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ABSTRAKT

Cielom tejto prace je uvod do moZnosti neurdlnej diferenciacie
mezenchymalnych kmenovych buniek aich vyuziti vKklinickej praxi zameranej
na opravu aregenerdciu tkaniv centralnej nervovej sustavy. KedZe tato sustava
predstavuje riadiace centrum funkénych vlastnosti celého tela aliecba zraneni
a degeneracii ¢asto prinaSa mnoho problémov a prekaZzok, je moZnost vyuzitia vlastnych
buniek ako transplantatu alebo podpory prirodzenych regeneracnych vlastnosti tkaniv

hodna hlbsSieho skiimania.

Praca sa postupne zameriava na vSeobecné vlastnosti a charakteristiku
kmenovych buniek aich diferenciacného potencidlu, nasledne su podrobnejsie
charakterizované mezenchymalne kmenové bunky spolu s moznostami ich izolacie
a kultivacie. Hlavna cast textu tvori reSers studii a metéd zameranych na cielenu
diferenciaciu mezenchymalnych kmenovych buniek so snahou o ich transdiferenciaciu
do buniek neuralnej bunkovej linie, spolo¢ne so sucasnym a predpokladanym vyuzitim

tychto buniek v terapiach centralnej nervovej stustavy.
KLUCOVE SLOVA

Kmenové  bunky, mezenchymalne kmenové bunky, diferenciacia,

transdiferenciacia, bunkova terapia, neurodegeneracia.



ABSTRACT

The goal of this work is to point out possibilities of neuronal differentiation
of mesenchymal stem cells and their application for clinical purposes, primary
for repairing and regeneration of central nervous system tissues. Because this system
works as a control center for functional features of the whole body, and treating this
injuries and degenerations often bring many problems and obstacles, the possibility
of using autologous cells for a transplantation or inducer of the natural regenerative

properties of tissues is worth deeper research.

This work progressively focuses on basic characteristics of stem cells and their
differentiation potential, characterizing further mesenchymal stem cells together with
possibilities of their isolation and cultivation. The main part of the text is formed
by studies and methods used for targeted differentiation of mesenchymal stem cells
and attempts of their transdifferentiation into neural cell line, together with present

and possible future application of these cells in central nervous system therapies.

KEYWORDS

Stem cells, mesenchymal stem cells, differentiation, transdifferentiation, cell

therapy, neurodegeneration.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ALS amyotrophic lateral sclerosis

ASC adult stem cell

ATtau truncated misfolded tau protein

AB  amyloid B-peptide

bFGF basic fibroblast growth factor

BHA butylated hydroxyanisole
BME [(-mercaptoethanol
BM- bone marrow-derived

MSC mesenchymal stem cell

BM- bone marrow-derived stromal

SSC stem cell
CNS central nervous system
CSF  cerebrospinal fluid
Dcx doublecortin
DEX dexamethasone
DMSO dimethyl sulfoxide
DNA deoxyribonucleic acid
Ez estradiol
EAE experimental autoimmune

encephalomyelitis

ECM extracellular matrix
EGF epidermal growth factor
ESC embryonic stem cell
FSC foetal stem cell

GABA gamma-aminobutyric acid

GFAP glial fibrillary acidic protein

hESC human embryonic stem cell

HD  Huntington’s disease

hMSC human mesenchymal stem cell

HSC hematopoietic stem cell

IFN interferon

amyotroficka lateralna skleréza

dospela kmenova bunka

skrateny a nespravne zloZeny tau protein
amyloid B-peptid

zakladny fibroblastovy rastovy faktor
butylovany hydroxyanisol
B-mercaptoetanol

mezenchymalna kmenova bunka derivovana
z kostnej drene

stromalna kmenova bunka derivovana

z kostnej drene

centralna nervova sustava
mozgomieSny mok

protein doublecortin

dexametazon

dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

estradiol

experimentalna autoimunitna
encefalomyelitida

extracelularny matrix

epidermalny rastovy faktor
embryonalna kmenova bunka

fetalna kmenova bunka

kyselina gama-aminomaslova

glialny fibrilarny kysly protein

I'udska embryonalna kmertiova bunka
Huntingtonova choroba

I'udska mezenchymalna kmenova bunka
hematopoieticka kmenova bunka

interferén



IL
iPSC
MDN

MS
MSC
NF
NSE
NSC
NTF
PC12

PLGA

QA

rMscC
SC
SSC
TBI
TEA
TNF

interleukin

induced pluripotent stem cell
mesenchymal stem cell-derived
neuron-like cell

multiple sclerosis
mesenchymal stem cell
neurofilament

neuron specific enolase
neural stem cell
neurotrophic factor

rat pheochromocytoma-derived
cell line
poly(lactic-co-glycolic acid)
polymer

quinolinic acid

retinoic acid
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stem cell

skeletal stem cell

traumatic brain injury
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tumor necrosis factor

