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Kmenove bunky a jejich vyuziti pro veterinarni tucely

Souhrn

Kmenové builkky se nachdzeji ve vSech mnohobunéénych organismech. Je to
nediferencovana burika, ktera je schopna se pieménit v celou Skalu bunécnych typt. Déle maji
schopnost sebeobnovy a diky t€émto vlastnostem se dostavaji do popiedi védeckého zajmu.
Préavé tento potencial kmenovych bunék se zda byt novym smérem, kam se ubira veterinarni i
lidska medicina. Pokud by se podatilo objasnit principy fungovani kmenovych bunck pfi
regeneraci tkané bylo by mozné 1é¢it doposud nevylécitelné nemoci.

Prvni polovina bakaldiské price je zaméfena na obecné informace 0
kmenovych buiikach, jejich vlastnostech a rozdéleni. Existuji tfi zdkladni typy kmenovych
bunék. Embryonalni kmenové buniky (ESC), které jsou odebirany z embrya ve stadiu
blastocysty. Pravé ESC maji potencial dat vzniknout celému organismu, ale pfi jejich odbéru
a zpracovani vznika plno etickych otazek. Je na kazdém statu, jak se k této problematice
postavi.Druhym typem jsou dospé€lé kmenové bunky, které se v ur€itém mnozstvi nachazi ve
vSech tkanich téla. Jsou to burniky jiz vice diferencované, ovSem stale schopné dat vznik
riznym typum bunkam. Nejvice jsou klinicky zkouseny mesenchymalni kmenové buiky,
kmenové bunky odebrané z tukové tkané a v neposledni fadé kmenové bunky pochazejici
z extrafetalnich zdrojl jako je pupecnikova tkan ¢i krev. Poslednim typem kmenovych bunck
jsou indukované pluripotentni kmenové burnky. Jsou to uméle vytvofené kmenové buiiky,
které vznikaji genetickym preprogramovanim dospélé jiz diferencované bunky. Jedna se o
pomérné novou metodu, a proto jeSté neni zcela objasnén princip pieprogramovani. OvSem
pokud by se povedlo tyto nejasnosti objasnit znamenalo by to moznost ziskavani lidskych
ESC bez jakychkoli etickych otazek.

Druhé polovina prace je vénovana praveé praktickému vyuziti kmenovych bunék pro
veterinarni i lidskou medicinu. V soucasné¢ dobé se vyzkum pro veterinarni ucely nejvice
zabyvéa defekty vazi a Slach, osteoartrozou a osteochondralnimi defekty. Dale se tspé$né
testuje pouziti mezenchymalnich kmenovych bunck pro osteosyntézu a 1écbu rozsahlych
defekt kiize. V Ceské republice se 1é¢ba kmenovymi buiikami zaméiuje hlavné na psy, koné
a kocky.Rada vaznych nevylécitelnych onemocnéni ¢lovéka vznika ztratou nebo selhanim
urcitého typy bunck v téle. To plati zejména u chorob spojenych se starnutim, jako je
Alzheimerova nebo Parkinsonova choroba ¢i osteoartroza.

Kli¢ova slova : kmenova bunka, kin, pes, osteoartréza, osteochondroza, Slachy



Stem cells and their use in veterinary practice

Summary

Stem cells are found in all multicellular organisms. They are undifferentiated cells
which are capable of being converted into a wide variety of cell types. They also have ability
to self-renew and thanks to these features come to the foreground of scientific interest. It is
this potential of stem cells that seems to be the new direction in veterinary and human
medicine. If we would be able to explain the principles of functioning of stem cells in tissue
regeneration, it may be possible to treat many previously untreatable diseases.

The first half of this thesis is focused on general information about stem cells, their
properties and distribution. There are three basic types of stem cells. Embryonic stem cells
(ESC) that are collected from an embryo at the blastocyst stage. ESC has the potential to give
rise to a whole organism, but in their collecting and processing is a lot of ethical issues. It is
up to each countryto cope with this issue. The second type are adult stem cells that are located
in a certain amount in all tissues of the body. They are more differentiated cells, but still able
to give rise to different types of cells. The most clinically tested stem cells, mesenchymal
stem cells, are taken from adipose tissue and also stem cells derived from extrafetal sources
such as umbilical cord blood or tissue. The last type of stem cells are induced pluripotent stem
cells (IPSC). These are artificially created stem cells arising by genetic reprogramming of
already differentiated adult cells. This is a relatively new method and therefore is not fully
understood the principle of reprogramming. But if it would be possible to clarify these
uncertainties it would mean the possibility of obtaining human ESC without any ethical
issues.

The second half is about a practical use of stem cells for human and veterinary
medicine. Currently, research for veterinary is the most concerned to defect of ligaments and
tendons, osteoarthritis and osteochondral defects. Furthermore, successfully tested is use of
mesenchymal stem cells for treatment of osteosynthesis and treatment of large defects of skin.
In the Czech Republic stem cell therapy focuses mainly on dogs, horses and cats.
Many serious incurable disease in humans are caused by loss or failure of specific cell types
in the body. This is particularly true for diseases associated with aging such as Alzheimer's or
Parkinson's disease and osteoarthritis.

Keywords: stem cell, horse, dog, osteoarthrosis, osteochondrosis, teldon
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1. Uvod

V dnesni dobé se kmenové kmenové bunky stavaji stale ¢astéji diskutovanym tématem
vzhledem K jejich potencidlu sebeobnovy a diferenciace do riznych bunéénych typt. Diky
stale se rozvijejicim technologiim v oblasti vyzkumu se kmenové bufiky zdaji byt novym
smérem v oblasti mediciny. Tento potencial by mohl umoznit ¢elit nejenom nemocem 21.
stoleti, ale mohl by poskytnout alternativni moznosti 1é¢by i u ostatnich nemoci.

V soucasnosti se vyzkum ve veterindarni medicingé v Ceské republice zaméfuje
pfedevsim na lécbu koni a pst. Léci se defekty vaza a Slach, osteoartroza, riizné etiologie,
osteochondralni defekty, dale se ispésné testuje pouziti mezenchymalnich kmenovych bunék
pro osteosyntézu a 1é€bu rozsahlych defektt kiize. Pfed nékolika lety se u zvifat s takovymi
problémy muselo ve vétSiné piipadi pfistoupit k eutandzii, dnes je moznost podstoupit
bunécnou terapii, ktera zmirnuje symptomy onemocnéni a v nékterych ptipadech mize dojit k

Uplnému uzdraveni.



2. Cil prace

Cilem této prace je shrnuti dosavadnich poznatkii o kmenovych buikach, jejich
rozdéleni a vlastnostech. Dale piedstaveni stavajicich poznatkt o studiich kmenovych bun¢k a
jejich praktickému vyuziti ve veterinarnich disciplinach i nejvétSich uspécha v lidské

mediciné nejenom na uzemi Ceské republiky, ale i v zahraniéi.



3. Literarni prehled

3.1 Kmenova bunka

Kmenové bunky se nachazeji ve vSech mnohobunéénych organismech. Je to
nediferencovana bunka, ktera je schopna se pfeménit v celou Skalu bunécnych typt. Zaroven
produkuje celou fadu riistovych a protizanétlivych faktord, které pozitivné ovliviiuji bunénou
proliferaci. Tyto jedine¢né vlastnosti umoziuji organismu trvalou regeneraci poSkozenych
tkani a organt (Potten a Loeffler, 1990).

Kmenové bunky mizeme rozdélit do tfech zakladnich skupin. Kmenové bunky
embryonalni (ESC), ziskdvané z vnitini bunééné masy embrya (embryoblastu) stadiu
blastocysty. Dospélé kmenové bunky (ASC), které se nachazeji ve vSech tkanich téla, a
indukované pluripotentni kmenové bunky, které mohou byt umeéle vytvofeny genetickou

manipulaci (www.cellmagel.cz).

Pouziti embryonalnich kmenovych bunék je spojeno s celou fadou problémi. Mezi né
patii zejména problémy etického charakteru, kdy podle obecné platného nazoru je ke vzniku
jevi sklon ke vzniku nadord a rakovinotvornému bujeni. I pfes toto riziko jsou staty, kde je
mozné podstoupit 1é€bu pomoci ESC (Ukrajina). (Bezdék, 2015, pers. comm.)

Nejcastéji pouzivané jsou dospélé kmenové buiiky, které je mozné izolovat z celé fady
tkani a nasledné expandovat (pomnozit) v laboratofi. Odebiraji se napiiklad z kostni dfen¢,
tukové tkané€ a z pupecnikové stény. Do této skupiny patii naptiklad hematopoetické kmenové
bunky a mesenchymalni kmenové bunky (MSC). Z hlediska aplikace mohou byt bunky
rozdéleny na buiiky autologni (butiky jsou odebrany a aplikovany stejnému jedinci), alogenni
(ciziho ptvodu), coz piedstavuje nejnoveéjsi svétovy trend. Vyloucena neni do budoucna ani

aplikace xenogenni (z jiného zivo¢isného druhu) (www.cellmagel.cz).

MSC maji vysoky reparacni potencial a mohou tak byt v budoucnu velkym piinosem
nejenom ve veterinarni, ale i v humanni mediciné. OvSem vyzkum uéinnosti kmenovych
buné¢k v regenerativni mediciné je stale ve fazi vyzkumi, a proto je stale nejasné, které bunky

jsou pro terapeutické vyuziti nejvhodné;si.


http://www.cellmagel.cz/
http://www.cellmagel.cz/

3.1.1 Vlastnosti kmenovych bunék

Schopnost diferenciace do nejriznéjsich typu bunék je hlavni vlastnosti kmenovych
bun¢k v organismu. Tato vlastnost umoznuje rist a regeneraci organismu. To, v jakou buiiku
se kmenova buiilka proméni, zalezi na nejblizSim prostiedi kolem ni. Toto prostiedi nazyvame
nika. Z hlediska schopnosti diferenciace rozeznavame buiky totipotentni, pluripotentni,
multipotentni a unipotentni.

Bunky totipotentni maji potencial vzniku jakékoliv bunky v organismu a tim i moznost
dat vzniknout celému organismu. Nachazeji se v embryu a jsou schopny vytvofit embryoblast
i trofoblast. Po splynuti spermie a vaji¢ka vznika zygota, coz je vlastné prvni totipotentni
buiika. Ze zacatku zygota produkuje totipotentni buiiky, které se az po n¢kolika dnech zacinaji
diferencovat. Totipotentni buiika, odebrdna odkudkoliv, se po pfeneseni do vhodného
prostiedi diferencuje v buiiky dané niky (napf. mezi buiiky nervové, kdy je schopna se
pfeménit v neuron.) Pravé tato vlastnost je hlavnim duvodem k védeckému vyzkumu a
1écebnému vyuziti.

Totipotentni buiiky davaji vzniknout bunikam pluripotentnim, které jsou schopny se
preménit v bunky tii zdrode¢nych listl (ektodermu, mesodermu a entodermu) a tim davaji
vzniknout jednotlivym tkdnim a orgdniim. Bunky pluripotentni se v§ak nemohou pfeménit v
buriku totipotentni. Tyto buiky nejsou jiz schopné dat vznik novému jedinci, protoze nejsou
schopny tvoftit trofoblast. Pluripotentni buiika ma omezenou schopnost tvorby bunéénych
typt. Preferuje vznik buiky ze zarodecného listu, ze kterého bunka pochazi.

Multipotentni bunky maji omezenou schopnost ptemény. Dlouhodobé si zachovavaji
schopnost sebeobnovy a pfemény ve specializované typy bunék. Dlouhou dobu se myslelo, ze
mohou dat vzniknout jen buiikam, které jsou ji typoveé blizce ptibuzné. Ovsem ukazalo se, Ze
napf. buniky hematopoetické se mohou diferencovat jak do bunék kosterniho svalstva, tak do
neurontl.

Buiiky unipotentni, neboli progenitorové buriky, jsou schopny produkovat jen jediny
typ bun€k a jsou schopny samoobnovy. Jedna se o piechod mezi kmenovymi a somatickymi

bunkami.



Hierarchy of Stem Cells

@ Totipotent

&) S®

Blood Stem Cells l Other Stem Cells
- 1 e Muscle Nerve Bone OtherTissues
| L
(e I O]
Red Blood White Blood
Cells Cells

Obr. 1: Rozdéleni kmenovych bunék z hlediska jejich schopnosti diferenciace

Vedle schopnosti diferenciovat do nejriznéjsich bunéénych typtli, se kmenové bunky
podili na udrzeni tkanové homeostazy, coz piredstavuje udrzeni stalé struktury a velikosti
tkani. Obnova tkani je potiebna béhem celého zivota jedince. Je nutné zajistit jistou

rovnovahu mezi proliferaci, diferenciaci a bunéénou smrti bunék (Sadler, 2009).

3.1.2 Typy kmenovych bunék

Existuji tf1 zakladni typy kmenovych bunék. Embryonalni kmenové bunky ziskavané
zembrya. Dospélé kmenové bunky, které muzeme najit vjiz vytvofenych tkanich a
indukované pluripotentni kmenové bunky, coz jsou odebrané somatické buriky, geneticky
vracené do stddia kmenové bunky a déle kultivované. Podle existence ,,in vivo* (v Zivém
organismu) a ,,in vitro“(v uméle vytvorenych podminkéach) rozliSujeme kmenové bunky

primarni in vivo a sekundarni in vitro (www.cellmagel.cz).

Embryonalni kmenové buiky

Historie

Jiz v 70. letech 20. stoleti si v&dci zacali v§imat podobnosti bunék, které davaji vznik
teratokarcinomu u mysi a buné¢k, ze kterych vznika vyvijejici se embryo. Jejich podobnost je
tak velka, Ze je moZné, aby se nddorové kmenové bunky spojily s embryonalnimi kmenovymi
burikami a vyvinuly se v normalni, celou mys (Martin, 1980).

