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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové bunky (MSC) jsou multipotentni progenitorové buiky, se
schopnosti se diferencovat v buriky ektodermalni, mezodermalni a endodermalni bunééné
linie. Interaguji s bunikami vrozeného a adaptivniho imunitniho systému a moduluji jejich
efektorové funkce. Imunoregulacni efekt MSC vede k potlaceni zanétlivé imunitni
odpovédi a indukuje protizanétlivou reakci. Navic MSC maji schopnost migrovat do mista
nadorl prostfednictvim solubilnich faktor, které jsou produkované nadorovymi bunikami a
podilet se tak na ristu a metastazovani nadord. Tato vlastnost ¢ini z mezenchymalnich
kmenovych bungk slibny nastroj v nddorové terapii. Cilem préce je formou literarni reSerse
zpracovat souhrnny piehled soucasnych poznatkti o MSC na jednotlivé buiiky imunitniho

systému a jejich potencialni vyuziti v nadorové terapii.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, imunoregulace, nadory, genova terapie

nadora



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent progenitor cells with the ability to
differentiate into ectodermal, mesodermal and endodermal cell line. They interact with
innate and adaptive immunity and modulate their effector functions. Immunoregulatory
effect of MSC results in suppression of inflammatory immune response and induces anti-
inflammatory immune response. In addition, MSC have the ability to migrate into tumor
site trough soluble factors produced by tumor cells and contribute to tumor growth and
metastasis. Preferential homing to site of cancer growth and regulation of immune system

make the MSC a promising tool for cancer therapy.
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Seznam pouzitych zkratek

APC antigen presenting cell, antigen prezentujici buiika

ATT az-antitrypsin

bFGF basic fibroblast growth factor, zdkladni riistovy faktor fibroblasta
CAF carcinoma-associated fibroblast, fibroblast asociovan s nadorem
CD cluster of differentiation, diferencia¢ni antigeny

CFU-F colony forming units fibroblasts

CML chronic myelogenous leukemia, chronicka myeloidni leukémie
Cox cyklooxygenase, cyklooxygenaza

CRD carbohydrate-recognition domain

DC dentritic cells, dendritické bunky

DKK-1 dickkopf-1 protein

DNAM1 DNAX accessory molecule 1

EGF epidermal growth factor, epidermalni rastovy faktor

FGF fibroblast growth factor, fibroblastovy ristovy faktor

FSP fibroblast surface protein, fibroblastovy povrchovy protein
GM-CSF granulocyte-monocyte colony stimulating factor

GVHD graft versus host disease, reakce $tépu proti hostiteli

HDGF hepatoma-derived growth factor

HGF hepatocyte growth factor, hepatocytovy rtstovy faktor

HIV human immunodeficiency virus

HLA human leukocyte antigen, lidsky leukocytéarni antigen

HSV herpes simplex virus

HUVEC human umbilical vein endothelial cells

ICAM intercelular adhesive molecule, mezibunécna adhezivni molekula
IDO indolamine 2,3 dioxygenase

IFN Interferon

IL Interleukin

INOS inducible nitric oxid synthase, indukovatelna syntaza oxidu dusnatého
KIR Killer inhibitor receptors

LPS lipopolysaccharide, lipopolysacharid

MCP monocyte chemotactic protein



mDC myeloid dentritic cells, myeloidni dendritické bunky

MHC major histocompatibility komplex, hlavni histokompatibilni systém
MIC-A MHC class | polypeptide related sequence A

MLR mixed lymphocyte reaction

MMP matrix metalloproteinase

MSC mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky

NCR natural cytotoxicity receptors

NKG2D natural-killer group 2, member D

NO nitric oxid, oxid dusnaty

pDC plasmacytoid dendritic cell, plazmacytoidni dendritické buiky
PDGF platelet-derived growth factor, rastovy faktor z desticek

PD-L programmed death ligand

PGE, prostaglandin E;

PKR protein kinase R, protein kindza R

PVR poliovirus receptor

SDF-1 stromal cell-derived factor-1

STAT signal transducer and activator of transcription

Tc cytotoxic T lymphocytes, cytotoxické T lymfocyty

TCM tumor conditioned medium

TGF transforming growth factor, transformujici ristovy faktor

Th helper T lymphocyte, pomocné T lymfocyty

TNF tumor necrosis factor, faktor nekrotizujici nador

TRAIL tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand

ULBP3 UL16-binding protein 3

uPA urokinase plasminogen activator, urokindsovy aktivator plazminogenu
VCAM vascular cell adhesion protein, cévni adhezivni molekula

VEGF vascular endothelial growth factor, cévni endotelialni riistovy faktor

VLA very late activation antigen, pozdni aktiva¢ni antigen



. Uvod

Kmenové bunky se schopnosti se diferencovat do vSech tii zarode¢nych linii
ptredstavuji slibny nastroj pro vyuziti v terapii. Prvotni zamér, vyuzit embryonalni
kmenové bunky, se potkal s obtizi zejmena v problému jejich ziskavani. Proto se vyzkum
zamé&fil na kmenové bunky, které jsou lehko izolovatelné, a daji se snadno kultivovat in
vitro.

Alternativou se staly mezenchymalni kmenové bunky. MSC maji schopnost se
diferencovat do bunék mezodermalni, ektodermalni a endodermalni bunécéné linie.
Hlavnim zdrojem je kostni dfen, ale nachazeji se také v mnoha jinych tkanich, ze kterych
je lze izolovat. Ackoliv zatim neni identifikovan specificky povrchovy marker, je mozné
pro jejich ziskavani vyuzit kombinaci dostupnych pozitivnich a negativnich marker.
Krom¢ diferenciacniho potencialu, maji MSC schopnost interagovat s buitkami imunitniho
systému a modulovat jejich efektorové funkce a prolifera¢ni potencial. Dale se ukazalo, Ze
alogenni MSC po systémové aplikaci nevyvolavaji imunitni reakci, tudiz jsou
imunotolerantni a navic maji schopnost migrovat a preferenéné se usidlovat v misté
poranéni nebo v tkanich, kterd byla ovlivnéna patologickymi podminky. Imunoregulacni
vlastnost MSC spolu s diferenciacnim potencidlem a schopnost cilen¢ migrovat se staly
hlavnim cilem pro jejich vyuZiti v transplantacni terapii a v potencialni 1é¢bé
autoimunitnich onemocnéni. Navic vlastnost MSC preferencné migrovat do mista nadoru
spolu s moznosti jejich genetické modifikace predstavuji novy pfistup pro vyuziti bunééné

terapie v 1é¢bé nadoru.



1. Kmenové bunky

Kmenové buiky maji neomezenou schopnost sebeobnovy a potencial diferencovat se
nejmén¢ do jednoho typu terminaln¢ diferencované bunky. U kmenovych bunck
rozliSujeme dva mechanismy déleni. Asymetrickym délenim vznika jednak kopie sebe
sama, a jednak dcefina buika, ktera se dale diferencuje. Druhym mechanismem, tzv.
populaéni asymetrii, vznikaji dvé dcetiné bunky, které maji obé potencial se stat kmenovou
bunikou nebo se jako obé& progenitorové bunky dale diferencovat [1].

Rozeznavame dva zakladni typy kmenovych bunék: embryonalni kmenové bunky a
kmenové buniky dospélého organismu. Embryondlni kmenové bunky ziskané
z oplodnéného vajicka se oznacujici jako totipotentni, maji schopnost se dale diferencovat
a vytvaret blastocystu. Kmenové bunky pochazejici z vnitini vrstvy blastocysty (obr. 1),
embryoblastu, jsou oznacovany jako pluripotentni, a postupné formuji tii zarode¢né vrstvy
— ektoderm, mezoderm a entoderm. Kmenové bunky dospélého organismu se nachazeji
v mnoha tkanich, jako naptiklad kostni dien, mozek, srdce, plice, ledviny a slezina [2].
Piedstavuji dulezitou slozku pfi udrzovani homeostazy ve tkanich. Jejich hlavnim dkolem

je nahrazovat poskozené buriky nebo nahrazovat buiiky eliminované apoptézou [3].
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Obr. 1 Embryondalni kmenové buiiky pochazejici z oplodnéného vajicka jsou oznacované jako totipotentni
buiiky, které se dale diferencuji a formuji blastocystu, z které se vznikd embryo. Blastocysta je sloZena
z dvou druhii bunek, které tvoii vné€jsi obal nazyvan jako trofoblast a vnitini masu bunék oznacovanou jako
embryoblast. Embryonalni kmenové buiiky z embryoblastu se mohou diferencovat do tii zarode¢nych vrstev,
ektodermu, mezodermu a endodermu, prevzato z [2].