TNF-Rtumor necrosis factor receptor

interleukin

indukovana pluripotentna kmernova bunka
neurénu podobna bunka derivovana

z mezenchymalnej kmenovej bunky
roztrusena sklerdza

mezenchymalna kmenova bunka
neurofilament

neurdnova Specificka enolaza
neuralna kmenova bunka

neurotrofny faktor

bunkova linia odvodena od potkanieho
feochromocytému

poly-D-L-lactide-co-glycolide polymér

chinolinova kyselina

retinolova kyselina

potkania mezenchymalna kmenova bunka
kmenova bunka

skeletalna kmenova bunka

traumatické mozgové poranenie
tetraethylammonium

faktor nadorovej nekrozy

receptor faktoru nadorovej nekrézy



1. UVOD

VyuzZitie kmenovych buniek (SC) sa vlekarstve javi ako velmi sl'ubna
terapeutickd moznost liecby. Vlastnosti charakteristické pre tieto bunky, akymi su
schopnost samoobnovy alebo moznost Specializacie do ktoréhokol'vek typu buniek
v I'udskom tele, si uZ niekol'ko rokov skimané ako rieSenie velkého mnoZstva chordb
ponukaju kmenové bunky ziskavané z rannych vyvojovych stadii embrya, pretoze su to
prave tieto bunky, z ktorych sa postupne v prenatdlnom vyvoji buduje cely organizmus.
Vzhl'adom ketickym problémom, ktoré suvisia svyuZivanim l'udskych zarodkov
na vedecké ucely, sa hl'adaju iné moZnosti vyuzitia unikatnych vlastnosti tychto buniek.
KedZe je moZné dospelé somatické bunky preprogramovat na bunky svojimi
charakteristikami podobné embryondlnym kmenovym bunkam, je to jedno z moZnych

a pravdepodobnych rieSeni nedostatku takto ziskavanych buniek.

Jednou z d’alSich mozZnosti st kmenové bunky mezenchymalneho p6vodu (MSC),
ktorych ziskavanie je mozné pocas celého Zivota ¢loveka, a ponuka sa tak moZnost
autolégnych bunkovych transplantacii. Tieto bunky maji mensSie rozpatie moZnosti
diferenciacie, su teda multipotentné. Terapeutické vyuzitie MSC v klinickej praxi vSak
nie je postavené len na ich diferenciacnych vlastnostiach. Medzi mnohé prednosti tychto
kmenovych buniek patri hlavne relativne jednoduché ziskavanie (kostna dren, tukové
tkanivo, pupocnikova krv atd.) ajednoducha expanzia umoznujica ziskanie velkého
poctu tychto buniek pre autolégne transplanticie. Boli opisané taktiez trofické efekty
MSC vyvolané produkciou roznych rastovych faktorov a cytokininov, ktoré takto
vytvoria lokalne imunosupresivne prostredie (Wong 2011). Okrem zakladného
terapeutického vyuZitia diferenciacie MSC do osteoblastov, adipocytov a chondrocytov,
sa mimo iné aktivne skiima moznost transdiferenciacie tychto buniek do neuralnych
buniek. Pouzitie neuralnych buniek odvodenych z autolégnych MSC pre transplantacie
a terapie nahradenia neurénov by mohli zamedzit odmietnutiu buniek alebo tkaniv
imunitnymi reakciami (Ma et al. 2011), poskytujic tak mozZnost lieCby
neurodegenerativnych poruch, akymi sd poSkodenie miechy, mozgova prihoda,
Parkinsonova, Huntingtonova, Alzheimerova choroba, roztrisend aamyotroficka

lateralna sklerdéza.



1. KMENOVE BUNKY

1.1. Charakteristika

Kmenové bunky sa beZzne definuji ako bunky so schopnostou kontinualnej
regeneracie a s pluripotentnymi alebo multipotentnymi vlastnostami diferenciacie
do réznych bunkovych typov. Tieto bunky sa najcastejsie kategorizuju podla pévodu
alebo podla drovne potencie, s ktorou su schopné diferencovat. Existuje vsak niekol'ko
primarnych principov, podla ktorych by mali byt kmenové bunky: samoobnovujuce,
pripadne schopné vyprodukovat aspon jednu dcérsku bunku s podobnymi
charakteristikami ako materska bunka; schopné diferenciacie do viacerych zarodo¢nych
tkaniv; a in vivo funkéne rekonstituovat predloZené tkanivo (Verfaillie 2002). Radia sa
do troch zakladnych skupin podla po6vodu: embryondlne kmenové bunky (ESC),
indukované pluripotentné kmenové bunky (iPSC) a somatické kmenové bunky (Wislet-
Gendebien 2012), tiez nazyvané aj dospelé (ASC). Casto sa vy¢letiuje dalsia skupina, a to
fetalne (plodové) kmeniové bunky (FSC). Podla potencie delime SC na zaklade
diferenciacného potencialu na totipotentné, pluripotentné, multipotentné, oligopotentné

a unipotentné.
1.2. Delenie podla diferenciacného potencialu

Diferenciacny potencial urcuje schopnost menej Specifickej SC diferencovat do
SpecifickejsSieho bunkového typu. Meni sa tak velkost bunky, rovnako ako aj jej tvar,
membranovy potencial, metabolicka aktivita, vnimavost signalov a hlavne expresia
génov bez zmeny sekvencie DNA. Kmenové bunky sa delia na zaklade tohto potencialu,
ktory ukazuje do ktorych, pripadne kol'kych réznych bunkovych linii a typov sa moze

dana bunka diferencovat.
Totipotentné kmeriové bunky

Tento typ bunky vznika po oplodneni vajicka spermiou aje pritomny
aj vo vyvojovom Stadiu moruly. Ztychto buniek vznikaju vSetky nasledujuce

embryonalne a extraembryonalne bunky.