Poprvé se embryonalni kmenové bunky podafilo izolovat v roce 1981 z mysiho
embrya. Doposud nebylo mozné ziskat bunééné kultury in vitro. Jediny zplsob, jak ziskat

bunééné kultury, bylo in vivo z teratokarcinomii (Evans a Kaufman, 1981).


http://www.cellmagel.cz/

Teprve v roce 1998 se objevuji prvni zminky o lidskych embryonalnich kmenovych
burikach. Bunééné linie z blastocysty si po nediferencované proliferaci in vitro po dobu 4-5
meésici stale zachovavaji potencial k tvorbé trofoblastu a pteméné ve vSechny tii zarodecné
listy, véetné stfevniho epitelu, chrupavky, kosti, hladké a pi#icné pruhované svaloviny,
neuralniho a vrstevnatého dlazdicovitého epitelu. Od tohoto Uspéchu a zjisténi si védci
zacinaji uvédomovat, ze takto izolované bunécéné linie mohou mit vyuziti ve vyvojové

biologii, v objevovani novych 1é¢iv a v transplanta¢ni mediciné (Thomson et al., 1998).

Ziskavani ESC

ESC jsou pluripotentni kmenové buiky ziskavané z vnitini masy embrya ve stadiu
blastocysty (embryoblastu). Toto stadium vznika nékolik dni po oplozeni a obsahuje 50-150
bunék (Thomson et al., 1998). Buiniky embryoblastu se dale kultivuji za urcitych podminek
tak, aby se zachovaly jejich vlastnosti a hlavné jejich pluripotence. Pti odebirani ESC dochazi
k destrukci zarodku a tak vznika eticka otdzka, zda tento nékolik dni stary zarodek spada pod

moralni lidské zakony. Této problematice je vénovana samostatna kapitola Legislativa.
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Obr.2: ziskavani ESC

Je také vysoka pravdépodobnost odmitnuti organismu ESC derivované z embrya,
Casto piirovnavané k transplantaci od ndhodného darce. Toto by §lo vyfesit tim, Zze by se
pteneslo jadro somatické buriky do enukleovaného oocytu a vzniklo tak embryo, které by
neslo pozadovanou genetickou informaci a nebylo by pocato procesem plozeni. AvSak
nedostatek oocytu brani vyuziti této metody v Sir§Sim meéftitku. Zacalo se tedy uvazovat o

pouziti oocytl jiného druhu a dat tak vzniknout mezidruhovym liniim kmenovych bun¢k.



Ovsem 1 toto je vefejnosti odmitdno z hlediska etického, protoze neni dovoleno sluCovat

lidskou a zvifeci DNA (Fulka et al., 2008).

Legislativa

Na zacatku je tfeba zminit, Ze neni tfeba pro ziskani kazdé ESC nové embryo. Buiky
ziskané z embrya je mozné namnozit v laboratofi a vytvofit tak buné¢nou linii, schopnou
produkovat téméf neomezené mnozstvi ESC. Tyto linie produkuji ESC se stejnou genetickou
informaci (Park et al., 2004). Ziskané bunééné linie jsou ukladany v buné¢nych bankach po
celém svété. Nicméné je tieba obcas tyto linie obménit, a tak si jednotlivé staty mezi sebou
bézné své linie vyménuji. Nové bunééné linie jsou dulezité i pro experimentalni tcely pro
pochopeni funkce jednotlivych gent ve vyvinu jedince a vyvoji nemoci (Nieto et al., 2006).

Ziskavani lidskych embryonalnich buné€k na tikor smrti embrya pfineslo ve Spojenych
statech americkych spoustu ohlast z hlediska etického. V roce 2001 prezident Bush zrusil
financovani vyzkumu embryonalnich kmenovych bunék, ale po viné nesouhlasu opét povolil
financovani vyzkumu za ucelem hledani novych 1éka a prosttedki pro boj proti nemocem.
Omezil ho vSak pouze na pouziti jiz zamrazenych embryi, ziskdvani novych neni dovoleno.
Nelze vsak vyloudit potiebu ziskani novych zdroji embryonalnich kmenovych bunék a
vyuziti embryonalnich kmenovych bunék ziskanych z jinych organismi (ne ¢lovéka), se
nejevi jako spravna cesta, jelikoz neni lehké tyto buniky pfeménit a tim dosahnout uspécht
Vv lidské 1écbé. Je tedy zadouci ziskavani novych kultur embryondlnich kmenovych bun¢k
(Landry a Zucker, 2004).

V roce 2009 Barack Obama vydava nafizeni tykajici se odstranéni bariér ve vyzkumu
kmenovych bunék. Vidi potencial ve vyzkumu jak embryonélnich, tak neembryonlnich
kmenovych bun¢k k 1é¢bé dosud nelécitelnych nemoci. Uvédomuje si, Ze za poslednich 8 let
byly moznosti védcu zinstituci jako je National Institutes of Health na vyzkum
embryonalnich kmenovych bun¢k velmi omezené, ale i pfesto byly vysledky povzbudivé a je
treba tento vyzkum podpofit znovufinancovanim. Véii tak ve vétsi tspéchy americkych védci
vedouci k vyvoji novych terapii, které pomohou lidstvu 1é¢it dosavadni nemoci (The White
House, 2009).

V Evropské unii nejsou vydany zadné smérnice, které by jednotné upravovaly vyzkum
a pouziti embryondalnich kmenovych bun¢k v ¢lenskych statech. Proto je na kazdém statu, jak
se rozhodne tuto problematiku regulovat.

V kvétnu roku 2003 byla ustanovena International Stem Cell Initiative (ISCI),
organizace, kterd& ma za cil srovnat lidské ESC linie. Hlavnim mistem je britska banka



kmenovych bundk (UK Stem Cell Bank). Ukolem bylo shromazdit co nejvice lidskych ESC
linii. Tyto linie podstupuji pfesn¢ stanovené testy za urcitych podminek, aby mohly byt
vyuzivany v dal§im vyzkumu. Laboratotfe, vyzvané k ucasti v ISCI, musi prokazat, ze linie
lidskych ESC byly odebrany podle etickych pravidel, ktera jsou obecné spole¢nosti piijimana.
Celkem se piidalo 17 laboratofi a piispélo tak 59 liniemi lidskych ESC pro studie ISCI. Studie
zahrnuje analyzu 17 povrchovych antigenli priitokovou cytometrii, kvantitativni RT-PCR
analyzu transkripcnich urovni vice nez 100 genid a zmény exprese téchto genii béhem
diferenciace, mikrobiologické analyzy, dale DNA fingerprinting, analyzu karyotypu,
histologické hodnoceni vytvorenych teratomt a dalSi. VéEtSina testil je provadéna v centralnich
referen¢nich laboratofich (Adewumi et al., 2007).

Zakon ¢islo 227/2006 Sb. o vyzkumu na lidskych embryonéalnich kmenovych bunkach
a souvisejicich ¢innostech a o zméné nékterych souvisejicich zdkontll, nafizuje povoleni
k vyzkumu ESC ziskanych z lidskych embryi. VSechny projekty jsou po udani licence
kontrolovany nadéle vladou, zda neni porusen zdkon. Vyzkum je povolen pouze za ucelem
pfinosu ve védé a medicin€. Klonovani je zakazano.

Ve Spojeném krélovstvi je vyzkum co nejvice omezen na vyuziti dosavadnich linii.
OvSem je mozné vyuzit embrya urend pro umélé oplozeni, kterd nebyla pro tento ucel
vyuzita. Pro ziskavani ESC z embryi je statem vyZadovano ziskani licence (Her Majesty’s
Government, 2008).

V Némecku je samotna derivace ESC z lidskych embryi zcela zakdzéana. Je povolen
pouze dovoz bunéénych linii z jinych stati a provadén vyzkum na téchto liniich. Tyto linie
nesmi byt ziskany po datu 1. kvétna 2007. Pro povoleni vyzkumu je tfeba prokazat piinos pro
medicinu a védu.Francie ptisné reguluje vyzkum lidskych ESC. Ziskdvani novych embryi
zamérn¢ pro vyzkum je zakazano. Vyzkum lze provadét na ESC z embryi, ktera byla prvotné
ur¢ena pro umélé oplozeni. OvSem déarce musi poskytnout souhlas. A tyto podminky musi
splnovat i ESC importované, které jsou jinym statem darovany. Importované ESC nesmi byt
od jiného statu zakoupeny. Pro povoleni vyzkumu je nutné prokazat nutnost pouziti praveé

ESC ( http://www.eurostemcell.org/).

V nékterych zemich mimo EU jsou k této problematice tolerantnéjsi, kdy je vyzkum
jen minimalné omezen. Naptiklad v Jizni Koreji je dokonce povoleno terapeutické klonovani
(ne rozmnozovaci). Diky této velké svobodé vyzkumu jsou schopné tvofit kolonie, které
geneticky velice odpovidaji ptijemci. Tato svoboda muze asijské staty posouvat do poptedi ve

vyzkumu kmenovych bunék (Dhar a Hsi-en Ho, 2009).


../../eurostemcell.org

Dospélé kmenové bunky

Dospélé kmenové builky (ASC — adult stem cell) se alespoit v malém mnozstvi
nachazeji ve vSech tkani téla. Na rozdil od ESC maji omezenéjsi schopnost premény v dalsi
typy bun¢k: Existuje velké mnozstvi ASC, které se nachdzeji ve vSech tkanich organismu.
Proto se zaméfim na ty, které jsou v praxi vyuzivané. NejCastéji jsou pro klinické ucely

testovany a vyuzivany tzv. mesenchymalni kmenové buitkky (MSC).

Mesenchymalni kmenové buiiky

Mesenchymalni kmenové buiky (MSC) jsou pluripotentni (nékdy se uvadi
multipotentni) bunky mesodermalniho pavodu. Nejvice prozkoumané a vyuzivané
Vv regenerativni mediciné jsou MSC odebrané z kostni dfené, pupeéniku a tukové tkané (Burry
a Murphy, 2003). Prolifera¢ni schopnost MSC z kostni dfené in vitro je vSak omezena (32 dni
od izolace k implantaci). Zpozdéni 2-4 tydny z diivodu ziskani dostateéného mnozstvi bunék
potiebnych k 1é¢be je limitujici faktor pro vyuziti autolognich kmenovych bunék odebranych
Z kostni diené (Guest et al., 2010).

Lange-Consiglio et al. (2012) prokazali, ze implantované alogenni kmenové bunky
ziskané z amnionu (AMSC) jsou konimi dobfe pfijimany. AMSC jsou schopny po izolaci in
vitro diferencovat do mesodermalni a ektodermalni linie. AMSC mohou byt zamrazeny a op¢t
rozmrazeny bez ztraty své funkcni integrity, morfologie, diferenciatni schopnosti a
pfitomnosti specifickych markerii kmenové bunky. OvSem diferenciaéni schopnost se
nepatrné snizuje. Doubling time (doba potiebna pro zdvojnasobeni populace) je u Cerstvé
izolovanych AMSC 1,16 dnti a pro kryokonzervované je to 1,88 dn.

Tyto bunky jsou mononuklearni, adherentni k plastiku a se schopnosti diferenciace do
osteoblastti, chondrocytu a adipocytli. Vyznacuji se schopnosti proliferace in vitro bez ztraty
nediferencovaného fenotypu (Dominici et al., 2006). Objeveny byly v kostni difeni jako
nehematopoetické bunky jiz koncem 18. stoleti, své jméno obdrzely vSak az v roce 1991

Caplanem (Caplan, 1991).

Primokultury MSC

Primokultury obsahuji bunky odebrané piimo z organismu. Aspirat ¢i vyplach kostni
dfen¢ je promyt a umistén pfimo do kultivaénich nddob. MSC se nechavaji pfirozené
ptisednout k povrchu kultiva¢nich nddob a po 72 se neadorované bunky odmyvaji.

Lze pouzit 1 jinych metod jako je separace Ci zahuSténi pomoci gradientové

centrifugace. Dale je moznd metoda piimé izolace potrebnych bunck na zaklad¢ jejich
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viditelnych znaki pomoci magnetické ¢i fluorescenéni separace. Pfi této metodé jsou
Z bunééné suspenze vybirany buiiky nesouci ur€ity viditelny znak (nejéastéji Stro-1), nebo
jsou naopak ozna¢eny builky nesouci jiné nez zadané znaky a ty jsou poté odseparovany.
K vyseti se vyuziva pravé zbyla suspenze (Vlas et al., 2011).

Ziskavani MSC z tukové tkané je zatizeno konzistenci vychozi tkané. Je tfeba nejprve
uvolnit mezibunééné vazby a tim umoznit uvolnéni jednotlivych bunék do suspenze.
K tomuto rozvolnéni se vyuzivaji mechanické zpusoby, jako jsou ultrazvukové 1azn€ nebo je
mozné vyuzit piisobeni enzymu jako je kolagenodza, trypsin, papain a solné roztoky o riznych
koncentracich. Dale je tfeba odmyt nezadouci buiiky nachazejici se v tukové tkani. Jedna se
hlavn¢ o adipocyty s akumulovanymi lipidy (Oedayrajsingh et al., 2006).

Obecné jsou MSC pomérné nendro¢né na podminky kultivace. Nevyzaduji specidlni
upravy kultivaénich nadob a ani Gpravu roztoku, v kterém se kultivuji. MSC jsou také
schopny dobrého vyvoje sméfujici k tvorbé jinych bunéénych typl neZ osteoblastl,
chondrocytt a adipocyti. Tento proces je znamy jako transdiferenciace nebo plasticita (Greco
et al., 2007), kdy byl popsan vznik neuralnich bunék (Jiang et al., 2010), kardiomyocytl
(Hou et al., 2013) a dalsich.

Zvlastnim typem MSC jsou bunky z fetalni tkdn€, zejména z pupecniku, pupecnikové
krve a jater. MSC ziskané z téchto zdroji nabyvaji v zavislosti na staii plodu vice vlastnosti
embryonalnich bunék vcetné vétsiho rozsahu diferenciace ¢i plasticity (Guillot et al., 2007).