I1l. Mezenchymalni kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové butiky jsou nehematopoetické kmenové burnky oznacovany
také jako mezenchymalni stromalni buniky nebo stromalni buiiky kostni difené. Jsou to
primitivni bunky, které se vyvijeji ze zarode¢né vrstvy mezodermu. Hlavnim zdrojem
mezenchymalnich kmenovych bungk je kostni dien, kde vSak tvoti pouze 0,01% — 0,001%
z celkové populace bunék nachazejicich se v kostni dieni [4]. Kromé& kostni dfené se MSC
nachazeji v mnoha dalSich tkanich, jako naptiklad v tukové tkani, pupe¢nikové krvi,
choriovych Klcich v placenté, plicich, a jatrech [5]. V kostni dieni tvoti MSC heterogenni
populaci bun¢k slozenou s progenitorovych bun¢k v rizném stadiu vyvoje [6].

Friedenstein et al., popsal mezenchymalni kmenové bunky, jako adherentni bunky
tvarem podobnym fibroblastim, které maji schopnost se diferencovat do adipocytu,
chondrocytt a osteocytu. Definoval je jako CFU-F (colony forming units fibroblasts) [7].

Mezenchymalni kmenové buiky hraji dulezitou roli v udrzovani homeostazy
mikroprostiedi v kostni dieni. Kromé& ovlivitovani hematopoetickych kmenovych bunék
rastovymi faktory, produkuji celou fadu proteind extracelularni matrix jako fibronektin,
laminin nebo kolagen [5]. MSC ozna¢ované jako multipotentni, se mohou diferencovat do
bunék mezenchymalni a nemezenchymalni bunécéné linie., V zavislosti na rdstovych a
diferencia¢nich faktorech [8]. Schopnost MSC diferencovat se do rtiznych vyvojovych linii
predstavuje skvé€ly nastroj pro terapeutickou aplikaci v tkanovém inZenyrstvi a genové
terapii. Kromé diferencia¢niho potencidlu, vykazuji MSC také schopnost regulovat
imunitni systém, coZ poukazuje na jejich mozné vyuZiti v transplantaci kostni dfené a 1é¢bé
autoimunitnich onemocnéni. Velkou vyhodou vV terapii pfedstavuje nizka imunogenicita

alogennich mezenchymalnich kmenovych bunék [9].

3.1 Morfologie

MSC izolované z kostni dené jsou ploché adherentni bunky o velikosti kolem 9(Qum
s charakteristickym jadrem obsahujicim rozptylené granule o priméru 3(dm (obr. 2) [75].
Morfologické znaky, které odlisuji MSC od fibroblast, pfedstavuji nepravidelné
tvarované jadro a velké mnoZstvi organel, zejména mitochondrii a golgiho aparatu [76].

Navic lze pozorovat vietenovity tvar MSC, podobajici se fibroblastiim [6].



Obr. 2 Morfologicka charakterizace MSC izolovanych z kostni diené. MSC maji vietenovity tvar podobny
fibroblastim s ndpadnym jadérkem nepravidelného tvaru. Obarvené Giemsa-Romanowski. Pivodné zvétsené
100x, ptevzato a upraveno z [75].

3.2 Povrchové markery mezenchymalnich kmenovych bunék

Mezenchymalni kmenové buniky na svém povrchu exprimuji Siroké spektrum
adhezivnich molekul, receptor pro rustové faktory a cytokiny [5]. Abdallah a Kasem,
2008 metodou hmotnostni spektrometrie identifikovali 463 specifickych proteini na
membranach jednak nediferencovanych, a jednak in vitro diferencovanych MSC [10].

Mezindrodni spole¢nost pro bunénou terapii (ISCT - International Society for
Cellular Therapy) navrhla tii zakladni kritéria, které identifikuji MSC [11].

1) Za standardnich kultiva¢nich podminek musi byt MSC adherentni.

2) Vice nez 95% populace MSC musi na svém povrchu obsahovat diferenciaéni
antigeny (CD - cluster of differentiation) CD105, CD73, CD90. Krom¢ téchto
pozitivnich markeru musi méné nez 2% populace MSC na svém povrchu
exprimovat negativni markery CD45, CD34 (markery hematopoetickych
progenitorovych bun¢k a endotelidlnich bunék), CD14 nebo CD11b (jsou
piedevS§im exprimovany na povrchu monocytu a makrofagu), CD79a nebo CD19
(markery B lymfocytt) a lidsky leukocytarni antigen HLA-DR (human leukocyte
antigen).

3) Za vhodnych diferenciaénich podminek se MSC musi in vitro diferencovat
v osteoblasty, adipocyty a chondroblasty.

Mezenchymalni kmenové builky exprimuji na svém povrchu fadu diferenciacnich
antigent, jako jsou napiiklad CD44, CD105 (zndmy jako endoglin), CD106 (vascular cell
adhesion molekule, VCAM-1), CD166, CD29, CD73 (znamy jako ecto 5’nukleozidaza),
CD90 (také oznacovan jako Thy-1), CD117, STRO-1 a Sca-1 [5]. Ackoliv lidské a mysi
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MSC exprimuji stejné molekuly, MSC z jinych druhti neexprimuji stejnou sadu markert
[13]. Proto pro charakterizaci MSC s cilem urcit specificky marker, bylo pouzito mnoho
jak pozitivnich tak negativnich markeru (tab. 1) [2]. Pro mezenchymalni kmenové bufiky
neexistuje jedine¢ny marker pro jejich identifikaci. Pomoci vhodného vybéru pozitivnich a
negativnich markert je 1ze s velkou urcitosti identifikovat. Nejznaméjsi marker Stro-1,
ktery ve spojeni s CD106, podilejici se na buné¢né adhezi, chemotaxi a signalni transdukci,

slouzi jako dilezita kombinace markeru pro identifikaci MSC [12].

Tab. 1 Markery pouzité pro izolaci mezenchymalnich kmenovych bunék

Pozitivni markery Negativni markery

CD9 CD10 CD13 CD29

CD44 CD49 CD51 CD54 CD45 CD34 CD14

CD58 CD61 CD62L CD71 CDl1lc CD19 CDB80/CD40
CD73 CD90 CD102 CD104 CD15 CD18 CD25
CD105 CD106 CD119 CD120 CD31 CD49d CD50
CD121 CD123 CD124 CD126 CD62E CD62 CD117
CD127 CD140 CD166 CCR1

CCR4 CCRY7 CXCR5 CCR10

V-CAM AL-CAM J-CAM-1 CD340
CD349 Stro-1

3.3 Nika mezenchymalnich kmenovych bunék

Mezenchymalni kmenové buniky Ize nalézt v mnoha tkanich. Piesto se vi jen malo o
povaze a lokalizaci MSC v nediferencovaném stadiu. Je pravdépodobné, ze MSC se
nalézaji v mistech zvanych nika kmenovych bunék, ktera slouzi jako rezervoar kmenovych
bun€k [5]. Prvni hypotézu o nice kmenovych bun¢k vytvotil Schofield, ktery za niku
pokladal specifické mikroprostifedi v kostni dfeni. Nika kmenovych bunék piedstavuje
dynamické mikroprostfedi reagujici na lokalni a systémové podnéty vedouci k regulaci
kmenovych bunék. Podminky uvniti niky reguluji ¢innost kmenovych buné€k, jednak
udrzovani kmenovych bunék v klidovém staddiu za nepfitomnosti aktiva¢nich podnétt, a
jednak proliferaci (symetrickym a asymetrickym délenim) a diferenciaci progenitorovych
bunck [8]. Neni zcela jasné, jakymi signaly jsou MSC uvniti niky regulovany, tj. zda MSC
zustane v klidovém stavu nebo dojde k diferenciaci. ProtoZe proteiny z rodiny Wnt
indukuji nediferencované¢ stadium u hematopoetickym kmenovych bunék, je
pravdépodobné Ze se také podileji na regulaci MSC [5]. Je také pravdépodobné, Ze MSC
sidli v perivaskularni nice, coz by vysvétlovalo jejich schopnost migrovat k mistnim a

vzdalenym tkanim jako reakci na poranéni ¢i patogenezi onemocnéni [8]. V neposledni
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fad¢ se mezenchymalni kmenové buiky stale c¢ast&ji srovnavaji s pericyty, s
ptedpokladem, Ze se mu 2 jednat o jednu a tu samou buiku. Bylo popsano mnoho
napadnych podobnosti mezi pericyty a MSC, jako napiiklad oba typy bunék byly
izolovany z krevnich cév a exprimuji markery Stro-1, CD44, CD90, CD105 a CD145.

