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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells, MSC) riiznymi mechanismy ovliviiuji
nejen okolni buiiky, ale i fungovani celého organismu. Vedle dobfe znamych imunomodulacnich
vlastnosti jsou MSC schopny za riznych podminek vyvolat apoptdézu nebo ji zabranit, a to jak
u nadorovych, tak i imunitnich bunék. Antiapoptotickymi ucinky jsou schopny ochranit i dalsi typy
bun¢k. Neni pravidlem, Ze ochrana pred apoptézou ma vzdy pozitivni efekt a naopak. Pfesné porozuméni
ucinkiit MSC na apoptoézu by piineslo vyrazny pokrok v potencialni aplikaci MSC a usnadnéni 1éCby
u velké fady onemocnéni. MSC jsou vystavovany oxidativnimu stresu, hypoxii a prostiedi s velkym
mnozstvim proapoptickych faktord, coz zapficinuje jejich senescenci a apoptézu. Nebyt ale tohoto
prostfedi, nedoSlo by k aktivaci vSech vlastnosti MSC. V soucasné dob¢€ je veden intenzivni vyzkum

k prodlouzeni ptezivani MSC, nebot’ by tim doslo i ke zlepSeni pfipadné biologické 1écby.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, apoptdza, biologicka 1écba



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) display different ways of influencing not only surroundig cells
but also the function of the whole organism. Besides well known immunomodulatory properties, MSC are
capable of inducing and inhibiting of apoptosis in various conditions, effecting mostly cancer and
immune cells. They are able to protect other cell types against apoptosis. On the contrary, anti-apoptotic
and apoptotic effect of MSC is not always beneficial. Deeper and more precise understanding of
influence of MSC on the apoptosis is needed to allow the usage of MSC in the biological therapy and to
facilitate the treatment of many diseases. MSC are exhibited to oxidative stress, hypoxia and many
pro-apoptotic factors, which cause their senescence and apoptosis. However, without this
microenvironment they will not be activated and will not gain all their properties. Nowadays is
an intensive research in prolongation of MSC’s lifespan done, because it would improve potential

biological therapy.

Key words: mesenchymal stem cells, apoptosis, biological therapy



Seznam zKkratek

AD-MSC adipose-derived mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky izolované

z tukové tkané
AICD activation-induced cell death, aktivaci indukovana buné¢na smrt

Bad B cell lymphoma 2 associated death promotor, B bunéény lymfom 2 asociovany

promotor smrti

Bak B cell lymphoma 2 homologous antagonist killer, B bunéény lymfom 2 homologni

antagonista zabijec

Bax B cell lymphoma 2 associated X, X protein asociovany s buné¢nym lymfomem
Bcl-2 B cell lymphoma 2, B buné¢ny lymfom 2

Bel-xLL B cell lymphoma — extra large, B bunéény lymfom — xL

Bid BH3 interacting domain death agonist, agonista smrti interagujici s BH3
CKD2 cykline D2, cyklin D2

Cytc cytochrome ¢, cytochrom ¢

DC dendritic cells, dendritické bunky

DISC death-inducing signaling complex, signalni komplex indukujici smrt
DR death receptor, receptor smrti

DTH delayed type hypersensitivity, hypersenzitivita oddaleného typu

ESC embryonal stem cells, embryondlni kmenové bunky

FADD Fas-associated via death domain, doména smrti asociovana s Fas

HSC hematopoetic stem cells, hematopoetické kmenové bunky

IDO indolamin 2,3-dioxygenase, indolamin 2,3 dioxygenaza

iNOS inducible nitric oxid synthese, inducibilni syntdza oxidu dusnatého
IFN-y interferon y



iPSC
MSC
NSC

Nrf-2

ROS
SLE
SOD
Tconv
TGF B

TRAIL

TRADD

Treg
TNF-a
TNFR-1

UC-MSC

PD-1
PD-L1
PD-L2

PTX

induced pluripotent stem cells, indukované pluripotentni kmenové bunky
mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové burky
neural stem cells, neuralni kmenové bunky

nuclear factor (erythroid-derived 2) — related factor 2, nuklearni faktor odvozeny

z erythroidd 2

oxygen reactive species, reaktivni formy kysliku

systemic lupus erythematosus, systémovy lupus erythematodes
superoxide dismutase, superoxid dismutaza

conventional T lymphocyte, konven¢ni T lymfocyt
transforming growth factor 3, transformujici rastovy faktor

tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand, doména smrti asociovana
s receptorem faktoru zpusobujici nekréozu nadord (sTRAIL: solubile, solubilni,

memTRAIL: membrane, membranovy)

tumor necrosis factor receptor associated death domain, receptorem nadorového faktoru

asociovanou doménou smrti

regulatory T lymphocyte, regulac¢ni T lymfocyt

tumor necrosis factor a, faktor zptisobujici nekrézu nadori o

tumor necrosis factor receptor 1, receptor faktoru zptisobujici nekréozu nadort

umbilical cord-derived mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky ziskané

z pupecnikové krve

programmed death 1, programovana smrt 1

programmed death ligand 1, ligand programované buné¢né smrti 1
programmed death ligand 2, ligand programované bunééné smrti 2

paclitaxel



VEGF vascular endothelian growth factor, riistovy faktor cévniho endotelu

XIAP X linked inhibitor of apoptosis protein, X vazany inhibitor apoptotického proteinu
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Uvod

Pro kmenové bunky je typickd neustala schopnost sebeobnovy a diferenciace do jinych
bunéénych typ. Dle jejich schopnosti diferenciace se dale d€li na totipotentni, pluripotentni,
multipotentni a unipotentni. V zavislosti na jejich vlastnostech jsou déleny na embryonalni kmenové
buiiky (embryonal stem cells, ECS), indukované pluripotentni kmenové buiiky (induced pluripotent stem
cells, iPSC) a dospélé kmenové buniky, mezi které fadime hematopoetické kmenové buiiky (hematopoetic
stem cells, HSC), neurdlni kmenové bunky (neural stem cells, NSC) a vneposledni fad¢ také
mezenchymalni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells, MSC), které se vyskytuji téméf ve vSech
typech tkani, kde napomahaji pfi regeneraci. MSC maji pfirozenou schopnost migrace do mista zanétu,
poranéni nebo nadorového prostredi. Jsou hojné studovany kvuli jejich produkci velkého mnozstvi
regulacnich molekul, pfedev§im imunomodula¢niho charakteru. Z tohoto ditivodu se jevi jako slibny

prostfedek k 1é¢bé mnohych onemocnéni.

Apoptéza, také nazyvana programovana bunécnd smrt, je pfirozeny proces udrzujici
homeostazi organismu. Mnoho bunék apoptoticky umira pfi vyvoji jedince. Tento proces je také dalezity
v odstranéni poskozenych bunek. Procesem apoptdzy se da naptiklad zabranit Sifeni virovych infekei ¢i

nadorového bujeni.