Diky svym vlastnostem patii MSC mezi velmi nad€jny zdroj bunék pro medicinu,
hlavné€ u téch obori, kde jsou vlastni regenerativni procesy velmi omezené, ¢i je poSkozeni
organismu tak velké, ze vlastni regenerativni procesy nejsou dostacujici pro obnovu tkané.
Tento ptipad se tyka zejména nervove soustavy, pojivoveé tkan€ (zejména kloubni chrupavky),
nebo napiiklad pfi rozsahlejSich poranénich, jako je poskozeni pokoZzky, kosti, vaziva ¢i

celého vnitiniho organu.

Zjisténi viability MSC in vitro

Viabilita, také Zivotaschopnost, je velice dillezity parametr pii praci s buiikami. Pfi
praci s bunéénymi kulturami je nezbytné nutné rozlisit zivé buniky od nezivych. Pro prvni
posouzeni se pouziva svételny mikroskop. Dalsi zpisob predpoklddd zachovani integrity
membrany Zivé buiiky. Zivotaschopnost bunék je posuzovana po puisobeni barviv nejéastéji
trypanové modii nebo fluorescen¢niho propidium iodidu. Dale Ize detekovat funkc¢nost

metabolismu buriky. Po podani latky Ziva bufika za¢ne enzymaticky tuto buiiku ménit a pak je
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mozno detekovat vznikajici produkt. Posledni vyuzivanou metodou je detekce uniklych

cytoplasmatickych enzymi porusenou membranou bunky (Garvican et al., 2014).

Prima metoda urceni viability MSC

Nejcastéji vyuzivanou metodou pro stanoveni bunécné viability je pouziti trypanové
modfi. Barvivo pfes fungujici membranu (u zivych bun¢k) neprostupuje, a tak ziva buika
zustava neobarvend. Aby barvivo bunku obarvilo modie, musi byt membrana znacné
poskozena a tim byl umoznén prostup makromolekul barviva do buiky. Tato metoda
umoziuje detekovat jen kolem 60% mrtvych bunck, protoze k detekci musi byt bunky
barvivem siln¢ prostoupeny (Mascotti, 2000).

Nevyhodou této metody je statistické hodnoceni malého poétu bunék. Trypanova
modi ma silné cytotoxické Gi¢inky na zivé bunky, proto musi hodnoceni byt ukonéeno do 5
minut po piidani chemikalie, poté jiz barvivo zaéina barvit i bufiky pivodné viabilni. Tato
metoda barveni trypanovou modii za pouziti svételného mikroskopu je velice jednoducha a
také rychla. Byla vyvinuta i metoda, pii které se namisto mikroskopu vyuziva pritokova
cytometrie. Toto spojeni umoziuje dosdhnout piesnéjSich vysledkl a odstraniuje subjektivni

hodnoceni.

Neprimé metody uréeni viability MSC

U nepifimych metod se detekuje funkéni stav metabolismu bunék. Je vyuZivano
schopnosti bunék redukovat tetrazoliové soli. Soli pfidané do suspenze bunék jsou
enzymaticky buiikou redukovany na formazan, ktery 1ze detekovat. Intenzita pfemény téchto
soli na formazan je pfimo umérny aktivit¢ mitochondridlnich a cytoplazmatickych

dehydrogenéz v bunkach (Beridge et al., 1996).

Indukované pluripotentni kmenové bunky

Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC) jsou uméle vytvoteny z jiz dospélé
diferenciované bunky. Jedna se 0 genetické pteprogramovani tkafiové buiikky na bunku, ktera
ziskavd opét vlastnosti kmenové bunky. Tato buiika je opét pluripotentni, ma vysoky
diferenciacni potencial a je tedy schopna dat vzniknout vsem buikam téla.

Jednd se o pomérné novou metodu ziskavani kmenovych bunék. Poprvé byly
vytvoteny Z mysSich fibroblastti. Védci védéli jen velmi mélo o faktorech, které zptisobuji toto
pieprogramovani. V roce 2006 zkusili pouzit tyto 4 transkripéni faktory: Oct 3/4, Sox2, c-

Myc a KIf4. Ziskané builkky vykazovaly stejné morfologické a ristové vlastnosti, jako
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kmenové bunky embryonalni. Stejné¢ tak mély stejné genové markery. Subkutanni
transplantace u mysi linie ,,nude” vedla ke vzniku tumoru. Tento novotvar obsahoval celou
fadu tkéni, pochazejicich ze vsech tii zarode¢nych vrstev. Ptidani iPSC do mysi blastocysty
umoznilo vyvoj embrya. To dokazuje, ze je mozné z fibroblasti vytvofit pluripotentni
kmenovou buniku pfidanim nékolika definovanych faktort (Takahashi a Yamanaka, 2006).

Tento zplsob ziskavani embryonélnich kmenovych bun€k by odstranil hned n¢kolik
problémi spojenych se zpusobem ziskavani a jejich pfipadného vyuziti. Jednim z nich je
odstranéni etického problému pfi ziskdvani lidskych embryonalnich kmenovych bun¢k. Dalsi
vyhodou je tvorba pluripotentnich bunék piimo ztkané pacienta a tim sniZzené riziko
odmitnuti tkan€ organismem.

Lidské iPSC z fibroblasti se podatilo vytvofit v roce 2007. Védci pouzili stejné 4
faktory jako pii Uspé$ném ziskani iPSC u mysi. Ziskané lidské iPSC vykazovaly stejné
vlastnosti jako ESC. Jedna se zejména o jejich morfologii, proliferaci, povrchové antigeny,
exprese genu a telomerazovou aktivitu. Tyto bunky se mohou diferencovat do bunék vsech tii
zarode¢nych lista (Takahashi et al., 2007).

V roce 2012 byli za tento objev ocenéni John B. Gurdon a Shinya Yamanaka
Nobelovou cenou v oboru fyziologie a Iékarstvi. Potvrdili fakt, Ze zralé buiiky mohou byt zpét
pfeprogramovany a stat se tak pluripotentnimi (kmenovymi), coz bylo do této doby odmitano.
John B. Gurdon v roce 1962 objevil, ze diferenciace burnky je vratna. Jeho hypotéza spociva
V tom, Ze si genom buiiky uchovava potebné informace pro tvorbu vSech typti bun¢k. Tuto
hypotézu si ovétil na pokusu se Zabimi vaji¢ky, kdy vyménil jadro vaji¢ka za jadro z dospélé
bunky stfeva pulce. Vajicko se vyvinulo ve zcela funkéniho klona pulce, ze kterého se stala
dospéla zaba (Gurdon,1962). Tento experiment vyvolal plno skeptickych ohlast, ale po
potvrzeni dal§imi védci byl tento objev spolecnosti ptijat. O vice jak 40 let pozdé&ji ptisel
Shinya Yamanaka na zpisob, jak pfeprogramovat dospélou mysi buniku na pluripotentni
kmenovou bunku, ktera je schopna dat vzniknout vS§em bunkam téla (Takahashi a Yamanaka,
2006).
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Obr. 3: indukované pluripotentni kmenové bunky

Indukované pluripotentni kmenové bunky pifedstavuji slibny zptisob pro boj s
nemocemi, se kterymi si veterindrni a ani lidskd medicina nedokézala zatim poradit. Diky
relativné nedavnému prvnimu uspé$nému ziskéni iPSC je pouze otdzkou kratkého Casu, nez

se zacne tento typ bunék hojné&ji vyuzivat v klinické ¢i veterinarni praxi.

3.2. Moznosti IéEby ve veterinarnim Iékarstvi

V Ceské republice se ve veterinarni praxi miizeme setkat s vyuzitim kmenovych bunék
v 1écbe koni, pst a kocek. Lécba kmenovymi buiikami u psti se osveédcila u osteoartrozy, kdy
muZze byt postizena kycel, loket, koleno ¢i rameno jako nésledek dysplazie nebo jiné vrozené
malformace ¢i pfi bézném opottebeni kloubti. Dale se vyuzivaji pti 1é€bé psi imunitné
zprostiedkované polyartritidé, poranéni $lach a vazi, nebo je lze aplikovat v kombinaci s
chirurgickou operaci kloubt ¢i §lach. U koni se potvrdil uc¢inek kmenovych bun¢k pii 1écbé
defektli a poranéni Slach a vazi ¢i 1é€bé artritickych kloubt.

U nas je v soucasné dob¢ povoleno vyuzivat pro klinické aplikace pouze autologni
suspenze kmenovych bun¢k. Lécba je moznd zejména dvéma typy piipravki obsahujicimi
kmenové buiiky. Prvni je autologni suspenze mononukledrnich bun¢k kostni dfen¢ (MNC).
Jednd se o suspenzi obsahujici celou fadu bunéénych populaci s obsahem bunéck
hemopoetickych, mezenchymalnich, progenitorovych a dospélych jadernych bunék. Dal$im
pfipravkem je autologni suspenze expandovanych (namnoZenych) mezenchymalnich
kmenonch bunék (MSC). Tato suspenze obsahuje Cisté kultury MSC. Na V}'/robu je mnohem

wevr

davku dlouhodob¢ zmrazenou v dusiku a v pfipad¢ nutnosti ji znovu namnozit a vyuzit.
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Pro praxi se také testuje a pfipravuje moznost vyuziti pupecnikovych MSC. Jedna se o
suspenzi kmenovych bun€k riznych koncentraci a slozeni, ziskanych z tkéni pupecniki
vybranych novorozenych mlad’at pfislusného Zzivocisného druhu. Pupec¢niky se odebiraji
odborniky pfi porodu a jsou okamzité zpracovavany, expandovany, zamrazovany v tekutém
dusiku a takto pfipraveny pro okamzitou aplikaci v ptipadé potieby. Jedna se tedy o aplikaci
alogenni. Vyhodou této metody je odbourdni nutného odbéru zdrojové tkané kazdému
zvifecimu pacientovi a tim zlevnéni celé¢ metodiky. Produkty z pupecniku jsou bezpecné i
pies jeho alogenni aplikaci. Nedochazi k reakci GvHD (Graft-versus-host disease — reakce
Stépu proti hostiteli) a jinym problémim spojenym s inkompatibilitou. Tato metoda je
terapeuticky vysoce efektivni diky velkému mnozstvi a vlastnostem MSC z pupecnik.

Lécba kmenovymi buiikami je vhodna pro ta zvifata, ktera nereaguji dobie na
klasickou 1é¢bu nebo netoleruji Iéky proti bolesti. Dale v situaci, kdy chirurgické oSetfeni neni
mozné napf. vzhledem k vysokému véku jedince nebo zdravotnimu stavu. Lécba je také
vhodna pro jedince, kteti maji jeden nebo vice kloubd postizenych artritidou nebo maji
imunitné¢ zprostiedkovanou polyartritidu. Naopak neni vhodnd pro jedince, kteti maji
nadorové bujeni ¢i jiny neidentifikovany utvar. Kontraindikaci pro 1é¢bu je akutni systémova
infekce, neurologické poruchy jako jsou degenerativni myelopatie nebo choroba
meziobratlovych plotének, poskozeni michy a nervli. Dale neni vhodna pro 1écbu vnitinich

organd, jako je srdce, ledviny ¢i jatra (http://eponacell.cz/).

3.2.1. Osteoartroza

Jedna se o degenerativni onemocnéni kloubti. Toto onemocnéni je charakteristické
poskozenim kloubni chrupavky a tvorbou nové tkané v jejim okoli. Pribéh je typicky
pomalym, ale trvalym zhorSovadnim zdravotniho stavu. RozliSujeme artrézu priméarni a
sekundarni. Primarni, méné Castd artréza, je zplsobend stafim jedince nebo obezitou.
Sekundarni artréza vznikd vlivem jinych pohybovych poruch jako je dysplazie kycelniho
kloubu, ruptury kolenich vazi aj. Tyto poruchy mohou byt jak vrozené, tak ziskané. Casto je
Vv klubu pfitomen i zanét, a proto mize byt toto onemocnéni velmi bolestivé, oviem kazdy
jedinec na tuto bolest reaguje jinak (Bernebaum, 2013). Vzhledem Kk pfic¢inam vedoucim ke
vzniku osteoatrozy jsou k tomuto onemocnéni nachylnéjsi vétsi rasy psi, ale miizeme se s nim
setkat u vSech plemen.

Dosavadni moznosti 1é€by neumoziuji artrézu u pst vylécit. Nejdilezitéjsi jsou
systémova opatfeni upravujici pohybové aktivity psa. Neni dobré psa zcela zbavit pohybu.

Miize dochazet ke ztuhlosti kloubli a zhorSené vyzivé kloubnich chrupavek. Naopak velké
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namahani kloubli vede k jejich rychlejSimu opotifebovani. Proto je ideédlni pravidelny
pohybovy rezim rozdéleny do stejné¢ dlouhé doby. Pokud jedinec trpi nadvéhou, je tfeba ji
regulovat dietou. Déale se k1écbé vyuzivaji chondroprotektiva, obsahuji latky chréanici
chrupavku pied jeji degradaci. Chondroprotektiva dodavaji potfebné stavebni latky zajist'ujici
pruznost a pevnost kloubnich chrupavek. Po dlouhodobém podéavani se projevi i jejich
protizanétlivé ucinky a tim i zmirnéni bolesti jedince. Pii vétSim rozsahu osteoartrdzy a pfi
latek. Tyto Iéky se podili na potlaceni zanétu v postizenych kloubech, a tim na odstranéni
bolesti. Ucinek se objevuje téméf okamzité po podani 1é¢iv a neni vylou¢eno jeho dlouhodobé
pusobeni. U nékterych pifipravkd je omezena moznost drazdéni sliznice. V praxi se tyto
ptipravky vyuzivaji pfi narazovém zhorSeni pohyblivosti a dlouhodobé jen u pacienti s
pokrocilou osteoartrozou.

ucinky, jako je zhorSovani poskozeni chrupavky, je jejich vyuziti omezeno na pfisné
indikované piipady a jejich uzivani by nemélo byt dlouhodobé. Casto jsou tyto mozZnosti
kombinovany s chirurgickym zakrokem (Hyclova, 2006).