3.4 Mobilita MSC

Po adekvatnim stimulu mohou MSC opoustét svoji niku a piechdzet do krevniho
ob¢hu. Cirkulujici kmenova bunka pod vlivem chemokint opousti krevni ob¢h a migruje
do mista, kde pod vlivem mikroprostiedi vykonava svoji funkci [5]. MSC maji schopnost
migrovat do mnoha tkani, ale preferencné se pfemistuji do mista poranéni, nebo do tkani,
které byly ovlivnéné patologickymi podminkami [13]. Tato schopnost MSC byla vyuZita
pii 1é¢bé riznych onemocnéni, jako zlomeniny kosti, chrupavek, nebo myokardialniho
infarktu [14].

Do zanétlivych oblasti jsou MSC navadény prostiednictvim chemokini Vv interakci
s receptory exprimovanymi na jejich bunééném povrchu. Honczarenko a kol., 2006
ukézali, Ze MSC exprimuji tfti CC chemokinové receptory (CCR1, CCR7, CCRY) a tii
CXC chemokinové receptory (CXCR4, CXCR5, CXCR6) [15]. Mechanismus, kterym
MSC prostupuji cévnim endotelem do tkani, je podobny jaky nachazime u leukocytd.
Pocatecni faze zahrnuje proces kutaleni, ktery je nasledovan interakci mezi povrchem
endotelu a MSC, zprostfedkovanou P a E selektiny a integrinem a4/B1, a také interakci
mezi receptorem CXCR4 a jeho ligandem SDF-1 [2]. Pevna adheze MSC na endotel je
zprostiredkovana vazbou integrinu VCAM-1 na endotelu a VLA-4 (very late activation

molecule) exprimovaného na povrchu MSC (obr. 3) [16].
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Obr. 3 MSC maji schopnost migrovat do mnoha tkani. Cévnim endotelem prostupuji mechanismem
podobnym, sjakym se miZeme setkat také u leukocyti. Pocate¢ni faze je zahajovana interakci mezi
integrinem a4/B1 a VCAM-1, exprimovanym na endotelidlnim povrchu v zanétlivém prostiedi. Podobné jako
u T lymfocytt, nasleduje proces kutdleni a adheze na povrchu endotelu, zprostiedkovan mezibunécnym
kontaktem mezi CXCR4 na povrchu MSC a jeho ligandem SDF-1, exprimovaného endotelem. Kone¢na faze
ptestupu do extracelularniho matrix zahrnuje interakci mezi integriny a fibronektinem, kterd je modulovana
pomoci bFGF (basic fibroblast growth factor), TLR signalizaci a MMP-2 (matrix metalloproteinase) [17].

IVV. Potencial MSC regulovat imunitni systém

Schopnost MSC se diferencovat do buné¢k mezodermalni bunééné linie spolu se
schopnosti tlumit imunitni systém umoznuje jejich vyuziti pro prevenci a 1écbu
autoimunitnich onemocnéni, jako napiiklad reakce proti hostiteli (GVHD, graft versus host
disease) [18].

Schopnost modulovat imunitni systém byla zpozorovana, poté, co bylo zjisténo, Ze
MSC po transplantaci nepodnécuji vznik imunitni reakce. MSC exprimuji MHC tiidy I a
nepatrné mnozstvi MHC ttidy II a FasL, a n expimuji kostimula¢ni molekuly CD8O0,
CD86, CD40 a CD40L. Fenotyp MSC je oznaCovan jako neimunogenni neboli
imunotolerantni [13, 17]. ProtoZe buniky imunitniho systému jsou navzajem provazany
vzajemnymi interakcemi, imunosupresivni vlastnosti MSC se projevuji jak na bunky
vrozené, tak adaptivni imunity, véetné NK bungk, dendritickych bunék (DC), B lymfocytt

a T lymfocytt [18]. Ackoliv, imunoregula¢ni mechanismus ptisobeni MSC neni zatim



zcela objasnén, je pravdépodobné, Ze zahrnuje mezibunécny kontakt a také pusobeni

prostiednictvim sekre¢nich faktort (obr. 4) [17].
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Obr. 4 MSC ovliviwyji proliferaci a efektorovou funkci bun€k imunitniho sytému prostrednictvim
mezibun&ného kontaktu a solubilnich faktort @) MSC inhibuji proliferaci, cytotoxicitu a produkci cytokini
klidovych NK bunék. Tento efekt je zprosttedkovan PGE, (prostaglandin E,), IDO (indolamine 2,3-
dioxygenase) a solubilnim HLA-G5 produkovanymi MSC. Naopak aktivované NK buiiky maji schopnost
zabijet MSC pfimym mezibunéénym kontaktem. Na tomto dé&ji se podili aktivaéni receptor NKG2D (natural-
killer group 2, member D) exprimovany NK buiikami a jeho ligandy ULBP3 (UL16-binding protein 3) nebo
MIC-A ( MHC class | polypeptide related sequence A) nachazejici se na MSC. Soucasti procesu je také
interakce mezi molekulami DNAM1 (DNAX accessory molecule 1) a jeho ligandy PVR (poliovirus receptor)
a nectin, které jsou exprimované na MSC b) MSC inhibuji diferenciaci monocytii do stadia nezralé myeloidni
DC (mDC). Maji také schopnost indukovat nezralé stddium v terminalné diferencovanych DC, inhibovat
produkci TNF (tumor-necrosis factor) a zvysit sekreci 1L-10 (interleukin-10) plazmacytoidnimi DC (pDC).
Kli¢ovou roli v t&chto d&jich hraje PGE, produkovany MSC. Navic, konstitutivni sekrece IL-6 butikami MSC
vede K naruseni respiraéniho vzplanuti a inhibici apoptézy u neutrofild ¢) Imunosupresivni efekt MSC se
projevuje také v interakci s CD4" a CD8" naivnimi T lymfocyty. Efektorové funkce CD4" jsou inhibovany
prostiednictvim solubilnich faktord PGE,, IDO, TGF-B1(transforming growth factor-p1), HGF (hepatocyte
growth factor) a iNOS (inducible nitrix-oxide synthese). Tvorba defektnich CD4" T lymfocytd vede k
naruseni aktivace B lymfocytii. HLA-G5 produkovany MSC inhibuje toxicitu CD8" T lymfocytl a indukuje
spolu s IL-10 nartst regula¢nich T lymfocytu. [6].

4.1 Interakce MSC a dendritickych bunék

Dendritické buiiky jsou antigen prezentujici buiiky (APC). Diferencuji se z CD34"
kmenovych bun¢k kostni diené a z krevnich monocyti stimulaci faktorem stimulujiciho
kolonie (GM-CSF, granulocyte macrophage colony stimulating factor) a interleukinem-4
(IL-4) in vitro. Hraji kli¢ovou roli ve vychytavani, transportu a prezentaci antigenu, se
schopnosti stimulovat naivni T lymfocyty. Schopnost DC zahdjit imunitni reakci zavisi na
piechodu od antigen zpracovavajici k antigen prezentujici bunice, v procesu znamem jako

maturace [19]. Zrani je doprovazeno zménou exprese chemokinovych receptorti zejména



CCR7, pomoci kterého reaguji na chemokin lymfatickych uzlin CCL19, a sniZzenim
exprese epitelidlniho kotevniho proteinu E-kadherinu. Nasledné v lymfatické uzliné
dochazi ke zvyseni exprese MHC II tfidy, CD80, CD86, které hraji roli v procesu
prezentace antigenu spolu s dalSimi povrchovymi markery jako CD11c a CD83 [6, 20].
MSC maji silny, ale reverzibilni inhibi¢ni u¢inek na diferenciaci CD34"
progenitorovych bunék a monocyti do nezralych DC [21]. Navic MSC vykazuji inhibi¢ni
efekt na diferencované DC, a to jak zralé, tak nezralé DC [19]. MSC inhibuji tii zakladni

funkce procesu maturace:

1. Exprese kostimula¢nich molekul
2. Schopnost prezentovat definovany antigen
3. Schopnost migrovat podél gradientu

MSC inhibuji expresi CCR7, a tudiz i schopnost migrovat podél gradientu CCL19.
Inhibuji ztratu tkanového kotevniho proteinu E-kadherinu [20]. Interakce MSC se zralymi
DC vede Kk inhibici exprese MHC II tfidy, CD11c a CD83, stejn¢ jako kostimula¢nich
molekul CD80, CD86 a HLA-DR, jehoz vysledkem je narueni antigen prezentujici funkce
DC, a tudiz potlaceni aktivace a proliferace T lymfocyti [6]. Zména fenotypu zralych DC
v tolerogenni fenotyp je zavisla na aktivaci MSC mezibunéénym kontaktem s DC [22].
MSC také inhibuji sekreci cytokini myeloidnich dendritickych bunék jako TNF-a,
IL-10 plazmacytoidnimi DC [21]. Vzhledem k nedostateéné produkci IL-12, sniZeni
exprese MHC I tfidy a kostimulaénich molekul spolu se zvySenou sekreci IL-10, mohou
zprostiedkované Th2 [19].

Djouad et al., ukazali, ze IL-6 a VGEF (vascular endothelial growth factor)
produkované MSC, se na inhibi¢nim procesu podileji pouze okrajové. Klicovou roli
v inhibici diferenciace a funkce DC hraje PGE,, ktery je MSC produkovan konstitutivné
[18]. Sekrece PGE; se zvySuje pfimym mezibunéénym kontaktem [18], ktery je navic
nezbytny k zastaveni buné¢ného cyklu monocytt v Gy fazi, jako disledek snizené exprese
cyklinu D2 [23].



4.2 Interakce MSC a NK

NK buiky jsou granularni lymfocyty, které maji dulezitou roli v ¢asné obrané
hostitele proti infekci a rakoviné [24]. Nachazeji se v periferni krvi, kostni dfeni,
v primarnich a sekundarnich lymfatickych tkanich. Vykazuji cytolyticky efekt na nadorové
a virem infikované bunky [25]. Jejich funkce je regulovana skupinou povrchovych
receptord, reagujicich na molekuly HLA a ptevadgjicich inhibi¢ni nebo aktivaéni signaly
do nitra bunky. Inhibi¢ni receptory KIR (killer imunoglobin-like receptor) jsou specificke
pro alotypické determinanty spole¢né pro alely HLA tfidy I. Klicovymi receptory pro
aktivaci NK jsou piirozené cytotoxické receptory (NCR, natural cytotoxicity receptor),
véetné NKp46, Nkp30 a NKp44. Na aktivaci se take podili receptor NKG2D s ligandy
MIC-A spolu s ULBP, a take DNAM1, jehoZ ligandem je PVR a nectin [26]. NK buiky
kromé cytotoxické aktivity produkuji imunoregulacni cytokiny, jako TNF-a, IL-10, IFN-y,
GM-CSF, a také tadu chemokinu podilejicich se na okamzit¢ imunitni odpovédi.
Chemokiny produkované NK buitkami moduluji vyvoj adaptivni imunitni odpovédi a jeji
interakci s vrozenou imunitou. Proto naruSeni této funkce muze vést ke snizeni potence
vrozené imunity a inhibici funkce bunék adaptivniho imunitniho systému [24].

MSC inhibuji cytotoxicitu, produkci cytokint a aktivaci NK bunék v zavislosti na
jejich funk¢énim stavu. Také pomér mezi NK buikami a MSC (NK:MSC) se podili na
inhibi¢énim u¢inku MSC [25]. MSC inhibuji aktivaci klidovych NK bun¢k, které jsou
aktivované cytokiny IL-2 a IL-15. Vysledkem je zabranéni zvySené exprese aktivacnich
receptort NKp30, NKG2D, NKp44 a CD69, ktere jsou charakteristicke pro aktivované NK
a naopak se nevyskytuji u klidovych NK bun¢k [27]. Cytokiny aktivované NK maji
schopnost lyzovat MSC prostiednictvim ligandi (PVR, Nectin, ULBP, MIC-A)
aktivacnich receptori NK bunék, které jsou exprimované na povrchu MSC [25, 26].
Krom¢ klidovych, také aktivované NK bunky mohou byt v mensi mife inhibovany MSC,
ale pouze v prostfedi bohatém na IFN-y, ktery chrani MSC pted lyzi aktivovanymi NK
bunikami [6]. Mechanismus inhibi¢niho efektu MSC je zprostiedkovan predevsim
solubilnimi faktory, podporovan piimym mezibunéénym kontaktem prostiednictvim
interakci adhezivnich molekul LFA-1 na povrchu NK a ICAM-1 na buné¢ném povrchu
MSC [26]. Inhibice muze probihat pomoci zpétnovazebné smycky mezi NK a MSC, na
které se mohou podilet také receptory NKG2D a DNAML1. Interleukinem aktivované NK
produkuji IFN-y, ktery indukuje produkci PGE; a IDO v MSC. PGE; inhibuje cytotoxicitu
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a produkci cytokinti snizenim exprese y. fetézce v receptoru pro I1L-2 a IL-15. Navic, IDO
katalyzuje degradaci aminokyseliny tryptofanu. Produkt katabolického procesu degradace,
L-kynurenin, ma schopnost inhibovat expresi aktiva¢nich receptorit NK bunék po aktivaci

cytokiny zatim neznamym mechanismem [26, 27, 28].

4.3 Interakce MSC a B lymfocyti

Jeden z hlavnich typt bun¢k podilejicich se na adaptivni imunitni odpovédi jsou B
lymfocyty, které jsou specializované pro produkci protilatek [6]. Interakce mezi MSC a B
lymfocyty vede k inhibici diferenciace, produkce imunoglobulinid, chemotaxi a proliferaci
B lymfocyti [29]. Dale, Rasmusson et al., demonstrovali, Ze MSC mohou podporovat
piezivani, proliferaci a diferenciaci B lymfocytd do plazmatickych bunék produkujicich
protilatky [30]. Ackoliv, pfesny mechanismus pusobeni MSC neni zcela objasnén, je
pravdépodobné zprostiedkovan solubilnimi faktory a také mezibunéénym kontaktem,
protoZe supernatant izolovany z kultury MSC nem4 Z&dny inhibi¢ni u¢inek na B lymfocyty
[29, 31]. Inhibi¢ni u¢inek MSC, mlze byt in vivo ovliviiovan do jisté miry také MSC
zprostiedkovanou inhibici T lymfocyti [6].

Ovlivinovani B lymfocyt buitkami MSC nepostihuje expresi HLA-DR, CD80, CD86
nebo CD40, a proto antigen prezentujici funkce B lymfocyta je zachovana. MSC narusuje
migraci B lymfocytt do sekundarnich lymfatickych organt jako vysledek inhibice exprese
chemokinovych receptort jako CXCR4, podilejici se na adhezi B lymfocytii na cévni sténu
venul svysokym endotelem lymfatickych uzlin, CXCR5 a CXCR7, zodpovédnych za
chemotakticky pohyb podél gradientu chemokini CXCL12 a CXCL13 [31, 32]. MSC
inhibuji B lymfocyty prosttednictvim TGF , HGF, PGE; a IDO, které podobné jako u T
lymfocytu zastavuji bunéény cyklus B bun¢k v Gy fazi bunééného cyklu, ale neindukuji
apoptozu [32-34]. Asari et al., ukazali, Ze moznym mechanismem ktery by se mohl podilet
na inhibici, je snizeni exprese transkripéniho faktoru Blmp-1. Za normalnich podminek
BImp-1 potlacuje expresi transkripnich faktori PAX-5 a Bcl-6 ¢imz umoznuje
diferenciaci B lymfocyti v plazmatické bunky [33].
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4.4 Interakce MSC a T lymfocyti