MSC jsou schopny indukovat i inhibovat apoptéozu. Timto zpisobem se daji ovliviiovat procesy
v organismu. Regulace apoptézy se jevi jako slibna biologicka 1écba nekterych nadorovych
a autoimunitnich onemocnéni. Pfi pouziti MSC v 1é€bé pacienta by se vSak méla vénovat zvySena

pozornost dal§im vlastnostem MSC a predevsim efektu prostiedi, do kterého jsou buriky vneseny.
Cile bakalarské prace

- shrnuti soucasnych poznatkil a apoptotickych a antiapoptotickych vlastnostech MSC na rtizné typy
bunck

- porovnani efektu prostiedi na vlastnosti MSC
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1. Kmenové bunky

Kmenové bunky jsou definovany jako buiiky schopné neustalé sebeobnovy a schopnosti
diferenciace do rtznych typii bunék. Tato sebeobnova je zajisténa pomoci asymetrického déleni, kdy
zjedné kmenové bunky vznikd nova kmenova bunika a bunka dcefina, ktera dale diferencuje
ve specializovany bunécny typ. Kmenové butiky si zachovavaji schopnost symetrického bunééného déleni
(Obr. 1), coz je povazovano za jedno z kritérii Gspesné kultivace kmenovych bun€k (Chen et al., 2015).
K asymetrickému déleni kmenovych buné€k dochdzi az po urcitém stimulu (Xu et al., 2018). Kmenové
buitkky se podili pfedev§im na vyvoji nového jedince a reparaci tkani, ¢imz udrzuji homeostazi

(Medvinsky and Livesey, 2015).

. kmenova bunka

-
d. -
- -
symetrické déleni - " . kmenovd bufika
kmenova bunka .
N . kmenova bunka
s L g P - /
asymetrické déleni ‘ —
\ ™

diferenciovana

O buika

Obr. 1 Rozdil mezi symetrickym a asymetrickym bunéénym délenim (upraveno
podle: Chen et al., 2015)

1.1 Embryonalni kmenové buiky

ESC se ziskavaji u savcu z blastocysty. Blastocysta se déli na tenkou zevni vrstvu trofoblast
a uvnitf nachazejici se embryoblast. Ten je tvofeny pluripotentnimi embryonalnimi butikami, které jsou
schopny diferencovat v jakykoliv bunécny typ, vcetné trofoblastu. Nejsou vSak schopny sebeorganizace
vedouci ke vzniku celého organismu (Young, 2011). K identifikaci pluripotence se pouziva triada gend:
Oct3/4, Sox2, Nanog, které pusobi jako regulacni faktory modifikujici prostfedi a genovou expresi
v bunice (Niwa, 2007). ESC maji potencial v bunétné terapii, transplantacni biologii, tkanovém
inZenyrstvi nebo se daji vyuZzit ve vyvojové biologii. Jejich vyzkum i pouzivani je ale znacné omezen

etickymi zdsadami a nebezpecim tvorby teratomu (Hentze et al., 2009).
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1.2 Indukované pluripotentni kmenové bunky

Jedna se o buiiky, které ptivodné pluripotentni vlastnosti nemély a byly u nich uméle navozeny.
K ziskani iPSC je potieba exprese regulacnich faktord, po svém objeviteli pojmenovanych,
tzv. Yamanaka faktori: Oct3/4, Sox2, cMyc a Klf4 (Takahashi and Yamanaka, 2006), cehoz se da docilit
vnesenim téchto faktord do bunky napt. pomoci virového vektoru nebo plazmidu (Chen et al., 2015; Geis
et al.,, 2017). V rané fazi reprogramace dochézi k odstranéni liniového vzorce builky, v pozdéjsi fazi
dochézi k endogenni transkripci pluripotentnich gent (Sugiyama-Nakagiri et al., 2016). Vyhodou iPSC
je, Ze jejich pouziti neni omezeno etickymi zasadami a daji se vyuzit jako alternativa ESC, problematicka
je opét schopnost tvorby nadorii. Yamanaka faktory byvaji cCasto asociovany s nadorovymi
onemocnénimi. Dal§im problémem je vnaseni genii do somatickych bun¢k. Virové vektory, které byly
puvodné€ pouzivany, predstavuji nahodny zasah do genetické informace a z tohoto divodu jsou vyvijeny

nové metody prenosu (Medvedev et al., 2010).

V soucasnosti jsou iPSC vyuzivany k modelovani rGznych onemocnéni a bunécné terapii.
V modelech se zkouma4 etiologie onemocnéni, tim, Ze dochazi k reprogramaci iPSC na postizeny bunécny
typ. Tento pristup je vyuzivan naptiklad u Parkinsonovy choroby. Bunécna terapie je usnadnéna
genetickou identitou bun€k, a proto se pii pfenosu bunék nepouzivaji imunosupresiva. Cilem bunécné

terapie jsou monogenni choroby, jako je naptiklad srpkovita anémie (Hochedlinger and Jaenisch, 2015).

1.3 Dospélé kmenové buiiky

Dospélé kmenové buiiky se nachdzeji v tkdnich nebo organech mezi diferenciovanymi bunkami.
Jedna se o tkanové specifické multipotentni buiiky, jejichZ hlavni ulohou je udrzovani homeostaze
a regenerace tkani, ve kterych se nachéazeji. Mezi nejznamé;jsi populace dospélych kmenovych bunek

patii HSC, NSC a MSC.
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1.3.1 Hematopoetické kmenové burky
Tyto buniky se nachazeji predev§im v kostni dfeni a produkuji myeloidni a lymfoidni progenitory

(Obr. 2).

Hematopoeticka kmenova bufika

Myeloidni by Topdnd
: S < - . g
progenitorova bufika :'-.._Qe progenitorova bufika
ST
Caq) Pl I, Py
- @ B © B e ® & @
KD CK MK Bas Neu Eos Mon BL TL PZ

Obr. 2 Hematopoéza: vznik diferenciovanych bun¢k krevni fady z hematopoetické
kmenové buiiky, KD: krevni desti¢ka, CK: &ervena krvinka, MK: megakaryocyt,
Bas: basofil, Neu: neutrofil, Eos: eozinofil, Mon: monocyt, Mak: makrofag, BL: B
Lymfocyt, TL: T lymfocyt, PZ: ptirozeny zabije¢ (upraveno podle: Bradshaw et al.,
2016)

1.3.2 Neuralni kmenové buiky

NSC maji schopnost diferencovat do neuront (Li et al., 2016), astrocytl a oligodendrocytt (Suh
et al., 2007). Znamymi zdroji NSC jsou subgranularni zéna gyrus dentate v hippokampu
a subventrikularni zona lateralnich mozkovych komor. V obou oblastech dochazi k produkci neuront,
které dozravaji procesem neurogeneze a zapojuji se do fungovani nervové soustavy (Landgren and Curtis,

2011).