Murphy et al. (2003) zkoumal u¢inek MSC z kostni diené pii 16€bé osteoartrozy u koz.
Osteoart6za byla navozena v kolenim kloubu testovanych zvifat celkovym vyfiznutim
medialniho menisku a resekci zktizeného vazu. Dospélé kmenové buiiky byly izolovany
Z kostni dfené¢ koz. Po 6 tydnech jim bylo zpétné€ intraartikularné aplikovdno 10 miliond
autolognich MSC. U takto 1éCenych kloubl byla evidovana vyrazna regenerace mediélniho
menisku a vytvofeni chrupavky podobné hyalinni. Injikované bunky byly také ptitomny
vnové vytvorené tkani. Degenerace kloubni chrupavky, osteofyticka piestavba a
subchondralni skler6za byly redukovany v kloubech osetienych MSC.

Lécba mesenchymalnimi buiikami odebranymi z tukové tkané (AD-MSC) je také
jednou z moznosti, jak 1é¢it onemocnéni spojené s pohybovym aparatem. Lécba zahrnuje
odebrani tukové tkané pacienta, izolace MSC a aplikace zpét pacientovi. LéCba pomoci
autolognich AD-MSC ve veterinarni regenerativni medicing je dostupna od roku 2003. Studie
1écby osteoartrozy kycelniho kloubu prokazala Gi¢innost jedné intraartikularné podané davce
autolognich AD-MSCs. Zda se, Zze AD-MSC jsou piinosem v 1é¢b& osteoatrézy u pst i koni
(Black et al., 2007). Osteoartrdza je ve Spojenych statech americkych jednim z nejcastéjsich
pficin chronické bolesti u pst. PostiZzenych je vic jak 20% psi populace (10 - 12 milionl pst

v USA) (Moore et al., 2001). U takto nemocnych pst zaznamy prokazuji, ze ve vé&tSing

w1
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bolesti (Lascelles a Main., 2002). Lécba pomoci AD-MSC poskytuje moznost, jak témto
pstim pomoci.

Studie autort Black et al. (2008), kterd probihala ve Spojenych statech, zkoumala
ucinek jedné davky AD-MSC na poskozeni loketniho kloubu u psu. Studie se zucastnilo
celkem 14 psu, kteti byli diagnostikovani na chronickou osteoartrézu v loketnim kloubu. Ze
studie byli vyfazeni psi, u kterych se prokazal vyskyt virového, bakterialniho, mykotického
onemocnéni nebo jiné zavazné systémové onemocnéni. VSichni psi vybrani ke studii byli tedy
zdravi bez systémového onemocnéni. Pokud byl pes pfed zarazenim do studie 1é¢en jakoukoli
alternativni metodou, byla tato 1é¢ba pteruSena 10 dni pted zatazenim do studie.

Psiim bylo odebrano minimalné 15 g tuku pro izolaci MSC. Zpétn¢ bylo aplikovano 3
az 5 milionu autolognich MSC v 0,6 ml fosforovém pufru pfimo do kloubu. Psi byli
hodnoceni pied odebranim tukové tkan¢ a 2 az 14 dni pfed aplikaci AD-MSC. Po
intaartikularni injekci AD-MSC byli psi kontrolovani 30., 60., 90. a 180. den po aplikaci.
Majitelé pti kazdé kontrole vypliovali dotaznik, ktery vyhodnocoval pohybovy stav pacienta.
Hodnotila se chiize, béh, skok, prudké otocky, ztuhlost po ranu a vecer, nepfirozené podiepy
pfi vyprazdiiovani, potiZe pii chlizi a ochota si hrat.

Ctrnéact pst (6 kastrovanych fen a 8 kastrovanych psil) ve vékovém rozmezi od 10
mésicti do 11 let bylo piijato do studie na zakladé potvrzeni osteoartrozy v loketnim kloubu.
Plemena byla rtizna, naptiklad zlaty retrivr a labradorsky retrivr a jejich kiizenci, bullmastiff,
newfoundland, sheltie a springerSpanél. Jedenact pst zatazenych do studie mé¢lo bilaterdlni
onemocnéni loketniho klouby a AD-MSC jim byly aplikovany do obou kloubu. Kazdy kloub
byl vyhodnocen zvlast a ztéchto udaju byl udé€lan pramér, podle kterého byli tito psi
hodnoceni. Vysledky studie prokazuji, ze terapie pomoci AD-MSC zlepSuje pohyblivost
loketniho kloubu a zlepsSeni kulhani. Nejvétsi zlepseni (30% az 40%) se projevilo u funkéni

schopnosti a kulhani (Tab. 1).

Subjective Scores Improved by an Average of about 30% to 40%
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Graf 1: vyvoj jednotlivych ukazatelt pro porovnani G¢inku AD-MSC v ¢asovém
obdobi do 180 dnt.
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Utinek AD-MSCs pii 16¢bé osteoartrozy je také vidét u lé¢eného pétiletého teriéra
(Harley - 6,8 kg) ve Spojenych statech. U pacienta bylo pozorovano chronické kulhani na ob¢
zadni koncetiny, Sest mésictl trvajici problémy s chiizi do schodi, ztuhlost kloubt pii vstavani
a obtize srozhybanim. Jedinec preferuje lezeni pied sezenim. Kulhani pfetrvava od Sesti
mésici véku. Rentgenové snimky prokazaly formovani abnormalit na obou stehennich i
holennich kostech. Pfedchazejici feSeni tohoto problému spocivalo v omezeni pohybového
rezimu psa a podavani nesteroidnich antiflogistik jednou denné. Majitel se rozhodl k 1é¢bé
pomoci AD-MSC po tom, co Harley zafal mit gastrointestialni problémy po podani
nesteroidnich antiflogistik. Harley byl do¢asné¢ krmen upravenou stravou. Po tydnu mu bylo
odebrano 15 g tukové tkané z oblasti ttisel

Pacientovi byl aplikovan 1 ml bunééné suspenze (1,5 milionu bunék) do kazdého
kloubu. Sest dni po proceduie byl pacient vice aktivni, projevoval zajem o hru a pokousel se
chodit do schodu. Po tfinacti dnech od 1é¢by byl Harley vypustén na dvorek, kde jiz béhal,
hral si s micem, chodil po schodech a sedél. Harley béhem rekonvalescence nebral zadné

DalSim pacientem s degenerativnim onemocnénim kloubu byla osmileta fena kiiZence
knirace. Nesteroidni antiflogistika podavand jednou denné nepiinaSela psovi dostate¢nou
Ulevu, a tak se majitelé rozhodli zkusit jinou 1é¢bu. Fena byla obecné zdrava a s optimalni
vahou. Bylo pozorovano trvalé kulhani pti chiizi 1 klusu, bolest pii manipulaci a ztuhlost
kloubii. Rentgenové vysetieni potvrdilo zavazné degenerativni onemocnéni. V okoli kloubu
se prokazala pfitomnost osteofyti a deformace hlavice kosti stehenni. Acetanbulum bylo
mélké a deformované. Majitel popisoval nejvétsi obtize pti skakani, chozeni po schodech a
ztuhlost kloubt po ranu.

Pacientovi bylo odebrano 41,3 g tukové tkan¢ z oblasti tiisel. O dva dny pozdé&ji bylo
pacientovi intraartikularné injikovano 5 000 000 kmenovych a dalSich regenerativnich bunék,
kterée pochazely z pacientovy vlastni tukové tkané. Mésic od aplikace AD-MSC prokézalo
ortopedické vySetieni zlepSeni ve tfech z péti parametri. Po dal§im mésici dokonce u Ctyt
Z péti parametri u levého kycelniho kloubu a vSech péti parametrti u pravého kycelniho
kloubu. O dalsi mésic pozdé€ji byla zlepSeni stabilni az na jeden parametr, u kterého
pozorujeme zhorSeni, a to ztuhlost pfi chtizi (Tab. 2). Hodnoceni majitele v prvnim mésici
vykazuje zlepseni v 7 z 11 sledovanych parametri. O mésic pozdéji bylo toto zlepSeni jiz v 8
parametrech. Dalsi mésic to bylo jiz 9 sledovanych parametrii a majitel ptirovnal stav svého
psa k normélu (Tab. 3). Po pul roce od aplikace pacient stale neprojevuje znamky kulhani a

viditeln¢ se zlepsila kvalita jeho Zivota (www.vet-stem.com).
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3.2.2 Dysplazie ky¢elniho kloubu (DKK)

DKK je dédicné podminény Spatny vyvoj kycelnich kloubti. Na jeho vzniku se kromé
dédicnych predispozic podili i vlivy vnéjSiho prostiedi. Pro toto onemocnéni je typicka
volnost v ky¢elnim kloubu. Kloub je tvotfen hlavici kosti stehenni a jamkou (acetanbulem). U
DKK neni hlavice stehenni kosti pevné a hluboko usazena v acetanbulu. Déale hlavice a
acetanbulum neni hladké, ale deformované. Tato deformace zplsobuje vétsi opotiebovani
kloubti a zvysuje tfeni (Storer et al., 2006).

Hlavni pfi¢inou vzniku DKK je dédi¢nost. Bylo zjisténo, ze pfi kiizeni dvou jedinct
bez nalezu DKK je pravdépodobnost, Ze bude mit potomek pozitivni ndlez v priméru 26%. U
dvou pozitivnich rodict je tato pravdépodobnost v priméru 77%. Pfi zhorSujicim se stavu
DKK u rodict roste i stupen postizeni u potomkt. Ke vzniku DKK pfispivaji u Sténat faktory
jako je chybné utvareni acetanbula (aplazie, hypoplazie), zpozdéna osifikace kycelni hlavice,
nedostatecné osvaleni panevni oblasti a koncetin, sakralizace posledniho 7. bederniho obratle
a jeho spojeni s kosti kiizovou. U §ténat by se mél hlidat obsah energie v krmivu, spravny
pomér vapniku a fosforu a vitamin C, ktery je potiebny pro syntézu kolagenu, a tak spravnou
tvorbu kosti. Dale je tieba Sténatim do 6 mésici veéku, co nejvice omezit aktivity, které
intenzivné namahaji klouby jako je naptiklad béh u kola (Hyclova, 2006).

Klinické pfiznaky se nemusi vzdy projevit u mladého jedince. ZaleZi na stupni
dysplazie (lehky, stfedni, t€Zky) a fyzického namahani jedince a tyto faktory ovliviuji, kdy se
dysplazie projevi. Konzervativni 1é¢ba je podobna jako u artrozy. Je tfeba hlidat vahu jedince,
kontrolovat pohyb psa. Nejlepsi je pravidelny pohyb, ktery je potieba i pro cviceni svali a
zamezuje ztuhlosti kloubii. Naopak prospé&Sny pohyb je plavani a pohyb na mékkém
podkladu. Stejné jako u artrézy se pacientovi mohou podévat rizna nesteroidni antiflogistika
a analgetika pro zmirnéni bolesti. Dale se podavaji chondroprotektiva, ktera podporuji
regeneraci kloubni chrupavky (Slaby, 2011).

Operativni feSeni je také mozné. Jednou z ucinnych metod, ktera se provadi u sténat
do 4 mésicli véku, je juvenilni symfyziodéza. Plisobenim vysokofrekvencniho elektrického
proudu se zpusobi termické poSkozeni riistové zony v misté panevni spony stydké. Panev
pfestava v misté panevniho dna rist, ale zbytek déle roste. Takto uméle modifikovana panev
umoziiuje lepSi prekryti hlavice kycelni jamkou. Tato metoda umozZiiuje zlepSeni obou
ky¢elnich kloubt (Slaby, 2011).

Dalsi vyuzivanou metodou, ktera lze vyuzit u starSich §ténat nejcastéji do 1 roku, je

trojitad osteotomie panve. Divodem pro zvoleni této metody je nedostatecné zanoteni kloubni
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hlavice do jamky i pfesto, Ze jamka je dost hluboka a velika. Naopak nedostatecné vytvorena
jamka a jiné deficity jsou zabranou pro Gspé$nost této metody. Principem této metody je
preruSeni panve na tfech mistech a to kosti sedaci, kycelni i stydké. Toto pieruseni umoziuje
natoceni acetabula tak, aby okraj jamky lépe ptekryval hlavici kosti stehenni. Po nalezeni
spravné polohy jamky dochazi k fixaci pomoci kostnich Sroubd, ploténky a drati. Tento
zékrok je mnohem naro¢néjsi jak casové, tak na pozadavky vybaveni a zkuSenosti operatéra
rezim do doby tplného zhojeni panve (Slaby, 2011).

Dalsi moznosti je DARtroplastika. Jedna se o transplantaci spongidznich a
kortikalnich kostnich $tépi z panevniho kiidla do oblasti kloubni jamky. Takto presunuté
Stépy prodluzuji kloubni jamku a tim zabranuji vykloubeni kycelni hlavice. Pacienty jsou
nejCastéji mladi psi s pokrocilou dysplazii kycelniho kloubu, doprovdzenou deformaéni
artrézou a pacienti s tézkou subluxaci, dale psi jakéhokoliv v€ku s tézkou artrozou, u kterych
neni mozno pouzit endoprotézu. Mozna je také resekce hlavice, pii které dochazi k odfiznuti
kloubni hlavice. Tim se odstrani zdroj bolesti a po case dochézi k tvorbé fibrézniho spojeni.
Vznika tzv. pakloub. Tato metoda je vhodna pro psy s vysokym stupném artrozy a bolesti.
OvSem tuto metodu lze vyuZzit jen u pst do 15 kg. Dulezita je hlavné vhodné a trpéliva
rekonvalescence (Slaby, 2011).

Definitivni feSeni je pak totalni kloubni ndhrada (endoprotéza). Tato operace je vysoce
naro¢na jak financ¢né, tak technicky a personalné. Chirurgicky jsou odstranény artrézou silné
deformované ¢asti hlavice a jamky a jsou nahrazeny umélou nahradou. Endoprotéza se sklada
ze dvou komponent, stehenni a panevni. Jamka se nahrazuje polyethylenovou jamkou a
hlavice kovovou protézou. V piipadé¢ nekomplikovaného prubéhu, je pacientovi umoznén
zcela bezbolestny pohyb. OvSem pacienti jsou pro tento typ zakroku dikladné vybirani
(Slaby, 2011).