Mezenchymalni kmenové burniky inhibuji proliferaci T lymfocytd aktivované
antigenem, smésnou lymfocytarni reakci (MLR) nebo mitogeny [35]. Inhibice neni
omezena na hlavni histokompatibilni komplex (MHC) a je zprostiedkovdna jak
alogennimi, tak autolognimi mezenchymalnimi kmenovymi butikami. Uginek je zavisly na
poméru mezi MSC:T lymfocyty [36]. MSC puisobi na primarni i sekundarni T bunéénou
odpovéd’. Suprese prostiednicim MSC postihuje pamétové i naivni T lymfocyty, pomocné
T lymfocyty (Ty, helper T cells) a cytotoxické T lymfocyty (T, cytotoxin T cells) [32].
Pusobeni MSC ireverzibilné zastavuje bunény cyklus T lymfocyt; v Go/G; fazi [6].
Podstatou inhibice bunééného cyklu je blokace exprese cyklinu D2, ktery reguluje ptechod
do G; faze bunééného cyklu nasledkem zvySeni exprese negativniho regulatoru
p27<IPUWAFL 351

Inhibi¢ni efekt MSC je zprostiedkovan solubilnimi faktory a také mezibunéénym
kontaktem. English et al., ukdzali, Ze IFN-y produkovany aktivovanymi T lymfocyty, je
nezbytny pro imunosupresivni funkci MSC [37]. Obé& sub-populace T lymfocytli, CD4" a
CD8" T lymfocyty produkuji IFN-y [38]. P#i nizké koncentraci IFN-y, MSC exprimuji na
svém bunééném povrchu MHC glykoproteiny II tfidy, pomoci kterych mohou prezentovat
antigen T lymfocytim v rané fazi imunitni odpovédi. Naslednou aktivaci T lymfocyti Se
hladina IFN-y zwsSi a zpusobi snizeni exprese MHC 1I tfidy, narusSeni funkce MSC jako
antigen prezentujici bunky a aktivaci imunosupresivni aktivity. Soucasné IFN-y indukuje
expresi inhibi¢ni kostimula¢ni molekuly PD-L1 (programmed death ligand 1) na buné¢ném
povrchu MSC. PD-L1 se v mnoha tkanich podili na inhibici buné¢ného cyklu [37]. Tento
mechanismus by umoznoval MSC fungovat jednak jako APC buiika v rané fazi imunitni

odpovédi, a pozdéji vykonavat imunosupresivni funkci (obr. 5) [6, 39].
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Obr. 5 Klidové MSC exprimuji na svém povrchu MHC II tfidy (vlevo nahofe), a proto mohou zastivat
funkci antigen prezentujicich bun€k v rané fazi imunitni odpovédi. Po setkani s cizorodou ¢astici prezentuji
na svém povrchu antigen v komplexu s MHC 1I tiidy T lymfocytim. Aktivované T lymfocyty produkuji
IFN-y, kteyy indukuje pokles exprese povrchovych MHC II tfidy na MSC. Soucasné dojde ke zvyseni
exprese inhibi¢ni kostimulaéni molekuly PD-L1 na povrchu MSC. Tak dojde kpfesmyku smérem
k imunosupresivni funkci MSC, pievzato a upraveno z [39].

Inhibice T lymfocytt imunosupresivnimi MSC vede ke snizeni produkce IFN-y T
lymfocyty a soucasné ke zvySené produkci IL-4. Je pravdépodobné, ze MSC indukuji
zménu pro-zanétlivého stavu, reprezentovaného Tyl lymfocyty s produkci IFN-y, na stav

Y L

protizanétlivy se zvysenou hladinou IL-4 produkovaného T2 lymfocyty [40].

4.4.1 Inhibice solubilnimi faktory

Inhibi¢ni Géinek MSC je zprosttedkovan sekreci solubilnich faktort jako PGE;,
TGF-B1, IL-10, HGF, IDO [41]. N¢které solubilni faktory jsou produkovany konstitutivné,
jiné naopak vyZaduji dynamickou interakci mezi MSC a T lymfocyty [29]. PGE; je lipid
syntetizovany  z arachnoidalni  kyseliny enzymy cyklooxygendza-1 (cox-1) a
cyklooxygenaza-2 (cox-2). Cox-2 je v mysich a lidskych MSC exprimovan konstitutivng.
IFN-y, ale nikoliv TNF-a podnécuji expresi enzymu cox-2, a tudiZ i syntézu PGE; [17].
English et al., demonstrovali za pouZiti indometacinu, inhibitoru enzymu cyklooxygenéazy,
Ze PGE; je nenahraditelnym faktorem v inhibici T lymfocytd prostfednictvim MSC [37].
TGF-B1 a HGF jsou supresivni mediatory proliferace T lymfocytd v MLR [29]. Ackoliv
oba faktory redukuji proliferaci, je nepravdépodobné, ze se podileji na inhibici
v zanétlivém prostiedi, protoze zanétlivé cytokiny IFN-y a TNF-a redukuji expresi TGF -
B1. DalSim faktorem podilejici se na inhibici, jehoz dikazem jsou inhibiéni reakce v MLR,
je IL-10. Podobné¢ jako v ptipadé TGF-B1, je exprese IL-10 inhibovana IFN-y a TNF-a.
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Proto je nepravdépodobné, ze v zanétlivém mikroprostiedi IL-10 hraje klicovou roli
v inhibici [37].

IDO je syntetizovana MSC po indukci IFN-y [17]. Inhibice pomoci IDO muze byt
zprostfedkovana depleci esencialni aminokyseliny tryptofanu, jejimz néasledkem je
zastaveni bunééného cyklu T lymfocyty, které se timto stavaji citlivé k indukci apoptozy.
Na druhou stranu toxické metabolity jako kynurenin a antranilova kyselina, vzniklé
katabolismem tryptofanu, maji schopnost indukovat apoptozu v CD4" T lymfocytech.
Jestli toxické metabolity puisobi na T lymfocyty ptimo nebo prostiednictvim receptoru neni

znédmo [42].

4.4.2 Inhibice galektiny

Galektiny patti do rodiny lektinii vykazujicich pleiotropicky efekt v imunitnim
systému. Podle struktury lze galektiny rozdélit do tii skupin (obr. 8). Jsou exprimovany na
riznych tkanich a bunécnych typech jako je placenta ¢i mozek. MSC konstitutivné

exprimuji galektin-1, galektin-3, galektin-8 a galektin-9.

Protolype galectins Tandem-repeat galectins ~ Chimeric galectins
Galectin-1, galectin-2, Galectin-4, galeciin-6, Galectin-3
galectin-5, galectin-7, galectin-8, galectin-9,
galectin=10, galectin-11, and galectin-12
galectin-13, galectin-14,

and galectin-15 can £ fw R
Py S
chD ) iy {.__:Tl"'___, = <

Obr. 6 Lidské galektiny délime na prototypové, tandemové galektiny a chimérni galektiny. Prototypovy
galektin obsahuje pouze jednu sacharidy rozpoznavajici doménu (CRD, carbohydrate-recognition domain) a
proto, muze tvofit pouze homodiméri. Tandemové galektiny obsahuji dvé rizné CRD spojené malym
peptidem dlouhym 5-70 aminokyselin. Chimérni galektin je zastoupen pouze galektinem-3, obsahujicim
jednu CRD doménu a velké terminalni domény bohaté na prolin, glycin a tyrosin, podléhaji oligomerizaci a
umozhuji tvorbu pentaméru, pievzato z [43].

Galektin-1 a galektin-3 mohou modulovat proliferaci, genovou expresi, adhezi a migraci T

lymfocytia. Inhibice muze probihat piimym u¢inkem nebo nepfimym uéinkem

prostiednictvim indukce regula¢nich DC, které produkuji IL-10 (obr. 7) [43, 44].
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Obr. 7 Galektin-1 a galektin-3 se podileji na inhibici T lymfocytt zprostiedkovanou MSC. MSC exprimuji
galektin-1, galektin-3, galektin-8 a galektin-9. Na rozdil od galektinu-8 a galektinu-9 se galektin-1 a galektin-
3 vyskytuji v solubilni formé a v této formé jsou také MSC produkovény. Interakce produkovaného nebo
membranoveé vazaného galektinu s receptorem na T lymfocytech vede K inhibici lymfocytid. Kromé ptimé
interakce miiZzou galektiny na T lymfocyty pusobit nepiimou cestou prostiednictvim indukce tolerogenich
DC schopnych inhibovat funkci T lymfocyttl, ptevzato z [43].