1.3.3 Mezenchymalni kmenové bunky

Tyto multipotentni kmenové buiiky se nachdzeji témét ve vSech tkanich dospélého organizmu.
Nejcastéji jsou ziskavany z kostni dien¢ a tukové tkané, v posledni dobé i z pupecnikové krve (Beeravolu

et al., 2017). MSC maji schopnost diferencovat do rGznych bunéfnych typl, jako jsou osteoblasty,
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chondrocyty a adipocyty (Obr. 3). Nékteré studie ukazuji, Zze 1ze u MSC vyvolat diferenciaci i v jiné

bunécéné typy, jako jsou naptiklad neurony (Alizadeh et al., 2019) nebo v kardiomyocytim podobné
buiiky (Szaraz et al., 2017).

specializované buiiky pojivové tkané

mezenchymalni

kmenové buiiky _ . - \v 1
. diferenciace ( ) » i |

—_—
adipocyt chondrocyt osteocyt
( (tuk) (chrupavka) (kost)
J

sebeobnova

kostni diei

Obr. 3 Symetrické a asymetrické déleni MSC kostni diené (upraveno
podle: www.eurostemcell.org)

Dominici et al. (2006) stanovili kritéria pro charakterizaci MSC. Jednim z nich je schopnost

diferencovat do bunécnych typt in vitro (Obr. 4). Dal$im kritériem je schopnost adherace bunck

k plastovému povrchu za standartnich podminek a poslednim exprese povrchovych znakti: CD73, CD90,
CDI105 a nepfitomnost povrchovych molekul: CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a a HLA 1L
téidy (Tab. 1).

Ptitomné povrchové znaky Biologicka funkce
CD73/5 nukleotidaza Tvorba adenosinu z AMP (Reinhardt et al., 2017)
CD90/Thy-1 Kontakt buiiky s matrix, mezibunéény kontakt, migrace, apoptoza

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7070)

CD105/endoglin Soucasti TGFP receptorového komplexu (Cheifetz et al., 1992),

vyznamna role v angiogenezi (Paauwe et al., 2016)

Nepritomné povrchové znaky Vyskyt na buiikach
CDl11b Monocyty, granulocyty, NK burky, subpopulace B a T bunék
CD14 Monocyty, granulocyty
CD19 B lymfocyty
CD34 Progenitorové buiiky, endotelialni buiiky
CD45 Leukocyty
CD79a B lymfocyty
MHC II. tidy APC
Tab. 1 Povrchové molekuly MSC a jejich biologicka funkce, vyskyt znakti, které nejsou piitomny

na MSC, (zdroj: Zéklady imunologie, 5. vydani)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7070

K identifikaci, ovéfeni a charakterizaci MSC se pouzivaji tyto metody: pritokova cytometrie,
imunofluorescence, western blot, real-time PCR, protein array a indukce diferenciace. MSC maji
schopnost migrovat do nadorového prostredi (Kidd et al., 2009), do mista zanétu (Teo et al., 2012)
a do mista poskozeni (Deng et al., 2017). K tomu vyuzivaji diapedézu ptes buiky epitelu skrz selektin

a integrin zavislou vazbu (Riister et al., 20006).
1.3.3.1 Imunomodulacni viastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék

Imunomodulaéni vlastnosti MSC jsou mediovany jak solubilnimi faktory, tak kontaktem buniky
s bunikou. Jedna se o velké mnozstvi produktd, které nejriznéj$imi zplisoby ovliviiuji imunitni buiiky
(Obr. 3). Jejich piisobeni byva siln€ ovlivnéno mikroprostfedim, ve kterém se nachazeji. Déle také zalezi
na typu tkang, ze které MSC pochazeji. Lidské MSC v pfitomnosti IFN-y produkuji solubilni indolamin
2,3 dioxygenazu (IDO), kterd méni tryptofan na kynurenin, ¢imz zptsobuje hladoveéni bunék, které jsou
utlumeny a nasledné hynou apoptézou (Munn and Mellor, 2013). V pfitomnosti IFN-y dochazi také
k produkci rastového faktoru hepatocyti a transformujiciho ristového faktoru B (transforming growth
factor B, TGFpB) (Ryan et al., 2007). Na utlumeni proliferace T lymfocytii se podili hemoxygenaza, kterd
degraduje hem (Chabannes et al., 2007). Prostaglandin E2 je syntetizovan cyklooxygenazou 1 a 2 a ma
inhibi¢ni Gcinky, nejen na T lymfocyty, ale i na pfirozené zabijece a dendritické bunky (DC) (Cui et al.,

2007).

Obr. 2 Imunoregulacni vlastnosti MSC (upraveno podle Gao et al., 2016)
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Casty zptisob utlumeni T lymfocytd je jejich nevratné zastaveni bunééného cyklu, nejéastdji
v Gy/G; fazi, coz je dano inhibici cyklinu D2 (CKD2), dale je zvySen univerzalni cyklin dependentni
kindzovy inhibitor p27Kip1, ktery tlumi T lymfocyty i v ostatnich fazich bunééného cyklu. Studie varuje,
pfed pouzitim MSC u pacient s nddorovymi onemocnénimi z divodu vyrazného potlaceni funkci
a zastaveni cyklu T lymfocytt (Glennie et al., 2005). MSC dale sekretuji protizanétlivy IL-10 (Ryan et
al., 2007). K potlaceni B lymfocyti mtze dochdzet ptimo, napiiklad jejich zastavenim bunééného cyklu
(Tabera et al., 2008) nebo potlacenim produkce protilatek (Park et al., 2015). Jedna moznost je nepiimo
inhibici T lymfocytd a tedy nedostateCnou stimulaci B lymfocytt, ¢imz dochéazi ke snizeni produkce
protilatek (Rosado et al., 2015). MSC maji schopnost modulovat funkce regulacnich B a T lymfocytt
(Treg), napiiklad u pacienti se systémovym lupusem erythematodes (SLE) doslo k jejich navySeni po
vneseni MSC v mys$im modelu (Park et al., 2015). Dalsi schopnosti MSC je potlaceni diferenciace DC
z monocyttl, neschopnost DC aktivovat CD4+ i CD8+ T lymfocyty (Chiesa et al., 2011). U pfirozenych

zabije¢ti MSC snizuji predevsim cytotoxicitu a proliferaci (Sotiropoulou et al., 2006).
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14
2. Apoptoza
Apoptoza neboli programovana bunééna smrt je vysoce konzervovany piirozeny proces udrzujici
homeostazi, podili se na vyvoji organismu nebo je soucasti imunitnich reakci. Je d€lena na vnitini a vn&jsi

cestu s tim, Ze se tyto cesty lisi v iniciaci. Faze exekuce a fagocytdzy jsou stejné.
2.1 Vnitfni cesta apoptozy

Jedna se o vnitrobunécnou indukcei programované bunécné smrti skrz nereceptorové signaly, které
vedou k naruSeni mitochondridlni membrany a smrti buiiky (Obr. 4). Buitky mnohobunéénych organismi
vyzaduji faktory nutné k preziti. Pokud jich je nedostatek, bunika podstoupi apoptézu. Dalsimi divody
indukce apoptdzy mize byt bunécny stres, ozafeni, poskozeni DNA nebo ptitomnost toxint.