Dysplazie loketniho kloubu (DKL)

Utinek MSCs z kostni diené na 1é6¢bu dysplazie loketniho kloubu zkoumali Bezdgk a
Musil (2015). Dva a pal rokt stara fena labradorského retrivra byla na kliniku v Ceském
Brodé¢ ptivedena s potizemi s kulhanim na levou hrudni koncetinu, které ptetrvavalo posledni
Ctyfi mésice. Majitelé pozorovali zhorSeni stavu po pohybové aktivité. Klinické vySetfeni
prokézalo kulhani 2. stupné na levou hrudni koncetinu, zbytnélost loketniho kloubu s ¢astecné

omezenym rozsahem flexe a extenze. Rentgenové snimky prokazaly dysplazii loketniho
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kloubu s diagnézou processus coronoideus isolatus - FCP (fragmented media coronoid

process). Prava koncetina byla bez nélezu.

Obr. 4: Levy loket — na snimku jsou patrné Obr. 5: Pravy loket bez nélezu

degenerativni artrotické zmény patrné

Po provedeni artroskopie levého loketniho kloubu a odstranéni volného fragmentu se
pacientilv stav vyrazné zlepSil. Pouze po véEtSi ndmaze se objevilo mirné kulhani.
Preventivnim podavanim chondroprotektiv se tento stav podatilo udrzet nasledujici dva roky.
Postupné se stav zhorSoval a jiz se zaCalo objevovat kulhani 3. stupné. Poté, co bylo
vyzkouSeno nékolik nesteroidnich antiflogistik bez znadmky zlepSeni, se majitelé rozhodli
pfistoupit k terapii kmenovymi buitkami.

Odbér kostni diené byl proveden v celkové inhalacni anestézii. Odebrany vzorek byl
pfedan certifikované laboratofi pro kultivaci kmenovych bunék. Za 16 dni byla ptipravena
bunécna suspenze Cisté kultury autolognich MSC. Jedna davka pro tento piipad ¢inila 1,5 ml,
coz predstavovalo pfiblizné¢ 10 milionti bun€k. Pacient byl po aplikaci kontrolovan v intervalu
6,12, 16 a 24 tydnt.

Prvni znamky zlepSeni stavu majitelé pozorovali jiz 4 tydny po aplikaci. Kontrola po 6
tydnech ukazala zlepSeni kulhani z 3. stupné na 1. stupen. Za dva mésice kulhani vymizelo
uplné a flexe a extenze loketniho kloubu nevyvolavaly projevy bolesti. Rozsah pohybu byl
vsak stale ¢astecné omezen. Stav bez kulhani vydrzel rok od aplikace, kdy po velké namaze,
doslo opét k projevim kulhani 1. stupné. Pacient velice dobfe reagoval na podani

nesteroidnich antiflogistik. V soucasné dobé (2 roky od zahajeni 1écby), je stav pacienta
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udrzovan preventivnim podavanim chondroprotektiv. Nebyly pozorovany zadné nezadouci

ucinky spojené s 1écbou MSC (Bezd€k a Musil, 2015).

3.2.4 Osteochondréza

Onemocnéni kloubnich chrupavek hlavné dlouhych kosti postihuje zejména rostouci
velké a obfi plemena pst. Na vzniku se podili hned nékolik faktorti jako je dédi¢nost,
plemenna piislusnost, vyziva a rychlost ristu. Hladka kloubni chrupavka pokryvajici kost
zajistuje bezproblémovy pohyb kloubu. Kloubni chrupavka je zvlh¢ovéana kloubni tekutinou
(synovii) a tim brani pfed poskozenim kosti pfi narazech. Pokud dojde k poskozeni hladkého
povrchu chrupavky nebo neni dostatek kloubni tekutiny, pohyb se stava bolestivym (Ytrehus
et al., 2007).

U osteochondrézy dochazi pod vlivem nezadoucich faktor na chrupavkach kloubnich
ploch dlouhych kosti k poruse v pfeméné rtstové chrupavky v kost. Dochazi k zesileni
chrupavky a nedostatecnému spojeni chrupavky s kosti a tim i nedostateénému prokrveni.
Vlivem S$patného prokrveni se chrupavce nedostava dostatek vyzivy a tim dochazi
k nekrotizaci tkané. Tato odumiela ¢ast chrupavky se mize po nevhodném pohybu odlomit a
tim se uvolnit do kloubni dutiny. Toto cizi téleso zplisobuje bolestivost a nestabilitu kloubu. U
nelécenych piipadi dochdzi ¢asem ke vzniku artrozy. Odlouceny fragment chrupavky se Casto
zvetSuje vlivem ukladani vapniku. Nejvice byva postizen kloub ramenni, kolenni, loketni a
hlezenni (Ytrehus et al., 2007).

U zvifat Casto pozorujeme obdobi s vyrazné&jSim kulhanim a obdobi, kdy jedinec
nemusi viibec kulhat. Toto stfidani je zptisobeno zménami v poloze odlomeného fragmentu
V kloubni dutin€. V pozdéjsim véku se kulhani ve vétSiné piipadl zesiluje vlivem zvétSeni
fragmentu a naslednych artrotickych zmén. Nejcastéji timto onemocnénim trpi plemena jako
je bernsky salaSnicky pes, némecké doga, némecky ovc¢ak, rotvajler, zlaty retrivr a irsky setr.
OvSem onemocnéni bylo zjisténo i u mensich plemen psu, jako je border kolie, bigl,
kokrS$panél a whippet. S osteochondr6zou se miZzeme setkat i u kocek. Mnohem castéji se toto
onemocnéni vyskytuje u samcti nez samic. U hlezenniho kloubu je to vSak naopak. Pocatek
nemoci lze diagnostikovat ve staifi 4 mésici, ovSem vétSinou je to kolem 10. mésice stari
(Musil, 2015, pers. comm.).

Pokud dojde k casné diagnostice, je mozné pristoupit ke konzervativni 1écbé. Ta
spoc¢iva v klidovém rezimu na 4-8 tydnti. Je zapotiebi nemocnému jedinci zabranit v béhani,

skakani a jinych pro kloub naro¢nych pohybt. Béhem tohoto rezimu jsou psovi podavana
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chondroprotektiva, ktera obsahuji latky potiebné pro regeneraci chrupavky. Déle je dobré
psovi hlidat dietu. Hlidat by se m¢l i pfijem vapniku. Nadmérny piijem vapniku podporuje
rozvoj osteochondrozy. Jelikoz se toto onemocnéni vétSinou nepodafi diagnostikovat
v takovou dobu, aby zabrala konzervativni 1écba, ve vétSin¢ piipadi se pfistupuje
Kk chirurgickému feSeni. V praxi se jedna o psy star§i 7 mésici. Pfi operaci se odstrani
uvolnény fragment chrupavky, znekrotizovana ¢ast chrupavky a je mozné oziveni tkan¢ pod
defektem, kdy dojde k navrtani kosti. Zptisobené krvaceni umoziuje rychlejsi hojeni vyplnéni
defektu fibrozni chrupavkou (Hyclova, 2006).

Na konci roku 2011 byla na veterinarni kliniku v Ceském Brodé piedvedena dvouleta
fenka border kolie Abby. Majitelka pozorovala potize s pohybovym aparatem projevujici se
potizemi se vstdvdnim na ob¢ zadni koncCetiny, Casté sedani na prochazkach a rychla
unavitelnost. Po del$im odpocinku se projevila ztuhlost kloubt. Klinické vySetfeni prokazalo
kulhani 2. stupné na ob¢& zadni koncCetiny a zkraceny krok panevnich koncetin. Dale se
prokazala bolestivost obou kycelnich kloubti na extenzi s omezenym rozsahem extenze.
Rentgenové snimky ukézaly ptitomnost dysplazie kyCelniho kloubu s tvarovymi zménami
v obou kycelnich kloubech s vyskytem osteoartritickych zmén. V levém kolennim kloubu
byla diagnostikovana osteochodralni (OCD) léze na lateralnim kondylu femuru

s kalcifikovanym volnym fragmentem (Bezdék a Musil, 2015).

Obr. 6: RTG — patrna dysplazie Obr. 7: sipka ukazuje kalcifikovany fragment

kycelniho kloubu odloucené kloubni chrupavky

V inhala¢ni anestézii byla chirurgicky oSetiena OCD léze. Podatilo se odstranit volny
fragment. Defekt na lateralnim kondylu femuru byl jiz obnoven vazivové chrupavéitou tkéni.
Pfi tomto zakroku se rovnou odebrala kostni dient z proximalni ¢asti pravého humeru.

Celkovy objem odebrané kostni dfené¢ cinil 60 ml a byla pfevezena do certifikované
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laboratofe ke kultivaci. Za tfi tydny byly zpétné aplikovany davky o objemu 1,5 ml s obsahem
10 milionti bunék do obou kycelnich kloubi a levého kolenniho kloubu. Pacientovi byl podan
carprofen injekéné ihned po aplikaci MSC a dalsi dva dny v tabletové formé.

Majitelka pozorovala zlepSeni od 4. tydne po aplikaci kmenovych bunck. Prvni
kontrolni Klinické vysetfeni prob&hlo 6 tydni po aplikaci. Bylo prokazano zlepSeni kulhani na
1. stupenl a pfi maximalni extenzi byla pozorovdna mirna bolestivost v obou kycelnich
kloubech. Pfi vySetfeni po 3 mésicich od aplikace nebylo pozorovano kulhani. VySetfeni
kycelnich kloubu bylo bez bolestivosti i pies ¢astecné omezeny rozsah pohybu. Opakovana
vySetfeni po 4 a 6 mésicich od 1é¢by pomoci MSC se projevilo jako trvale zlepSeni
zdravotniho stavu pacienta. Bez projevi kulhani a bolestivosti v obou kyéelnich kloubech a
kolennim kloubu pfi maximalni flexi a extenzi. Pacient je pravidelné kontrolovan kazdy rok a
stav je setrvaly 1 po 3 letech od aplikace MSC. Nebyly pozorovany zadné vedlejsi uc¢inky
1écby kmenovymi buiikami (Bezdek a Musil, 2015).

Utinek MSC na 1é¢bu defektt kolenich kloubti u mini-prasat zkoumal Negas et al.
Experiment byl provadén na 40 miniprasatech pochazejicich z certifikovaneho chovu
z Ustavu zivocisné fyziologie a genetiky AV CR v Lib&chové. VEk prasat se pohyboval od 5
do 7 mé&sicti. Hmotnost prasat byla v rozmezi od 14 do 22 kg. Do této studie bylo zatfazeno i
20 prasat z ustavu v Libéchové. U deseti z nich byly na levém kolenim kloubu vytvotreny 4
iatrogenni defekty (dva na medialnim a lateralnim femoralnim kondylu a dva na medialni a
lateralni stran¢ sulcus trochlearis kosti stehenni), které naruSovaly celou tloustku chrupavky
az k subchondralni kosti. Pro tcel této studie byly kolenni klouby hodnoceny pouze z hlediska
hojeni defekt chrupavky na medialnim a lateralnim kloubnim hrbolu. Prasata byla rozdélena
do tii skupin podle zptisobu 1é¢by a typu defektu chrupavky.

Do prvni skupiny (A — 10 prasat) byla zafazena prasata, ktera méla defekt chrupavky
na medidlnim kloubnim hrbolu kosti stehenni a byla 1é¢ena pomoci MSC na kolagen-
chitosanovém nosici. Ve druhé skupiné (B — 10 prasat) byla prasata s defektem kloubni
chrupavky na lateralnim hrbolu kosti stehenni. U této skupiny byl aplikovan pouze nosi¢ bez
MSC. U dalsich 10 prasat (skupina C) byly na zatézové plose lateralniho hrbolu stehenni kosti
cirkularnim skalpelem vytvofeny defekty o priméru 6 mm a subchondrilni kost byla
poskozena metodou mikrofraktury. Laterdlni artrotomie levého kolenniho kloubu byla
provedena v oblasti lateralniho kloubniho hrbolu stehenni kosti u skupiny A. Chrupavka a
subchondralni kost byly navrtany do hloubky 12 mm a kolagen-chitosanovy nosi¢ s obsahem
MSC byl umistén do takto vytvofeného defektu. U skupiny B byl postup stejny s tim

rozdilem, ze zakrok byl proveden na medidlnim kloubnim hrbolu. Aplikovan byl pouze
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kolagen-chitosanovy nosi¢ bez MSC. Zvifata byla utracena 16 tydnu od zakroku a povrch
chrupavky v misté defektu byl hodnocen makroskopicky.

Pro obarveni byl pouzit hematoxylin-eozin. Pro ovéfeni piitomnosti extraceluldrni
matrix v hyalinni chrupavce byla pouzita metoda barveni PAS (Periodic Acid-Schiff) reakce a
imunohistochemické protildtka pro detekci kolagenu typu II. Pro hodnoceni kvality noveé
vznikajici chrupavky bylo vyuzito kombinace vysledkl histologické a imunohistochemickych
analyzy. Misto barveni safraninem O, byla pouzita PAS reakce a puvod chondrocyti
nalezenych v defektech chrupavky byl potvrzen barvenim MSC pomoci CM-Dil.

