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Abstrakt

Zejména v poslednich letech se mezenchymalni kmenové buiiky (MSCs) stavaji hojné
vyuzivanym nastrojem pro dopravu léc¢iv diky jejich unikatnim imunomodula¢nim a
migracnim schopnostem. Pomoci rliznych pristupii, napriklad vyuZitim nanocastic
s internalizovanym léc¢ivem, onkolytickych virGh a pomoci genové terapie lze tyto
vlastnosti jeSté rozsitit. Cilem této prace je shrnout poznatky o pouZiti mezenchymalnich

kmenovych bunék jako nosicti spolu s danymi metodami, které dokazou efektivné rozsirit

jejich terapeutické vlastnosti na poli 1é¢by nddorovych onemocnéni.

Klicova slova: mesenchymalni kmenové buriky, rakovina, nanocastice, onkolytické viry,

genova terapie



Abstract

Over few past decades mesenchymal stem cells (MSCs) have become widely used tool for
the therapeutic drug delivery into the organisms. In particular, unique
immunomodulatory and migratory properties of MSCs are used to address this task. Many
approaches, as for example nanoparticles loaded with drugs, oncolytic viruses and gene
therapy are employed to further improve delivery qualities of MSCs. The purpose of this
assay is to summarize current knowledge about the usage of MSCs as drug carriers,
together with methods which can effectively widen therapeutic abilities of MSCs in the

field of the cancer therapy.

Key words: mesenchymal stem cells, cancer, nanoparticles, oncolytic viruses, gene

therapy



Seznam zkratek

MSCs mezenchymalni kmenové bunky

IL interleukin

M-CSF macrophage colony-stimulating factor
mRNA mediatorova RNA

MHC hlavni histokompatibilni komplex

iv. intravendzni

SDF-1 stromal cell-derived factor 1

CCR7 C-C motif chemokine receptor

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4
CCL19 C-C chemokine motif ligand 19

HGF hepatocytarni riistovy faktor

VCAM-1 vascular adhesion protein 1

PI3-K fosfatidylinositol-3-kinaza

MAPK mitogenem aktivovana proteinkinaza
PKC proteinkinaza C

EGFR receptor pro epidermalni rlistovy faktor
EGF epidermalni rastovy faktor

NPs nanocastice

PEG polyethylenglykon

PLGA poly(lactic-co-glycolic acid)

DOX docetaxel

Ptx paclitaxel

SPIONSs superparamagnetické nanocastice oxidu Zelezitého
HSV-TK herpes-simplex-virus tyrosin kinaza

GCV ganciclovir



S-TRAIL
CD
PAMPs
DAMPs
D24RGD
IFN
TRAIL
NK4
iCasp9

CID

soluble tumor necrosis factor-related apoptosis
cytosin deaminaza

pathogen-associated molecular patterns
damage-associated molecular patterns
adenovirovy vektor Delta-24-RGD

interferon

tumor necrosis factor-related apoptosis
antagonista-HGF

inducibilni kaspaza 9

chemicky dimerizaci indukujici faktor
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1 Uvod a cile prace

Cilem této prace je formou reSerse shrnout dosavadni poznatky o terapiich vyuzivajicich
mezenchymalni kmenové burky (MSCs; z anglického Mesenchymal Stem Cells), zejména
pro lécbu nadorovych onemocnéni. Prvni ¢ast prace nazvana ,Distribuce MSCs“ je
zaméfena predevsim na schopnost migrace MSCs a postupt, jak tuto migraci zefektivnit.
Druhd ¢ast se jiz zabyva samotnymi terapeutickymi pristupy vyuZzivajici MSCs spolu s
nanocasticemi, prekurzory léCiv, onkolytickymi viry nebo genovou terapii vl1écbé

nadorovych onemocnéni.

MSCs vzbuzuji predevsim v poslednich letech veliky zajem védct. To predevsim diky
vlastnostem, jakymi jsou napftiklad jejich snadna izolace a kultivace, pluripotence,
diferenciacni potencial, snadna modifikace a nizkd imunogenicita v organizmu, do néhoz
jsou aplikovany. Toho lze vyuzit zejména pro nejriznéjsi zptisoby lécby Siroké Skaly
nemoci. At uz autoimunitnich chorob (revmaticka artritida, diabetes), raznych forem
fibroz (jaterni cirhéza), nebo neurodegenerativnich onemocnéni (Parkinsonova choroba,
Alzheimerova choroba ¢i Huntingonova choroba), jak shrnul ve své studii z roku 2006

Corradetti.

MSCs byly definovany v roce 2006 Mezinarodni spole¢nosti pro buné¢nou terapii pomoci
tii1 zakladnich Kritérii. Prvnim je adherence k plastu pri kultivaci za standartnich
podminek. Druhym Kkritériem je exprese specifickych povrchovych antigent jako
napiiklad CD105, CD73, a CD90 ¢i naopak jejich absence, nebo nizkd exprese na
membrané MSCs (< 2 %), sem patii CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79q, CD19, ¢i MHC II.
tridy. Posledni z téchto tfi podminek je schopnost diferenciace za standardnich in vitro
podminek, a to konkrétné v osteoblasty, adipocyty a chondroblasty. K témto zakladnim
vlastnostem MSCs patii dale také snadna izolace bunék z kostni diené a celé rady dalsich

tkani (Dominici et al., 2006).

Pomoci produkce celé rady biologicky aktivnich latek (napiiklad rdstovych faktori a
cytokinii) dokazi MSCs inhibovat apopt6zu bunék, inhibovat tvorbu fibrotické tkané,
podporovat angiogenezi a predevsim dokazi aktivné ovlivnit imunitni systém. MSCs jsou
schopné podpofit obnovu poskozenych tkani, a proto se pro regenerativni ucely vyuzivaji

jiz od poloviny minulého stoleti (Corradetti et al., 2016).