. Growth factar

Chematherapy

Growth factor receptars Radiotherapy

Intracellular stress. Cytaplasm
eg. axidative stress, ischemia

Obr. 3 Vnitini cesta iniciace apoptézy (pievzato z www.creative-diagnostics.com)
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V piipadé nedostatku rustovych faktori dochazi pomoci defosforylace k uvolnéni proteinu
B bunééného lymfomu 2 asociovaného promotoru smrti (B cell lymphoma 2 associated death promotor,
Bad), ktery je za normalnich okolnosti blokovan PI3K/Akt. Defosforylovany Bad se vaze na B bunéény
lymfom 2 (B cell lymphoma 2, Bcl-2) a B bunéény lymfom-xL (B cell lymphoma — extra large, Bcl-xL),
a tak nedochazi k vazbé Bcl-2 a proapoptickych proteini X proteinu asociovaného s B bunééného
lymfomu 2 (B cell lymphoma 2 associated X, Bax) a B bunécného lymfomu 2 homologniho antagonisty
zabijece (B cell lymphoma 2 homologous antagonist killer, Bak). Bak a Bax spole¢n¢ utvoii por do vngjsi
mitochondrialni membrany a dojde k vyliti cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru. Cytochrom c se
vaze na apoptotickou protedzu aktivujici faktor 1 za vzniku apoptosomu, ktery aktivuje kaspazu 9.

Ta aktivuje efektorové kaspazy, predevsim kaspazu 3 (Loreto et al., 2014).

wewrs

2.2 Vnéjsi cesta apoptozy

Vnéjsi cesta apoptozy je aktivovana pres receptor smrti (death receptor, DR). Mezi nejznaméjsi

ligandy s receptory patii TNF-o/TNFR1, FasL/FasR, TRAIL/DR4, TRAIL/DRS, PDL-1/PD-1 (Obr. 5).

\

G- D

Apoptosis

Obr. 4 Vnéjsi cesta iniciace apoptozy (pievzato z www.creative-diagnostics.com)
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2.2.1 FasL

Mezi hlavni modula¢ni slozky T Ilymfocyth patii aktivaci indukovana bunéfna smrt
(activation-induced cell death, AICD), ktera je regulovana ptes FasL/FasR. Ten je také soucasti jednoho
z nejdulezitéjsich efektorovych mechanismii CD8+ cytotoxickych T lymfocyti. FasL je soucasti
cytotoxickych mechanismfi i CD4+ T lymfocytd (Malyshkina et al., 2017) a CD8+ Treg, které timto
zpusobem inhibuji CD4+ T lymfocyty (Liu et al., 2017). Vazba FasL na FasR vede k trimerizaci
receptoru, ktery aktivuje doménu smrti asociovanou s Fas (Fas-associated via death domain, FADD),
ktera je navazand na FasR pomoci domény smrti. FADD a FasR spolecné tvoii signalni komplex
indukujici smrt (death-inducing signaling complex, DISC), ktery skrz efektorovou doménu smrti aktivuje
kaspazy 8/10 (Waring and Miillbacher, 1999). Kaspaza 8 mimo jiné §t€pi agonistu smrti interagujiciho
s BH3 (BH3 interacting domain death agonist, Bid). Jeho fragment, tBid se vaze do wvné&jsi
mitochondridlni membrany a zplsobuje vyliti cytochromu ¢ a nasleduje d&j jako pii vnitini cesté

apoptozy (Li et al., 1998).

2.2.2 Apoptozu indukujici ligand asociovany s faktorem zpiitsobujici nekrozu nddori

Apoptozu  indukujici ligand asociovany s faktorem zpdsobujici nekrézu nadord
(tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing ligand, TRAIL) je protein vyskytujici se ve dvou
formach, membranové vazany a solubilni. Po stimulaci mitogeny je exprimovan B a T lymfocyty,
makrofagy a monocyty (Ehrlich et al., 2003; Halaas et al., 2000). Indukce interferonem y (IFN-y)
mechanismti, dale se po indukci vyskytuje u DC a monocytt (Fanger et al., 1999; Griffith et al., 1999;
Sheard et al., 2013). Mechanismus signalizace je stejny jako u vyse popsaného FasL, s vyjimkou toho, ze
spolu interaguje TRAIL a receptor smrti 4 (death receptor 4, DR4) a receptor smrti 5 (death receptor 5)
(Falschlehner et al., 2009).

2.2.3 Faktor zpusobujici nekrozu nadori

Faktor zpasobujici nekrozu nadort a (tumor necrosis factor a, TNF-a) je prozanétlivy cytokin
produkovany aktivovanymi makrofagy a monocyty. Receptor faktoru nadorové nekrézy 1 (tumor necrosis
factor receptor 1, TNFR-1) po vazbé ligandu trimerizuje. TNFR-1 je asociovany pies doménu smrti
asociovanou s receptorem faktoru zptsobujici nekrézu nadorti (tumor necrosis factor receptor associated
death domain, TRADD), ktera pies receptor interagujici protein indukuje drahu aktivace nuklearniho
faktoru B. TRADD také aktivuje FADD, ktery stejnym mechanismem jako vyse aktivuje kaspazy 8/10
(Pobezinskaya and Liu, 2012).
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Faze exekuce apoptozy je pro obé cesty spolecnd, dochazi k aktivaci efektorovych kaspaz,
predevsim kaspdzy 3 pomoci kaspaz 8, 9 a 10. Kaspaza 3 aktivuje kaspdzou aktivovanou DNazu, ktera
fragmentuje DNA v jadfe. Dale dochazi ke vzniku apoptotickych télisek. Tato téliska jsou v poslednim
kroku apoptozy fagocytovana (Elmore, 2007).

2.2.4 Ligand programované bunécéné smrti 1

Dal$im zpisobem vyvolani apoptézy je vazba ligandu programované bunécné smrti 1
(programmed death ligand 1, PD-L1) na programovanou smrt 1 (programmed death 1, PD-1). PD-1 je
exprimovan na povrchu T lymfocytl, u kterych slouzi jako jeden z hlavnich regulétord jejich aktivity
(Kinter et al., 2008). PD-L1 je exprimovan na povrchu bun¢k nejen B a T lymfocytti, myeloidnich bunék,
nadorovych bunék, ale i bun€k epitelové tkané, naptiklad epitelu jater (Hutchins et al., 2013). Exprese
PD-L1 nasleduje po stimulaci danych bunék. Po vazbé PD-L1 na PD-1 dochazi ptes signaliza¢ni kaskadu
k aktivaci fosfatazy 2 obsahujici doménu homologni se Src 2, inhibici PI3K/Akt drahy a blokaci Bel-xl,
¢imz dochazi k indukei apoptozy (Parry et al., 2005). K PD-1 se vaze také ligandu programované bunécéné
smrti 2 (programmed death lingand 2, PD-L2). PD-L2 je exprimovan v mnohem mens$im mnozstvi

predevsim na makrofazich a DC. Nevede k indukci apoptozy (Latchman et al., 2001).

2.3 Rozdil mezi apoptézou a nekrozou

Na rozdil od apoptdzy je nekroza patologicky proces, zplisobeny externimi faktory jako napf.
toxiny nebo infekce. Nekroza vede k zanétu skrz bunéény edém a nasledné prasknuti bunky, coz vede

k poni¢eni tkan¢ (Proskuryakov et al., 2003).
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3. MSC a apoptoza

3.1 Ochrana MSC pi'ed apoptézu

Vyuziti MSC v bunécné terapii je omezeno jejich citlivosti k oxidativnimu stresu a hypoxii. Prostiedi,
do kterého jsou Casto prenaseny, je prozanétlivé, ovlivnéné chemoterapii, radioterapii a obsahujici velké
mnozstvi proapoptotickych faktorti. Prenos MSC do takového prostfedi vede k jejich senescenci
a apoptoze. Na druhou stranu MSC diky prozanétlivému prostiedi aktivuji své imunomodulaéni
vlastnosti. Nejnovéjsi studie uvadi, ze BM-MSC jsou citlivé k IFN-y a TNF-o0, které spolecnym
pusobenim vyvolavaji apoptézu u BM-MSC. Dochazi ke zvySené produkci NOS, coz vede k expresi Bak,
Bax a Fas receptoru na povrchu MSC. K apoptoze BM-MSC dochézi i u Fass BM-MSC (Li et al., 2019).