Nové vytvorend tkan vypliujici defekt kloubni chrupavky v pfipadu skupiny A byl
v 60 % piipadd hladky. U zbylych 40 % jedinct povrch vykazoval makroskopické eroze,
fisury ¢i osteofyty. V piipadu skupiny B a C byly tyto makroskopicky viditelné eroze, fisury
¢i osteofyty pfitomné u vSech sledovanych ptipadi. Histologické a imunohistochemické
vysledky analyzy podle modifikované klasifikace O’Driscolla ukazaly vyrazny rozdil u
sledovanych skupin. Skupiny A 1écena MSC osdzenym nosi¢em dosahla skére 14,7+3,82.
Ostatni dv¢ skupiny nevykazovaly vyrazny rozdil. Skupina B, které byl aplikovan pouze nosic¢
bez MSC, dosahl bodové hodnoceni 5,3+2,88 a skupina C oSetfena metodou mikrofraktury
podobné hodnoceni 5,2+0,64. Imunohistochemickd analyza ve vSech piipadech potvrdila
alespon malé mnozstvi kolagenu II. U skupiny A vSak toto mnozstvi bylo znatelné vyssi nez u
ostatnich dvou skupin. U 89 % prasat ze skupiny A imunofluorescen¢ni analyza ukazala
fluorescenéné znafené bunky na CM-Dil. U zbylych dvou skupin tyto buiky nebyly
pozorovany (Tab. 4 a 5).

Autofi prokazali, ze MSC na kolagen-chitosanovém nosi¢i maji schopnost vyplnit
defekty chrupavky kolenniho kloubu hyalinni chrupavkou, na rozdil od totoznych nosi¢t
implantovanych bez MSC, kde byly defekty vyplnény fibrozni chrupavkou, které vykazovaly

horsi vysledky jak makroskopické, histologické tak i imunohistochemické.

3.2. 5 Imunitné zprostredkovana polyartritida

Jedna se o zanétlivé onemocnéni, které postihuje klouby. Toto onemocnéni postihuje
vice kloubtll najednou. Zanét je zpiisoben invazi bilych krvinek z krve do kloubu. Nejcastéji se
jedné o neutrofily, které bojuji proti bakteriim a jinym cizorodym ¢&asticim. Pfi destrukci
cizich ¢astic uvoliluji do okoli latky pro okolni tkan Skodlivé. ZvySeny pocet bilych krvinek
V kloubni tekutiné zptsobuje otok a bolestivost kloubli. Pribéh je obvykle akutni a rychle se

rozvijejici (Stull et al., 2008).

25



Imunitné zprostfedkovana polyartritida se mize projevit jako nasledek jiné nemoci.
Pokud nemoc zpiisobi imunitni reakci a regulace je poskozena, imunitni systém zacne bojovat
nejen proti primarni chorobg, ale za¢ne napadat i vlastni tkané. Nemoci, které vyvolavaji tuto
reakci, jsou ty, které obvykle vyvoldvaji silnou imunitni reakci, jako jsou infekcéni
onemocnéni a rakovina. Infekéni onemocnéni je nejCastéji zplisobeno bakteriemi, které
prenaseji klistata. Pii rakoviné je mozné, aby imunitni systém fungoval v takové mite, ze
dojde k napadeni kloubti. Pokud se neprokaze, ze polyartritidu zpisobuje jiné onemocnéni,

jedna se o primarni (idiopatickou) polyartritidu (Stull et al., 2008).

3.2.6 Poskozeni Slach a vazu, fraktury kosti

K témto poranénim muze dojit u jakéhokoliv zvifete bez ohledu na jeho vék. Nejvyssi
poskozeni §lachy je jeji ruptura. Narugeni §lachy mize byt &asteéné i Gplné. Castdji k nému
dochéazi u Slachy, ktera je postizena zanétem, ale mize k nému dojit i po mechanickém
narazu. Casto se s poranénim $lach a vazu setkavame u koni. Nejéast&jsi postizené méekké
tkané u sportovné vyuzivanych koni jsou slachy povrchového ohybace prsti a 1éze zavésného
vazu. Slachy a vazy se hoji pomalu a vétsinou nejsou schopny se navratit k pivodni elasticité
a pruznosti. Dlouhd doba rehabilitace a Casty vyskyt recidivy po navraceni jedince do Zivota
pfed zranénim brani uspéSnému léceni pacienta. Béhem procesu hojeni, kdy probihd zanétliva
reakce, dale dominuje fibroplazie. Tento proces hojeni je spiSe nahrazovani hypercelularni
tkani, kterd neni dostateCn¢ organizovana, nez proces regenerace. U takto zhojené Slachy
mizeme pozorovat zvySenou ztuhlost a sniZzenou elasticitu (Richardson et al. 2007).

Nejvice jsou zatim prozkoumany a lécebné vyuZivany v problematice $lach a vazl
MSC odebrané z kostni diené a tukové tkané. Zda se vsak, ze se podafilo nalézt i jiné zdroje,
které budou v budoucnu pouzitelné pro stejny uUcel. Mezi tyto buinky patii naptiklad

extrafetalni kmenova buniky nebo fetalni kmenové buniky (Cremonesi et al., 2013).

MSC a lécba Slach

Po aplikaci MSC do poranéné Slachy se tyto builky pfeméiuji na tenocyty. Tenocyty
jsou zékladni stavebni buniky Slachy. Tyto bunky tvofi kolagenni vldkna prvniho typu, ktera
navraci §lase jeji plivodni elasticitu a pruznost. Takto vznikld nova §lacha je stejné¢ho slozeni

jako tkan ptuvodni a tim se snizuje riziko vzniku recidivy a sekundarnich onemocnéni.
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Rychlost a ucinnost 1écby dédva moznost sportovnim konim vratit se zpét na drahu
(Chaudhury, 2012).

Mezi extrafetalni zdroje MSC, které Ize odebirat neinvazivni metodou, patii pupe¢ni
Snura, a to jak tkan, tak 1 krev a amnion. Bunky izolované z pupecni tkané jsou heterogenni, a
proto tvoii rychle proliferujici populace (Corradetti et al., 2011). Dosud nebyly tyto buiky v
klinické praxi vyuzity, ale Carrade et al. (2011) aplikovali alogenni a autologni konské MSC
odebrané z pupe¢nikové krve nebo tkané pupeéni $idry. Buiiky injikovali do zdravych kloubt
koni, aby otestovali imunologickou odpovéd’ na tyto typy bunék. Nebyl pozorovan rozdil
mezi zanétem vyvolavajici autologni a alogenni zpiisob implantace. Vyvolany zanét byl
klinicky mirny a nezptsobil zadné potize s chlizi a jina pohybova omezeni. Je proto ziejmé,
ze MSC odvozené z extrafetalni tkdn¢ nevyvolavaji zadnou akutni imunitné zprostfedkovanou
odpovéd’. MSC odvozené z amnionu jsou jiz praxi klinicky vyuZivany.

Terapeutickou aplikaci u koni s poranénim $lach provedla Lange - Consiglio et al.
(2015), v Italii a porovnavala uc¢inek MSC odebranych z kostni dfen¢ a amnionu (AMSC)
Vv 1é€b¢ poranéni Slach a vazl u koni. Ke svému pokusu pouzila celkem 92 sportovnich koni
s poranénim $lach, které diagnostikoval stejny veterinarni lékat. Koné byli rozdéleni do 6
skupin podle stupné postiZeni §lachy. Vybrani jedinci museli mit ultrazvukem detekovatelnou
Iézi v kategorii 4-6. Tyto kategorie byly oznaceny jako mirna (stupen 4), stfedné tézka (stupen
5) a tézka (stupen 6). Koné byli rozdéleni do dvou ndhodnych skupin. Skupina A (51 koni)
byla lé¢ena pomoci alogennich rozmrazenych AMSC. (Tab. 6). Zbylych 44 koni lécili
Cerstvyymi MSC odebranymi z kostni diené (Tab. 7). V kazdé skupiné byli jedinci, ktefi
provozovali rizné sportovni discipliny. Interval mezi poranénim a aplikaci byl u AMSCs 6-15
dni a u MSC z kostni dfené¢ 16-35 dni. Po aplikaci byly koncetiny obvazany sterilnim
obvazem po dobu 48 hodin a kon€ béhem tohoto ¢asu odpocivaly v boxu. Nasledn¢ byl konim
upraven pohybovy rezim. Po dobu dalSich 15 dnli byli vodéni 15 minut denn¢ a dalSich 15 dni
antibiotika. Rok po aplikaci byli koné¢ kontrolovani jak klinicky, tak ultrazvukem pfiblizné
jednou mésicné. Dalsi kontrola prob&hla 2 roky po tom, co se koné navratily ke svému
tréninku, pokud ovSem nedoslo k recidivé.

Kazdému koni bylo odebrano ptiblizné 28 ml kostni dfené. Vzorky byly kultivovany
26 dni a podatilo se ziskat v priméru 8 x 10° bun&k. Doba popula¢niho zdvojeni byla 3,42+/-
0,22 dni.

Alogenn¢ transplantované AMSC konim ze skupiny A byly dobie tolerovany. Po

aplikaci nebyly pozorovany zanéty v kloubech, ani bolestivost a to i piesto, Ze konim nebyla
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podavana nesteroidni antiflogistika. Pacienti byli schopni chiize a ostrého obratu brzy po
aplikaci kmenovych bunék. VSichni kong, kterym se aplikovali AMSC, se vréatili ke své
predchazejici aktivité za 4-5 mésict po aplikaci. S vyjimkou jednoho parkurového koné, ktery
uhynul 3 mésice po aplikaci v disledku stievni koliky. Dva drezurni koné se op€tovné zranili
po navratu ke sportu. Nebyla zjisténa korelace mezi vékem jedince a vznikem recidivy, ovSem
byla zjiSténa mezi vznikem recidivy a sportovnim vyuzitim koné. Dva roky po aplikaci
AMSC byl vyskyt recidivy 4 %. U drezurnich koni byl vyskyt Cast&jsi a to 14,29 %.
Ultrazvukové vysledky jedincu, ktefi meéli stejné poranéni Slachy, ukazalo aktivnéjsi a
rychlejsi hojeni u téch jedinct, kteti byly lé¢eni AMSC.

Doba potfebna pro zotaveni pomoci AMSC a MSC odebranych z kostni diené je
podobna (v obou skupinach koni je minimalni doba rekonvalescence 4 mésice). OvSem
vyskyt recidivy byl znateln¢ nizs$i u 1é¢by s AMSC. U 1é¢by pomoci AMSC byl vyskyt
recidivy 4 %, kdezto u MSC odebranych z kostni diené 23,08 % (Tab. 8). Je mozné, Ze tento
vysledek je zplisoben moznosti aplikovat AMSC jesté pred zacatkem strukturdlnich zmén
v poranéné Slase. Prodlouzena potiebna doba pro kultivaci MSC z kostni dfen¢ in vitro,
zkracena doba vhodna pro implantaci bunék a pravdépodobné v diisledku ne zcela optimalni
regeneraci jsou jedinci nachylngjsi k recidivé zranéni. Takto Spatné regenerovand tkan miize
ztratit svou ptivodni pruznost a tim se muze stat funkéné méné vykonna nez zdrava Slacha

V praxi jsou ovSem stale nejvice vyuzivané MSC odebrané z kostni diené. Lécba je
zdlouhavd, protoze rist buné€k in vitro vyZaduje alespon 3 tydny kultivace. Béhem této doby
se na SlaSe zacinaji objevovat ultrastrukturdlni zmény, které ovliviluji regeneraci tkané a
zvySuji riziko vzniku recidivy. Cilem bunécné terapie je obnovit pivodni strukturalni a
biomechanickou funkci poSkozené tkané Slachy. Je tedy dulezité, aby aplikace MSC probéhla
co nejdiive po akutni zanétlivé fazi jesté pred tim, nez dojde k migraci fibroblastii a tvorbé
nové fibrozni tkané v misté poranéni. V praxi to znamena nejpozdéji 30 dnt od urazu (Fortier
a Smith,2008).

Zcela vSak neni objasnéno, zda lécebny ucinek MSC spociva ve schopnosti
diferenciace bunék do tenocytli a stim spojenou tvorbou extraceluldrni matrix, nebo spise
produkci rastovych hormont, které dale stimuluji buniky uvnitt $lachy (Chong a Chang,
2009). Je také mozné, ze oba tyto faktory piisobi soucasné (Fortier a Travis, 2011).

Casna implantace AMSC je vyhodngjsi pro hojeni §lachy sniZenim zanétu, aktivaci
nativnich kmenovych bunék a podporou produkce kolagenu a dalSich bilkovin extracelularni
matrix (Reed and Leahy, 2013). AMSC se zdaji byt primitivnéj$i nez dospélé bunky jedince.

To umozZiuje jejich vétsi transplantovatelnost v porovnani s kmenovymi bufikami kostni
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diené (Guest et al., 2010). Porovname-li kon¢ ve studii Lange-Consiglie et al. (2015), kteti
méli stejna poranéni Slachy a byli léCeni ve stejném Casovém intervalu, zjistime, ze 1écba
AMSC je u¢inngjsi nez 1éba autolognimi MSC z kostni difené. AMSC pouzivané ke studii
byly kryoprezervované, a i pfes to, ze takto zpracovanym buiikkdm se sniZuje schopnost
proliferace, vykazovaly stale vyssi efektivitu 1é€by nez Cerstvé odebrané MSC z kostni diené.

V nékterych studiich uptfednostiuji jednokrokovou izolaci MSC z kostni dien¢, kdy
buiikky nepodléhaji laboratorni manipulaci, kterd omezuje proliferacni a funkéni moznosti
MSC z kostni diené. Prodlouzena kultivace muze vést ke snizenému lécebnému potencialu.
Tato metoda umoziiuje aplikaci malého mnozstvi bunék a nasledné produkci bunék, které jsou
minimalni bunéénou manipulaci a bez rizika bunééné transformace béhem ristu in vitro

(Koch et al., 2009).

3.3 Terapie kmenovymi bunkami v humanni mediciné

Stejné jako ve veterinarnim lékafstvi, tak 1 v humanni mediciné, se v souc¢asné
dobé zavadi terapie pomoci kmenovych ¢i progenitorovych bunék do klinické praxe.
V Iékatské praxi je vSak situace odliSna, protoze pouziti bunéénych ptipravkl je ve vétSing
ptipadd regulovano zakonem o 1é¢ivech (Zakon ¢. 378/2007 Sb.). To znamena, ze kazdy
ptipravek v jednotlivych indikacich musi byt hodnocen v klinickych studiich, nez se dostane
do bézného uzivani. Klinické studie maji za ukol zajistit zejména bezpecnost, ucinnost a
terapeuticky efekt pro pacienta ve srovnani s dosavadni standardni 1é¢bou. Proces hodnoceni
ptipravku v klinickych studiich je velmi zdlouhavy a komplikovany, a proto nelze bunéénou
terapii doposud rutinné vyuzivat.