Pluripotentné kmeriové bunky

Su pritomné v blastocyste a vznikaju z totipotentnych SC. Vznikaju z nich bunky

vSetkych troch zarodoc¢nych vrstiev.
Multipotentné kmeriové bunky

Mierne diferencované a Specifikované bunky, ktoré sa schopné dalSej
diferenciacie len vramci blizko pribuznych bunkovych typov. V pripade diferenciacie

do buniek inej bunkovej linie ide o transdiferenciaciu.
Unipotentné kmeriové bunky

Tento typ buniek je plne diferencovany a nie je schopny produkcie iného ako
vlastného bunkového typu. Status kmenovych buniek im ostava na zaklade schopnosti

samoobnovy.
1.3. Delenie podla p6vodu

Pévodom SC sa rozumie miesto prirodzeného vyskytu tychto buniek, odkial
putuji do réznych casti tela v priebehu vyvoja plodu (v pripade ESC), alebo kde
sa v priebehu Zivota nachadzaju, kde proliferujua a diferencuju za hlavnym tcelom vyvoja
(fetdlne kmenové bunky) a regeneracie tkaniv audrZanim dostato¢ného mnoZstva
funkénych buniek (dospelé kmeniové bunky su takmer vo vSetkych organoch

a tkanivach).
Ebryondlne kmeriové bunky (ESC)

ESC su derivované zizolovanych vnuatornych buniek (ICM) prvotného
embryondalneho Stadia blastocysty, v ktorom sa nachadzaji vo vnutri zarodku 4 az 5 dni
po oplodneni vajicka a vzniku zygoty. Pri procese extrakcie vnutornych buniek zarodok
zanika. Po kultivacii tychto buniek na vrstve embryonalnych fibroblastov sa vyvinie linia
ESC. Aby mohli byt bunky kategorizované do bunkovej linie ESC, musia splhat
nasledujuce kritéria: nesmrtelnost aexpresia proteinu telomerazového génu,
pluripotencia  aformovanie teratdmov, udrziavanie stabilného karyotypu
aj po niekol'’kondsobnom pasazovani in vitro, klonalita, expresia Oct4 a d'alSich markerov
pluripotencie a schopnost podielat sa na formovani chimér skrz blastocystovu injekciu.
Ludské ESC (hESC) spliiajii vietky podmienky okrem podielania sa na vzniku chimér
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(Bongso et al. 2004). Tieto bunky maji schopnost’ diferencovat do buniek vsetkych 3
zarodoCnych vrstiev, preto su kategorizované ako pluripotentné. Je to prave tato
pretoZe pluripotentné vlastnosti si zachovavaju aj in vitro. Pluripotencia je zaroven
zodpovedna za jeden z hlavnych problémov v ramci vyuzitia ESC v praxi, a tym je vznik

teratomov.
Fetdlne kmeriové bunky (FSC)

FSC sa ziskavaju z potrateného plodu, najcastejSie v prvom trimestri vyvoja.
Odnaté bunky su uz nasmerované kvyvoju urcitého organu. Odobranim tkaniv
koncatin, obli¢iek apecene plodu sa da ziskat homogénna kultira fibroblastom
podobnych MSC. Tieto bunky migruji z mechanicky rozrusSenych tkaniv a prisadaju

na kultivacny plastik (Lai et al. 2010).

MSC bunky derivované z pecenovych FSC zdielaju fenotyp a diferenciacnu
multipotenciu s dospelymi MSC. Vo vhodnych kultivacnych podmienkach je mozZné
indukovat fetalne MSC k in vitro diferenciacii do adipocytov, chondrocytov a osteocytov.
Po Siestich pasaziach sa znizila schopnost diferenciadcie do adipogénnej bunkovej linie,
ale schopnost diferencidcie do chondrocytov a osteocytov nebola poctom pasazi
ovplyvnena (Gotherstrom et al. 2003). Vdaka vysokej proliferatnej schopnosti
a kardioprotektivnej sekrécii sa o FSC uvaZuje ako o vhodnej alternative ESC (Lai et al.
2010) a tiez ako o vhodnych bunkach v in utero transplantaciach, pretoze tieto bunky

sa prisposobuju fetalnemu prostrediu lepSie ako ASC (Gétherstrom et al. 2004).
Dospelé kmeriové bunky (ASC)

TieZ nazyvané somatické SC, sa nachadzajd vo vacSine, ak nie vo vSetkych
uZ vyvinutych organoch a tkanivach. Patria medzi ne endotelidlne SC (nachadzajuce sa
v kostnej dreni), testikularne SC (derivované zo spermatogonialnych progenitorovych
buniek semennikov), SC neuralnej listy (najdené v gastrointestindlnom trakte, sedacom
nerve, spindlnych asympatetickych ganglidch), cuchové SC, mezenchymadlne SC
(v placente, tukovom tkanive, kostnej dreni, pupocnikovej krvi, zubnych
zarodkoch), neurdlne SC (v roznych Ccastiach mozgu), kmenové bunky v koZi
(epidermalne SC), oku (limbalne SC) a crevach (SC Crevnych krypt). K tomuto typu

buniek patria aj MSC ajedny znajpreStudovanejSich kmenovych buniek -

7



hematopoietické SC (HSC) (Bongso at al. 2004). Kym HSC st zakladom uspeSnosti
transplantacie kostnej drene, MSC sa v sucasnosti najcastejSie vyuZzivaju na terapie
a produkciu osteoblastov, adipocytov a chondrocytov, ataktieZ v regenerativnych
terapiach vyzadujucich obnovu alebo produkciu novych tkaniv. Diferencné schopnosti
ASC su obmedzené na vyvoj do buniek urcitej bunkovej linie, o ich radi medzi bunky

s multipotentnymi vlastnostami.
Indukované pluripotentné kmeriové bunky (iPSC)