Hlavni pficinou apoptéozy u MSC je oxidativni stres, ale existuji molekuly, které prodluzuji piezivani
MSC v takovémto prostiedi. Jednim ze zplisobtl, jak ochranit MSC pied oxidativnim stresem a apoptozou
je indukce zvySené exprese nuklearniho faktoru odvozeného zerythroidi 2 (nuclear factor
(erythroid-derived 2) — related factor 2, Nrf-2) pomoci adenovirového vektoru. Nrf-2 indukuje expresi
antioxidantd superoxid dismutdzy a hemoxygendzy 1 (Mohammadzadeh et al., 2012). Vyuziti Nrf-2 je ale
znacné omezeno kvuli riziku progrese nadoru a jeho schopnosti detoxifikovat protinadorova l1é¢iva (Kim
et al., 2007). Dal§im moznosti ochrany MSC pied bunéénym stresem je laktoferin. Jedna se o antioxidant,
ktery snizuje mnozstvi reaktivnich kyslikovych radikalt (reactive oxygen species, ROS), aktivitu kaspazy
3 a zvySuje aktivitu Akt drdhy, ¢imZ prodluzuje pfezivani MSC v nepfiznivych podminkach (Park et al.,
2017). Lipoprotein s vysokou hustotou podobné zvysuje aktivitu Akt a snizuje produkci ROS u poskozeni
myokardu (Xu et al., 2012).

Studie vénujici se prodlouzeni zivotnosti MSC po transplantaci u cévni mozkové ptihody vyuzila
tetramethylpyrazin, ktery zvySuje aktivitu Akt a expresi Bcl-2, ktery se vyskytuje na vnéjsi
mitochondridlni membrané, coz vede k pfezivani bunky. Snizuje expresi apoptotick¢ho Bax, ktery
zpusobuje vznik kanalu do mitochondridlni membrany, ¢imz se zméni napéti na membrané a dojde
k uvolnéni cytochromu ¢ (Fang et al., 2017). Exendin-4 byl pouzit ke studiu infarktu myokardu. Jeho
podani v piitomnosti MSC izolovanych ztukové tkané¢ (adipose-derived mesenchymal stem cells,
AD-MSC) zvysuje expresi superoxid dismutazy (SOD), ktera se podili na snizovani ROS. Exendin-4 dale
aktivuje fosforylaci Akt drahu, zvySuje expresi Bcl-2 a snizuje expresi Bax a cytochromu ¢ (Liu et al.,

2014).

Jinou moznosti ochrany MSC pfed oxidativnim stresem indukovanou senescenci je overexperese

katalytické podjednotky telomerazy (hTERT), ktera chrani pfed ROS. Jeji zvySeni vedlo k vyssi aktivité

22



antioxida¢nich enzymi, SOD a katalazy (Trachana et al., 2017). Dalsi moznosti je Omentin-1, ktery ma
proproliferacni, propiezivaci a ochranné ucinky proti peroxidem-indukované apoptéoze na MSC,
odstraniuje ROS, zvySuje Bcl-2 a snizuje Bax (Yin et al., 2017). Jiny pfistup vyuziva inhibice pomoci

microRNA16 (miR-16), kterd zastavuje bunécnou proliferaci a snizuje expresi Bel-2 (Rui et al., 2018).

Oddaleni senescence a apoptozy MSCje v soucasnosti studovano riznymi metodami od pfidavani
solubilnich molekul po indukci exprese proteind v samotnych MSC. Nélez vhodné kombinace mize

pfinést vyznamny pokrok pro vyuziti MSC v buné¢né terapii.

3.2 Modulace apoptézy pomoci MSC

3.2.1 Indukce apoptozy

3.2.1.1 Indukce apoptézy u nadorovych bunék

3.2.1.1.1 TRAIL

Moznosti protinadorové 1écby je vyuziti molekuly TRAIL. Dle Nieminena et al. (2007) cili vSak
pouze na nadorové buiiky a pro pacienty je bezpecny (Ashkenazi et al., 1999; Kelley et al., 2001), ¢imZ je
v rozporu s vyzkumy, které zaznamenaly apoptozu zpisobenou TRAIL u lidskych hepatocytt, lidskych
thymocytl a epitelovych bunék (Jo et al., 2000; Nesterov et al., 2002; Simon et al., 2001; Taimr et al.,
2003).

Molekula TRAIL ma 2 formy. Kratsi, solubilni (sTRAIL) a del$i, membranové vazanou
(mTRAIL), obé tyto formy maji apoptoticky potencial (Wajant et al., 2001). Vyuziti transdukci
vnesen¢ho sTRAIL bylo omezeno kratkou zivotnosti kviili clearance ledvin a nizkou farmakokinetikou

(Kelley et al., 2001), cemuz se Grisendi et al. (2010) vyhli stalou transdukei.

MSC za normalnich podminek neexprimuji TRAIL (Yuan et al., 2015). Pfi kultivaci MSC
s TNF-a doslo k expresi TRAIL a zefektivnéni vyvoldni apoptdézy pomoci MSC (Lee et al., 2012).
Grisendi et al. geneticky modifikovali MSC k expresi TRAIL pomoci transdukce retrovirovym vektorem
(MSC-TRAIL). Tento in vitro i in vivo pokus sbunéfnymi liniemi Ewingova sarkomu (ES),
rabdomyosarkomu a osteosarkomu ovétil schopnost MSC-TRAIL ptfezivat v nddorovém prostredi,
indukovat apoptézu nadorovych bunék mitochondridlni cestou skrz kaspazu 8 a snizit
angiogeneziv nadorovém prostiedi (Grisendi et al., 2015). V dalsi praci byly porovnany MSC exprimujici
krat$i formu (sTRAIL) s delsi formou (mTRAIL) a bylo zjisténo, Ze ob¢é formy maji proapoptoticky

charakter. Membranova forma mTRAIL 1épe vyvolava apoptézu u nadorovych bunék. To je zpisobeno
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pravdépodobné tim, ze na rozdil od sTRAIL, se nachazi na povrchu MSC, kde dochazi
k jejich shlukovani. Dals§i vyhodou mTRAIL je schopnost obejit rezistenci nékterych nadorovych bunek
(Yuan et al., 2015).

AD-MSC s transdukovanym TRAIL byly schopny migrovat do nadorového prostiedi a vyvolat
vyvolaly apoptézu u HeLa buné€k, primarnich nadorovych bunék v rakoviné plic a omezily rist nadoru

u rakoviny délozniho €ipku u my$i s vnesenymi lidskymi bunikami (Grisendi et al., 2010).