V nékterych vyjime¢nych piipadech lze bunétné piipravky pouzivat piimo bez
nutnosti klinickych hodnoceni a toto pouziti je regulovdno zdkonem o lidskych tkénich a
bunkach (Zakon ¢. 296/2008 Sb.). Jedna se zejména o ptipravky odvozené z tukové tkané
ur¢ené pro kosmetické ucely (vyplné vrasek, augmentace prsou ¢i jinych podkoZnich
nerovnosti atd.) nebo z kostni dfené uréené pro podporu hojeni kritické koncetinové ischemie
(viz. stanovisko SUKL). Zadny z téchto piipravku nesmi byt zasadné manipulovan (buiiky
nesmi byt kultivovany) a buniky musi slouzit v misté aplikace ke stejné zakladni funkci, k jake
slouzily v ptivodni zdrojové tkani. O tom, podle jakého zakona bude pouziti bunécného
ptipravku s obsahem kmenovych bun€k regulovano, rozhoduje bud’ Statni ustav pro kontrolu
1é¢iv Ceské republiky nebo vyssi evropska instance European Madicine Agency(EMA).

Hlavni oblasti, které jsou intenzivné zkoumany v souvislosti s kmenovymi bunikami u

Cloveka, jsou poruchy pohybového aparatu (stejné jako u =zvifecich pacientl),
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neurodegenerativni onemocnéni, rizné typy ischémii, poranéni patete, diabetes apod. Obecné
Ize fict, ze moznosti vyuziti téchto ptipravki jsou teprve zkoumany, proto se 1ze setkat s celou
fadou klinickych  studii, které se =zabyvaji zcela odliSnou problematikou

(www.clinicaltrials.gov).

Stejné jako ve veterinarnim Iékafstvi, tak i1 zde je mozné vyuzivat buiiky autologniho
nebo alogenniho ptivodu. Objevuji se i prvni studie s indukovanymi pluripotentnimi buikami
(iPSC). Autologni piipravky jsou vice akceptovany z duvodu jejich tplné shodnosti s darcem
(stejny pavod). Na druhou stranu alogenni ptfipravky se mohou dlouhodobé uchovavat
Vv kryokonzervovaném stavu a byt pouzity v pfipad¢ akutni potfeby bez nutnosti odbéru
zdrojové tkané a nasledné dlouhodobeé kultivace napt. akutni infarkt myokardu, kdy je nutno
zahdjit terapii v co nejkratsi dobé (Rigol et al., 2014). Jako zdrojova tkan mutze slouZit kostni
dien, tukova tkan, pupecnikova krev, ale i napiiklad stimulovana periferni krev. Jaka zdrojova
tkan bude pouzita, se ve vétSing pfipadd odviji od Gcelu, za jakym maji byt izolované buniky

pouzity.

3.3.1 Onemocnéni pohybového aparatu

kultivované MSC kostni diené.

Wakitani et al. (2002) se zabyval G¢inkem MSC z kostni difené pti 1écbeé defektu
kloubni chrupavky u lidi. Studie se zG¢astnilo 24 pacientl s osteoartrézou v kolennim kloubu.
VSsichni pacienti podstoupili osteotomii. Nakultivované buiiky kostni diené¢ byly vlozeny do
kolagenového gelu a transplantovany do kloubni chrupavky u 12 pacienti. Zbylych 12
pacientl slouZilo k porovnani u¢inku. U pacientd lécenych MSC se jiz po 6,3 tydne zacina
objevovat bila mekka tkan pokryvajici defekt. Po 42 tydnech lze pozorovat zacinajici tvorbu
chrupavky podobné plivodni hyalinni chrupavce. I kdyz se klinické zlepSeni u obou skupin
vyrazné nelisi, artroskopické a histologické vysetieni bylo u pacientti Ié¢enych MSC vyrazné
lepsi. O dva roky pozdéji Wakitani et al. (2004) prokazal vyrazné klinické zlepSeni u dvou
pacientt (26 let - muz, 44 let - zena) s defektem koleni chrupavky za vyuziti stejné metody
jako v predeslé studii. Za 6 mésict po transplantaci se klinické symptomy (bolest, schopnost
chiize) vyrazné zlepsily. Klinické zlepSeni trvalo v jednom piipad¢ 4 roky a ve druhém 5 let a
9 mésicl po transplantaci.

Kuroda et al. zkoumali uc¢inek MSC na kolagenovém nosi¢i pii 1écbé defektu
chrupavky kloubu u hrace juda (31 let). Za sedm mésict artroskopie odhalila tvorbu hladké

tkan¢ v misté defektu. Histologické testy prokazaly vyplnéni defektu tkani podobné ptvodni
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hyalinni chrupavce. Po roce se pacient vratil na svou ptredchazejici sportovni uroven a nebyly
pozorovany zadné komplikace spojené s 1écbou MSC.

Emadedin et al. zkousel G¢inek MSC po intraartikularni injekci. Studie se z(castnilo 6
zen, které mély osteoartrozu kolene. Rok od transplantace nebyly pozorovany zadné lokalni
ani systémové nezadouci Ucinky. Bolest, schopnost chlize a celkovy funk¢ni stav kolene se
zlepsil az na 6 mésict od aplikace, poté se ptiznaky mirné zhor$ily. Porovnani magnetické

resonance pred a po aplikaci potvrzuje, Ze poskozena chrupavka regeneruje.

MSC 7 tukové tkané

Park se zabyval vyzkumem MSC izolovanych z tukové tkané (ADMSC) a jejich
vyuzitim pro onemocnéni spojené s pohybovym aparatem. Tento Gcinek demonstroval na
Ctyfech pacientech, dva z nich trpéli osteonekrozou hlavice femuru pravé kycle a zbyli dva
byli diagnostikovani s osteoartrozou kolena. Pacientim byli aplikovany kmenové buiky
obohaceny krevni plazmou. Vysledky magnetické resonance prezentoval jako vyrazné
zlepSeni u vSech pacientd. OvSem nelze pouze na zakladé magnetické rezonance posoudit
opravdovy stupeii zlepSeni.

O rok pozdgji Koh a Choi aplikovali ADMSC s obohacenou krevni plazmou 25-ti
pacientim s osteoartrozou kolena. Dalsi dvé injekce obohacené krevni plazmy byly
aplikovany tydné. Vysledky porovndvali s kontrolni skupinou pacient,, kterym byla
aplikovana pouze obohacena krevni plazma bez MSC. U sledované skupiny byly vysledky
podle Lysholma a Tegnera a VAS analyzy (visual analogue scale) vyrazné lepsi nez u
kontrolni skupiny. Pfitom piedoperacni vySetfeni pomoci stejnych metod prokazalo horsi
vysledky u sledované skupiny. Nebyly pozorovany vyrazné klinické rozdily mezi obéma

skupinami, nicméné skupina lé¢ena pomoci MSC vykazovala vétsi zlepSeni.

3.3.2 Neurodegenerativnhi onemocnéni

Amyotroficka lateralni skler6za (ALYS)

ALS je rychle se rozvijejici neurodegenerativni onemocnéni postihujici motorické
neurony s naslednou funkéni ztratou. Vlivem postupného odumirani motorickych neuronti
dochézi ke svalové slabosti az atrofii. Pacienti v pozdé&jSich stadiich nemoci zistavaji
paralyzovani ovSem jejich psychické vnimani byva neposkozeno. Lidé s ALS umiraji

nejcastéji do 5 let od diagnostiky onemocnéni, kdy jiz nedokédzi ovladat dychaci svalstvo.
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Ptesné pficiny vzniku onemocnéni nejsou u 90% ptipadi objasnény. Zbylych 10% ptipadii
maji genetickou formu ALS (Turner et al., 2013).

Jelikoz neni zndma presna pficina vzniku onemocnéni, neexistuje zadna G¢inna
1é¢ba ALS. U pacientli v pocatecnich stadiich nemoci se pouziva Iék rilutek s t¢innou latkou
riluzol. V roce 1993 byl oficialné publikovan patent spolecnosti Rhone-Poulenc Rorer S.A. na
1écbu ALS riluzolem, ktery prodluzuje zivot pacientii az o 3 mésice nez u pacientli, kterym
bylo podavéno placebo. Tento piipravek inhibuje zpracovani glutamatu (zakladni excitaéni
neurotransmiter v CNS). Pravé o glutamatu se piedpoklada, ze hraje vyznamnou roli
V bunééné smrti a je tak zodpoveédny za rozpad motorickych neuroni. Dalsi podpiirné metody,
které mohou pacienti podstoupit jsou naptiklad dechova cviCeni, uzivani 1éku proti bolesti,
vitaminy skupiny E a B, kreatin a koenzym Q10.

Terapie kmenovymi bunikami se zda byt slibnou alternativou pro boj s timto
onemocnénim a to diky svému potencilu v obnové bunék. Nekolik studii prokazalo, ze MSC
odebrané z kostni dfené vedou ke zlepSeni zdravotniho stavu pacienta, ale vSe je jen ve stadiu
klinickych pfiprav. Bunétna terapie se zaméfuje na dvé moznosti jak bojovat proti této
nemoci. Prvnim zpiisobem je nahrazeni po$kozenych motorickych neuronti. Ovsem dosahnout
tohoto cile nese nutnost piekonani nejednoduchych piekazek, proto se ¢asto schyluje ke druhé
moznosti a to snaze 0 zvysSeni ochrany neuroni. To by se mohlo dit pomoci ndhrady

podpurnych bunék jako jsou astrocyty a oligodendrocyty (Kan et al., 2007).

Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je neurodegenrativni onemocnéni postihujici osoby nad 65 let.
Jedna se o jednu z nejéastéjsich forem demence a to az z 80%. Je charakteristicka postupnym
snizovanim mentalni funkce vetné ztraty paméti a kognitivnich schopnosti. Pfesné pticiny
vzniku tohoto onemocnéni nejsou dosud zcela objasnéni.

V mozku pacientd trpicich alzheimerovou chorobou byl objeven protein tzv.
betaamyloid, vyplilujici prostory mezi neurony a klubka vldken proteinu ,tau“ , ktery se
nachdzi v okoli neuronti. Tyto proteiny pusobi cytotoxicky a dochazi k postupnému
zmenSovani az smrti neurontl. Nejprve jsou postizena centra zodpovidajici za pameét’ a jazyk a
postupné je postizen cely mozek. Nervové drahy jsou naruseny snizenou koncentraci
acetycholinu v mozku, ktery je dilezitym neurotrasmiterem (Galimberti a Scarpini, 2010).

Doposud nebyl nalezen 1€k, ktery by dokazal zastavit postup Alzheimerovi choroby.
Existuji vSak farmakologické 1 nefarmakologické metody 1€¢by, které pouze zmirnuji klinické

symptomy. Nedokézou vSak zastavit ¢i alesponi zpomalit zmény probihajici na neuronech
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v mozku. A proto terapie pomoci kmenovych bunék nabizi slibny zpusob 1é¢by Alzheimerovi
choroby.

Terapie kmenovymi bunkami se ubira dvémi sméry. Prvni smér vede K podpoie
aktivace endogennich kmenovych bunék a tim regeneraci. Druhym zptisobem by mohla byt
regenerace poSkozenych bunék transplantovanymi kmenovymi bufikami. Bae et al., nedavno
publikovali tspéch pii 1é¢bé Alzheimerovi choroby u mysi pomoci MSC odebranych z kostni
diené. Potvrdili tim u¢inek MSC na depozita betaamyloidu a jeho odbourévani.

Parkinson

Parkinsonova choroba je dalSim neurodegenrativnim onemocnénim, charakteristicka
motorickymi systémovymi poruchami. Vznik onemocnéni pfimo souvisi $nadmérnym
ubytkem bunék v &asti sttedniho mozku nazvané substantia nigra. Tyto odumirajici bunky
jsou zodpovédné za tvorbu dopaminu, coz je neurotransmiter zajiSt'ujici prenos signalit mezi
neurony. Doposud nebyla zjisténa piesna pti¢ina vzniku tohoto onemocnéni a proto neni ani
stanovena l1écba, ktera by zastavila postup této nemoci.

Zatim nejucinnéj§im 1ékem zmirnujici symptomy Pakinsonovy choroby je L-
Dopa, ktery je prekurzorem chybéjictho dopaminu. VSechny dostupné lécivé pripravky
kombinuji L-Dopa spolu s inhibitorem Dopa-dekarboxylazy, ktery zamezi pfeméné L-Dopa
na dopamin jiz na periferii. L-Dopa ma kratky polocas rozpadu proto se obvykle podava
Vv menSich davkach ¢astéji. Jeho ucCinek se vSak s dlouhodobym uzivanim snizuje a proto se
obvykle davky zvySuji a jsou podavany Castéji. Nezadouci uinky jsou pozorovany u vétSiny
pacientd dlouhodobé 1écenych L-Dopou. Mezi tyto pozdni komplikace patii naptiklad
dyskinézy, psychické poruchy a nahlé fluktuace ,,on-off**, kdy pacient ptechazi ze stavu dobré
hybnosti, do stavu omezené pohyblivosti. To je hlavnim divodem k hledani jinych zpiisobt
1é¢by Parkinsonovy choroby.

Fyzioterapie muize pacientovi oddalit symptomy onemocnéni. Pravidelné cviceni
napomaha udrzet a zlepsit svalovou silu, zachovat rozsah pohybu v jednotlivych kloubech.
Soucasti fyzioterapie je také dechové cvieni a rehabilitace feci. V ptipadech rychlého
postupu nemoci lze ptistoupit k chirurgickému feSeni, kdy lze zni¢it nebo naopak stimulovat
urcitou ¢ast mozku. K tomuto feSeni se ovSem pfiistupuje az ve chvili, kdy ostatni neinvazivni
metody nezabiraji.