Vzhledem k moZnostem snadné genetické modifikace, nizké imunogenicité, pomoci které
mohou byt pri terapiich pouZivany i allogenni MSCs, a zejména diky jejich
imunomodula¢nim schopnostem jiZ probéhlo témér tisic klinickych testi s MSCs?!
vyuzivajicich predevsim jejich schopnost parakrinné ovliviiovat funkce imunitniho
systému. Dalsi klinické testy jsou zaméreny na vyuziti MSCs pro 1é¢bu nadorovych
onemocnéni. DileZitym predpokladem pro vyuZiti v této oblasti je cilena migrace do mista
zanétu, coz zahrnuje i mikroprostiedi nddoru. MSCs podobné jako leukocyty v misté
zanétu aktivné moduluji imunitni systém. To skyta moZzna vyuZiti pro dalSi 1é¢ebné zasahy
zprostfedkované MSCs primo na misté urcCeni, naptiklad pomoci cilené cytotoxické
terapie, dopravy imunoregulacnich molekul ¢i agens indukujicich apoptézu,
onkolytickych virti, anti-angiogennich faktorti ¢i nanocastic s internalizovanym lé¢ivem

piimo do mista pisobeni (viz obrazek 1) (Krueger et al., 2018).
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Obrazek 1: Moznosti pouziti MSCs jako terapeutického agens (pievzato z Krueger et al., 2018)

Pri kultivaci MSCs za fyziologickych podminek lze detekovat mRNA pro celou skalu
cytokini, jako napftiklad interleukin- (IL-) 6, IL-7, IL-8, IL-11, IL-12, IL-14, IL-15 a M-CSF

(Majumdar et al, 1998). Celd rada ztéchto cytokinli se muze aktivné piimo Cci

1 https://clinicaltrials.gov/ct2 /results?term=mesenchymal+stem+cell


https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=mesenchymal+stem+cell

zprostiedkované podilet na potlacovani a 1é¢eni nddorového bujeni. Jedna se predevsim

o IL-12 a dale IL-2, nebo interferony vsech typt (Weiss et al., 2007).

Ackoliv bunécné terapie spojené s MSCs znéji velice slibné, stale zlistava cela rada faktord,
které se musi pti podavani MSCs a jimi zprostiedkované 1écby vyrtesit. Tyto problémy jsou
zejména zplsobené velikosti MSCs v porovnani sprimérem nejmensich Kkapilar.
Relativné velké MSCs jsou zde ¢asto mechanicky zachyceny. Zjevnym problémem tak
zUstava nizka efektivita migrace do mista urceni (Krueger et al., 2018). Dalsim kritériem
je, Ze MSCs nesmi Skodit v organizmu, do kterého jsou aplikovany, a proto je potrebna
uprava nativnich MSCs, jejichz role p¥i vyvoji rakoviny zlistava stale kontroverzni a ne
zcela objasnéna. Bylo provedeno mnoho studii, které ukazuji na tumor-supresivni ucinky,
ale na druhou stranu i téch které poukazuji na tumor-progresivni vlastnosti MSCs. Tyto

vlastnosti jsou zavislé na mnoha faktorech (Yagi et al., 2013).
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2 Distribuce MSCs

Bunkami zprostiedkované systémy pro dopravu léciv mohou vyuzivat jako nosice celou
fadu bunécnych typu, jako napriklad erytrocyty, leukocyty a v neposledni fadé také MSCs.
Po internalizaci terapeutického agens se upravené bunky mohou dostavat aZ do mista
specifického pro danou chorobu (Pang et al, 2017). Prvni z metod dokazujici moZnost
vyuziti bunék k tomuto ucelu je ze 70. let minulého stoleti, kdy cervené krvinky byly
uspésné vyuzity jako nosice enzymi B-glukosiddza a [-galaktosiddza pro lécbu
Gaucherovy choroby. Timto objevem se oteviely nové moZnosti pro budouci vyzkum

burikami zprostredkované dopravy 1éc¢iv (Ihler et al, 1973).

MSCs jsou vybornym vektorem diky samovolné migraci do mista zanétu, zranéni ¢i do
celé rady nadort, jak bylo dokazano naptiklad u rakoviny plic (Wang et al., 2019), zaludku
(Zhu et al,, 2014), hepatomu (Qiao et al., 2008) a rady dalsich typt. Diky tomu mohou
pomoci k obnové poskozenych tkani in situ a mohou snizit systémovou toxicitu u léc¢iv
s necilenou distribuci, s kratkou dobou Zivota a s celou radou vedlejSich ucinkl

(Dembinski et al., 2010).

2.1 Podani MSCs

Pro podani MSCs do organizmu existuji dva nejcastéji vyuzivané zptisoby. Prvnim je
lokalni aplikace do tkané, ¢i mista poskozeni a druhym je systémové podani MSCs do téla

krevnim obéhem, naptiklad intraven6zné (i.v.).

Pfi i.v. podani je vétSina bunék krevnim obéhem dopravena do plic a dale do jater a
sleziny. Pokud je v organizmu pfitomen nador, tak jsou MSCs schopné migrovat i k nému

a zde se poté dokazi efektivné zachytit do architektury nadoru a proliferovat (Studeny et

al,, 2002).

Bohuzel pri podani MSCs i.v. mizi valnd vétSina bunék béhem prvni desitek minut
z krevniho obéhu. Relativné velké MSCs se zachytavaji v plicnich kapilarach a odsud jsou
velice efektivné odstranény. Toto rapidni vychytavani je jak vlidském i ve zvirecim

modelu vZdy nasledovano akumulaci v jatrech a ve sleziné béhem dalSich hodin aZ dni

(Krueger et al., 2018).

