tkdné a snizuje riziko sekundarniho zranéni
Slachy. Nékolik studii dokazalo, Zze nejenom kvalita,
ale i rychlost hojeni jsou pfednosti, které vyzdvihuji
bunéc¢nou terapii na vrchol viech doposud vyuziva-
nych terapii v |1é¢bé tohoto nepfijemného a casto
i kariéru ohrozujiciho onemocnéni sportovnich
konl’.16'17'18'19
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Chondrogenni regenerace:

K poskozeni chrupavky muze dojit nékolika rdznymi
zpUsoby (vrozené onemocnéni, juvenilni rlstové poru-
chy, trauma, degenerativni onemocnéni). Vzhledem
k nedostate¢nému prokrveni a tim nedostatecnému
impulzu k regeneraci chondrocytl vznikaji v chrupavce
léze, které zpUsobuji klinické, ¢asto velmi bolestivé pro-
blémy. Jelikoz Zddné poranéni neni vétsinou stejné etio-
logie ani stejného rozsahu, je mozné pouzit terapii, ktera
je nejvhodnéjsi k danému poskozeni chrupavky.

Osteochondrodystrofie (OCD), je onemocnéni které
postihuje velké mnozstvi plemen psU a koni. Po artrosko-
pickém osetfeni kloubu je vhodné aplikovat chondrogen-
né diferencované MSCs. Tyto chondrogenné diferencova-
né MSCs vyplni defekt na povrchu chrupavky.

Osteogenni regenerace:

Komplikované, dislokované fraktury kosti jsou velkym
problémem pfi hojeni. Mezenchymalni kmenové bunky,
které maji osteogenni diferencia¢ni vlastnost, tak mohou
nahradit a vyplnit $térbinu v kosti a snizit riziko pseu-
doartritidy (pakloubu). MSCs vyuzivané v kostni chirurgii
se vétsinou nechaji nardst na rlizny druh skafoldu (nosic),
ktery se vlozi do mista fraktury kosti. Nosice jsou vétsi-
nou biokompatibilni, biodegradabilni, slozené z chitosa-
novych nanovldken, mikrovladken a kolagenu.°?'2

Imunoterapie (imunomodulaéni procesy)

Slibné vysledky preklinickych a klinickych studif jiz byly
popsany v lécbé nékolika onemocnéni, jako je equinni

Den odbéru kostni diené

MNC-CD44 MSC-CD44

1. aplikace MSCs

Koné

rekurentni uveitida, diabetes mellitus, chronickd myeloid-
ni leukémie, cirhdza, plicni fibréza, Crohnova nemoc,
srdecni selhani a poruchy nervového systému.?*242526

Hematopoetické vyuziti

Transplantace krvetvornych kmenovych bunék je nej-
starsi terapie s vyuzitim kmenovych bunék. Tento zdroj
kmenovych bunék je nejlépe dostupny. Alogenni
transplantace kmenovych bunék je nyni vyuzivdna hlav-
né v humanni mediciné pro |é¢bu poruch kostni diené,
jako jsou napf. leukémie. Darcovské kmenové bunky
slouzi k rekonstrukci imunitniho systému u téchto paci-
entl po ozafovani a/nebo chemoterapii.?”?®

Klinicky pfipad terapie centrdlni 1éze v povrcho-
vém ohybaci prstu — SDFT — u koné pomoci dvou
aplikaci mezenchymalnich kmenovych bunék

Valach, plemene belgicky teplokrevnik, vék osm let.
Druhy den po zavodech vsestrannosti byl patrny otok,
temperace a bolestivost levé hrudni koncetiny v oblasti
metakarpu. lhned byly nasazeny nesteroidni antiflogisti-
ka (1,1 mg/kg flunixin meglumine) po dobu Sesti dna. Asi
za dva tydny bylo provedeno ultrasonografické vysetre-
ni, které potvrdilo centralni 1ézi v povrchovém ohybaci
prstu (SDFT). Léze zaujimala zhruba 70 % zdravé tkané
v délce pfiblizné 9 cm. Tentyz den byla na sedovaném
koni (detomidine hydrochloride (0,02 mg/kg) butorphanol
(0,025 mg/kg)) odebrana kostni dien z tuber coxae (bio-
ptickd jehla 14G; 2,1 mm; 55 mm). Aspiracni biopsii bylo
odebrano asi 20 ml kostni diené.