Vroku 2006 dokazal tym Shinya Yamanaka, Ze aj nepluripotentné bunky, akymi
su napriklad potencne slabSie (multipotentné SC) alebo somatické bunky, medzi ktoré
patria aj kozné fibroblasty (Wislet-Gendebien et al. 2012), m6Zu byt transformované
na bunky pluripotentné. Dosiahlo sa tak vnesenim 4 hlavnych transkripénych faktorov
zodpovednych za pluripotenciu (Oct4, Sox2, onkogény KlIf4 ac-Myc) pomocou
retrovirusovych vektorov do somatickej bunky atym nastalo jej preprogramovanie.
KedZe pouzitie tychto faktorov a retrovirusov spdsobuje inkorporaciu virusovej DNA
do bunky a Casti tumorogenézu, nastava obdobie aktivneho hladania vhodnejSich
a bezpecnejsich indukénych prostriedkov (Ferreira a Mostajo-Radji 2013, Takahashi
a Yamanaka 2006). Tieto bunky maju pluripotentné vlastnosti podobné ESC a vd'aka
moznosti autologného ziskavania sa dokladne skima moznost vyuZitia v regenerativnej
medicine, pretoZe na rozdiel od ESC, takto ziskavané bunky nepredstavuju etické

problémy.
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Obrdzok 1: Typy kmenovych buniek a ich pévod. Okrem zarodoc¢nych kmenovych buniek
moézeme urcit dalSie tri skupiny, na zdklade ich diferencia¢nych schopnosti:
(a) pluripotentné embryondlne kmeniové bunky (ESC), (b) indukované pluripotentné
kmenové bunky (iPSC) a (c) multipotentné fetalne alebo dospelé somatické kmenové

bunky (Wislet-Gendebien et al. 2012).



2. MEZENCHYMALNE KMENOVE BUNKY

MnoZstvo publikacii za posledné roky vytvorilo niekol'ko rozdielnosti
v terminolégii a hodnoteni MSC. Medzi mnohé pomenovania patria drenové stromalne
bunky, multipotentné stromalne bunky, mezenchymalne stromalne bunky, koldnie-
formujuce jednotkové fibroblasty (CFU-F), stromalne kmenové bunky kostnej drene
(BM-SSC), stromalne prekurzorové bunky (SPC), skeletdlne kmenové bunky (SSC)
a multipotentné dospelé progenitorové bunky (MAPC). Ziaden z tychto nazvov v$ak
presne nevystihuje vyvojovy pévod a diferenciacnu kapacitu tychto buniek. V sti¢asnosti

sa najcastejSie pouZziva termin mezenchymalne kmenové bunky (Chen et al. 2008).
2.1. Charakteristika

MSC sd dospelé kmenové bunky smezodermalnym pdévodom, schopné
diferenciacie do adipocytov, chodrocytov, osteocytov aendotelidlnych buniek alebo
myocytov, pricom ich schopnost diferenciacie je znacne plastickd v porovnani s inymi
populaciami ASC (Ferroni et al. 2013). Napriek tomu, Ze po niekol'’ko desatroci panovala
predstava o jednosmernosti segregacie bunkovych prekurzorov do predurcéenych
zarodoCnych vrstiev pocas embryogenézy sucasne s nezvratnostou bunkovej
diferenciacie, ukazuje sa schopnost prekurzorov v urcitych podmnienkach (Casto su
tieto podmienky patofyziologické) dospievat do dospelych buniek, ktoré nenajdeme
v tkanivach alebo organoch, odkial tieto bunky pochazaji. Tento fenomén sa oznacuje
ako fenotypova plasticita (Wislet-Gendebien et al. 2005). Skiima sa napriklad moZnost
diferencidcie MSC nad ramec ich multipotencie, konkrétne transdiferenciacie

do neuralnych buniek a neurénov.
2.2. Morfolodgia

Morfolégia MSC je znacne heterogénna. Ich vzhlad je casto opisovany ako
fibroblastoidny, v tvare malych okruhlych buniek, vretenovitého a sploSteného tvaru,
alebo podobajic sa na vel'ké tukové bunky. Ich vzhlad sa ¢asto meni vzhladom
ku konfluencii sakou sa nachadzaju v kulture, ale podstatu vztahu medzi ich

morfoldgiou a funkénostou sa zatial nepodarilo objasnit (Wong 2011).
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2.3. lzolacia a kultivacia

MSC je mozné izolovat z réznych tkaniv, ako sd napriklad kostna dren, tukové
tkanivo, zplodovej vody akrvi pupocnej Snury (Wislet-Gendebien 2012), ako
aj zdentdlnych tkaniv, synovialnej tekutiny, krénych mandli, pristitnych teliesok
a vajcovodov (Wong 2011), koZe a kostrovych svalov (Ferroni et al. 2013). NajcastejSie
sa vsak izoluju z kostnej drene (bone marrow mesenchymal stem cells - BM-MSC), kde
tvoria okolo 0,001% celkovej drene (Wong 2011), alebo z tukového tkaniva. Kostna dreii
sa vsucCasnosti povazuje za zlaty Standard na porovnavanie obnovovacich

a multipotentnych vlastnosti novoobjavenych zdrojov MSC (Ferroni et al. 2013).

MSC derivované z tukového tkaniva maji podobné vlastnosti ako BM-MSC, ale su
I'ahSie ziskatel'né z tkaniv (Wong 2011). Izoluju sa z prvotnej zmesi tukového tkaniva,
ktoré obsahuje stromalne a cievne bunky ako preadipocyty, fibroblasty, hladké svalové
bunky ciev, endotelidlne bunky, monocyty, makrofagy, lymfocyty a vlastné kmenové
bunky. Z tejto zmesi, nazyvanej stromalno-cievna frakcia (stromal-vascular fraction -

SVF), sa ziskavaju vd'aka schopnosti adhézie na kultiva¢ny plastik (Ferroni et al. 2013).