Vyhnout se tak drastickému vychytavani bunék v plicnich kapilarach lze naprtiklad
vpichem do artérie namisto vény a tim se minimalné prti prvni cirkulaci vyhnout této
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prekazce. Napriklad pri studii na mysich byly fluorescen¢né znacené MSCs vpraveny do
organizmu intraarteridlné. BohuZel vétSina ztéchto bunék byla zidhy zachycena v
kapilarach svalu ve sméru toku krve, coZ zapricinilo zastaveni proudéni v téchto ucpanych

kapilarach a po péti minutach dokonce nebyly detektovany v krevnim recisti Zzadné bunky

(Toma etal, 2009).

Je nasnadé, Ze toto ponékud nahodné cestovani krevnim tecistém v prvnich okamZicich
ma své negativni dopady. A to zejména v podobé zachytavani MSCs v kapilarach kvili

jejich velikosti (viz obrazek 2),

.-/F._._‘_“H“--_
P Artery

4000 pum
Arteriole

/_ 30 um

tedy mozné tvorby plicnich
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(Tatsumi et al, 2013), nebo

heparinu (Yukawa et al, 2012), ¢i,

. ., L, Obrazek 2: Porovnani velikosti vén a artérii vii¢i velikosti MSCs a
pokud je to mozné, lokalnim lymfocytu (pievzato z Krueger et al., 2018)

podanim MSCs (Tatsumi et al,
2013).

2.2 Cileni migrace MSCs

Pfesny mechanismus migrace a pronikani MSCs do mista urceni (tedy mista zanétu ci
rakoviny) neni poiad dostatecné osvétlen. Existuji vSak voditka, jeZ napovidaji, Ze k tomu
pouZivaji stejné nebo podobné mechanismy jako lymfocyty. Ty jsou zachyceny pomoci
adhezivnich molekul, tak zpomalisvou rychlost po krevnim fteciSti v kontaktu
s endotelialnimi bunkami. Nasledné jsou aktivovany receptory sprazené s G-proteiny. A

nakonec bunky pronikaji skrze endotel a basalni membranu (Butcher et al,, 1996).

Byla studovana cela fada molekul, které pomahaji a jsou zahrnuty v migraci MSCs do mista
zanétu. A kazda z téchto specifickych molekul ptlisobi v riznych krocich této migrace a
napomaha cileni migrace do specifickych organi. V prvni fazi jsou zasadni selektiny na

endotelu, které pomahaji zachytavani MSCs. DalSimi molekulami diilezitymi zejména pro
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aktivaci jsou receptory sprazené s G-proteiny, typicky chemokinové receptory. Napiiklad
pro migraci do kostni diené je nezbytné nutna aktivita chemokinu SDF-1 (z anglického

stromal cell-derived factor 1) (Becker et al., 2016).

Chemotaxe do mista tumoru miize byt dale zprostiedkovana pomoci chemokinovych
receptorti CCR7 a CXCR4 na povrchu MSCs a jejich ligandi CCL19 a SDF-1. Specifické
propojeni receptort s jejich ligandy umoZziiuje migraci MSCs do mista nddoru. Nicméné

konkrétni mechanismy zlistavaji stale predmétem vyzkumu (Ruan et al., 2012).
2.3 ZvySeni ucinnosti migrace

Zvysena efektivita cileni migrace a prodlouZena doba retence MSCs v tkanich by znacné
zvysila acinnost terapii. Proto byla vyvinuta rada strategii, jak tuto efektivitu zvysit.
Jednou z moZnych strategif je tiprava kultiva¢nich podminek tak, aby MSCs produkovaly
vice molekul podporujicich migraci do cilové tkané, naptiklad prostfednictvim interakce
CXCR4-SDF-1. U¢innost migrace lze zvysit pomoci genetické modifikace MSCs, ¢&i jinou
upravou jejich povrchovych molekul anebo lze upravit cilovou tkan, napriklad pomoci

ozareni, elektrického pole ¢i magnetickych nanocastic.
2.3.1 Kultivace za specifickych podminek

Jednou ze snah, jak zvysit efektivitu cilené l1écby, je pomoci chemokinového receptoru
CXCR4. Zvysené exprese povrchového CXCR4 v MSCs lze dosahnout naptiklad piridanim
koktejlu cytokint (IL-6, hepatocytarniho riistového faktoru a dalSich) do kultiva¢niho
média. Tyto faktory zvysi expresi CXCR4. Bunky exprimujici CXCR4 poté maji mnohem
vyssi migracni potencidl ke gradientu SDF-1, ktery je produkovan kostni dieni i v misté

tumoru (Shi et al., 2007).
2.3.2 Genetické modifikace

DalSi pristup, jak efektivné zvysit migraci MSCs, je pomoci genetickych modifikaci. Zde se

otvira nespocet moZzZnosti, které molekuly ¢i které povrchové receptory ovlivnit.

Jednou zmnoha muze byt napriklad VCAM-1 (z anglického vascular cell adhesion
molecule 1), ktera se nachazi na povrchu cévniho endotelu. ZvySenim exprese molekuly

integrinu a4, ktera zajiStuje bunécné interakce s molekulou VCAM-1, doslo ke zvySeni
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ucinnosti migrace MSCs do kosti, coZ miize byt vyuZito naptiklad pro cileni 1é¢by

osteopenie ¢i metastazi v kostech (Kumar et al., 2007).

