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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiiky (MSC) se fadi mezi multipotentni kmenové buiky. Maji
schopnost diferencovat do mnoha bunéénych typt, podporovat angiogenezi, zvySovat preziti bunck
v poskozené tkani a modulovat imunitni odpoveéd’. Téchto funkei MSC se vyuziva pfi lécbe riznych
poranéni a nékterych onemocnéni. Tato prace charakterizuje MSC, zaméfuje se predevsim na jejich
energeticky metabolismus, konkrétné na zmény mezi glykolyzou a oxidativni fosforylaci pfi riznych
stavech MSC, béhem kultivace a po transplantaci. Na zavér jsou uvedeny dvé modulace metabolismu
MSC, modulace hypoxickym prostiedim a pfevedeni do klidového stavu deprivaci séra, které zvysuji

pteziti bunek v ischemickych podminkach, do nichz se MSC po transplantaci dostavaji.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, metabolismus, glykolyza, oxidativni fosforylace

Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) are classified as multipotent stem cells. They possess the ability
to differentiate into many cell types, promote angiogenesis, increase cell survival in damaged tissue and
modulate the immune response. These functions of MSCs are used in the treatment of various injuries
and some diseases. This work characterizes MSCs, with a focus on their energy metabolism, specifically
on the switch in their metabolic phenotype between glycolysis and oxidative phosphorylation in
different states of MSCs, during cell culture and after transplantation. Finally, two modulations of MSC
metabolism are presented, including cultivation in a hypoxic environment and quiescence induced by
serum deprivation, which increase cell survival under the ischemic conditions that MSCs enter after

transplantation.
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Seznam pouzitych zkratek

MSC — mezenchymalni kmenové burnky

HSC — hematopoetické kmenové bunky

SDF-1 — faktor 1 odvozeny od stromalnich bunék
IL — interleukin

TGF-B — transformujici rastovy faktor beta
PGE2 — prostaglandin E2

HGF — hepatocytarni riistovy faktor

IDO — indolamin 2,3-dioxygenaza

VCAM-1 — vaskularni bunécny adhezni protein 1
ICAM-1 — intercelularni adhezivni molekula 1
FasL — Fas ligand

FasR — Fas receptor

Treg — regulacni T-lymfocyty

GVHD — nemoc $tépu proti hostiteli

ATP — adenosintrifosfat

NAD", NADH — nikotinamidadenindinukleotid
Acetyl-CoA — acetylkoenzym A

ADP — adenosindifosfat

ROS — reaktivni formy kysliku

HIF-1 — hypoxii indukovany faktor 1

PDK1 - pyruvatdehydrogenaza kinaza

PDH — pyruvatdehydrogenaza

IF1 — inhibi¢ni faktor 1

LDH - laktat dehydrogenaza



1 Uvod

Mezenchymalni kmenové builky (mesenchymal stem cells — MSC) jsou buiiky schopné
proliferace a diferenciace do mnoha bunécnych typd, jako jsou napfiklad osteoblasty, chondrocyty
a adipocyty. Dale maji schopnost indukovat regenerativni mikroprostiedi. Produkuji fadu cytokint
a rastovych faktord, ¢imz moduluji imunitni odpovéd’, podporuji angiogenezi a zvySuji miru pieziti
bunek v misté posSkozeni. Diky svym vlastnostem maji znacny potencidl pro vyuziti v tkanovém
inzenyrstvi. Usp&ch 16¢by zalozené na MSC viak neni tak velky, jak se predpokladalo. Je to zptisobeno

pfedev§im vysokou umrtnosti kmenovych bun€k po transplantaci (shrnuto v: Salazar-Noratto et al.
2020).

MSC jsou standardné kultivovany pii 20 % kysliku. Po transplantaci se dostavaji do ischemického
prostfedi, kde jsou vystaveny velkému metabolickému stresu, ktery je spojen s nedostatkem zivin,
kysliku a hromadénim odpadnich latek, coz vyrazné snizuje jejich pieziti (Becquart et al. 2012). Bylo
zjisténo, ze hlavni pfic¢inou nizké Zivotaschopnosti transplantovanych MSC je nedostatek glukozy. Pii
nedostatku kysliku pfechazeji MSC na anaerobni metabolismus, jedinym zdrojem energie je pro n¢ tedy
glykolyza (Moya et al. 2018). Rada vyzkumnych tym@ zabyvajicich se problematikou MSC se
v posledni dobé zaméfila na studium jejich metabolismu. Ziskané poznatky by mohly pomoci

ke zlepSeni terapeutického potencidlu MSC (shrnuto v: Salazar-Noratto et al. 2020).

Cilem této bakalarské prace je shrnuti poznatkii o metabolismu MSC v riznych stavech
a prostredich, konkrétné se prace zaméiuje na glykolyzu a oxidativni fosforylaci. Na zaver jsou uvedeny
mozné modulace metabolismu, jeZ vedou ke zlepSeni pieziti bunék v ischemickém prostiedi, do néhoz

se MSC po transplantaci dostavaji.



2 Mezenchymalni kmenové bunky

V 70. letech 20. stoleti Alexander Friedenstein a jeho kolegové objevili v kostni dfeni MSC. Tyto
buiiky podobné fibroblastim byly popsany jako bunky schopné tvorby klonl a adheze na plastovy
povrch. Dale bylo zjisténo, ze za urcitych podminek maji schopnost diferencovat do bunék kostni tkan¢
(Friedenstein et al. 1970). Nazev mezenchymalni kmenové buiiky ziskaly od Arnolda Caplana o dvacet
let pozd¢ji (shrnuto v: Caplan 1990). Po rozpoznani jejich terapeutického potencidlu zacaly byt MSC

intenzivnéji studovany.
2.1 Vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék

MSC jsou schopné sebeobnovy a diferenciace. Jsou, stejn€ jako hematopoetické kmenové bunky
(hematopoietic stem cells — HSC), multipotentni, coZ znamena, Ze mohou dat vzniknout mnoha typiim
specializovanych bunék. Primarné diferencuji do bunék mezodermalniho ptivodu, jako jsou osteoblasty,
chondrocyty, adipocyty a myocyty (Friedenstein et al. 1970; Nakahara et al. 1990; Pittenger et al. 1999;
Gawronska-Kozak et al. 2007). Za specifickych podminek, které jsou urCeny piitomnosti urcitych
rustovych a dalSich faktord, mohou diferencovat i na dal$i bunééné typy, naptiklad buiiky podobné
hepatocytim, neurontim, epitelialnim bunkam renalnich tubulti a gastrointestinalniho traktu (Lee et al.
2004a; Sanchez-Ramos et al. 2000; Herrera et al. 2004; Okamoto et al. 2002). Genetické manipulace
umoziuji dalsi Gpravy, naptiklad lze z MSC ziskat buniky produkujici inzulin (Karnieli et al. 2007).

Diferenciacni potencial MSC je shrnut na obrazku 1.