Nejveétsi nadéje védei vkladaji do vyzkumu ESC a iPSC pro 1écbu Parkinsonovy

nemoci. Znaény pokrok byl dosazen pii vytvareni plné funkcnich dopaminovych neuront
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Z lidskych ESC. Pfedtim, neZ mohou byt tyto buiiky vyuzity pfi 1é¢bé Parkinsonovy nemoci je

tieba ovéfit jejich ucinnost na zvifecich modelech (Buttery a Parker, 2014).
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4. Zaver

Bunécéna terapie se zda byt nadéjnou moznosti pro boj proti nemocem, které doposud
nejsme schopni vylécit, pouze zpomalujeme jejich pribéh a tlumime piiznaky. VétSina
dosavadnich studii prokézala potencial kmenovych bun¢k v regeneraci poskozenych tkani, at’
uz se jedna o chrupavky, kosti nebo naptiklad nervovou tkan. Regenerativni medicina jako
rychle se rozvijejici interdisciplindrni obor, se zaméfuje pravé na obnovu poskozenych funkci
organd, tkani a bunék a miZze zahrnovat celou fadu raznych technologii, véetné bunécné
terapie.

Schopnost kmenovych bunék diferencovat do bunc¢k okolni tkdné, znich déla
jedine¢ny nastroj pro boj s témito chorobami, které zahrnuji degenerativni bunééné procesy.
Piisobenim téchto bunék dochazi k nastartovani a zesileni hojivych procest, které pomdhaji
obnovit poskozenou tkan. Hojeni poskozenych struktur tak probihé rychleji a prakticky bez
vedlejsich ucinkd, které s sebou miize nést zejména symptomaticka farmakologicka 1é¢ba.

V CR i ve svété probihaji v sou¢asné dobé stovky az tisice klinickych studii, které se
zamé&fuji na terapii kmenovymi buitkami v riznych indikacich. Cilem téchto studii je prokazat
zejména bezpecnost jejich pouziti a také ucinnost v jednotlivych indikacich a tim poznat
jejich skute¢né moznosti. Cesta k béznému pouzivani produkti na bazi kmenovych buné¢k je
vSak jesté¢ hodné€ dlouhd a trnita. Jejich pouzivani ve veterindrnim Iékatstvi u vySsich savci je
proto velmi dileZitym zdrojem nenahraditelnych informaci, na zékladé kterych lze alespon

castecné predikovat, jak se buniky budou chovat v lidském t¢le.
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Obrézky
Obr. 1: Dostupné z <www.cellmagel.cz>.

Obr.2: Dostupné z <http://www.impactaging.com/papers/v3/n5/full/100328.html|>.

Obr. 3: Dostupné z <http://www.sigmaaldrich.com/life-science/stem-cell biology/ipsc.htmlI>.

Obr. 4 — 7: Bezdek, D., Musil, R. 2015. Pouziti autolognich mesenchymalnich kmenovych
bunék z kostni diené¢ v 1é¢bé degenerativnich kloubnich onemocnéni u psu.
Veterinarni 1ékat. 13 (1). s. 7-14.

Grafy

Graf 1: Black, L.L.,Gaynor, J., Adams, C., Dhupa, S., Sams, A.E., Taylor, R., Harman,

S., Gingerich, D.A., Harman, R. 2008. Effect of Intraarticular Injection of Autologous
Adipose Derived Mesenchymal Stem and Regenerative Cells on Clinical Signs of
Chronic Osteoarthritis of the Elbow Joint in Dogs. Veterinary Therapeutics. 9 (3). s.
192-200.

Tabulky
Tab. 1

TABLE 1. Orthopedic Examination Scores (mean + SEM) in 14 Dogs with Osteoarthritis
of the Elbow Joint before and after Intraarticular Injection of Autologous Adipose
Derived Mesenchymal Stem Cells*

Lameness Lameness Pain on Joint Functional Composite
Time at Walk at Trot Manipulation Stiffness Disability Score
Baseline 2.7 £0.14 2.9 +0.08 2.1 +0.08 25 2015 3.0 +0.23 1591051
30 days 2.2 +0.20 DS e (A1) 1.8 +0.11 23 +0.14 2.2 +0.20 10.6 + 0.69
60 days 2.1 022 2.3+ 019 1.8 +0.13 2.1 +0.18 2.1 +0.20 10.3 + 0.79
90 days (780190, 2.0 +0.21 1.8 + 0.09 2.0+0.14 1.7 £0.18 9.2+0.70
180 days 1.7 +0.24 1.8 +0.25 1.8 +0.10 2.3 +0.16 1.6 +0.23 9.2 +0.82
SigniﬁcanceT P < .001 P=.002 P=.108 (NS) P=.002 P <.001 P <.001

*Individual scores for various parameters: lameness, 1 (normal) to 6 (nonambulatory); pain, 1 (no pain) to 3 (severe);
range of motion (stiffness), 1 (normal) to 4 (pain on any joint manipulation); functional disability, 1 (normal; no stiffness)
to 5 (does not want to walk); composite score maximum, 24.

TRepeated measures analysis of variance on ranks.

NS = not significant.

Zdroj : Black, L.L.,Gaynor, J., Adams, C., Dhupa, S., Sams, A.E., Taylor, R., Harman,
S., Gingerich, D.A., Harman, R. 2008. Effect of Intraarticular Injection of Autologous

Adipose Derived Mesenchymal Stem and Regenerative Cells on Clinical Signs of

45


http://www.cellmagel.cz/

Chronic Osteoarthritis of the Elbow Joint in Dogs. Veterinary Therapeutics. 9 (3). s.

192-200.

Tab. 2 Dostupné z <http://vet-stem.com/>.

Table 1 - Veterinary Orthopedic Assessments

Test-R

Pre-treatment]

Day 30

Day 60

Day 90

Day 180

Veterinary

Orthopedic Exam

Left Hip

Lame-walk

Not detectable

Intermittent

Persistent

Persistent-Non

Ambulatory w/assist

Non-ambulatory

Lame-Trot

Not detectable

Intermittent

Persistent

Persistent-Non

Ambulatory w/assist

Non-ambulatory

Pain on Manipulation

NG

No pain

Mild Pain

Severe Pain

Range of Motion

No limitation

Pain only at full

Pain at less than full

Pain at any attempt

Functional Disability

Normal activity

Slightly stiff gait

Stiff

Very stiff

Does not want to walk

Subjective

Worse

Unchanged

| Slightly improved

Good improvement

Excellent
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Table 1 Continued

Pre-treatment]

Day 30

Day 60

Day 90

Day 180

Right Hip

Lame-walk

Not detectable

Intermittent

Persistent

Persistent-Non

Ambulatory w/assist

Non-ambulatory

Lame-Trot

Not detectable

Intermittent

Persistent

Persistent-Non

Ambulatory w/assist

Non-ambulatory

Pain on Manipulation

No pain

Mild Pain

Severe Pain

Range of Motion

No limitation

Pain only at full

Pain at less than full

Pain at any attempt

Functional Disability

Normal activity

Slightly stiff gait

Stiff

Very stiff

Does not want to walk

Subjective

Worse

Unchanged

Slightly improved

Good improvement

Excellent

Tab. 3 Dostupneé z <http://vet-stem.com/>.
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Table 2 — Owner Quality of Life Assessments

Pre-treatment] Day 30 Day 60 Day 90 Day 180

Lame-walk

No problem 1 1 1 1 1

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Run

No problem 1 1

A little 2 2 2

Quite a bit

Severe

Won't do

Jump, eg car, furniture

No problem 1 1 1 1

A little

Quite a bit 3

Severe

Won't do

Tuming suddenly

No problem 1 1 1

A little 2 2

Quite a bit

Severe

Won't do

Get up from lying

No problem 1 1

A little 2 2 2

Quite a bit

Severe

Won't do

Lying down from stand

No problem 1 1 1 1 1

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Climbing stairs NA

No problem 1 1

A little 2

Quite a bit 3

Severe

Won't do
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Table 2 Continued

Pre-treatment|

Day 30

Day 60

Day 90

Day 180

Descen ding stairs

NA

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Squatting to urinate

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Stiffness in am

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Stiffness at end of day

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Difficulty-slippery floors

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Willingness to play-v

No problem

A little

Quite a bit

Severe

Won't do

Condition change

Become worse

No change

| Slightly improved

Marked improvement

Excellent

Energy level

Become worse

No change

Slightly improved

Marked improvement

Excellent
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Tab.4 a5

Macroscopic evaluation Group A Group B Group C
(transplantation of scaffold (transplantation of (micropicking)
+ MSCs) scaffold)

Smooth surface 60 0
Surface erosion/fissure
or osteophytes 40 100 100

Animal Group A Group B Animal Group C

(transplantation of (transplantation of (micropicking)
scaffold + MSCs) scaffold)
Ten tissue samples Ten tissue samples Ten tissue samples
PAS | THC | IFS PAS | IHC | IFS PAS | IHC | IFS

F 125 15 + ++ + 4 - -+ - E 56 5 - * -
F 186 14 + ++ + 5 - <F: - F 60 4 - + -
F 185 13 + ++ - 6 + ++ - E 11 3 - + -
F 127 16 + ++ + 7 - + - F70 5 - ++ -
F 197 18 + ++ + S - ++ - E 52 6 - + -
E:139 14 + ++ + 4 - + - F71 5 - ++ -
F 196 13 + ++ ¥ 6 - + - F 28 6 - + -
F 126 15 + ++ + 5 + + - F82 7 - + -
F 187 14 + +++ + 6 - * - F84 7 - + -
F 188 15 - + - 5 - + - E75 4 - + -

Zdroj: Necas, A., Planka, L., Srnec, R., Chrha, M., Hlu¢ilova, J.,

Klima, J., Stary, D., Kfen, L., Amler, E., Vojtova, L., Jan¢af, J.,

Gal, P. 2010. Quality of newly formel cartilaginous tissue in

defects of articular surface after transplantation of mesenchymal

stem cells in a composite scaffold based on colagen | with

chitosan micro- and nanofibres. Physiological Research. 59

(2010). s. 605-614.

50




Tab. 6

Pripad 1 Kulhavost Orok Zesileni
Disciplina Pocet koni Vék koni Poskozena | Konce- | Ano Ne Ano Ne Ano Ne Mirné Tézké
(celkem = (v letech) struktura tina léze léze
51)
Parkur 23 3-9 8 SL, 23f 74 7 7 1 7 1 4 4
13 SDFT 11 2 10 3 10 3 10
2 DDFT 1 1 1 1 1 1 2 0
Drezira 14 7-12 SSL, 4h, 3 2 3 2 3 2 2 3
9 SDFT 10f 6 3 6 6 3] 7 2
Viestrannost 4 4-8 4 SDFT 4f 1 3 1 3 1 3 3 1
Klusacké 3 3-8 15L, 1h, 0 1 0 1 0 1
dostihy 2 SDFT 2f 1 1 1 1 1 1 1
Rovinné 7 2-5 1 DDFT, ZiE 1 0 1 0 1 0 1 0
dostihy 6 SDFT 5 1 5 1 S 1 2

SL, suspensory ligament — zdvésny vaz, SDFT, superficial digital flexor tendon — slacha povrchového ohybace prstii, DDFT, deep digital

Tab. 7
Kulhavost Orok Zesileni

Disciplina Pocet koni Vék koni Poskozena | Konce- [ Ano Ne Ano Ne Ano Ne Mirné Tézké

(celkem = (v letech) struktura tina léze léze
44)

Parkur 14 4-9 4 5L, 14f 2 2 2 2 2 2 2 2
9 SDFT 4 5 4 5 4 5 3 6
1 DDFT 0 1 0 1 0 1 1 0
Drezira 12 8-12 4SL, 6h, 4 0 4 0 + 0 2 2
8 SDFT 6f 7 1 7 1 7 1 6 2
Viestrannost S 4-8 5 SDFT St 3 2 S 0 5 0 3 2
Klusacké 3 4-7 28SL, 2h, 1 1 1 1 1 1 1 1
dostihy 3 SDFT 3f 3 3 0 3 0 2 1
Rovinné 8 2-3 1 DDFT, 8f 1 0 1 0 1 0 1 0
dostihy 7 SDFT 4 3 4 3 4 3 4 3

SL, suspensory ligament — zdvéswy vaz, SDFT, superficial digital flexor tendon — slacha povrchového obybace prstii, DDFT, deep digital

Tab. 8
Skupina A (celkem = 50) Skupina B (celkem = 39)
Disciplina Pocet koni (%) Poskozena strukcura Pocet koni (%) Poskozena struktura
Parkur 1 mirna SL
/ = 2

0/22 (0,00) 3/12.(25,00) 2 tézka SDFT
Dreztra 114.(14.2 L 10 (44 44 1 mirna SDFT

2/14 (14,29) 2 tézka SDFT 4/9 (44,44) SRS SLET
Vsestrannost - 1 rézka SL

0/4(0,00) - 1/5 (20,00) 1 tézka SDFT

Klusacké dostihy 0/3 (0,00) - 0/5 (0,00) -
Rovinné dostihy 0/7 (0,00) - 1/8 (12,50) 1 tézka SDFT

SL, suspensory ligament — zdvéswy vaz, SDFT, superficial digital flexor tendon — slacha povrchového ohybace prstii, DDFT, deep digital

flexor tendon — slacha hlubokého o/Jjbd&' prsti

Tab. 6-8: Zdroj: Lange-Consiglio, A., Tassan, S., Corradetti, B., Meucci, A.,

Pereno, R., Bizzaro, D., Cremonesi,

F. 2015. Porovnani

mezenchymalnich stromalnich bun¢k odvozenych z amnionu a

kostni diené v 1€cbé poranéni vazl a Slach u koni. Veterinarni

lékar. 13 (1). s. 17-26.
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