Trochu jiny pristup byl zvolen pro molekulu receptoru pro epidermalni riistovy faktor
(EGFR), kdy bylo ukazdno, Ze EGFR ma schopnost ovliviiovat ptrimo, ¢i nepiimo
migraci celé fady bunék. To plati i v pripadé MSCs transdukovanych retrovirovym
vektorem genem pro EGFR. Nasledné sledovani in vitro ukazalo zvySenou schopnost MSCs
migrace ke kultufe bunék gliomu v porovnani s kontrolnimi MSCs. ZvySena migrace se
ukazala byt zavisla na jednotlivych krocich signalizacnich kaskad kinaz P13-K, MAPK, PKC
a na polymerizaci aktinu po navazani epidermalniho rtstového faktoru (EGF) na
extracelularni ¢ast EGFR, kterd poté aktivuje svou cytoplasmatickou tyrozin kinazu a
rekrutuje vySe zminéné efektorové molekuly. Vtéto studii byla sledovdna migrace
ovlivnénych MSCs po pridani inhibitora pro jednotlivé procesy, at uz polymerizaci aktinu,
¢i kinazovych signalizacnich kaskad. Zde vyvstava dtlezita otazka bezpecnosti této
metody, nebot je znamo, Ze zvySena exprese EGFR je spojena s vyskytem nékolika druhi
rakoviny, jako napriklad karcinomu krku a hlavy, adenokarcinomu ¢i pravé gliomu. Pro
zjisténi zvySeného migracniho potencialu in vitro byly MSCs transdukované genem pro
EGFR vpraveny do basalnich ganglii athymickych mysi a po ¢tyrech dnech analyzovany na
dvoufotonovém mikroskopu. Byla potvrzena migracni schopnost bunék k mistu gliomu a

takto transdukované MSCs neukazali Zddné tumorogenni vlastnosti (Sato et al., 2005).

2.3.3 Jiné zpUsoby modifikace povrchovych znaku

Dal$im zpusobem, jak pozitivné ovlivnit migraci MSCs, je za vyuziti jiz vySe zminéné
molekuly SDF-1, jejiz gradient ukazuje cestu k poskozenym tkanim i k nékterym nadortm.
MSCs byly upravené konjugacni molekulou PEG (polyethylenglykol) s navdzanym CXCRA4.
PEG diky svym hydrofobnim vlastnostem po interakci slipidovou ¢asti membrany
dokazal neinvazivné zainkorporovat molekulu CXCR4 do membrany MSCs. Takto

modifikované MSCs ukazuji aZ dvojnasobny potencial pfi migraci za gradientem SDF-1

(Won etal, 2014).

2.3.4 Modifikace cilové tkané

V mys$im modelu bylo ukadzano, Ze tkané vystavené lokalnimu ozareni, které miize byt
zplsobeno tieba i pri 1é¢bé rakoviny ozafovanim, maji zvysSeny potencial pro cilenou

migraci MSCs. Celkové ozareni organizmu pak zvysilo celkovy pocet MSCs pritomnych ve
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tkanich, a to zejména v mozku, srdci, jatrech, kostni dieni a svalech. V porovnani
s kontrolnimi, neozarenymi mySmi, kde se bunky po 14 dnech nachazely zejména

v plicich, kostni dreni a svalech (Mouiseddine et al., 2007).

Z kapitoly vyse je patrna snaha biologti a inZenyrQ vyvinout protokoly pro zlepSeni cileni
1é¢by pomoci MSCs, coZ je zasadni pro dalsi vyvoj vyzkumu jejich pouZiti jako systém pro

cilenou dopravu léciva a k dosazenti jejich plného terapeutického potencialu.
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3 Pouziti MSCs jako bunécné zprostredkovanych systému
pro dopravu lé¢iv

V ptedchozi kapitole bylo ukazano, Ze MSCs dokaZou velice efektivné migrovat do
poZadovaného mista, ¢imz se otviraji nové moznosti terapii. Tyto terapie mohou vyuzivat
celou radu pristupli, mezi néz patii napriklad nanocastice, genetické modifikace, virové

vektory a dalsi.
3.1 Nanocastice

Nanocastice (NPs; z anglického NanoParticles) mohou jako systém pro dopravu léciv
prenaset celou fadu terapeutickych agens, kterymi mohou byt naptiklad 1é¢iva, malé
peptidy anebo i plazmidova DNA. Jejich vyhodou je vyroba, ktera umoznuje piesné
nastaveni jejich chemickych i fyzikalnich vlastnosti, jako je velikost, hydrofobicita, ¢i

povrchovy naboj.

Chemoterapie a ozarovani, casto pouzivané metody pri 1é¢bé rakoviny, s sebou nesou
mnoho vedlejsich negativnich efektl ovliviiujicich zivot pacienta. Pomoci NPs, do kterych
se mohou c¢astice 1é¢iva dostavat napriklad skrze péry, lze dosdhnout mnohem mensich
systémovych cytotoxickych ucinki in vivo nezli u samostatné podaného léciva, jak bylo
dokazano u léc¢iva docetaxelu (DOX) (Li et al, 2010). Tyto schopnosti samotnych NPs
mohou byt podpoieny pomoci MSCs. A to diky jejich cilené migraci k mistu nddoru, a tim

zmenSenim systémové cytotoxicity daného agens.

Nanocastice vZivém organizmu jsou vétSinou

vystaveny silnému tlaku ze strany imunitniho systému, O H
predevSim jsou fagocytovany makrofagy. Proces H O/
PEGylace hojné vyuzZivany u NPs, spociva v napojeni n

PEG na povrchové struktury, a vzhledem k tomu, Ze PEG Obrazek 3: Molekula PEG

je molekula hydrofobni a bez naboje (viz obrazek 3), tak se okolo NPs zvétsi hydrofobni
obal, a tak se zvysi doba retence NPs v organizmu a sniZi mira fagocytézy makrofagy. V
soucasnosti se ukazuje, Ze PEGylace ma i své negativni dopady v podobé aktivace

imunitniho systému, a to zvySenim hladin cytokind (Luo et al, 2017).
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3.1.1 Polymerni nanoCastice

Jednim z ¢asto vyuzivanych typt NPs pro vyzkum O

a prenos léciv pomoci MSCs jsou NPs vytvorené '®) }H
z polymeru PLGA (z anglického poly(lactic-co- HO X O y
glycolic acid); viz obrazek 4). Studie vyuzivajici O
nanocastice PLGA naplnéné paclitaxelem (Ptx) v Obrazek 4: Molekula PLGA

krysim in vivo modelu ukazala, Ze NPs maji vybornou schopnost internalizace
dostatecného mnoZzstvi léciva. Ptx-PLGA jsou poté endocytovany do MSCs in vitro
v kultivacnim médiu. Maximalni pohlceni bylo prokazano po 8 hodinach, nicméné pro
optimalni migracni potencial je potfeba delsi inkubace. Po migraci bunék do gliomu byly
MSCs schopné velice efektivné 1écivo exocytovat a udrzovat stalou hladinu Ptx in vivo

(Panyam et al., 2002).