V dosavadnich studiich nebyl objeven zadny specificky povrchovy znak pro MSC. Obecné lze
fici, ze velké procento MSC exprimuje molekuly CD90, CD73, CD105, CD44 a CD13, zatimco pouze
velmi malé procento exprimuje molekuly CD34, CD45, CD31, coz jsou znaky bun¢k hematopoetické
linie (Dominici et al. 2006). Dale byly prokazany nékteré rozdily v expresi povrchovych znaki
v zavislosti na tkani, ze které byly MSC izolovany. Exprese povrchovych molekul miiZze byt ovlivnéna
také kultivacnimi podminkami. Odlisné kultiva¢ni podminky v jednotlivych studiich tak mohou vést
k rozdilnym hodnotam udavajicim miru exprese daného znaku u urcitého typu MSC (Musina et al. 2005;

Schmelzer et al. 2019).
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Obrazek 1: Diferenciace MSC, prevzato a upraveno: (Dzobo 2021)

2.2 Vyskyt mezenchymalnich kmenovych bunék

MSC se nachazeji v perivaskularnich nikdch kmenovych bunék (Shi a Gronthos 2003). Niky
kmenovych bunck jsou charakterizovany mikroprostiedim, které je vytvafeno molekulami
extracelularni matrix, rozpustnymi faktory a interakcemi s okolnimi buiikami s cilem udrzet kmenové
bunky v nediferencovaném stavu. V ptipadé poranéni dochazi ke zméné faktort prostiedi, ktera zplisobi
aktivaci kmenovych bunék, jejich diferenciaci a naslednou opravu poskozené tkan¢ (shrnuto
v: Chacon-Martinez et al. 2018). Bylo prokazano, ze mnozstvi MSC v daném misté koreluje s hustotou
krevnich cév. Da Silva Meirelles a jeho kolegové porovnali dva vzorky tukové tkané, vysoce
vaskularizovany a malo vaskularizovany, a zjistili, ze ve vysoce vaskularizovaném vzorku je vé&tsi

vyskyt MSC (Da Silva Meirelles et al. 2009).

Prvni tkani, z niz védci izolovali lidské MSC, byla kostni dfen, kterou osidluji krome& MSC také
HSC (Pittenger et al. 1999). Pozdéji bylo zjisténo, ze se MSC vyskytuji téméf ve vSech tkanich. MSC
byly izolovany naptiklad z tukové tkané, §lach, synovialni membrany kloubu, zubni diené, pupecnikové
krve, plodové vody a placenty (Zuk et al. 2001; Salingcarnboriboon et al. 2003; De Bari et al. 2001;
Pierdomenico et al. 2005; Lee et al. 2004b; Fei et al. 2013; Miao et al. 2006). Kostni dfen neni Gpln¢
idealnim zdrojem lidskych MSC, a to z divodu pomérné malého vyskytu MSC v dané tkani a odbéru,
ktery je provadén vpichem punk¢éni jehly do panevni kosti v celkové anestezii. Jako vhodnéjsi tkané se

zdaji byt z hlediska dostupnosti tukova tkan ¢i placenta. Tyto tkan¢ lze oznacit za ,,lékarsky odpad*,



jenz je ziskan v ptipadé tukové tkadn€ po liposukei a v ptipadé placenty po porodu (in’t Anker et al. 2004;
Zuk et al. 2001). Buitky musi splnit alespoii minimalni kritéria pro to, aby byly charakterizovany jako
MSC. Tato minimalni kritéria zahrnuji schopnost adherovat k plastu a diferencovat na osteoblasty,
chondrocyty a adipocyty in vitro. Dale musi buiiky exprimovat povrchové molekuly CD90, CD73,
CD105 a pouze minimaln¢ exprimovat CD34 a CD45 (Dominici et al. 2006). Presto Ize mezi MSC
izolovanymi z riznych tkani nalézt rozdily. Jak jiz bylo zminéno vySe, mohou se lisit expresi nekterych

povrchovych molekul nebo potencidlem diferencovat na urcity bunéény typ (Kozlowska et al. 2019).

Mnozstvi MSC v organismu klesa se zvySujicim se vékem jedince. Dochazi ke starnuti bunék,
které je doprovazeno mnozstvim zmén v jejich vlastnostech a morfologii. MSC mladych jedinci
vykazuji typicky fibroblastovy tvar, u starSich jedinct jsou builky vice zplostélé a vétsi. Se zvySujicim
se vékem jedince klesa kromé poctu bunék i jejich schopnost proliferovat a diferencovat (Feng et al.

2014).
2.3 Funkce mezenchymalnich kmenovych bunék

MSC vykonavaji v organismu fadu funkci. Jsou schopné nahradit bunky poranéné tkan¢
diferenciaci do mnoha bunéénych typd, podporuji angiogenezi a pieziti bunék, inhibuji bunéénou smrt,
dale se podileji na tvorbé mikroprostiedi v hematopoetické nice kmenovych bunék a ovliviuji funkci
bunék imunitniho systému (Francois et al. 2013; Omatsu et al. 2010; Ren et al. 2010). K tomu vyuzivaji
rizné mechanismy, jez jsou zakladem fady terapii zaloZenych na MSC. Mezi dané mechanismy se fadi
piimé diferenciace, parakrinni aktivita, tvorba a uvolfiovani extracelularnich vackl, mitochondrialni
ptenos ¢i pfimy kontakt mezi MSC a cilovou butikou prostfednictvim povrchovych molekul (obrazek 2)

(shrnuto v: Fan et al. 2020).

imunomodulace e g
= : - )
angiogeneze, Cxae
@

J,_,‘..aa(\ » antiapoptoticka a
antioxidaéni funkce
)

parakrinni '
aktivita M
"'diferenciace

cilové bunky

/

Ux

: . bunécény integrace :
imunitni ' kontakt B -.-mtegracle
bunky /

endoteliaIni {. ‘. o0
bunky ) =\
cilova tkan

mezenchymalni
pfenos kmenové bunky
mitochondrii

extracelularni vacky

. = * @ e
- |
"*7\"'(\-' -0l 0 0

cilové bunky

cilové buiky
Obrazek 2: Mechanismy vyuzivané MSC, prevzato a upraveno: (Fan et al. 2020)
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Terapeuticky potencial MSC je pfikladan pfedevsim jejich reparacnim a imunomodulacnim

schopnostem (shrnuto v: Fan et al. 2020). Tyto dvé funkce MSC jsou vice popsany nize.
2.3.1 Reparace poSkozené tkané

Mezi vlastnosti MSC patti produkce riznych faktort a také diferenciace do mnoha bunécnych

typd. Téchto vlastnosti vyuzivaji pro opravu poskozené tkang.