7 jiz vyse zminéného divodu, ze TRAIL je schopen vyvolat apoptozu i u nenadorovych bungk,
byl vnesen TRAIL pod promotor IL-6, ktery je exprimovan MSC za ptitomnosti IL-1 (Carter et al.,
1990). V nadorovém prostiedi dochéazi k nadprodukci IL-1 (Lewis et al., 2006). V in vivo pokusu doslo

k cilené apoptoze u nadorovych bunék mnohocetného myelomu U-266 (Cafforio et al., 2017).

Bunéény kontakt v nadorovém prostiedi byva problematicky, napiiklad s vys$si uspéSnosti
dochazi k vyvolani apoptdzy, jak bylo zminéno jiz vyse. Pomoci riznych molekul dochazi k silngjsi
aktivaci ¢i inhibici bun€k a proto jsou hledany zpisoby, jak se mu vyvarovat. Napiiklad vytvorenim
rekombinantnich forem sTRAIL, které maji schopnost multimerizovat TRAIL receptor, a tim zvysit jeho
cytotoxicitu (Spano et al., 2019). Dals$i moznosti jsou extracelularni vesikuly (EV) k doruc¢eni TRAIL
pomoci MSC do nadorového prostiedi. EV jsou piirodni nanocastice schopné infiltrovat velké mnozstvi
tkani, naptiklad i mozek (Alvarez-Erviti et al., 2011). MSC pfirozené produkuji velké mnozstvi exosomil
a tim jsou vhodné pro terapii pomoci EV (Yeo et al, 2013). MSC mohou byt snadno geneticky
modifikovany k produkci exozoml obsahujici TRAIL. V pokusu Yuan et al. (2017) MSC-EV vykazuji
vys$$i cytotoxickou aktivitu ve spojeni s inhibitorem cyklin-dependentni kinazy 9 (CDK9) SNS032.
Jejich dalsi vyhodou je vyssi efektivita vyvolani apoptdzy u TRAIL rezistentnich nadorovych bungk.

3.2.1.1.2 Dalsi zpiisoby indukce apoptozy nadorovych bunék

Nékteré studie ukézaly, ze pfitomnost MSC bez genetické modifikace sta¢i ke vzniku
proapoptotického prostfedi. Studie Atsuta et al. (2013) ukazuje, Ze podani BM-MSC mySim trpicich
mnohocetnym myelomem zmensuje nadory v plicich a ledvinach skrz Fas/FasL indukovanou apoptézu.
Kokultivace lidskych MSC ziskanych z pupeénikové krve (human umbilical cord-derived mesenchymal
stem cells, hUC-MSC) s buiikami hepatocelularniho karcinomu Hep62 vedla ke zvySeni apoptozy
nadorovych bunék a snizeni antiapoptotickych proteint Bcl-2 a a fetoproteinu (Tang et al., 2016). In vitro
a nasledn€ i in vivo pokus s mikrovezikuly MSC ziskanych z Whartonova rosolu ukazuje, Ze ptidani

téchto vacku k nadorovym bunikam moc¢ového méchyte T24, vedlo k zastaveni téchto buné¢k v Gy/G; fazi
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upregulaci p53 a p21.Doslo také ke snizeni fosforylace Akt drahy a ke zvySeni produkce kaspazy 3 (Wu
et al., 2013). Dalsim pfikladem je kultivace MSC v pfitomnosti paclitaxelu (PTX), protinadorového
lipofilniho 1éku, ktery ptisobi na nddorové buiiky tak, ze aktivuje polymerizaci mikrotubult, ¢imz dojde
k zastaveni mitézy v G2/M fazi. Po kultivaci, dochazi k inkorporaci PTX do MSC, které je nasledné
uvolilovano in vitro iin vivo v nadorovém prostiedi a dochazi k redukci nadoru (Pessina et al., 2011).
Wang et al. (2018) injikovali nanoc¢astice vyrobené s ptimési PTX do MSC, u kterych byla po urcitou
dobu pozastavena proliferace a schopnost migrace. V in vivo nadorovém prostiedi gliomovych bun¢k C6

doslo k uvolnéni PTX a 7 dni po 1écb¢ byla pozorovana apoptoza nebo nekroza.

3.2.1.2 Indukce apoptézy u bunék imunitniho systému

Mezi imunomodula¢ni vlastnosti MSC Ize fadit i regulaci T lymfocytd pomoci FasL apoptotické
drahy. Mazar et al. (2009) detekovali pfitomnost FasL a FasR na BM-MSC. Nepodatilo se jim pomoci
protilatky anti-FasR vyvolat apoptézu BM-MSC, coz miize byt jeden ze zplsobd ochrany BM-MSC.
Tento vyzkum rozsifuje Akiyama et al. (2012) pokusem, ve kterém BM-MSC indukovaly apoptozu
u aktivovanych T lymfocytt. To vedlo k produkci TGF-f3 makrofagy, upregulaci Treg a imunotoleranci.
Tim potvrdili experiment Perruchiho et al. (2008), ktery podanim antiCD3 specifické protilatky snizil
mnozstvi T lymfocyti, coz vedlo také k produkci TGF-f, aktivaci Treg a imunotoleranci. Akiyama et al.
(2012) ve svém pokusu studovali terapeuticky potencial u systémoveé sklerozy. Primarni klinicky vyzkum
ov¢étil tyto vlastnosti BM-MSC, po dobu jednoho roku nebyly pozorovany zadné vedlejsi uc€inky a doslo

ke zlepsSeni pritbéhu onemocnéni.

Dalsi moznosti indukce apoptdzy u aktivovanych a konvencnich T lymfocytd (Tconv) je spusténi
drahy ligandu 1 programované bunééné smrti, ktery MSC na svém povrchu exprimuji (Tipnis et al.,
2010), Plumas ho ovSem nedetekoval (Plumas et al., 2005). Kultivace Tconv v pfitomnosti MSC pfes
solubilni faktory zvysSuje expresy PD-1 na Tconv. Ty jsou poté nachylnéjsi k apoptoze. Tato studie
ukazuje, Ze indukce apoptdzy neméla vliv na zvySeni TGF-f a IL-10 (Yan et al., 2014), ¢imz se rozchazi

se zavéry Donga et al. (1999) o zvysené produkci IL-10 a Genga et al. (2006).

Nov¢jsi studie uvadi, ze MSC jsou schopny v reakci na IFN-y a TNF-a exprimovat PD-L1
a PD-L2, které vyvolavaji apoptozu u aktivovanych T lymfocyti. V pritomnosti IFN-y se exprimuje
predevsim PD-L1, pfi stimulaci TNF-a se produkuji oba PD-L, ale PD-L2 vznika vice. Vazba PD-L1,2
na CD4+ i CD8&+ T lymfocytt snizuje sekreci IL-2, coz vede k jejich anergii (Bishop et al., 2009;
Chikuma et al., 2009; Davies et al., 2017).
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Aktivované T lymfocyty produkuji IFN-y, a proto MSC v jejich pfitomnosti produkuji IDO, coz
u nich vyvolava apoptdzu i pres piitomnost IL-2 a IFN-y, které¢ maji buiiky pfed AICD chrénit (Plumas et
al., 2005). Tento mechanismus podporuje pfezivani a rist nddorovych bunék. Mysi MSC exprimujici
lidskou IDO, ktera byla pod promotorem mysiho iNOS, zplsobily apoptézu aktivovanych lymfocytii
v in vivo pokusu u mysi s melanomem, ¢imz do$lo k imunosupresi a podpofe rastu nadoru. (Ling et al.,

2014).