4.4.3 Inhibice zprostfedkovana NO

IFN-y ve spolupaci s TNF, IL-1a a IL-1p mize indukovat v MSC sekreci oxidu
dusnatého (NO, nitrid oxide), ktery je syntetizovan enzymem NO syntaza. RozliSujeme tfi
typy enzymu, indukovatelnou NO syntdzu (iNO), endotelialni NO syntdzu a nervovou NO
syntdzu. Na inhibici proliferace T lymfocyta se NO podili prostfednictvim inhibice
fosforylace transkripéniho faktoru STAT5 v T lymfocytech (signal transducer and activator

of transcription - 5), ktery hraje kritickou roli v proliferaci T lymfocyti [45].

4.4.4 Inhibice prostfednictvim molekuly HLA-G5

HLA-G je neklasicka HLA molekula I téidy, ktera ma inhibi¢ni efekt na bunky
imunitniho systému. Mize byt exprimovana v 7 riznych izoformach, ¢tyii membranoveé
vazané (HLA-G1 aZz HLA-G4) a tii solubilni (HLA-G5 az HLA-G7). Poprvé byl
identifikovan v cytotrofoblastu, kde hraje kliGovou roli v toleranci matky viaci plodu. HLA-
G5 se také podili zatim neznamym mechanismem na inhibici proliferace T lymfocyta a
indukuje CD4*CD25"Foxp3”(forkhead box P3) regulaéni T lymfocyty (Treg) [6, 41].
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4.45 Inhibice prostiednictvim TLR

Nejcasteji se vyskytujici Toll-like receptory na bunééném povrchu MSC jsou TLR3 a
TLR4. Z 13 identifikovanych analogl Toll-like receptori, MSC navic exprimuji nizkou
hladinu TLR1, TLR2, TLR5 a TLR6. Liotta et al., uvad¢ji, Ze TLR3 a TLR4 reguluji
inhibi¢ni G¢inek MSC na T lymfocyty prostfednicim Notch receptoru exprimovaného na
povrchu T lymfocytd [46]. Regulaéni mechanismus je zaloZen na inhibici exprese Jagged-
1, ligandu Notch receptoru, exprimovaného MSC. Nicmén¢, Opitz et al., demonstrovali
pozitivni G¢inek receptoru TLR3 a TLR4 na imunosupresivni vlastnosti MSC. Potencialni
signaliza¢ni draha zacinajici zapojenim TLR3 a TLR4 receptoru vede pies aktivaci PKR
(protein kinase R), autokrinni signalizaci IFN-B k aktivaci STAT-1 a az ksyntéze

funkéniho enzymu IDO, jehoz pusobenim dochazi k depleci tryptofanu (obr. 8) [47].
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Obr. 8 MSC exprimuji receptory TLR3 a TLR4, které se podileji na imunosupresivnich G¢incich MSC na T
lymfocyty. Navazanim ligandu, LPS (lipopolysaccharide) a pl:C (poly-cytidylic-inosinic acid), na receptory
TLR3 a TLR4 vede k aktivaci IRF3 (IFN response factor 3), ktery je zavisly na aktivité PKR. IRF3 indukuje
transkripci IFN-B, ktery je uvoliiovan a autokrinnim a parakrinnim zplisobem se vaZze a aktivuje IFNAR
(interferon-a/p receptor). Navazani ligandu vede k fosforylaci STAT1 a transkripci IDO, ptevzato z [47].

4.5 Interakce MSC a Treg

MoZznym mechanismem, pomoci kterého mohou MSC modulovat déje v imunitnim
systému, piedstavuje expanze regulaénich CD4" T lymfocyti [29], zejména Treg,
charakterizovanych transkripénim faktorem Foxp3 [48]. Prevosto et al., ukazali, Ze na

imunosupresivnich vlastnostech MSC se mohou podilet také jiné regula¢ni T lymfocyty ze

skupiny CD4" jako, CD4"IL-10"FoxP3" (Tr 1), CD4"TGF-B* (Th3) [49]. Interakce MSC
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sCD4" T lymfocyty vede k naristu Treg bunék. Indukce je zprostiedkovana piimym
kontaktem, ale jeji nepostradatelnou slozkou jsou solubilni faktory, zejména TGF-B, PGE;
a IL-6 [32, 48]. Ghannam et al., ukazali, Ze MSC maji schopnost indukovat expresi
transkrip¢niho faktoru Foxp3 v Tyl7 lymfocytech a vznik Treg fenotypu. Za piitomnosti
IL-1p, IL-2, IL-21 a IL-23 se mohou také lidskeé Treg diferencovat v IL-17 produkujici
buiiky. MSC brani diferenciaci naivnich CD4" T lymfocytti do Tyl7 buné&k in vitro a
inhibuji produkci 1L-17, 1L-22, IFN-y a TNF-a diferencovanych T 417 lymfocytd. Tento
efekt je castecné zprostitedkovan PGE,, ktery je produkovan MSC [50].

V. Role MSC v nadorech

Obecné se nador skladd ze dvou vzajemné propojenych kompartmenti. Z
parenchymu ptedstavujici maligni tkan a stroma, které obsahuje extracelularni matrix,
pojivovou tkan, buiky imunitniho systému, cévy a MSC slouzici jako tkan podpurna.
Stroma se nachazi mezi malignimi bufikami a normalni tkani hostitele a hraje klicovou roli
Vv rustu nadoru [66].

Mobilizace MSC z kostni dien¢ do krevniho ob&hu, je povazovana za fyziologickou
reakci vyvolanou endokrinnimi signaly nasledkem poranéni tkdné nebo poskozeni tkdné
patologickou reakci. MSC migruji do mista zanétu, kde jako trofické faktory se podileji na
naruseni zanétlivych reakci a hojeni poSkozené tkané [51]. Podobn¢ jako misto poranéni je
také vznik nddoru doprovdzen desmoplastickou reakci, ktera rekrutuje stromalni bunky,
rastové faktory, cytokiny a proteiny podilejici se na piestavbé matrix [52]. Proto MSC
migruji a usidluji se do ruznych nadort, jako jsou gliomy, melanomy, stfevni a
pankreatickeé nadory a nadory prsu, kde se podileji na proliferaci, vaskularizaci,
metastazovani, migraci nadorovych bun¢k, a zaroven inhibuji jejich apoptézu, ¢imz
napomahaji nadorovému rastu a metastazovani. Na schopnosti MSC migrovat a usidlovat
v nadorech se podili mnoho chemokinovych molekul, jako CXCL-12 (SDF-1, stromal cell-
derived factor-1), CXCR4, CCL2 (MCP-1, Monocyte chemotactic protein-1) a CCR2 [53]
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5.1 Mobilita MSC v nadorovém prostredi

Jednou z prvnich molekul, u které bylo prokazano, Ze se podili na migraci MSC do
mista nadoru, byl MCP-1. Je to chemokin podilejici se na chemotaxi ruznych bunék
imunitniho sytému a také je produkovan mnoha burikami, jako jsou fibroblasty ¢i nadorové
bunky. Ackoliv MCP-1 byl schopny zvysit chemotaxi MSC do mista nadoru, jeho
neutralizace méla pouze okrajovy efekt. Proto je pravdépodobné, Ze se na tomto procesu
podileji také jiné signalni molekuly [51, 54]. DalSi chemotakticky faktory produkovany
nadorovymi buiikami, které uvadéji Lin et al., podilejici se na migraci MSC do nadoru jsou
cyklofilin B (cyclophilin B) a HDGF (hepatoma-derived growth factor) [55]. Take
Beckermann et al., ukazali, Ze MSC migruji smérem k nadorovym bunkam za pomoci
rastovych faktord produkovanych nadorem, pro které MSC exprimuji na svém povrchu
receptory. Jako nejsilngjsi chemoatraktant uvadéji PDGF (platelet-derived growth factor),
za kterym nasleduje EGF (epidermal growth factor) a VEGF (vascular endothelial growth
factor) [56]. DalSim moZnym medidtorem podilejicim se na migraci MSC s preferenci
smérem k nadorovym bunkam piedstavuje urokinasovy aktivator plazminogenu (u-PA).
U-PA zvySuje afinitu MSC knadorovym bunkam nepfimo, pravdépodobné
prostiednictvim cytokind, rustovych faktort a chemokint, jako naptiklad VEGF [51, 57].
V 60 % ptipadu dojde u nadoru prsu K tvorbé metastaz do kosti, ktera je zprostiedkovana
piedevsim cirkulujicimi nadorovymi buiikami. Halpern et al., uvedly, ze MSC kostni diené
maji schopnost prostiednictvim produkovanych chemokini CXCL1 a CXCLS5, které se
podileji také v migraci leukocytt, rekrutovat cirkulujici nadorové buiiky, a tim ptispivat
Kk tvorbé metastaz. CXCL1 a CXCL5 se vdZou na receptor CXCR2, ktery je exprimovan
nadorovymi buiikami. Je nutné podotknout, ze nadorové buriky také produkuji chemokiny
CXCL1 a CXCLS5, i kdyZz v daleko mensi mife nez bylo pozorovano u MSC [58]. Po
kultivaci MSC v TCM (tumor conditioned medium), indukuji faktory produkované
nadorovymi buitkami expresi 104 genu v MSC, zejména SDF-1, BMP-6 a glutation
transferazu. Menon et al., demonstruji, ze pravé SFD-1 hraje kritickou roli v migraci MSC,