Pfi poskozeni tkdn€ dochazi ke zméné okolniho prostfedi. V reakci na cytokiny a chemokiny
migruji MSC do mista poranéni. Bylo zjisténo, Ze jednim z hlavnich chemokinti podilejicich se na
navadéni MSC k poskozené tkani je faktor 1 odvozeny od stromdlnich bun¢k (stromal cell-derived
factor 1 — SDF-1), ktery se vdze na receptor CXCR4 (Oh et al. 2018). Poté, co MSC doputuji k poranéné
tkani, zacnou se podilet na jeji oprave. Diferencuji na potfebné bunécné typy, aby nahradily poskozené
buiiky. Vice nez piimou diferenciaci se MSC podileji na regeneraci produkci cytokinti, chemokinti
a ristovych faktorti, které podporuji angiogenezi a preziti bunek v misté poskozeni a potlacuji zanét

(Francois et al. 2013).
2.3.2 Imunomodulace

MSC maji také schopnost imunomodulace, podileji se na regulaci aktivity bunék vrozené
iadaptivni imunity. Produkuji mnozstvi rozpustnych faktord, které maji vliv na funkce bunck
imunitniho systému, naptiklad interleukin (IL)-6, IL-10, transformujici rlstovy faktor beta
(transforming growth factor beta — TGF-B), prostaglandin E2 (PGE2), hepatocytarni ristovy faktor
(hepatocyte growth factor — HGF) a indolamin 2,3-dioxygenaza (indolamine 2,3-dioxygenase — IDO)
(Bouffi et al. 2010; Németh et al. 2009; Nicola et al. 2002; Meisel et al. 2004). Produkce rozpustnych
faktortl neni jediny zplsob pouzivany MSC pii imunomodulaci. MSC vyuzivaji i pfimého kontaktu
s imunitni bunkou prostfednictvim povrchovych molekul. Piikladem jsou adhezivni molekuly
vaskularni bunécny adhezni protein 1 (vascular cell adhesion molecule 1 — VCAM-1) a intercelularni
adhezivni molekula 1 (intercellular adhesion molecule 1 — ICAM-1), jejichz exprese se u MSC
v zanétlivém prostiedi zvysuje, to vede k vyssi adhezi MSC k T-lymfocytlim, a tedy podporuje jejich
imunosupresivni ptisobeni (Ren et al. 2010). Jako dal$i je mozno uvést interakci mezi Fas ligandem
(FasL) na povrchu MSC a Fas receptorem (FasR) na povrchu T-lymfocytd. Tato interakce indukuje
apoptozu T-lymfocyti (Akiyama et al. 2012).

Obecné ptisobi MSC na bunky imunitniho systému supresivng, potlacuji proliferaci T-lymfocytt

a B-lymfocytt, diferenciaci B-lymfocyti na plazmatické bunky, podporuji tvorbu regulacnich

-----

et al. 2014). Shrnuti imunomodulacnich funkei MSC je zobrazeno na obrazku 3.
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Obrazek 3: Imunomodulacni funkce MSC; zkratky: IFN-y (interferon gamma), IDO (indolamin
2,3-dioxygendza), PGE?2 (prostaglandin E2), IL (interleukin), PD-L1 (ligand receptoru programované
bunécné smrti 1), PD-L2 (ligand receptoru programované bunécné smrti 2), miRNA (mikroRNA),
TGF-f (transformujici ristovy faktor beta), TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa); prevzato
a upraveno: (Song et al. 2020)

2.4 Vyuziti mezenchymalnich kmenovych bunék

Potencial MSC pro vyuziti v medicing je velky. Pro své vlastnosti jsou testovany k pouziti v 1é¢bé
ruznych typl poranéni a fady onemocnéni. Vzhledem k jejich schopnosti regenerovat poskozené tkané
je mozné je vyuzit k 1é¢be zranéni, jako jsou popaleniny, zlomeniny, poranéni kosternich svali a michy
(Oh et al. 2018; Mousaei Ghasroldasht et al. 2019; Merritt et al. 2010; Yang et al. 2018), ¢i nékterych
onemocnéni — infarkt myokardu, cévni mozkova ptihoda (Miyahara et al. 2006; Ikegame et al. 2011).
Imunomodula¢ni funkce MSC ma vyznam pii 1é€bé nemoci St€pu proti hostiteli (graft versus host

disease — GvHD) a autoimunitnich onemocnéni (Weng et al. 2010; Llufriu et al. 2014; Cai et al. 2016).

K 18.04.2022 bylo registrovano 1 317 klinickych studii testujicich vyuziti MSC v 1écbé tady
onemocnéni a poranéni, z toho je 382 studii faze I, 424 studii faze I/11, 249 studii faze II, 31 studii faze
1I/111, 54 studii faze 111 a 8 studii faze IV. Zbylych 169 studii neni zarazeno do zadné faze. 404 klinickych
studie vyuzivajici MSC byla zahajena roku 1995 a tykala se 1écby dédi¢ného onemocnéni osteogenesis

imperfekta. V obdobi od 01.01.2022 do 18.04.2022 bylo zahajeno 34 klinickych studii, pfevazné studie
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faze I a faze II. Jako piiklad 1ze uvést studie testujici aplikaci MSC pro 1é¢bu osteoporozy, diabetu,
roztrousené sklerdzy, amyotrofické lateralni sklerdzy, lupusu, zénétlivych stfevnich onemocnéni,

revmatoidni artritidy, poranéni mozku, poranéni michy a cévni mozkové piihody (zdroj: mesenchymal

stem cells - List Results - ClinicalTrials.gov).

3 Metabolismus

Kazda bunka ma v organismu urcitou funkci. Proto, aby mohla ptezivat a danou funkci vykonavat
pottebuje energii. Kazd4 funkce ma jiné energetické naroky a vyzaduje syntézu jinych molekul. Soubor
enzymatickych reakci, jimiz si buiikky potfebné molekuly vyrabi, se nazyva bunény metabolismus.

Metabolické drahy se déli na katabolické a anabolické. Katabolismus je soubor rozkladnych procest,

vvvvvv

vvvvvv

syntetizuji. Tato prace se zaméfuje na katabolické drahy, konkrétné na glykolyzu a oxidativni fosforylaci

(obrazek 4) a zmény mezi nimi u MSC v riznych stavech a prostiedich.

Pojmem glykolyza je oznaCovan soubor deseti enzymatickych reakci probihajicich v cytoplazmé,
pti kterych dochazi k preméné glukdzy na dvé molekuly pyruvatu. Béhem glykolyzy dochazi ke vzniku
¢tyt molekul adenosintrifosfatu (adenosine triphosphate — ATP), jenz je vyuzivan jako zdroj energie
v mnoha bunécnych procesech, a dvou molekul redukovaného koenzymu
nikotinamidadenindinukleotidu (nicotinamide adenine dinucleotide — NAD", v redukované formé
NADH). Dvé molekuly ATP jsou v reakcich spotfebovany. Celkovy energeticky zisk je tedy dvé
molekuly ATP na jednu molekulu glukézy. Nasledna pfeména pyruvatu zavisi na podminkach,
v anaerobnich podminkach je pfeménén za spotfeby redukovaného koenzymu na laktat, zatimco za
aerobnich podminek dochézi k oxidativni dekarboxylaci na acetylkoenzym A (acetylkoenzyme A —

acetyl-CoA), jenz vstupuje do Krebsova cyklu.

Krebstv cyklus je lokalizovan v mitochondrialni matrix. Jednd se o metabolicky dé&j zacinajici
pfenesenim acetylové skupiny z acetyl-CoA na oxalacetat za vzniku citratu a koncici regeneraci
oxalacetatu. V mezikrocich dochazi mimo jiné ke dvéma dekarboxyla¢nim reakcim, pfi nichz vznika
oxid uhli¢ity, a k oxidacim substratu, jez davaji vznik redukovanym koenzymiim. Ziskem jednoho cyklu

jsou dvé molekuly oxidu uhli¢itého, ¢tyfi molekuly redukovanych koenzymt a jedna molekula ATP.