Ve studii, kde byly pouzity fluorescen¢né znac¢ené NPs (vytvorené pomoci PLGA a PEG)
naplnéné léc¢ivem DOX, byla sledovana mira jejich internalizace do MSCs. Ta méla své
maximum po 12 h, kdy v MSCs bylo detekovano vice neZ dvojnasobné mnoZstvi
internalizovaného DOX nez u fibroblastl. Tento vyznamny rozdil predurcuje MSCs jako
potencialni vhodné kandidaty na vyuZiti jako nosice NPs. MSCs naplnéné NPs byly poté
i.v. aplikovany do mysi a kralik(i s nadory plic a po 12 a 24 hodinach byly MSCs stale
detekovany pouze v plicich. Sledovani NPs ukazalo, Ze systém MSCs s internalizovanymi
NPs je asi 4x uc¢innéjsi nezli podani NPs samostatné. Systém MSCs-NPs-DOX v porovnani
se samotnymi NPs-DOX, kdy byly jednotlivé davky léciva podavany kazdych pét dni,
inhiboval nadorové bujeni, ale pouze s osminovym mnozstvim potiebného léciva, diky
cilené migraci MSCs. A pravé diky jejich cilenému putovani do plic se jevi tento systém
jako ucinny bunécné zprostredkovany sytém pro dopravu léCiv pro 1éCbu rakoviny plic,

ale i jinych nemoci plic jako jsou chronické pneumonie a dalsi (Wang et al,, 2019).
3.1.2 Magnetické nanocastice

Magnetické NPs maji celou fadu vyuZiti v kombinaci s MSCs, napriklad pfi jejich sledovani
in vivo pomoci magnetické rezonance anebo pri cileni migrace téchto bunék pfimo na

urcené misto pomoci magnetického pole.

Ve studii naprase¢cim modelu, kde autori pouzivali samostatné NPs sloZené

z elementarniho Zeleza a aktivniho uhli, které je schopné adsorbovat terapeutické agens
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jako napriklad DOX, méla prasata magneticky disk priloZeny ventralné v orientované
poloze. Diky svému sloZeni tyto NPs vykazaly efektivni lokalizaci oproti samostatné

podanému DOX (Goodwin et al.,, 2001).

MozZnosti cilené lokalizace magnetickych NPs bylo vyuzito ve studii, kde byly MSCs
oznaCeny pomoci superparamagnetickych nanocastic oxidu Zelezitého (takzvanych
SPIONSs). MSCs se SPIONs internalizovanymi v cytoplasmé byly v in vitro modelu Gspésné
pomoci priloZzeného magnetu donuceny k migraci, a to zejména pii mensich pritokovych
rychlostech typickych pro vény a kapilarni recisté. Tyto burikky v mySim in vivo modelu
infarktu myokardu byly pomoci magnetu navadény a v porovnani s kontrolnimi bunikami
neobsahujicimi SPIONs vykazovaly magneticky znacené témér trikrat vétsi retenci

v tkanich myokardu (Huang et al., 2013). Tento zptisob cileni bunék by se dal vyuzit pri

celé radé predevsim subkutdnnich onemocnéni, tfeba u melanom{, ¢i rakoviny prsu.

Podobné byly SPIONs endocytovany do MSCs a pouZity pro terapii hypertermii navozené
pomoci stridavého magnetického pole pro inhibici bunécné kultury gliomu in vitro. To je
umoznéno diky migraci MSCs ke kulture bunék gliomu, kde jsou SPIONs exocytovany
MSCs a nasledné internalizovany gliomovymi buiikami. Plisobenim magnetického pole
byly SPIONs uvniti bunék zahiaty a pomoci intracelularni hypertermie byla navozena

apoptdza gliomovych bunék (Altanerova et al., 2017).

V dalsi studii byly mySim s nadory Zaludku i.v. aplikovany MSCs s internalizovanymi
fluorescenc¢né-znacenymi magnetickymi NPs. Pomoci in vivo fluorescen¢niho zobrazovani
a magnetické rezonance byla monitorovana migrace MSCs-NPs. Diky NPs je toto sledovani
in vivo mozné a je tak usnadnéno sledovani jimi znacenych MSCs v organizmu a priibéh
jejich migrace. Po sedmi dnech se fluorescenc¢ni signal MSCs zacal objevovat a postupné
zesilovat v oblasti tumoru, maxima dosahl 14. den. Tkan nadoru méla v porovnani
s ostatnimi organy znacné zvySeny fluorescencni signal, ktery nebyl detekovan v Zadném
jiném organu. Migrace do nadoru je tak postupny proces a MSCs prokazatelné preferuji
migraci do mista tumoru, kde také produkuji cetné chemokiny. Autori této studie tak
prokazuji, Ze MSCs mohou byt vhodnymi kandidaty jako vektor pro 1écbu. A co vice tyto
NPs nevykazuji Zddnou prokazatelnou cytotoxicitu pro MSCs pfi jejich kultivaci (Ruan et

al,, 2012).