Medzi hlavné metdédy izolacie MSC patri izolacia koncentracnym gradientom,
kultivacia vo vhodnych fyziologickych podmienkach s naslednym prisadnutim
aresuspendovanim buniek, pouZitie magnetickych gul6cok pokrytych anti-CD45
a anti-glycophorinom A a nasledna separacia v magnetickom stipci a negativna bunkova
selekcia pomocou RosetteSep metddy, aplikovana na cerstvé vzorky kostnej drene.
Obsahuje vsebe kokteil tetramerickych protilatok, namierenych proti povrchovym

antigénom l'udskych hematopoietickych buniek (Tondreau et al. 2004).
Detekcia

MSC nemaju Ziadne Specifické fenotypové markery. Medzinarodna spoloc¢nost
pre bunkovi terapiu (International Society for Cellular Therapy) urcila tri zakladné
kritéria, minimdalne ktoré musi kultira MSC v Standardnych kultiva¢nych podmienkach
spliiat’: prilnavost k plastovym materidlom, schopnost diferenciacie do osteoblastov,
adipocytov a chondrocytov, pozitivna expresia povrchovych bunkovych markerov CD73,
CD 90, CD 105 a negativna expresia markerov CD45, CD 34, CD14, CD11b, CD79, CD19

a HLA-DR. Tento zoznam ale nie je definitivny a je potrebné brat do uvahy, Ze expresia
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povrchovych markerov in vitro nemusi korelovat' s expresiou in vivo. Preto sa akceptuju
aj markery CD44, CD71, Stro-1, adhezivne povrchové molekuly CD106, CD166 a CD29
(Wong 2011), v niektorych pripadoch aj CD144, CD115, CD29, HLA-ABC a Sca-1 (Chen et
al. 2008).

2.4. Funkcie

Prirodzenost MSC smeruje bunky k diferenciacii do buniek mezodermalneho
povodu (tukové tkanivo, kost, chrupavka, svalstvo, Slachy avazy). V kostnej dreni
prispievaju k formovaniu nik HSC poskytovanim vhodného hematopoietického
mikroprostredia, ako aj pozitivnou anegativhou regulaciou samoobnovovania,
proliferacie a diferenciacie hematopoietickych kmenovych ¢i progenitorovych buniek.
Zvazuje sa schopnost tychto buniek in vivo transdiferenciacie, aj ked Specifické
mechanizmy zodpovedné za fenomén diferenciace, transdiferenciacie, bunkovej fazie
a kombinacie tychto mechanizmov eSte nie si zname (Chen et al. 2008). Predpoklada sa
ich schopnost vylucovat rozpustné faktory, ktoré menia mikroprostredie v bunkach
a tkanivach, C¢o funkcéne prevazuje nad schopnostou transdiferencidcie v ramci
regeneracie tkaniv. Medzi tieto faktory patria napriklad rastovy faktor hepatocytov,
transformujuci rastovy faktor-1, interleukin-1(IL-1), IL-18, IL-3, IL-6, IL-7, IL-11, faktor
kmenovych buniek a Fms-like tyrozin kinaza 3 ligand. Je moZné, Ze tieto faktory zlepsuju
regeneracni schopnost tkaniv, stimuluju proliferaciu a diferenciaciu endogénnych,
kmenovym bunkam podobnych progenitorov, tlmia zapal a imunitné reakcie (Baddoo et

al. 2003).
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3. CIELENA DIFERENCIACIA MEZENCHYMALNYCH KMENOVYCH
BUNIEK

Bunkova diferenciacia je proces, pri ktorom sa z menej Specializovanych buniek
stavaju bunky Specializované. Z jedinej bunky - zygoty - sa postupom c¢asu vyvinie
komplexny systém tkaniv so vSetkymi bunkovymi typmi (totipotentna bunka).
Diferenciacia pokracuje aj v dospelosti, kedy sa kmenové bunky podielaju na tvorbe

novych a ndhradnych buniek a tkaniv (kmeniové bunky pluripotentné a multipotentné).

Okrem zakladného terapeutického vyuzitia diferencidcie MSC do osteoblastov,
adipocytov achondrocytov sa aktivne skima moZnost diferenciacie tychto buniek
do neuradlnych buniek (a teda mozZnost transdiferenciacie). Je to prave schopnost
proliferacie a diferencidcie do neuron-like buniek, ktord indikovala moznost BM-MSC
pre aplikaciu v ramci bunkovej terapie v Sirokej oblasti neurodegenerativnych portch
(Bae et al. 2011). Napriek tomu, Ze sa dospelé kmenové bunky pokladajui za obmedzené
v rozmedzi svojej bunkovej linie, niekol'’ko studii poukazuje, Ze hMSC m6Zu diferencovat
alebo transdiferencovat do Sirokého spektra bunkovych typov, ktoré nie su pribuzné ich

povodnému fenotypovému embryonickému pévodu (Ma et al. 2012).
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Obrdzok 2: Schématické znazornenie vzniku mezodermadlneho tkaniva ako je kost,

Sl'acha, sval, tuk, vaz, koZza Ci spojivové tkanivo z MSC (Caplan 1994).
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3.1. Diferenciacia do neuronov