Redukované koenzymy vzniklé v pfedchozich metabolickych drahach jsou oxidovany béhem
oxidativni fosforylace. Transmembranové proteinové komplexy piijimaji elektrony od redukovanych
koenzym a transportuji je pies dalsi pfenaSeCe az na kyslik, ktery reaguje s protony za vzniku vody.

Kromé pfenosu elektronti dochazi také k pfepumpovani protonti ptes vnitini mitochondrialni membranu


https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=mesenchymal+stem+cells&cntry=&state=&city=&dist=
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=&term=mesenchymal+stem+cells&cntry=&state=&city=&dist=

do mezimembranového prostoru, ¢imz se vytvari protonovy gradient. Vznikly elektrochemicky gradient
pohani syntézu ATP z adenosindifosfatu (adenosine diphosphate — ADP) a anorganického fosfatu, ktera
je katalyzovand mitochondrialni ATP syntdzou (shrnuto v: Dashty 2013). Celkovy energeticky zisk pti
aerobni respiraci je ptiblizn€ 32 molekul ATP na molekulu glukézy (Mookerjee et al. 2017).
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Obrdzek 4. Schematické znazornéni metabolismu glukozy pri riizné koncentraci kysliku; zkratky: ADP
(adenosindifosfat), ~ATP  (adenosintrifosfat), Pi  (anorganicky  fosfat), ~NAD', NADH
(nikotinamidadenindinukeotid), GLUT (prenaSec¢ glukozy), HIF-1 (hypoxii indukovany faktor 1), HK
(hexokindaza), LDHA (laktat dehydrogendza A), PDKI (pyruvitdehydrogendza kindza), PDH
(pyruvatdehydrogendza), PK (pyruvat kindza), G6PD (glukoza-6-fosfat dehydrogendza), ETC
(elektronovy transportni retézec); vlastni tvorba, cilem bylo vytvorit obrazek, ktery shrnuje zdkladni
metabolické drahy popisované v této prdaci a zmény mezi nimi pri riznych koncentracich kysliku
(vytvoreno v: BioRender.com)

3.1 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék

3.1.1 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék v klidovém stavu

Jak jiz bylo zminéno v kapitole o vyskytu mezenchymalnich kmenovych bunék, MSC se
v organismu nachazeji v perivaskularnich nikach kmenovych bun€k (Shi a Gronthos 2003). Vyskytuji
se zde v klidovém stavu, tedy v GO fazi bunééného cyklu, coz jim umoznuje udrzet si dlouhodobé
schopnost sebeobnovy. V pfipadé posSkozeni tkané reaguji na zménu okolnich faktor(, obnovuji
bunéény cyklus, proliferuji a diferencuji, ¢imz zajistuji reparaci poskozené tkané (shrnuto

v: Chacon-Martinez et al. 2018).



Prostiedi v perivaskuldrni nice kmenovych bunék je hypoxické (Spencer et al. 2014). MSC
v daném prostiedi uptednostniuji glykolyzu nad oxidativni fosforylaci. Nediferencované MSC vykazuji
ve srovnani s MSC diferencovanymi na osteoblasty zvySenou expresi glykolytickych enzymi, a naopak
sniZzenou expresi enzymu uplatiiujicich se pii oxidativni fosforylaci. Také u nich byla zjisténa vyssi
produkce laktatu (Chen et al. 2008) a odlisné struktura mitochondrii. U nediferencovanych MSC se
mitochondrie vyskytovaly jako jednotlivé organely, zatimco u diferencovanych MSC tvofily sit’. Fuze
mitochondrii a tvorba sité souvisi s aktivaci mitochondrii a zvySenim oxidativni fosforylace (Shum et al.
2016). Zvysena oxidativni fosforylace vede k zvysené produkci reaktivnich forem kysliku (reactive
oxygen species — ROS), a tedy i1 k vy$§imu oxidativnimu poskozeni bunék. Nizka aktivita oxidativniho
metabolismu u nediferencovanych MSC tudiz omezuje poskozeni bunék zprostiedkované ROS a to ma

za nasledek delsi zivotnost MSC (Estrada et al. 2012).

Na regulaci metabolismu se podili hypoxii indukovany faktor 1 (hypoxia inducible factor 1 —
HIF-1). Jedn4 se o transkripcni faktor, ktery je tvofen dvéma podjednotkami HIF-la a HIF-1p.
Podjednotka a je pfi dostatecné koncentraci kysliku polyubikvitinovana a degradovéana v proteazomu.
V hypoxickych podminkiach HIF-la degradaci unikd a translokuje do jadra, kde dimerizuje
s B podjednotkou. Vznikly heterodimer aktivuje transkripci mnoha gend, jako jsou naptiklad geny pro
nekteré enzymy glykolyzy a transportéry glukozy (Paloméki et al. 2013; Lavrentieva et al. 2010). HIF-1
tedy podporuje glykolyzu a inhibuje oxidativni fosforylaci. Jednim z efektorovych enzymt, na jehoz
transkripci ma vliv transkripéni faktor HIF-1, je pyruvatdehydrogenaza kinaza (pyruvate dehydrogenase
kinase — PDK1). Tento enzym je v MSC v hypoxickych podminkach vysoce exprimovan (Lavrentieva
et al. 2010). PDK1 fosforyluje a inhibuje pyruvatdehydrogenazu (pyruvate dehydrogenase — PDH) —
enzym katalyzujici pfeménu pyruvatu na acetyl-CoA. Inhibice PDH omezuje tok pyruvatu do Krebsova
cyklu a celkové snizuje mitochondrialni dychani (Papandreou et al. 2006). Regulace HIF-1
a metabolismu pfi riznych koncentracich kysliku je shrnuta na obrazku 4. Nediferencované MSC
vykazuji vysokou expresi HIF-1, ktera odpovida glykolytickému metabolismu téchto bunck
a pravdépodobné se podili na udrzovani multipotence. Paloméki a kolegové porovnali tii typy MSC
(MSC z dospélé kostni dfené, MSC z détské kostni dfené a MSC z pupecnikové krve) a zjistili, ze
vSechny typy vykazuji vysokou expresi HIF-1, a to i v normoxickych podminkach. Pouze vsak MSC
izolované z détské kostni diené a pupecnikoveé krve byly schopné stabilizace HIF-1 v normoxii. U MSC
izolovanych z dospé€lé tkan¢ byl vyskyt mRNA pro HIF-1 niZsi ve srovnani s dal§imi dvéma typy MSC,

coz zfejmé nestacilo na stabilizaci HIF-1 v normoxii (Palomaki et al. 2013).