autokrinnim pisobenim pies receptor CXCR4 (obr. 9) [59].
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Obr. 9 Cytokiny a chemokiny produkované nadorovymi buiikami rekrutuji MSC do mista nddoru. Signalni
molekuly nadorového prostredi nasledné interaguji s receptory na povrchu MSC a indukuji zvy3eni SDF-1.
Produkovany SDF-1 autokrinné zvySuje proliferaci, a migraci MSC do mista nadoru, pievzato z [59].

Rattigan et al., demonstrovali roli IL-6 v migraci MSC smérem k nadorovym bunkam prsu.
Interakce mezi receptorem na povrchu MSC a IL-6 produkovanym nadorovymi bufikami
vede k stimulaci STAT3 a soucasn¢ k aktivaci migrace MSC (obr. 10) [60].

P TGF-B
IL-6
Cyclophilin B
", HDGF
------ -, uPA/UPAR
s Y MCP-1
o VEGF

Transformed cell

. Metastatic cell

=

“w Invasive cell
—_—

o Mesenchymal stem cell

Obr. 10 Mezenchymalni kmenové buriky migruji preferenéné do mista nadoru chemotaxi zprosttedkovanou
chemokiny produkovanymi nadorovymi buiikami. Ve tkdni niddoru podporuji riist a metastazi. Mezi tyto
chemokiny patti TGF-, IL-6, cyklofilin B, uPA/JUPAR, MCP-1 a VGEF, pfevzato z [51].

5.2 MSC v nadorové tkani

Imunosupresivni vlastnosti MSC a schopnost migrovat preferenéné do mista nadoru,
pravdépodobné vytvaii idealni prostiedi podporujici rist a metastazovani. Djouad et al.,

demonstrovali, Ze po systémové aplikaci MSC spolu s melanomovymi buiikkami, jsou

19



lokalizovany ve stroma obklopujici nador, a dochdzi k rozvoji néadoru
v imunokompetentnim piijemci [61]. Navic Karnoub et al., ukazali, Ze sekrece CCL5
bunikami MSC byla vyrazné zvys$ena v kultivaci s ndidorovymi bufikami prsu a zavisla na
mezibunééném kontaktu obou typu bunék. Interakce CCL5 s CCR5 receptorem
exprimovanym nadorovymi buitkami se podili na schopnosti nadoru prsu metastdzovat do
plic, prostfednictvim extravazace nadorovych bun¢k [52]. Také Molloy et al., ukazali
aditivni u¢inek MSC na sekreci CCL2 nadorovymi bufikami prsu, ktery se aktivné podili
v mikroprostiedi nadoru na angiogenezi a metastazovani [54].

Nadorova hypoxie je typickym znakem nékterych druhdi tumord. Za bazélnich
podminek MSC produkuji VEGF [61]. Beckermann et al., demonstrovali, Ze v prostiedi za
snizeného obsahu kysliku-hypoxii in vitro, nadorové burniky pankreatu exprimuji HIF-12,
ktery indukuje zvySenou sckreci VEGF bunkami MSC. Ackoliv schopnost MSC
diferencovat se do endotelovych bunék v interakci s nadorovymi krevnimi cévami in vitro
a in vivo nebyla pozorovana, pravé mechanismem sekrece VEGF se MSC mohou podilet
na tvorbé krevnich cév v rostoucich nadorech [56].

Mezenchymalni fibroblasty nachazejici se v nadorovém prostiedi jsou také
oznacovany jako aktivované nebo asociované fibroblasty s nddorem (CAF, carcinoma-
associated fibroblast). Ackoliv tkanovy pivod CAF neni znan, maji nekteré své funkce
spole¢né se MSC a proto je pravdépodobné, Ze se z nich takeé vyvijeji. Je znamo, Zze CAF
se aktivné podileji na angiogenezi nadora [62]. Mishra et al., demonstrovali, Ze po
kultivaci v médiu ziskaného z nadorovych bunék po dobu 30 dnu, MSC vykazuji
charakteristické chovéni pro CAF a také vykazuji vysokou expresi CAF markera [63].
Tyto nalezy také potvrdili Shinigawa et al., ktefi, pozorovali, Ze MSC exprimujio. -SMA,
vimentin, FSP (fibroblast surface protein) a trvalou sekreci SDF-1 [53]. MSC byly také
pouZity v patologii nékolika forem hematologickych malignit, u kterych byl naopak
pozorovan inhibi¢ni u¢inek MSC na rust nadoru [62]. Interakce MSC s buiikami chronické
myeloidni leukemie (CML) vedla k inhibici proliferaci nadorovych bunék mechanismem
nezavislym na mezibunééném kontaktu a zprostiedkovan solubilnim Dkk-1. DKkk-1
produkovany MSC inhibuje kanonickou WNT signalni drahu, a tudiz inhibuje proliferaci
bun¢k CML [64].
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V1. Role MSC v nadorove terapii

Spatna progndza agresivnich nebo metastatickych nadort spolu s nezadoucimi
vedlejsimi efekty dostupnych 1écebnych metod vyzaduje vyvoj novych efektivnéjSich
protinadorovych postupti. MSC izolované z riznych tkani vykazuji schopnost migrovat do
mista nddoru. Na zaklad¢ této vlastnosti mohou byt MSC vyuzity pro cilenou distribuci
protinadorovych gent do invazivnich a metastatickych nadora (obr. 11) [65]. Terapeutické
geny, které byly vloZzeny do MSC a distribuovany do tumort s vysokou selektivitou mohou
pfedstavovat enzymy aktivujici proléivo (cystein deamindza, karboxylesteraza,
tymidinkinaza), interleukin (IL-2, IL-12, IL-4, IL-23), IFN-B, geny indukuici apoptézu
tumora (TRAIL, tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) a
metaloproteindza (PEX) [66]. MSC pouzité pro terapeutické ucely jako nosi¢e musi byt
nejprve geneticky upraveny pomoci vektoru, aby produkovali potfebné terapeutikum.
Nejcastéji se jedna o protein nebo peptid SdoCasnou nebo stabilni expresi
zprostiedkovanou transdukci MSC, pro kterou byly pouzity nejcastéji adenovirus,
retrovirus, HSV-1 a HIV typu | [65].