Proapoptotické vlastnostni MSC byly studovany u hypersenzitivni reakce oddaleného typu
(delayed type hypersensitivity, DTH). My$§i BM-MSC oznacené zelenym fluorescencnim proteinem se pfi
DTH v malém mnozstvi akumuluji na rozhrani parakortikalni a germinalni zony lymfatickych uzlin, kde
jsou v kontaktu sriznymi imunitnimi bunikami. Béhem DTH vyvoldvaji MSC apoptéozu skrz NO
v lymfatickych uzlinach ptedevSim u aktivovanych T lymfocytl, v mensi mife u B lymfocyti

a makrofagl. DTH probiha v mirn¢jsi forme. (Lim et al., 2010).

Potencial proapoptotickych vlastnosti je studovan na mysich modelech SLE. Injikace hUC-MSC
do mys$iho modelu SLE vedla k apoptéze Th1l a Th2 CD4+ T lymfocytt v periferni krvi zatim nezndmym
mechanismem. Jelikoz tyto T lymfocyty hraji klicovou roli v regulaci onemocnéni, doslo ke snizeni

proteinurie a 1ézi na ledvinach (Huang et al., 2018).

3.2.2 Inhibice apoptozy

3.2.2.1 Inhibice apoptézy u nadorovych bunék

Schopnost MSC migrovat do nadorového prostfedi (Kidd et al., 2009) ma i své nevyhody.
V pfipadé nadoru epitelovych bunck vaje¢niku zplsobuje pfitomnost MSC rezistenci vuci
chemoterapeutiku carboplatin (Castells et al., 2013). Toto chemoterapeutikum zptisobuje poskozeni DNA
rozvolnénim nukleové kyseliny, degradaci X vazaného inhibitorového apoptotického proteinu (X linked
inhibitor of apoptosis protein XIAP) a aktivaci efektorovych kaspaz 3,7 a 9 (Bellon et al., 1991). MSC
asociované¢ s karcinomem (carcinoma-associated MSC CA-MSC) indukuji chemorezistenci
vajecnikovych rakovinnych bunék 3 vici carboplatinu. V jeho piitomnosti CA-MSC indukuji stimulaci
Akt drahy fosforylaci, stabilizuji fosforylaci XIAP, ktery blokuje efektorové kaspazy 3 a 7 (Obr. 6)
(Castells et al., 2013).
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Obr. 5 Vliv CA-MSC na piisobeni chemoterapeutika
carboplatin (upraveno podle: Castells et al., 2013)

MSC oslabuji funkci protinadorového 1é€iva cisplatinu snizenim apopt6zy a zvysSenim proliferace
MCF-7 bunécné linie rakoviny prsu (Xu et al., 2017). Efektu ptfezivani bunék v pfitomnosti lidskych
BM-MSC a cisplatinu bylo studovano jiz diive u HK-2 bun¢k lidského proximalniho tubulu ledvin.
Chemoterapeutikum cisplatin svymi toxickymi ucinky zptsobuje akutni selhani ledvin. Pfidané
hBM-MSC zvySuji mnozstvi nafosforylovaného Akt, coz vede k ptezivani bunck (Eliopoulos et al.,

2010).

Dalsi prace uvadéjici pronadorové a antiapoptotické uc¢inky MSC je vyzkum Ramasamy et al.
(2007), ktery ukazuje, ze MSC jsou schopny drzet nadorové buniky v Go/Gl fazi bunécného cyklu
pomoci downregulace CKD2 a cyklin dependentni kindzy 4 (CDK4) a to je spojeno se snizenim apoptdzy

u téchto bunék. Tito autofi varuji pred uzitim MSC u pacientl s malignimi onemocnénimi.

3.2.2.2 Inhibice apoptézy u imunitnich bunék

3.2.2.2.1 Neutrofily

Neutrofily hraji dilezitou roli v imunité jedince. Kultivace IL-8 aktivovanych i neaktivovanych neutrofilt
za pritomnosti MSC, bez potfeby bunécného kontaktu, vede k inhibici apoptézy (Raffaghello et al.,
2008). MSC dale produkuji IL-6 (Kim et al., 2005), ktery inhibuje apoptézu neutrofilli (Asensi et al.,
2004). V dalsim experimentu doslo po kultivaci ke snizeni Bax, zvySeni antiapoptotického
indukovatelného diferenciatniho proteinu myeloidniho leukemickych bun€k a inhibici oxidativniho
metabolismu. Tento pokus vychazi zhypotézy, ze MSC v kostni dfeni chrani efektorové funkce

neutrofilt, inhibuji jejich oxidativni mechanismy a chrani je pied apoptozou (Raffaghello et al., 2008).
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Tkanoveé specifické MSC ze slinné Zlazy stimulované pomoci LPS pies toll like receptor 4
produkovaly prozanétlivé cytokiny. Mezi tyto patii i IL-8 a inhibi¢ni faktor migrace makrofagt.
Tyto cytokiny zptisobuji migraci polymorfonuklearnich leukocyti, tedy i neutrofild, pro které je typicka
kratka Zivotnost spojend se spontanni apoptézou. V experimentu, kde byly pomoci LPS aktivované MSC
kultivované s neutrofily doslo k oddaleni apoptézy (Brandau et al., 2010). Novéjsi studie ukazuje, Ze
MSC jsou schopny zachranit neutrofily pied apoptdzou zplisobenou nedostatkem Zivin, mechanismus je
zatim nejasny (Magbool et al., 2011). Zda se, ze MSC stimulované nizkou (0,1 mM) az stiedni (0,5 mM)

davkou kofeinu snizuji produkci ROS neutrofild, a tim je ochrafuji pred apoptézou (Abbasi et al., 2018).

3.2.2.2.2 B lymfocyty

Dle jedné studie MSC zvySuji ptezivani B lymfocytt periferni krve. Bunéénym kontaktem
dochéazi ke zvysené expresi rustového faktoru cévniho endotelu (vascular endothelial growth factor,
VEGF), ¢imz se zvysi aktivita Akt drahy (Abid et al., 2004) a to zapfi¢ini inhibici efektorové kaspazy 3
(Zhou et al., 2000). Z divodu schopnosti MSC prodlouzit pfezivani B lymfocytu tato studie nedoporucuje

pouzivat MSC v 1é¢bé onemocnéni asociovanych s B lymfocyty (Healy et al., 2015).

EV izolované¢ z BM-MSC, které byly nasledné kultivované a integrované do B lymfocyti
pacientii s chronickou lymfoidni leukémii, snizily spontani i léky vyvolanou apoptézu u téchto bungk.
Doslo ke zvyseni Bel-xL a XIAP, Bax ztstal beze zmény. Vnesenim aktinomycinu do B lymfocytd
pred podanim EV nezpiisobilo zddné zmény B lymfocytu, a proto EV maji vliv na transkripci de novo.
BM-MSC maji zvySenou produkci EV v porovnani se zdravymi jedinci a jejich EV maji vyssi G¢innost

na B lymfocyty (Crompot et al., 2017).