Dalsim faktorem, ktery se podili na regulaci metabolismu MSC, je inhibi¢ni faktor 1 (ATPase
inhibitory factor — IF1). IF1 inhibuje funkci mitochondrialni ATP syntazy a tim zabrafiuje oxidativni
fosforylaci, jednd se tedy o jeden z hlavnich regulatorti aktivity mitochondrii. Exprese IF1 byla

potvrzena u nediferencovanych MSC, ne v8ak u MSC diferencovanych na osteoblasty. To odpovida



udrzovani glykolytického metabolismu u nediferencovanych MSC a naslednému zvySeni oxidativni

fosforylace beéhem diferenciace (Sanchez-Arago6 et al. 2013).
3.1.2 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék pri proliferaci

Proliferace MSC je nezbytna pro jejich sebeobnovu. Proliferujici MSC preferuji glykolyzu
(Dos Santos et al. 2010), a to i pies to, Ze je tato metabolicka draha ve srovnani s oxidativni fosforylaci
mén¢ ucinna, co se zisku energie tyce. Nizka energeticka ucinnost je vSak problém pouze pti nedostatku
energetického substratu. Pfi dostatku zivin je produkce ATP glykolyzou dostatecna pro udrzeni
proliferativniho stavu MSC (Liu et al. 2015). Dalsim divodem preference glykolytické drahy jsou
pozadavky délicich se bun¢k na syntézu makromolekul. Pfi mitéze dochazi ke zdvojeni veskerého
bunécného obsahu, a tudiz k velké potfebé nukleotidli, aminokyselin a lipidii (shrnuto v: Heiden et al.
2009). Prikladem metabolické drahy, ktera vyuziva jako substrat meziprodukt glykolyzy, je
pentdzofosfatova draha. Béhem této metabolické drahy dochazi k pteméné glukdzy-6-fosfatu na
ribézu-5-fosfat, jez je nezbytnd pro syntézu nukleotidii a koenzymt (obrazek 4). Inhibice enzymu
glukéza-6-fosfat dehydrogenazy, ktery katalyzuje prvni reakci pentézofosfatové drahy, vede ke snizeni
proliferace MSC, coz potvrzuje, ze odklon ¢asti glukozy-6-fosfatu z glykolyzy do pentozofosfatoveé
dréhy je pro delici se MSC nezbytny (Liu et al. 2015). Pfeména glukézy na oxid uhlicity prostiednictvim
oxidativni fosforylace by sice vedla k vy$s§imu zisku ATP, ale nebyl by k dispozici dostatek NADH
a uhlikatych latek pro syntézu makromolekul, které jsou béhem proliferace vyzadovany. Preference
glykolyzy také chrani MSC pted zvysenou produkci ROS, ktera je pfi¢inou vyssi bunécné senescence
(Liu et al. 2015). Bylo vSak zjiSténo, Ze pfidani antioxidantl brani prechodu z G1 faze do S faze
bunécného cyklu. Pfechodné zvyseni ROS je tedy nezbytné pro zahajeni proliferace MSC (Lyublinskaya
etal. 2015).

MSC pacientt s jaterni cirh6zou vykazovaly ve srovnani s MSC zdravych jedincl snizenou
schopnost piijimat glukozu, nizsi glykolytické rezervy a celkové pokles glykolyzy, a to i pfes zvySenou
expresi nékterych glykolytickych enzymt. Také u nich byla pozorovana nizsi schopnost proliferace. To

potvrzuje, Ze glykolyticky metabolismus je nezbytny pro udrzeni sebeobnovy MSC (Kumar et al. 2022).

3.1.3 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék pri diferenciaci
3.1.3.1 Osteogenni diferenciace

Béhem osteogenni diferenciace dochazi ke zvyseni mitochondrialni aktivity, ktera je mimo jiné
spojena s tvorbou mitochondrialni sit¢ (Shum et al. 2016). MSC diferencujici na osteoblasty pfeménu;ji
vEtsi mnozstvi pyruvatu na acetyl-CoA, ktery vstupuje do Krebsova cyklu. Tato reakce je katalyzovana

PDH, jejiz exprese je béhem osteogenni diferenciace zvySena. Ve srovnani s nediferencovanymi MSC
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produkuji diferencujici MSC méné laktatu, zatimco spotieba kysliku se u nich zvysSuje. VSechny tyto
poznatky odpovidaji pfechodu z glykolyzy na oxidativni fosforylaci (Chen et al. 2008). Informace
tykajici se zmény v poctu mitochondrii jsou nejednotné. Morganti a kolegové udavaji, ze v prubéhu
osteogenni diferenciace dochdzi ke zvysSeni poctu a objemu mitochondrii, avSak v pozdni fazi
diferenciace pocet mitochondrii opét klesa, coz je spojeno se zvySenou mitofagii (Morganti et al. 2020).
Zvyseni po¢tu mitochondrii pti diferenciaci pozorovali ve své praci také Pietild a kolegové (Pietild et al.
2012). Oproti tomu jiné studie nepopisuji zadnou vyraznou zménu v poctu mitochondrii béhem

osteogenni diferenciace (Shum et al. 2016; Sanchez-Arago et al. 2013).

Bylo prokazano, Ze osteogenni diferenciace je negativné ovlivnéna dysfunkci mitochondrii.
U mys$i s mutaci v mitochondridlni DNA polymeraze byl pozorovan nizsi pocet osteoblastd. Mutace
v mitochondridlni DNA se hromadi s vékem, to je spojeno s niz§im diferencia¢nim potencidlem MSC
do osteogennich bunécnych linii a s ubytkem kostni hmoty u starSich jedinct (Dobson et al. 2020; Pietila
et al. 2012). S veékem se také zvySuje mnozstvi intracelularnich ROS, u nichz byl zjistén inhibi¢ni vliv
na osteogenni diferenciaci (Chen et al. 2008). Na rozdil od toho ROS nesnizuji schopnost MSC
diferencovat na adipocyty (Higuchi et al. 2013). U jedinci s osteopordzou, onemocnénim pievazujicim
ve vy$§im veéku, byl pozorovan vysSi obsah adipocytti v kostni dieni a snizena schopnost tvorit
osteoblasty, coz odpovida vySe zminénym poznatkiim (Liao et al. 2013). ZvySujici se mitochondridlni
aktivita je spojena s vyssi tvorbou ROS, avSak béhem osteogenni diferenciace, kdy MSC ptechdzeji na
oxidativni fosforylaci, nebyl zaznamenan nartst ROS v buiice. Pfic¢inou toho je zvySend aktivita

antioxida¢nich enzym katalazy a superoxiddismutazy v prub&hu vzniku osteoblastl (Chen et al. 2008).