Indukcia hMSC kprodukcii neuron-like buniek zréznych bunkovych kultar
sa najcastejSie vyvolava rastovymi faktormi, chemickymi latkami alebo ich kombinaciou
(Ma et al. 2011). Okrem povodného vyuZivania -mercaptoethanolu, dimethylsulfoxidu
(DMSO), butylovaného hydroxyanisolu (BHA), epidermdalneho rastového faktoru
spolo¢ne sretinovou Kkyselinou (RA), derivatov vitaminu Ac¢i RA v kombinacii
s mozgovym neurotrofnym faktorom, sa zacala vyuzivat Sirokad paleta induktorov
sposobujicich neuralnu transdiferenciaciu MSC. Patria medzi ne cytokininy, rastové
faktory, neurotrofiny, antioxidanty, demetylujice latky a zlicCeniny zvysujice hladiny
intracelularneho cyklického adenozinmonofosfatu - AMP (Mammadov et al. 2011).
Niektoré experimenty potvrdzuju, ze hMSC v roznych kultiva¢nych médiach menia svoju
morfolégiu aexprimuju niekol'ko neurdlnych markerov na imunochemickej
aj fyziologickej arovni (Wong 2011). Transformacia dospelych MSC buniek do neurénov
vSak vyvolava dve doblezité uvazenia. Po prvé, aj ked si MSC schopné expresie
niektorych neurdlnych markerov vréznych podmienkach, vacSina Stadii spolieha
zasadne na morfologické alebo imunologické dokazy o neuralnej fenotypovej plasticite
MSC. Neuralne bunky viak musia spiiiat’ niekol’ko kritérii, aby bolo mozné definovat' ich
ako neurény. Mali by byt post-mitotické, polarizované jedinym axénom a pocetnymi
dendritmi, schopné vyvolavat ak¢né potencidly a komunikovat s ostatnymi neurénmi
cez synapsie, ktoré vyzaduji ako uvolniovanie neurotransmitérov, tak aj k nim prislusné
receptory (Reh 2002). Po druhé, priame prostredie MSC pravdepodobne hra dolezitu
ulohu vich moznosti diferencidcie do neurdlnych buniek alebo priaznivo vplyva
na regeneraciu neuralneho tkaniva. Toto pozorovanie vyvolava niekol'ko otazok: ktory
faktor alebo faktory prostredia si zodpovedné za tito neuralnu plasticitu? Je kazda MSC
schopna reagovat na tieto faktory? Existuje nejakd reguldcia odpovedi MSC na tieto

faktory? (Wislet-Gendebien et al. 2005)
3.1.1. Nediferencované MSC

Foudah et al. v rozsiahlej Studii potvrdili, Ze rMSC kultivované bez akychkol'vek
diferencia¢nych c¢inidiel spontanne exprimuju neuralne markery. MnoZstvo rMSC
exprimujucich neurdlne markery zaviselo na poclte pasazi kultiry (starSie pasaze

so senescentnymi bunkami, ktoré nadobudli MSC imunofenotyp, mali zniZenu alebo
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chybajicu expresiu tychto markerov v porovnani so skorsimi pasaZami; na druhd stranu
bola spontdnna expresia mezenchymalnych markerov vo vSetkych pasaziach rMSC nizka
alebo uplne chyba). Schopnost nediferencovanych rMSC exprimovat neuralne proteiny
potvrdzuje, Ze su to bunky multipotentné. Zaroven si zachovavaju mezenchymalnu
morfologiu bez pozorovatelnych prejavov neurdlneho fenotypu. Na zaklade tohto
zistenia je mozné vylucit mozZnost, Ze expresia neuralnych markerov moéze byt
nasledkom spontannej neuralnej diferenciacie. Za expresiu neuralnych markerov moze
byt zodpovedny biologicky povod MSC nediferencovanych rMSC. Tieto bunky su pocas
embryonalneho vyvoja produkované neuralnou liStou a m6Zu prezit aZ do dospelosti
kostnej drene. Inda hypotéza tvrdi, Ze za expresiu neuralnych markerov v MSC je
zodpovedny NRSF (neuron-restrictive silencer factor), ktory sa ucastni represie génov
Specifickych pre neurény. To by sice vysvetlovalo spontdnnu expresiu neuralnych

markerov rMSC, ale nie expresiu nestinu a gliovych markerov (Foudah et al. 2012).

Foudah et al. vyhodnotil v ré6znych ¢asoch a pasazach kultivovanych rMSC, ktoré
neboli diferencované ani ovplyvnené diferenciacnymi cCinidlami, pomocou
imunofluorescencného farbenia nasledujuce diferenciacné markery: nestin -
neuroprogenitorovy marker; BIII tubulin - skory neurdlny marker; NeuN, NF
(neurofilament) - neskoré neuralne markery; GFAP, S100- gliovy marker; PPARy2 -
adipogénny marker; OPN - osteogénny marker. V kontrolnych kultarach boli na BIII

tubulin a NeuN pozitivne iba neurény a na GFAP len gliové bunky.

pasaz

marker PO P1 P2 P4 P8 P16 P24 P40
nestin 55+21,2 52,5+24,8 26,25+1,8 56%5,5 61,3+11,1 68,3+10,4 28,8+1,8 3,5%+0,7
Bl tubulin |36,5+2,1 72,5+3,5 64,2+3,8 56,7+7,6 30182 11,7+3,8 12,5+3,5 09+0,14

NeuN 36+1,4 18,8+18 47,5+17,7 50+8,7 20t7 74,2 09+0,14 -
NF - - 09+0,11 0,8+0,14 0,85+0,10 0,88+0,16 0,85+0,21 -
GFAP 55+7,1 19%7,1 11+2,8 7,2+%3 11+4,2 58+25 3%14 -
$100 10,3+0,4 3,8+1,8 0,95+0,07 0,93+0,1 0,98+0,04 0,9+0,04 0,93+0,04 -
PPARy2 3,9+0,14 4,25+0,35 2,45+0,07 0,78+0,04 0,68+0,11 0,8+0,14 0,85+0,21 0,83+0,11
OPN 12,2+0,4 11+5,7 25+14,1 10+28 9,75+39 525+3,2 09+0,1 0,83%0,2

Tabulka 1: Expresia diferencia¢nych markerov nediferencovanych rMSC v réznych
pasazach (kultivacia pasaZe 14 dni). Pocet pozitivnych buniek pre kazdy marker je

vyjadreny v % * SD (smerodajnd odchylka), Ziadne pozitivne bunky sd znacené ,-“.