18



3.2 Prekurzory IéCiv specifické pro tumory

MSCs se mohou také pouzit jako prenasece pro specifické prekurzory léciv, které jsou
schopné za Kkonkrétnich podminek premény z netoxickych prekurzorii na jejich

metabolity, a tak selektivné primo v nddoru plisobit apoptézu jeho bunék.
3.2.1 Herpes-simplex-virus tymidin kinaza

Jednim ze znacné diskutovanych postupi, jak preménit prekurzor na aktivni toxické
agens, je napriklad pouziti gancicloviru (GCV) spolu s enzymem herpes-simplex-virus
tymidin kinaza (HSV-TK). HSV-TK ma schopnost fosforylovat GCV na toxické agens (viz
obrazek 5), které inhibuje DNA polymerazu a indukuje tak apoptézu v burikach, které
nesou tento sebevrazedny gen i v okolnich buiikach, jimiZ mohou byt rakovinové buriky.
To se nazyva ,bystander efekt“. Pro zvySeni efektivity a sniZzeni toxicity GCV byly MSCs
geneticky modifikovany genem pro HSV-TK a S-TRAIL (zanglického soluble tumor
necrosis factor-related apoptosis). Vin vitro modelu kultury glioblastomu timto
pristupem bylo moZné vyvolat apoptézu cilené u nadorovych bunék a zpomaleni progrese

nadorového bujeni (Martinez-Quintanilla et al., 2013).

o Herpes Simplex Virus O
N Thymidine Kinase
"Tﬁ Y (HSVTK) . AN N\>
X N ~
HoN { HoN <N
HOHZCJ/O HOH,C._°
HO Ho.9"o
0
o]
Ganciclovir (GCV) GCV monophosphate

Obrazek 5: Preména prekurzoru GCV na toxické agens pomoci HSV-TK (prevzato z Singh et al.,, 2008)

Postup vyuzivajici HSV-TK byl viibec prvnim klinickym testem vyuzivajicim geneticky
modifikované MSCs. V klinické studii s nazvem TREAT-ME1 se Sesti pacienty s
gastrointestinalnim adenokarcinomem byl pouzit prekurzor GCV spolecné s MSCs
geneticky upravenymi pro expresi HSV-TK. Tento klinicky test ukdazal, Ze pouZiti
geneticky modifikovanych MSCs je bezpecné, a dokonce vyvolava zanétlivou reakci
monocytd, a tak podpofii jejich protinddorovou imunitni odpovéd (von Einem et al,

2017).
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3.2.2 Cytosin deaminaza

Dals$im ze slibnych pristupti aktivace prekurzoru 1éciva pomoci MSCs je jejich geneticka
uprava tak, aby exprimovaly enzym cytozin deaminaza (CD), ktery dokaze preménit
prekurzor 5-fluorouracilu na jeho toxicky produkt (viz obrazek 6). Vysoka systémova
toxicita 1éc¢iva 5-fluorouracilu je sniZzena pouzitim prekurzoru 5-flurocytosin, ktery je
nesrovnatelné méné toxicky nez jeho produkt, vznikly deaminaci pomoci CD. Za pomoci
této kombinace lze docilit znacného ,bystander efektu“ a zaroven se tato kombinace jiz
ukazala byt bezpecna jak v in vitro tak v in vivo studiich a prokazala svou ucinnost pro

1é¢bu celé fady typl rakoviny (Hirschowitz et al., 2008).

NH, Q
F Cytosine Deaminase F
H H
5-Fluorocytosine S-fluorouracil

Obrazek 6: Pfeména 5-fluorocytosinu na toxicky 5-fluorouracil pomoci CD (pievzato z Rooseboom et al,, 2004)

Pristup vyuzivajici prekurzoru 5-fluorocytosinu a MSCs transdukovanych pomoci
retroviru, tak aby nesly a aktivné exprimovaly CD, byl pouZit v 1é¢bé adenokarcinomu
konecniku v kultufe i in vivo na mySim modelu. Diky takto upravenym bunkam byl

zastaven rist karcinomu in vitro i in vivo (Kucerova et al., 2007).
3.3 Onkolytické viry

Onkolytické viry jsou nativni ¢i rekombinantni viry, které jsou schopné indukovat lyzi
tumoru, zatimco buriky hostitele témér neovlivni. To je zptsobeno selektivni replikaci
v bunikach nadoru anebo diky indukci protinadorové odpovédi hostitele. Onkolytické viry
zabijeji rakovinové bunky a pritom uvolnuji PAMPs, DAMPs a cytokiny, které poté
podporuji maturaci antigen prezentujicich bunék a aktivuji efektorové T-bunky, které
zprostredkovavaji protinadorovou imunitni odpovéd’. Mezi onkolytické viry patfi cela
fada vir a mezi témi nejvyuzivanéjSimi jsou adenoviry, nebo také virus spalnicek

(Kaufman et al, 2015).
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3.3.1 Adenoviry

Ve studii, kdy byl pouZit adenovirovy vektor Delta-24-RGD (D24RGD) k lé¢eni nadoru
vajecniku v my$Sim modelu, porovnavali védci pouZziti vektoru samotného s pouZzitim
MSCs jako vektoru pro dany adenovirus. U adenoviru byl terapeuticky u¢inek jizZ znam, ale
jeho systémova toxicita snizuje efektivitu této terapie. MSCs byly infikovany virem
D24RGD, ktery se vnich po infekci nadale mohl mnozit a byly aplikovany mysim

intraperitonealné.

Porovnanim mysi s aplikovanymi MSCs-D24RGD se skupinou, které byl virus D24RGD
aplikovan samostatné, se prokazalo, Ze doba piezivani se u obou pripadi zvysila témeér
dvojnasobné oproti kontrolni nelécené skupiné. Rozdilna je vsak distribuce virovych
partikuli, kdy v pripadé podani pouze viru samotného je jeho distribuce vice systémova
nez u podani viru pomoci MSCs, kdy se virus nesiril v celém téle, ale cilené v daném misté.
Tento rozdil je zadsadni, nebot, jak je zminéno vyse, tento pristup zmensuje toxicitu viru

pro organizmus, kterd jinak muze jinak byt az letalni (Dembinski et al., 2010).
3.3.2 Virus spalniek

MSCs mohou byt také infikovany onkolytickym virem spalnicek bez vétsiho vlivu na jejich
Zivotaschopnost. Po i.v. aplikaci MSCs infikovanych virem spalni¢ek do mysi byla popsana
cilend migrace bunék do jater s karcinomem. Timto zplisobem je zajisténa replikace viru
piimo na pozadovaném misté a tim i zprostredkovana inhibice riistu nadoru. Oproti
samostatné pouzitému viru spalnicek je virus uvniti MSCs mnohem lépe chranén proti

imunitni odpovédi hostitele (Ong et al,, 2013).
3.4 Genova terapie

Genova terapie skyta obrovské mnozstvi novych terapeutickych postupi. Ve spojeni
s MSCs, které mohou byt upraveny tak, aby mély zvySenou expresi daného agens, se jedna

0 mocny, a pritom stale velice mlady nastroj 1é¢by celé fady nemoci.