Exprese faktord HIF-1 a IF1, které se podileji na udrzovani glykolytického metabolismu u MSC,
je pfi osteogenni diferenciaci snizena a odpovida tedy preferenci oxidativni fosforylace u osteogenné
diferencujicich MSC. Omezeni oxidativni fosforylace zvySenim exprese HIF-1 vede k potlaceni
diferenciace MSC na osteoblasty (Shum et al. 2016; Sanchez-Aragd et al. 2013). Na regulaci
diferenciace MSC se podileji také meziprodukty metabolismu, v piipadé osteogenni diferenciace je
regulaénim meziproduktem citrat. Citrat vznik4d v mitochondrialni matrix v pribéhu Krebsova cyklu.
Nasledné je bud’ metabolizovan v Krebsové cyklu, nebo miize byt transportovan do cytosolu, kde je
pfeménén na acetyl-CoA ¢i a-ketoglutarat, které se podileji na regulaci stavu acetylace a metylace
histont. Blokace mitochondrialniho transportniho proteinu pro citrat inhibovala osteogenni diferenciaci
MSC, ale nijak neovlivnila diferenciaci na adipocyty, coz je dikazem toho, Ze transport citratu do
cytosolu, jeho pfeména na acetyl-CoA ¢i a-ketoglutarat a nasledna modifikace histond vedouci

ke zménam v genové expresi jsou nezbytné pro osteogenni diferenciaci (Morganti et al. 2020).
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3.1.3.2 Adipogenni diferenciace

Zmény v metabolismu, ke kterym dochazi béhem adipogenni diferenciace MSC, jsou velmi
podobné zménam doprovazejicim osteogenni diferenciaci. Zvysend exprese enzymu PDH u MSC
diferencujicich na adipocyty umoziiuje vstup pyruvatu do Krebsova cyklu. Nasleduje oxidativni
fosforylace, ktera je u adipogenné diferencujicich MSC také vyrazné zvysena. Zapojeni oxidativniho
metabolismu je spojeno s vyssi spotfebou kysliku a nizsi produkei laktatu. Adipogenni diferenciace je
doprovazena poklesem intracelularniho ATP, coz pravdépodobné souvisi s velkou spotiebou ATP na
syntézu mastnych kyselin nebo s vyssi aktivitou odptahujicich proteinti (Zhang et al. 2013). Stejné jako
u MSC diferencujicich na osteoblasty dochazi u MSC diferencujicich na adipocyty ke zvyseni poctu
a objemu mitochondrii, ve srovnani s osteogenni diferenciaci v§ak nedochazi u adipogenni diferenciace

k poklesu mitochondrii v pozdni fazi diferenciace (Morganti et al. 2020).

Pro indukci adipogenni diferenciace jsou nezbytné ROS, coz bylo potvrzeno piidanim
antioxidantd, které vedlo k omezeni adipogenni diferenciace. Piesto byla u MSC diferencujicich na
adipocyty prokazana zvySena exprese antioxidaCnich enzymt katalazy, superoxiddismutazy 2
a glutathion peroxidazy, jez slouzi k zabranéni oxidativniho poskozeni buiiky a piipadné bunécné smrti

(Higuchi et al. 2013).

Stejné jako u osteogenni diferenciace zpisobuje vystaveni hypoxickym podminkam spojené se

stabilizaci HIF-1 inhibici adipogenni diferenciace (Zhang et al. 2013).

3.1.3.3 Chondrogenni diferenciace

Osteogenni a adipogenni diferenciace jsou charakterizovany zvySenou oxidativni fosforylaci,
zatimco béhem chondrogenni diferenciace jsou MSC zavislé pfevazné na glykolyze (Meleshina et al.
2017). Hlavni metabolickou drahou vyuzivanou k produkci ATP u chondrocytil je také glykolyza.
Anaerobni metabolismus u chondrocytt a jejich prekurzort je uptednostiovan z diivodu jejich vyskytu

v avaskularni tkdni s nizkym obsahem kysliku (Nishida et al. 2013).

Béhem chondrogenni diferenciace nebyla pozorovana zvySena spotfeba kysliku. Vystaveni MSC
diferencujicich na chondrocyty hypoxickym podminkam nemélo na diferenciaci Zadny negativni vliv
(Pattappa et al. 2011), ba naopak, ve srovnani s kultivaci v normoxickych podminkach vykazovaly MSC

v hypoxii vys$si chondrogenni potencial (Silva et al. 2020).
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Obrazek 5: Schéma zobrazujici energeticky metabolismus v riiznych stavech MSC; zkratky: ROS
(reaktivni formy kysliku), HIF-1 (hypoxii indukovany faktor 1), OxFos (oxidativni fosforylace), SOD
(superoxiddismutaza), CAT (kataldza), GPx (glutathion peroxiddza); prevzato a upraveno: (Pouikli
a Tessarz 2021)

3.1.4 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék pfti kultivaci

Na lécbu zalozenou na MSC je potieba nékolik desitek az stovek miliont MSC (Park et al. 2018;
Hare et al. 2012). Koncentrace MSC v tkanich je pomémé nizka (Faustini et al. 2010; Tsagias et al.
2011), a proto nelze izolovat potfebné mnozstvi MSC od darce pro kazdou terapii. Aby bylo daného
mnozstvi dosazeno, je potfeba zvysit pocet MSC kultivaci in vitro. Standardné jsou MSC kultivovany
v normoxickych podminkach (20-21 % kysliku), kde je koncentrace kysliku ve srovnani
s fyziologickymi podminkami nékolikanasobné vyssi, coz vede ke zvySenému oxidacnimu stresu
a genetické nestabilité (Estrada et al. 2012). Bylo pozorovano, ze dlouhodoba kultivace za normoxie
zpusobuje zmény v morfologii MSC, snizuje jejich proliferaci a negativné ovliviiuje multipotenci
(Wagner et al. 2008). Laflaqui¢re a kolegové zjistili, Ze s piibyvajicim poCtem pasazi klesa také

imunomodulaéni schopnost MSC (Laflaquiére et al. 2018).

MSC jsou izolovany z hypoxického prostiedi, kde si udrzuji glykolyticky metabolismus, a to
predev§im prostiednictvim transkripéniho faktoru HIF-1 (Paloméki et al. 2013). Pii kultivaci se
dostavaji do normoxickych podminek. I pies vyssi koncentraci kysliku vyuzivaji MSC na pocatku

kultivace glykolyzu jako hlavni metabolickou drahu pro ziskani ATP. Pti dlouhodobé kultivaci piechazi
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MSC na oxidativni metabolismus, coz je spojeno se snizujici se aktivitou HIF-1 (Laflaquiére et al. 2018).
Vétsi podil Krebsova cyklu a oxidativni fosforylace na energetickém metabolismu MSC z pozdnich
pasazi vede k vyssi produkci ROS, jejimz ndsledkem je oxidativni poskozeni buné€k (Estrada et al. 2012).
Proto je v pozdnich pasazich vyrazn€¢ vysSsi procento senescentnich MSC, které vykazuji nizsi
prolifera¢ni rychlost (Laflaquiere et al. 2018). Metabolismus MSC je ovlivnén také hustotou bunck
v kultute. V kulturach s nizkou hustotou MSC byla namétena vyssi produkce laktatu, ale nizsi hladina
intracelularniho ATP a ROS ve srovnani s kulturami s vysokou hustotou bunék. Tyto informace
vypovidaji o vyssim podilu glykolyzy na tvorbé ATP pfi nizsi hustoté MSC, zatimco pfi vyssi hustoté
MSC prevlada oxidativni fosforylace. V kulturach sniz$i hustotou MSC bylo mensi mnozstvi
senescentnich bunék, na cemz ma podil glykolyticky metabolismus a také zvySena exprese
antioxidacnich enzymi, které snizuji negativni u€¢inky ROS. Piidani peroxidu vodiku nebo aktivace
PDH u MSC v takovéto kultute zvysily bunécnou senescenci, coz naznacuje, Ze oxidativni fosforylace

a ROS maji vyznamny podil na bunééné senescenci béhem expanze v kultute (Liu et al. 2015).