(Foudah et al. 2012).
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3.1.2. Neurosteroidy

Je zndme, Ze rastové faktory su mitogenické polypeptidy, hrajice déleZzita lohu
pocas astroglidlnej a neuralnej bunkovej proliferacie a diferenciacie bunkovych kulttr.
Dexamethazoén (Dex) a estradiol (E2) su neurosteroidy aktivne v neuralnych bunkovych
linidch, hlavne v astroglidlnej oblasti. Steroidné hormdény sa aktivne ucastnia
metabolizmu kosti a mnohostranne reguluji rézne typy buniek, vratane BM-MSC.
Aplikacia Dex na kultiru potkanich MSC spésobila u tychto buniek zvySenie expresie
neuralnych markerov (nestin, NF, BIII tubulin) a MAP kinazy. PouZitie E; vyvolalo
zvySenie mnozstvo MAP kinazy a BIII tubulinu, zaroven sa vSak znizila expresia nestinu
a NF. Na zaklade imunocytochemickej analyzy sa predpoklada, Ze pouzitie Dex zvySuje
expresiu neuralnych proteinov a ma tak pravdepodobne vplyv na diferenciaciu BM-MSC
do neur6nov. Je mozné, Ze interaguje sniektorymi rastovymi a trofickymi faktormi
a spusta tak kaskadu signalnych drah, ktoré mo6zu viest k expresii neuralnych markerov

(Bronzi et al. 2010).
3.1.3. Rastové faktory, cytokininy a CSF

Rastové faktory sa casto pouZzivaju ako indukc¢né cinidla a na Zivote neurénov
sa podiel'aju vramci ich vyZzivy. Si schopné odstranovat volné radikaly, znizovat
nedmerne zvySené mnozstva vapnika alebo potlacit’ expresiu syntazy oxidu dusnatého.
Patria medzi ne aj EGF (epidermal growth factor) a bFGF (basic fibroblast growth
factor), ktoré podporuju rast bunky a proliferdciu neuralnych kmenovych buniek,
rovnako ako ich diferenciaciu do neurocytov. MozgomieSny mok (CSF) obsahuje okrem
mnozstva elektrolytov, proteinov, cukrov ainych faktorov prave aj bFGF, ktory
podporuje proliferaciu a diferenciaciu neuralnych kmenovych buniek vazbou na jemu
prislusny receptor na povrchu bunky, alebo mozgovy neurotrofny faktor (BDNF), ktory
ma ulohu vo vyZive MSC a do urcitej miery podporuje ich proliferaciu a diferenciaciu.
Je pravdepodobné, Ze CSF obsahuje dostatok latok a zZivin na indukciu diferenciacie
BM-MSC a poskytuje tak lepSie prostredie pre diferenciaciu do nervovych buniek, preto
sa uvaZzuje nad jeho pouZitim ako stimulantu diferenciacie MSC do neurénov (Ye et al.

2011).

Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) je pleiotropny cytokinin, ktory ma déleZité,

hoci Casto protichodné ulohy v mnohych fyziologickych a patologickych procesoch
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vratane imunity a zapalov. Nasledkom zranenia sa jeho expresia a vyluCovanie zahaji
do niekolkych minat aZ hodin a niekol'ko dni je pritomny v poSkodenych tkanivach.
Nachadza sa vzvySenych hodnotdch pri réznych neurodegenerativnych poruchach
a chorobach, kde funguje ako zapalovy faktor. Na druhu stranu je pravdepodobné, Ze ma
neuroprotektivnu ulohu anapomaha oprave tkaniv po mozgovej mftvici. V mozgu
ovplyviiuje rast, preZitie aneuradlnu diferenciaciu neurdlnych kmenovych
a progenitorovych buniek, ¢o je sprostredkované signalizaciou cez bunkovy receptor
TNF-R1 (tumor necrosis factor receptor). Dlhodoba kultivacia hMSC v pritomnosti
TNF-a dramaticky meni ich bunkovu morfolégiu, ktora pripomina hviezdicovity vzhl'ad
astrocytov pritomnych vmozgu amieche. Tento typ gliovych buniek dokaze
syntetizovat GFAP, sicasne so zniZenim expresie nestinu a vimentinu. Takéto znaky
vykazovali aj hMSC kultivované s TNF-a, ¢im sa potvrdzuje ich astroglidlna povaha.
Pokles nestinu vhMSC je pravdepodobne spésobeny neuralnou diferenciaciou
sposobenou TNF-a, zatial' ¢o transkripcény faktor bezne pritomny v embryondalnych
a neuralnych kmenovych bunkach, zodpovedny za progenitorové vlastnosti, bol v tychto
bunkach vo zvySenych koncentraciach. Markerové proteiny typicky exprimované
dospelymi oligodendrocytmi a neurénmi (Gal-C a BIII tubulin) neboli v tychto hMSC
syntetizované pred ani po kultivacii s TNF-a, ¢im sa vyluCuje neuronalny fenotyp
v tychto bunkach. Tieto vysledky dokazuju, Ze hMSC kultivované spolu s TNF-a spustaju
expresiu neurdlnych génov a funkcii, ktoré by mohli dopoméct k vylepSeniu pouZitia

hMSC buniek v terapiach neurologickych poruch a chorob (Egea et al. 2010).
3.1.4. Spolocna kultivacia s neurénmi