2. aplikace MSCs

MSC-CD44
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Obr. 5 — Exprese povrchovych markert CD44, CD90 a CD105 na izolovanych mononukledrnich burikdch (MNCs) z kostni diené v den
odbéru a na kultivovanych mezenchymdlnich kmenovych burikdch (MSCs) béhem kultivaci
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2 tydny po zranéni

8 tydnl po zranéni

16 tydnU po zranéni

Obr. 6 - Srovndni ultrasonografického vysetieni $lachy povrchového ohybace prstu (SDFT) béhem lécby

Mononuklearni buriky (MNCs) z kostni diené byly izo-
lovany na zédkladé hustotniho gradientu pomoci roztoku
Histopaque. Dale byly promyty pomoci PBS (phosphate
buffered saline) a nasazeny do kultiva¢nich lahvi s kulti-
vacnim roztokem (89 % A-MEM, 10 % fetalni bovinni
sérum, 1 % Penstrep). Kultiva¢ni lahve byly vloZzeny do
inkubatoru se standardnimi kultivacnimi podminkami.
Pocet, viabilita a povrchova exprese markerd byly mére-
na na pratokovém cytometru (FACS). Povrchové markery
charakterizujici pouze mezenchymalni kmenové bunky
(CD90, CD105) byly negativni. Povrchovy marker charak-
terizujici lymfocytarni fadu a MSCs (CD44) byl pozitivni.
Kultivace trvala pfiblizné dva tydny. Po kultivaci byly
burnky opét analyzovany na FACS. Exprese povrchovych
marker( charakterizujicich pouze MSCs (CD90, CD105)
byla pozitivni. MSCs byly resuspendovany ve fyziologic-

Obr. 7 — Odbeér kostni drené z tuber coxae

128

kém roztoku. Tato bunéc¢nd suspenze byla rozdélena do
dvou injekénich stiikacek po 1 ml. Celkovy pocet MSCs
byl 10 x 10¢. Cast bunék byla déle kultivovana.

MSCs byly aplikovany do dvou mist ve dvou rdznych
smérech (palmarodorzdlné a lateromedidlné) do léze
v SDFT. Po aplikaci byl na kon¢etinu pfilozen kryci obvaz.
Pacient byl po aplikaci tfi dny v boxu. Nasledné byl pro-
vadeén na ruce do dalsi aplikace.

Druhd aplikace byla provedena asi za tfi tydny po
prvni aplikaci. Analyza, pfiprava, pocet bunék a aplikace
byly shodné s prvni aplikaci.

Spravné pohybové manazovani pacienta je v pfipadé
zranéni slach velmi dulezitym faktorem. V tomto pfipadé
pacient zacal klusat tyden po druhé aplikaci (2 min/den),
po kazdych zhruba deseti dnech se pfidavaly dvé minuty
klusu denné na kvalitnim zpevnéném povrchu. Zacatkem
patého mésice po zranéni byl pacient zafazen do trénin-
ku. Osmy mésic po zranéni startoval na mezinarodnich
zavodech v polské Strzegomi na stejné drovni, na jaké se
zranil (CIC*). Dva roky po zranéni ma splnénou kvalifikaci
na CIC*** a nema zadné klinické problémy.*

Diskuse

Regeneracni terapie s vyuzitim MSCs patfi mezi rela-
tivné nové terapie. U¢innost této metody zavisi na fadé
faktor(, nékteré jsme schopni ovlivnit, jiné nikoliv. Mezi
ovlivnitelné faktory patfi vybér vhodného pacienta,
vyuziti sprdvného typu bunék a v neposledni fadé Setr-
né zachazeni s MSCs. Znalost a zkusenost prace s bun-
kami jsou esencidlnimi faktory. Starsi studie popisuji
terapii tendinopatii pomoci mononuklearnich bunék
(aplikace MNCs do poskozené tkané provadéna ve stej-
ny den jako odbér), kterd nemuze zajistit stejnou kvali-
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tu jako aplikace kultivovanych MSCs, protoze ze vsech
MNCs v kostni dieni je pouze 0,001- 0,01 % prekurzort
MSCs.?® Pokud by chtél veterindrni lékaf aplikovat
potfebné mnozstvi MSCs musel by navysit mnozstvi
vsech MNCs a to by rozhodné pfinosem pro regenerac-
ni proces nebylo. MNCs své uplatnéni jisté maji, ale na
urovni imunomodula¢niho procesu, protoze obsahuji
populaci T regula¢nich lymfocytl (CD4+, CD25*, Foxp3™®,
které maji imunosupresivni charakter3' Tyto buriky
mohou mit uplatnéni napf. v terapii equinni rekurentni
uveitidy.

V regenera¢ni mediciné je stale velka fada nezndmych
faktord, které ovliviuji terapii (individualita regeneracni-
ho procesu, vhodnd doba pro aplikaci, vhodné mnozstvi
aplikovanych bunék, pouziti vhodného nosice pro
burky). V soucasné dobé se snazime zjistit, zda je vhod-
néjsim nosicem pro MSCs aplikované do slach a kloubt
autologni plazma, fyziologicky roztok, kyselina hyaluro-
novd nebo kombinacni terapie s ACP/PRP. Zajimavy
bude vysledek studie zaméfujici se na korelaci fyzické
zatéze a mnozstvi MSCs v periferni krvi. Je tfeba neustale
pracovat na vyvoji nejvhodnéjsich terapeutickych postu-
pU, které vedou ke spravnému pouziti kmenovych bunék
a tim k vyléceni pacienta.
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