Védci maji snahu vylepsit kultivacni podminky MSC tak, aby se co nejvice podobaly
fyziologickému prostiedi, ve kterém se MSC v organismu nachazeji. To by mélo zabranit zménam,
k nimz béhem kultivace MSC za standardnich podminek dochazi. Jedna z moznych modifikaci
kultivacnich podminek je sniZzeni koncentrace kysliku. Béhem kultivace v hypoxii si MSC udrzuji
glykolyticky metabolismus spojeny s vysokou expresi a aktivitou HIF-1. ZvySena exprese byla
pozorovana také u enzymu PDK1, ktery brani pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA (Feng et al. 2021). Bylo
publikovano nékolik studii, které porovnavaji kultivaci MSC pii riznych koncentracich kysliku.
Vysledky ukazuji, ze MSC kultivované v hypoxii vykazuji delsi Zivotnost a vyssi rychlost proliferace
(Estrada et al. 2012; Feng et al. 2021). Existuji ale i studie s odlisnymi vysledky, naptiklad Pezzi
a kolegové nepozorovali zadny vyrazny rozdil v kultivaci MSC za hypoxickych (1-4 % kysliku)
a normoxickych (21 % kysliku) podminek, coz mohlo byt zpisobeno kratkou dobou kultivace, kdy MSC
v normoxii jeSt¢ nezvySily aktivitu oxidativni fosforylace (Pezzi et al. 2017). MSC kultivované
v hypoxii vykazuji také vyssi produkei nekterych cytokintl, chemokinii a ristovych faktori, ktera je
pravdépodobné spojena se zvySenou expresi HIF-1 a vede ke zvySeni imunosupresivniho
a angiogenniho potencilu takto kultivovanych MSC. Jako priklad Ize uvést zvysenou produkci IDO,
jez vede k vyssi schopnosti MSC indukovat vznik Treg, nebo zvySenou produkci CCL2 a IL-6, ktera
schopnost potlacit proliferaci CD8+ a CD4+ T-lymfocyt byla u MSC kultivovanych v hypoxickych
i normoxickych podminkach stejnd (Martinez et al. 2017; Kadle et al. 2018).
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3.1.5 Metabolismus mezenchymalnich kmenovych bunék po transplantaci

Transplantované MSC jsou vystaveny ischemickému prostiedi, jez je charakterizované nizkou
koncentraci kysliku a nedostatkem zivin. Pfitom prave kyslik a ziviny jsou dva hlavni faktory ovliviujici
energetické metabolické drahy. Pozadavky MSC na energii pro zékladni procesy nezbytné pro pieziti
bunck ptfevysuji energii, kterou jsou MSC schopné v ischemii vytvofit. Tato nerovnovdha mezi
poptavkou a nabidkou energie vede k smrti velkého procenta MSC jiz béhem prvniho tydne po

transplantaci (obrazek 6) (Moya et al. 2018).

Vysoka exprese HIF-1 a laktat dehydrogenazy (lactate dehydrogenase — LDH), stejn¢ jako
snizena aktivita mitochondrii jsou ditkazem, ze MSC v témét anoxickém prostedi vyuZzivaji k ziskani
ATP anaerobni glykolyzu. Dalsi diikaz preference glykolyzy jako metabolické drahy zajistujici preziti
MSC v anoxii pfinesl pokus, v némz byly postupné inhibovany proteiny uplatilujici se v glykolyze,
Krebsové cyklu a oxidativni fosforylaci. Inhibice Krebsova cyklu a oxidativni fosforylace nijak
neovlivnila zivotaschopnost MSC, zatimco inhibice glykolyzy vyrazné zvysila bunéénou smrt (Moya

et al. 2018; Nuschke et al. 2016).

Koncentrace kysliku ma velky podil na regulaci metabolickych drah MSC, v hypoxickych ¢i
anoxickych podminkach pfechazi MSC na anaerobni metabolismus. Analyza vyuziti riznych substratt
metabolickych drah vedla k zavéru, ze glukdza je téméf jedinym substratem vyuzivanym MSC v anoxii,
a je tedy zasadni pro pieziti MSC (Nuschke et al. 2016; Deschepper et al. 2013). Intracelularni rezervy
glukézy a ATP jsou u MSC pomérné nizké — zasoby glukézy jsou vyCerpany béhem jednoho dne
a zasoby ATP nevystaci na vice nez tfi dny v ischemii. MSC tedy spoléhaji na extracelularni glukozu.
Proto jsou schopné prezit i v ischemickém prostiedi v ptipadé, Ze jim je glukdza dodavana (Moya et al.
2018). Pokud jim ale gluk6za dodavana neni, dochazi u transplantovanych MSC k velkému poklesu

zivotaschopnosti (Deschepper et al. 2013).
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Obrazek 6: Graf znazornujici pokles zivych MSC v ¢ase po prechodu ze standardnich kultivacnich
podminek do ischemického prostredi; zkratky: HIF-1 (hypoxii indukovany faktor), OxFos (oxidativni
fosforylace), AMPK (5 adenosinmonofosfat-aktivovand protein kinaza) mTOR (mechanisticky cil
rapamycinu); prevzato a upraveno: (Salazar-Noratto et al. 2020)

4 Modulace metabolismu

Vysoké umrtnost MSC po transplantaci je hlavni problém snizujici aspéch terapii zalozenych na
MSC. Vyzkumné tymy pfiSly snkolika metodami, které by mohly zvySit miru preziti
transplantovanych MSC, napftiklad rizné zptisoby dodavani glukozy a kysliku transplantovanym MSC
nebo modulace metabolismu MSC podporujici jejich ptizptisobeni v ischemickém prostiedi (shrnuto
v: Salazar-Noratto et al. 2020). Vice o0 mozné modulaci metabolismu MSC je uvedeno v nasledujicich

kapitolach.
4.1 Modulace metabolismu hypoxickym prostredim

Jednou zmoznosti, jak lze snizit Umrtnost transplantovanych MSC, je jejich kultivace
v hypoxickych podminkéch. MSC kultivované pied transplantaci po dobu 48 a vice hodin v hypoxii
vykazovaly az dvakrat vy$si miru pfeziti po Sesti dnech v ischemii ve srovnani s MSC, které¢ byly

kultivované za standardnich podminek (Beegle et al. 2015). Jak jiz bylo zminéno, hypoxické prostiedi
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je u MSC spojené s vysokou expresi HIF-1 a preferenci anaerobni glykolyzy (Chen et al. 2017a), jejimz
substratem je gluko6za a produktem je laktat. Spotieba glukozy, a tudiz i produkce laktatu byla u MSC,
které byly kultivované 48 a vice hodin v hypoxii, v ischemickém prostfedi vyrazné snizena, coz
vypovida o zpomaleni metabolismu u takto kultivovanych MSC. Pomalejsi spotieba glukdzy vede
k dostupnosti glukdzy po delsi dobu, a tedy i k delSimu pteziti MSC v ischemii (Beegle et al. 2015).
Kromé toho vykazovaly MSC kultivované v hypoxii vys$si intracelularni zasoby glukézy v podobé
glykogenu a také vys$si expresi gent podilejicich se na syntéze a regulaci rozkladu glykogenu (Chen

et al. 2017a).