3.4.1 Interferony
3.4.1.1 IFN-a

Jednim z cytokind, které maji protinddorové acinky jsou interferony (IFN) typu I. IFN-a

vykazuje celou Skalu protinddorovych vlastnosti, at uz inhibici buné¢ného déleni,
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potlaceni angiogeneze vtumoru, indukci apoptézy a aktivaci hostitelské imunitni

odpovédi vii¢i nddoru (Liu et al., 2012).

Mysi MSCs byly transdukovany genem pro IFN-a a poté aplikovany i.v. Tyto MSCs cilené
migrovaly do plic k mistu metastaze melanomu a zde bez navySeni systémové hladiny
IFN-0, dokazaly efektivné inhibovat rist metastazi sniZenim bunécné proliferace, a

nadorové vaskulatury a naopak zvySenim apopt6zy nadorovych bunék (Ren et al., 2008).

3.4.1.2 IFN-B

JiZ od poslednich dvaceti let minulého stoleti je zndmo, Ze znacna Cast gliomd nema
pritomny ani jeden funkéni gen IFNA a IFNB (Miyakoshi et al., 1990). Tento fakt byl vyuzit
v klinickych testech, které prokazaly, Ze IFN-3 ma zna¢ny inhibi¢ni Gi¢inek na rist gliomu

(sniZeni progrese nadoru az o 50 %) (Nehashi et al.,, 1995).

Lidské MSCs ziskané z kostni diené byly transdukovany pomocim adenovirového vektoru
genem pro IFN-B a poté kultivovany s buiikami melanomu a ptipadné podany i.v.
athymickym mysSim. Buniky se uspésné integrovaly do architektury nadoru, kde dale byly
schopné proliferovat. In vitro MSCs primo inhibovaly rist naddorové kultury pomoci
produkce IFN-f bez pomoci imunitniho systému. Mysim v in vivo modelu se prodlouZzila

doba prezivani a zmensSila se progrese tumoru (Studeny et al., 2002).

Podobnych vysledkii bylo dosazeno i u mysi s rakovinou vaje¢niku a butikami podanymi
intraperitonedlné, kdy u 70 % mysi byl nddor kompletné eradikovan (Dembinski et al.,

2013).

3.4.1.3 IFN-y

Bylo prokazano, Ze i IFN-y hraje dilezitou roli v obrané organizmu proti vzniku a progresi
nadorovych onemocnéni. V in vitro studii na bunkach myeloidni leukémie kultivovanych
s MSCs, které byly transdukovany adenovirovym vektorem genem pro IFN-y, se timto
postupem indukovalo spusténi programované bunécné smrti a zastaveni bunék
leukemické linie v G1 fazi buné¢ného cyklu a tim inhibice progrese onemocnéni (Li et al.,

2006).
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3.4.2 Interleukiny
3.4.21 IL-12

IL-12 se ukazuje byt velice vhodnou molekulou pro imunoterapeutické protokoly v 1é¢bé
nadorovych onemocnéni. Plivodné byla tato molekula charakterizovana v 90. letech jako
cytokin s potencidlni schopnosti aktivace T bunék a NK bunék (Manetti et al, 1993).
Principialné tento cytokin vSak napomaha prezentaci tumorovych antigent predevsim
pomoci zvySené exprese MHC molekul I. a II. tfidy a Th1 imunitni odpovédi. Tyto efekty
jsou spojeny piedevsim se schopnosti IL-12 indukovat produkci IFN-y (Brunda et al,

1993).

Do MSCs byl pomoci adenovirového vektoru vloZen gen pro IL-12. Takto transdukované
buiiky byly schopné migrovat do tumoru a produkovat lokalné IL-12 a dokazali efektivné
potlacit jeho progresi v mySim in vivo modelu. ZvySena doba preziti zvirete byla zavisla
na cytolytické aktivité NK bunék a zvysSené produkci IFN-y (Gao et al.,, 2010).

3.422 IL-2

Podobny pristup lze vyuZit i pouzitim IL-2, u néhoZ je protinddorovy ucinek velice dobte
zndm v mySim modelu (Iwadate et al, 2001) i p¥i klinickych studiich u pacienti s
neuroblastomem (Bowman et al, 1998). MSCs transdukované genem pro IL-2 byly

schopné prodlouZit dobu preziti v krysim in vivo modelu a zvysila se migrace lymfocyti

do tkané gliomu (Nakamura et al., 2004).

3.4.3 TRAIL

TRAIL (z anglického tumor necrosis factor-related-apoptosis-inducing ligand) funguje
jako homotrimer a je slabym aktivitorem nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB)
zesilujicim indukci apoptézy. TRAIL je velice ucinny spoustéc apoptodzy u bunék vétsiny
prevalentnich typt rakovinového bujeni a bylo prokazano, Ze miiZe i¢inné branit vzniku
nadoru, ¢i zpomaluje jeho rlst, ¢imz zvySuje prezivani v mySim modelu (Harris et al.,

2008).