3.2.2.2.3 T lymfocyty

Pti vyvolani AICD u délicich se i klidovych T lymfocytt pomoci anti-CD3 protilatky, dochézi ke
snizeni apoptozy v pritomnosti MSC, které T lymfocyty ochraniuji. MSC zptisobuji sniZzeni exprese Fas i
FasL na povrchu T lymfocytl prochéazejicich AICD, dale snizuji aktivitu kaspaz a dale brani
intracelularnimu uvolnéni granzymu B (Benvenuto et al., 2007). Dilezitym cytokinem v ochrané
T lymfocyti pied apoptézou je IL-7, ktery slouzi ke stimulaci lymfoidnich progenitord, a je také
produkovany lidskymi BM-MSC. Kokultivace téchto BM-MSC s phytohemaglutinem nebo DC
stimulovanymi T lymfocyty vedla k produkei IL-7, ktery oddalil apoptéozu u T lymfocyti. Bunécny
kontakt neni nezbytny, ale dochazi pii ném k nejucinngjsi ochrané. Depleci IL-7 doslo k op&tovnému

zvySeni apoptdézy u T lymfocyti (Normanton et al., 2014). Dalsim dilezitym cytokinem v ochrané
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T lymfocyti pted apoptdzou je IL-6 produkovany MSC, ktery ma antiapoptoticky efekt. Xu et al. (2007)

se domniva, ze k produkci IL-6 dochézi az po bunééném kontaktu MSC a T lymfocytt.

3.2.2.2.4 Dalsi buiiky

Antiapoptotické vlastnosti MSC jsou studovany i1 v souvislosti s diabetem mellitus. Bunky
Langerhansovych ostriivki jsou nachylné k oxidativnimu stresu, coz zapfiCifiuje jejich destrukci
a zhorSeny prubéh onemocnéni. V pokusu, kde byl indukovan oxidativni stres pomoci H,O, na buné¢nou
linii pankreatickych ostrivkid, MS-1, doslo ke snizeni apoptozy a blokaci indukce kaspazy 3 v kokultivaci
s BM-MSC (Wang et al., 2017).

V experimentu se sto pacienty s neurologickymi onemocnénimi doslo k inhibici apoptozy
neurocytll po opakované subarachnoidalni transplantaci lidskych UC-MSC. K inhibici apoptézy doslo
skrze aktivaci phospho-p 44/42 ERK1/2 zrodiny mitogenem aktivovanych proteinkindz. U pacientil
nebyly pozorovany zadné dlouhotrvajici nezddouci u€inky (Zhang et al., 2015). V ptipadé radioaktivitou
indukovanym poskozeni mozku u mysi doslo kinhibici apoptézy neuronti a astrocyti podanim
hUC-MSC v kombinaci s lé¢ivem nimodipin, ale i bez n¢j. Se soucasnym podanim nimodipinu bylo
dosazeno lepSich vysledkl,, které vedly ke zlepSeni lokomoce a kognitivnich vlastnosti mysi

mechanismem snizeni Bax a zvySeni Bcl-2 (Wang et al., 2016).
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Zavér

Jedno z moznych vyuziti MSC je boj proti proti rakovin€. Velka pozornost je vénovana molekule
TRAIL, ktera je MSC exprimovana v piitomnosti TNF-a. Nekteré prace pro zefektivnéni apoptdzy tuto
molekulu transdukuji virovym vektorem, tvofi rekombinantni formy sTRAIL, ktery vyvolava
multimerizaci receptort TRAIL na cilové buiice nebo geneticky modifikuji MSC k tvorbé velkého
mnozstvi exosomil obsahujicich TRAIL. Potencidl této molekuly je omezen schopnosti vyvolavat
apoptdézu i u zdravych bunék, napt. hepatocytti, thymocytl nebo epitelovych bunék. Existuji studie, které
tento fakt popiraji a tvrdi, ze TRAIL cili pouze na nadorové builky a pro pacienty je bezpecny. Dalsi
studie tvrdi, ze pfitomnost nemodifikovanych MSC dokéze vyvolat apoptoézu, napt. skrz Fas/FasL nebo
mikrovezikuly snizujicimi fosforylaci Akt a zvySujicimi produkci kaspazy 3. Tyto vysledky jsou
v rozporu s praci Ramasamy et al. (2007), ktefi pozorovali, Ze MSC inhibovaly apoptézu nadorovych
bunék a drzely tyto buitky v G,/G; fazi bunééného cyklu. MSC v nékterych piipadech piisobi proti tcinku
chemoterapeutik. V pfitomnosti carboplatinu plisobi na nadorové bunky antiapoptoticky. V jiné studii

MSC slouzi jako efektivni nosi¢ protinadorového 1éku PTX.

Vysledky studii jsou rozdilné a je potieba dal§tho vyzkumu k hlub§imu pochopeni téchto
mechanismtl, aby bylo dosazeno bezpecného podani. V soucasnosti probihd 7 klinickych studii tykajicich
se vyuziti MSC k 1écbé rakoviny, zddna z téchto studii vSak nevyuziva apoptotické a antiapoptotické

vlastnosti MSC (pfevzato z www.clinicaltrials.gov)

Indukce apoptézy imunitnich bun€k u pacienti s autoimunitnimi onemocnénimi se jevi velice
slibné. Naptiklad vyvolani apoptézy T lymfocyti pomoci Fas/FasL vedlo k aktivaci Treg
a imunotoleranci u pacienti se systémovou sklerodermii. Indukce apoptézy pomoci MSC vedla
k naslednému zlepSeni pribéhu i u SLE a DTH. Na druhou stranu v nadorovém prostiedi s IFN-y dochézi
k indukci IDO u MSC, coz zapficiniuje apoptozu T lymfocytii, timto mechanismem je podporovan rist

a prezivani nadort.

Produkei IL-6 a IL-7 ochraniuji MSC T lymfocyty a produkci IL-6 a IL-8 neutrofily pied
apoptozou. K prezivani B lymfocytli dochazi po bunéném kontaktu se MSC spole¢né se zvySenou
produkci VEGF. Dle této studie neni tedy vhodné pouziti MSC u onemocnéni asociovanych s poruchou
B lymfocytl. Tento zavér podporuji i studie z neddvné doby, kdy EV MSC byly integrovany
do B lymfocytti pacientii s chronickou myeloidni leukemii a doSlo k inhibici spontani i Iéky vyvolané

apoptozy téchto bunek.
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Efekt antiapoptotickych vlastnosti MSC je studovan i1 v souvislosti s diabetem mellitus
a neurodegenerativnimi onemocnénimi. V obou piipadech doslo po podani MSC k prodlouzeni ptezivani

bunék a zlepseni pritbéhu onemocnéni.

Tato bakalafskd prace shrnuje soucasné poznatky o apoptotickych a antiapoptotickych
vlastnostech MSC. Tyto poznatky se v mnohych ptipadech od sebe velice lisi. Naptiklad v jedné studii
vede pritomnost IFN-y k vyvolani apoptézy u MSC, v jiné stimuluje expresi PD-L1 a IDO. Z divodu

pleiotropniho efektu MSC ma jejich podani urcita rizika, kterd by méla byt brana vzdy v tvahu.
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