Vyslo nékolik studii, které prokazaly zvySeni terapeutického potencialu MSC kultivovanych pred
transplantaci v hypoxii. Tyto studie se tykaly naptiklad 1écby infarktu myokardu, cévni mozkové
ptihody ¢i poranéni michy. Po transplantaci v hypoxii kultivovanych MSC mysSim nebo potkanim byla
pozorovana zvysena zivotnost a migrace MSC, zlepSeni angiogeneze, suprese zanétlivé reakce a pokles

apoptotickych bun¢k v poskozené tkani (Hu et al. 2008; Chen et al. 2017b; Wang et al. 2018).
4.2 Modulace metabolismu deprivaci séra

Dals$im zptisobem, kterym lze modulovat metabolismus, je prevedeni MSC do klidového stavu
prostfednictvim deprivace séra (Moya et al. 2017; Ferro et al. 2019). Deprivace séra po dobu 48 hodin
vedla u MSC k vyraznému snizeni proliferace a také k omezeni anabolickych metabolickych drah.
Klidovy stav MSC je spojen s glykolytickym metabolismem a snizenou mitochondrialni aktivitou (Chen
et al. 2008), stejny metabolismus byl pozorovan i u MSC ptevedenych do klidového stavu
prostfednictvim deprivace séra. V ischemii vykazovaly MSC v klidovém stavu vys$si hladiny
intracelularniho ATP ve srovnani s MSC kultivovanymi za standardnich podminek. I ptes to, ze u MSC
kultivovanych za standardnich podminek i u MSC pfevedenych do klidového stavu dochézelo
k vyznamné tmrtnosti MSC po transplantaci, byla u MSC pfedem pievedenych do klidového stavu
také proces autofagie, ktery byl zvyseny u MSC kultivovanych pfi deprivaci séra (Ferro et al. 2019).
Dale byl u téchto MSC prokazéan nartst exprese glukoneogennich enzymt, z ¢ehoZz vyplyva, Ze vyuziti
alespon n¢kterych kroki glukoneogeneze je nezbytné pro prizpusobeni se nedostatku glukézy. Moya
a kolegové testovali také schopnost MSC prevedenych do klidového stavu obnovit svoje funkce po
umisténi do prostiedi s dostatkem zivin. ZvySeni koncentrace kysliku a glukézy, k némuz dochazi
napfiklad po obnoveni vaskularizace poskozené tkang, vede k obnové proliferace, diferenciace a dalSich

funkci MSC (Moya et al. 2017).
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5 Zavér

MSC jsou schopné sebeobnovy a diferenciace do mnoha bunéénych typd, maji také
imunomodulacni, angiogenni a antiapoptotickou funkci. Téchto vlastnosti vyuzivaji k regeneraci tkani
a potlaceni zanétu, proto maji vyuziti v medicin€, at’ uz v lé¢bé rlznych poranéni ¢i nékterych
onemocnéni, jako jsou naptiklad autoimunitni choroby. Nedostatecné preziti transplantovanych MSC
vSak vyrazné snizuje jejich terapeuticky potencidl. Jednou z hlavnich pficin amrti MSC je jejich
neschopnost pokryt v ischemickém prostiedi, do kterého se po transplantaci dostavaji, energetickou
poptavku. Nedostate€na energetickd hladina neumoziuje buiikdm udrzet v chodu zivotné dulezité
procesy a vede tedy k apoptdze. Pochopeni metabolickych drah, které¢ v MSC probihaji, mize pfinést
zlepseni jejich terapeutického potencidlu. Tato prace se vénovala zméndm mezi glykolyzou a oxidativni

fosforylaci u MSC v rznych stavech a prostredich.

MSC vykazuji velkou metabolickou plasticitu, jsou schopné pomérné snadno piizptisobit svij
metabolismus okolnim podminkam. Pii dostatku glukézy nemaji problém ptezit v hypoxickych ¢i
v témet anoxickych podminkach, v takovémto prostiedi vyuzivaji k tvorbé ATP anaerobni glykolyzu.
V ptipadé nedostatku glukozy ale nejsou schopné vytvorit dostatek ATP a umiraji, proto je glukdza
zasadni pro pieziti MSC. Metabolismus MSC se také podili na regulaci bunééného stavu. Klidovy stav
MSC a proliferace jsou spojeny s glykolytickym metabolismem, ktery je preferovan jednak z diivodu
nizsi tvorby ROS a jednak z diivodu vyuziti meziproduktt glykolyzy pro syntézu makromolekul, jez
jsou potieba pro délici se MSC. Béhem chondrogenni diferenciace je uptednostiiovana také glykolyza.
To pravdépodobné souvisi s vyskytem chondrocytli v tkani s velmi nizkou koncentraci kysliku.
Osteogenni a adipogenni diferenciace jsou na rozdil od chondrogenni diferenciace charakterizovany
zvySenou oxidativni fosforylaci a celkové vys$si mitochondrialni aktivitou, s ¢imZ je spojena i vyssi

spotieba kysliku u takto diferencujicich bunék.

Kultivace MSC je nezbytna pro ziskani dostate¢ného poctu bunck potfebnych k 1é¢be. Avsak
dlouhodoba kultivace za standardnich podminek vede k metabolickym zménam u MSC, negativné
ovliviiyje jejich proliferaci, multipotenci a imunomodulaéni funkci. Snaha o to, co nejvice napodobit
fyziologické prostiedi a omezit zmény u MSC, k nimz béhem standardni kultivace dochazi, vedla
ke vzniku kultivace za hypoxickych podminek. Tento zpisob kultivace umoziuje MSC udrzet si po
celou dobu kultivace glykolyticky metabolismus, dale je spojen s vyssi rychlosti proliferace, niz$im
oxidativnim poskozenim a delsi Zivotnosti MSC. MSC kultivované v hypoxii maji také schopnost 1épe
se prizpusobit ischemickému prosttedi, a proto vykazuji nizsi umrtnost po transplantaci ve srovnani
s MSC kultivovanymi v normoxii. Dal§i moznosti, jak prodlouZit Zivotnost transplantovanych MSC, je
jejich ptevedeni do klidového stavu deprivaci kultivacniho séra. Klidovy stav MSC je spojen se snizenou

metabolickou aktivitou a umozinuje MSC déle si udrzet dostatecné mnozstvi ATP nezbytné pro preziti.
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Modulace metabolismu se ukazuje jako jedna z metod vedouci k vys$§imu preziti transplantovanych
MSC. Dalsi studie zaméiujici se na lepsi pochopeni zmén v metabolismu, ke kterym béhem modulace
dochazi, by mohly vést k vyraznému zvySeni ucinku terapii zalozenych na MSC a k pokroku v 1écbé

fady onemocnéni.
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