Lidské MSCs prokazaly absenci takzvaného ,death receptoru“ DR4 (TRAIL R1), ktery
slouZi jako receptor pro TRAIL a ktery je vSak pritomen na buiikach gliomu. A tak MSCs
mohou byt pouzity na produkci sekre¢ni formy TRAIL (S-TRAIL) po transdukci
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lentivirovym vektorem. Pii pouziti takto upravenych MSCs byla detekovdna apoptéza

bunék gliomu navozena sekreci S-TRAIL pomoci MSCs (Sasportas et al., 2009).
3.4.4 NK4

NK4 (antagonista-HGF) je antagonista hepatocytarniho rtistového faktoru (HGF) ale
dokaze i nezavisle fungovat i jako inhibitor angiogeneze a tim zpomalit progresi nadoru

(Suzuki et al., 2010).

MSCs transdukované lentivirovym vektorem genem pro NK4, vykazaly cilenou migraci ke
kultuire bunék nadoru zaludku a maji schopnost indukce apoptézy nadorovych bunék a

nekrézy tumoru pomoci inhibice angiogeneze spojené s nddorem (Zhu et al., 2014).
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4 Kontroverze pfi pouzivani kmenovych bunék

Ackoliv MSCs ukazuji slibné vlastnosti pro pouZiti v 1é¢bé rakoviny a jinych nemoci, stale
okolo nich panuje velka kontroverze. Nebot jen velice malo je znamo o chovani MSCs in
vivo zejména pri dlouhodobém pilisobeni a neni stale iplné jasné znam jejich vliv na vyvoj
nadoru. Nékteré studie na lidskych neupravenych MSCs poukazuji na jejich
tumorogenicitu (Zhu et al., 2006) a nékteré naopak jejich inhibi¢ni vlastnosti pro riist
nadoru, napftiklad inhibice pomoci angiogeneze (Otsu et al, 2009) ¢i suprese

tumorogenicity jako takové (Qiao et al., 2008).

Ackoliv bylo provedeno mnoho klinickych studii, které neprokazaly negativni vedlejsi
efekty po podani MSCs, stale nejsou znamé plné dopady dlouhodobého ptlisobeni (roky po
aplikaci) téchto bunék v organizmu. Navic néktefi autofri tvrdi, Ze MSCs v organizmu
prezivaji pouze viadu hodin, ¢i dni (Eggenhofer et al, 2012). Nastésti systémy pro
ochranu pred moznymi negativnimi efekty MSCs v téle pacienta jiZ byly popsany. Jednim
z nich miiZe byt napriklad systém pouzivajici inducibilni kaspazu 9 (iCasp9) a specificky
chemicky dimerizaci indukujici faktor (CID), ktery pii nechténé diferenciaci a ristu MSCs
navodi jejich apoptézu do 24 h (viz obrazek 7). MSCs byly transdukovany genem pro
iCasp9 beze ztraty svych diferenciacnich schopnosti a poté aplikovany mySim. Pfi podani
CID byla aktivovana bunéc¢na smrt pomoci iCasp9 velice selektivné pouze u MSCs oproti

kontrolni skupiné bez genu pro iCasp9, kde bylo prezivani bunék nezménéno (Ramos et

al., 2010).
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Obrazek 7: Aktivace apoptézy pomoci iCasp9 a CID (ptfevzato z Ramos et al,, 2010)
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5 Zaveér
Kmenové bunky se staly v bunécnych terapiich velice popularnimi vzhledem kjejich
vlastnostem a velkému povédomi odborné verejnosti. Strhuji na sebe opravnénou

pozornost, nebot z predchozi reSerSe je nasnadé jejich Siroké spektrum vyuziti a

potencialnich pristupi, jak nejenom jejich imunomodulacni vlastnosti vyuZzit.

Jak jsem shrnul ve své praci, kmenové bunky skytaji obrovsky potencidl, a to nejenom pri
pouziti v reparativni mediciné. Nebot' kmenové bunky se velice snadno izoluji a kultivuji
a vzhledem k jejich nizké imunogenicité Ize pro terapie a vyzkum vyuzit i kmenovych
bunék allogennich. S rostoucimi moZznostmi novodobych technologii, mezi néZ patfi i
nanotechnologie a genetické inZenyrstvi, rostou i moZnosti vyuZiti kmenovych bunék,
jakoZto UspéSného agens pro lécbu nejen rakoviny, ale i mnoha dalSich onemocnéni.
Osobné vérim, Ze nanotechnologie je obor stale velice mlady, o to vSak slibnéjsi i co se
vyuziti v mediciné tyce, nebot se jedna o metodu s velice Sirokym zabérem vyuZitelnosti.
A pokud se podari dostat nanotechnologie do béZzného vyuziti, tak i metodu s velice
rychlou a snadnou pripravou s malou ekonomickou narocnosti. To se mize tykat
nanocastic, které slouzi jako vektor pro dopravu léciva, anebo nanocastic, které nam
usnadni sledovani migrace ¢i distribuci léc¢iva v Zivém organizmu. Dalsi c¢astecné
kontroverzni metodikou je genetickd uprava kmenovych bunék, diky niz ziskavaji své
potiebné vlastnosti pro vyuZiti u nékterych postupi. Ackoliv se jedna o metodu jiz velice
¢asto vyuzivanou a prozatim nebyly zjiStény Zadné jeji negativni efekty, pravdou ziistava,

Ze genetické ipravy mohou mit nam zatim neznamé disledky.

Stale vSak ziistava mnoho neznamych u terapii spojenych s pouzitim kmenovych bunék.
Nedostatecné poznatky jsou zejména na poli molekularnich mechanisml jejich
migracnich schopnosti a druhou velkou nezndmou se jevi jejich vlastnosti coby

dlouhodobého ¢initele v organizmu.

To vSe a mnohem vice zbyva objevit, aby se kmenové buiiky mohly jednoho dne tésit na
vysluni jako dostupny a velice ispésny imunoterapeuticky prostiredek 1écby nejriiznéjsich

nemoci.
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