Nédorové buitky mnoha nédort jsou senzitivni na pusobeni IFN-f, ktery predstavuje
antiangiogenni a antimetastatickou molekulu. Antiangiogenni efekt IFN-B je
zprostiedkovan inhibici migrace endotelovych bun¢k a také snizenim exprese FGF. Piimy
protinadorovy efekt IFN vede pfes stimulaci imunitni odpovédi zprosttedkovanou MHC
tiidy I, zvysenou aktivitou Tc lymfocytd, makrofagi a NK bun¢k. Systémové podani
ué¢innych vysokych davek je limitovano nadmérnou toxicitou [67]. Jeden z prvnich, ktery
vyuzil MSC jako nosi¢ pro IFN-f do nddorového prostiedi byl Studeny et al., kteti pouZili
MSC izolované z kostni diené a nasledné geneticky modifikovany adenovirovym vektorem
nesoucim gen pro IFN-B [68]. Také Nakamizo et al., na gliomech[69] a Kumar et al., na
metastazach néddoru prsu v plicich ukéazali, Ze za pouZiti MSC transdukovanych rAVV
(recombinant adeno-associated virus) kédujici mySi IFN-B vede k vyrazné redukci objemu
nadoru, zvySenému poctu apoptickych nadorovych bun¢k, snizeni proliferace nadorovych

bunék a poctu krevnich cév [67].
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Obr. 11 Pacienti v pokroc¢ilém stadiu rakoviny podstupuji chirurgickou 1é¢bu, ktera tak poskytuje piimy
ptistup k nddorové tkani a jeji identifikaci, a ¢ini tak mozné vyuZiti tohoto klinického modely individuélni
l1é¢by rakoviny zprosttedkovaném geneticky upravenymi MSC. Horni panel piedstavuje klinické oddéleni
nebo opera¢ni sl spolu s laboratoti, na dolnim panely jsou v tomto klinickém modelu vzajemné propojeny.
Nejprve je 10-15 ml aspiratu kostni diené odebrano pacientovi (1). Nasledné dojde k izolaci a expanzi MSC
ex vivo. Tento krok se sklada ze dvou ¢&asti. Prvnim krokem je oddéleni jadrnych bunék gradientovou
centrifugaci a adhezivni kultivace. Druhym krokem je pak namnozeni pasazovanim pro ziskani potfebného
mnozstvi bun¢k vzhledem na celkovou hmotnost pacienta (2). Dal$im krokem v postupu piedstavuje kontrola
kvality a charakteristik MSC bunék (3). Timto zpusobem vybrané MSC podstupuji transdukci
protinadorovych genti pomoci specifickych vektord. Podle typu rakoviny mohou byt ptenaeny napiiklad
geny pro IFN-a, IFN-B, IFN-y, IL-2 nebo IL-12 (4). Dal§im krokem je urcit citlivost nadorovych bunék na
ruzné geneticky upravené MSC za pouZiti napiiklad transwell systému, ve kterém se pozoruje
Zivotaschopnost nadorovych bunék (5). Vzorek nadoru je excizi odebran a udrZovan na ledé v aseptickém
prostiedi (6). Pied pouzitim v transwell systému je uréen pocet bun¢k a jejich Zivotaschopnost (7). Nasledné
jsou kultivovany spolu s geneticky upravenymi MSC (8) a pfipraveny pro transplantaci (9). Zptsob podani
do pacienta si vSak vyZaduje individualni posouzeni v souvislosti s typem nadort (10), ptevzato z [66].

ProtozZe existuje velké mnozstvi variaci v populaci pacientd s rakovinou, s ohledem
na pripravu MSC, je nepravdépodobné ocekavat jediny terapeuticky model [66]. TRAIL
predstavuje slibnou molekulu z rodiny TNF, kterd indukuje apopt6zu v riznych nadorech.
Rozeznavame membranové vazany protein, z kterého pusobenim cysteinovych proteaz
vznika jeho solubilni forma. Apopticky efekt vyZaduje vazbu na receptor smrti a naslednou
aktivaci kaspazy-8 a indukci apoptdzy [70]. VyuZiti MSC izolovanych z kostni diené [71]
a z tukové tkang [70] transdukovanych TRAIL na modelech nadorti pankreatu, stieva a
gliomu, vedlo kindukci apoptdézy a redukci objemu nadoru. Aplikace toho postupu
v kombinaci s tradi¢ni chemoterapii mize piedstavovat novy piistup v nadorové terapii
[71]. Novou moznost v terapii mozkovych nadorti, demonstrovali Nakamura et al., ktery

pouzili MSC transdukované adenovirovym vektorem kodujicim IL-2. Vysledkem bylo
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zvyseni protinadorového efektu MSC a prodlouzeni piezivani modelovych mysi [72].
Navic byly MSC pouZity v genové terapii jako nosi¢e pro IL-12 v Ewingovém sarkomu
s protinadorovym uéinkem [73].

Angiogeneze hraje klicovou roli v ristu nadoru a jejich metastazovani [66]. ProtoZe
prvnim krokem je proteolyticky proces degradace extracelularni matrix, zprostiedkovan
serinovymi proteazami, inhibice tohoto procesu by mohla vést také k regulaci angiogeneze
nadort. Hlavnim inhibitorem lidské serinové proteazy je ATd1( -antitrypsin), ktery je
produkovan zejména jatry. PouZiti ATT transdukovanych MSC na HUVEC (human
umbilical cord vein endothelial cells) pfedstavujicich in vitro model angiogeneze, vedlo ke
snizeni proliferace HUVEC jako disledek zvySené apoptdzy bunék (obr. 12). Proto
geneticky modifikované MSC produkujici ATT by mohly mit terapeutické vyuziti

V inhibici angiogeneze nadori [74].

Obr. 12 Proliferace HUVEC byla inhibovana geneticky upravenymi MSC produkujicimi ATT protein a
znazornéna imunohistochemickym barvenim. Horni panely (C, D) reprezentuji kultivaci transdukovanych
MSC spolu s HUVEC, kde doslo k vyraznému sniZeni po¢tu bunék. Naopak dolni panely (E, F) piedstavuji
kultivaci nemodifikovanych MSC spolu s HUVEC, kde bylo pozorovano pouze nepatrné snizeni poétu
bunék, pievzato a upraveno z [74].

K dne$nimu dni, byla fada protinddorovych genli navrzena pro modulaci MSC
S Gisp&Snym protinadorovym ucinkem v riznych modelech nadort jako IFN-a v melanomu,
IFN-B v nadoru pankreatu, IFN-y v leukémii, IL-2 na gliomu, IL-12 na melanomu a nadoru

jater, NK4 v nadoru plic a TRAIL v nadoru prsu a nadoru plic [66].
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VII. Zavér

MSC jsou multipotentni kmenové bunky, které se vyvijeji z mezodermu. Na rozdil
od ostatnich kmenovych bun€k maji schopnost se diferencovat také do bunék ektodermalni
a endodermalni zarode¢né linie. Nejveétsi mnozstvi MSC se nachdzi v kostni dfeni, kde
pfesto tvofi pouze malou ¢ast vSech bunék kostni dfené. V dospélém organismu
pravdépodobné sdili perivaskularni niku, vzhledem k moznosti migrovat do vzdalenych ¢i
lokélnich tkani. Jsou to adherentni ploché buriky, které nemaji specificky marker, a proto
se pii jejich izolaci vyuziva kombinace pozitivnich a negativnich markeru. Kromé
diferencia¢niho  potencidlu maji MSC také imunoregula¢ni vlastnosti. Jsou
zprostiedkovany jednak solubilnimi faktory, jako HLA-G5, IDO, PGE,, TGF-B, NOS, a
jednak ptimym kontaktem MSC s efektorovymi bufikami imunitniho systému.
Imunoregulacni efekt MSC je charakterizovan inhibici zanétlivé imunitni odpovédi, ktera
je zprostiedkovana Tnl lymfocyty a vysokou hladinou IFN-y, afegmyk em
Vv protizanétlivou imunitni odpovéd’. Protoze exprimuji velmi malo molekul MHC tiidy I a
nemaji na svém povrchu kostimula¢ni molekuly CD80 a CD86 mohly by byt pfinosem pro
1écbu mnohych autoimunitnich onemocnéni. Kromé& imunoregulacnich vlastnosti maji
MSC schopnost migrovat preferencné do poSkozenych tkani a také do mista rostouciho
nadoru. Otazkou zustava, zda MSC podporuje ¢i inhibuje rist a metastazovani nadort.
V dusledku schopnosti inhibovat imunitni systém spolu s diferenciaénim potencialem je
pravdépodobné, ze vytvateji idedlni prostfedi pro rast nddoru. Bylo vSak zaznamenano
nékolik studii, které pojednavaly o inhibi¢ni funkci MSC v nadorech. Na zaklad¢ vlastnosti
MSC se preferenc¢né piemistovat do mista nadorti, by mohly byt vyuzity pro cilenou
distribuci protinadorovych genti do invazivnich a metastatickych nadori.  Rada
protinadorovych geni byla navrzena pro genetickou modifikaci MSC, jako IFN-y
v leukémiich, 1L-12 v melanomu a nadoru jater, nebo TRAIL v nédoru prsu ¢i v nadoru

plic. MSC tak ptedstavuji velky pfinos pro vyuziti bunécné terapie v 1€cb¢ nadorti.
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