Wislet-Gendebien et al. ukazali, Ze dospelé potkanie MSC bunky su schopné
diferenciacie do excitabilnych neuron-like buniek ak su kultivované spolo¢ne s mysimi
mozgovymi granularnymi neurénmi. Tieto bunky exprimovali neuralne markery (NeuN
a Blll-tubulin), axonalny marker (neurofilamentarny protein rozpoznavany
monoklonalnou protilatkou SMI31) a dendriticky marker (MAP2ab). Elektrofyziologické
merania tychto neuron-like buniek odvodenych z MSC pozitivnych na nestin (MDN)
ukazali tri fazy vyvoja (tabulka 1). Po 4 az 6 dioch spolocnej kultivacie vykazovali MDN
odpovede na neurotransmitery (GABA, glycin, serotonin a glutamat) a napatim ovladané
K* kandly inhibované TEA (tetraethylammonium). V tomto $tadiu MDN neexprimovali

funk¢né, napatim ovladané sodné kanaly a mali nizke hodnoty akénych potencialov.
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Pocas druhého tyzdna zacinali MDN vykazovat Na* prdd vratne inhibovatelny TTX
(tetrodotoxinom) a boli schopné vytvorit jeden depolarizacny kmit akéného potencialu.
V dlhsie kultivovanych kultirach dosahoval pokojovy membranovy potencial
negativnejSie hodnoty, ktoré sa bliZili hodnotdm nameranym v neur6noch (Wislet-

gendebien et al. 2005).

5 dniin vitro 8 dniin vitro 12 dniin vitro
Citlivost na neurotransmitery GABA, glycin, glutamat GABA, glycin, glutamat GABA, glycin, glutamat

Napatim ovladané K*kanaly  + + +
Napéatim ovladané Na* kanaly + +
Akény potencidl - + +
Rady akénych potencidlov - - -
Synaptickd aktivita - - -
Membranovy potencidl (mV) -37+3 -50,3+2 -57,7+2,3

Tabul'ka 2: Fazy dospievania MSC-derivovanych neuron-like buniek (Wislet-Gendebien

etal. 2005).

Takato elektrofyziologickd analyza ndzorne ukazuje, Ze MDN su schopné prijat
niektoré funkéné charakteristiky neurénov. Na zaklade Rehovych kritérii vSak eSte
nemozeme tieto bunky nazyvat neurénmi. Napriek tomu, Ze su schopné elektrickej
odpovede po aplikacii niekol'’kych neurotransmitérov a tieto odpovede su inhibovatel'né
klasickymi blokatormi ionotropnych receptorov, nebolo dokazané, Ze st medzi sebou
schopné komunikovat synaptickymi spojmi. Rovnako zatial neboli zaznamenané

opakujtce sa akéné potencidly (Wislet-Gendebien et al. 2005).

Ma et al. kultivovali hMSC spolo¢ne s neuralnymi kmenovymi bunkami (NSC), ¢im
sa dosiahla ich diferenciacia do NSC-like buniek, ktoré proliferovali v neurosféram
podobnych struktirach aexprimovali ranné NSC markery. Boli tieZ schopné
diferenciacie do buniek, ktoré exprimovali markery neurénov, astrocytov
a oligodendrocytov. Po troch tyZzdiioch spolo¢nej kultivacie sa zacali tvorit agregaty
hMSC buniek. Po d'alSich 3-7 diioch sa tieto agregaty nad'alej zvacsSovali a zacali tvorit
Struktiry morfologicky podobné hNSC tvorenym neurosféram. Proliferacné markery
kmenovych buniek Oct4 aPax6 boli exprimované tymito hMSC agregatmi (ich
koexpresia moZe poukazovat na ziskané schopnosti Specifickej neuralnej diferenciacie,
zaroven je vSak eSte stdle do istej miery pritomny potencial diferenciacie do inych

bunkovych typov), vo valnej vacSine z nich tiez nestin. Boli pozorovatel'né aj Sox1 a Bfl
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imunoreaktivne bunky. Nestin imunoreaktivne bunky boli proliferujice, pravdepodobne
zotrvavajuce v nediferencovanom stave v pritomnosti média s hNSC. Poc¢as neuralneho
vyvoja hMSC sa expresia Oct4 a Pax6 postupne zniZovala spolu so zvysenim expresie
rannych NSC markerov. Nakoniec stratili morfolégiu podobnu fibroblastom a expresiu
fibronektinu. Po pridani neurobazalneho média obsahujiceho B27 alebo N2 zacali
po

5-10 dnoch NSC-like bunky migrovat zneurosféram podobnych Struktur a tvorit
neuritom podobné utvary. Nasledna imunochemicka analyza odhalila pokles expresie
markerov neuralnych progenitorovych buniek, ako je nestin. Na druht stranu zacali
exprimovat markery astrocytov (GFAP, 60% z celkového poctu buniek) a neurénové
markery (BIII tubulin, 40% z celkového poctu buniek). Po 7 diioch odhalili neuralne
protilatky expresiu NF-200, GABA, MAP2 a glutamatu, objavili sa aj NG2 a GalC
imunoreaktivne podskupiny buniek (markery oligodendrocytov). Prekryvajica sa
expresia BIII tubulinu a DCX alebo MAP2, ¢iZe markery nezrelych a dospelych neurénov,
znadi, Ze pritomné bunky boli vréznych vyvojovych $tadidch. Casom sa zvySovalo
mnozstvo buniek exprimujicich MAP2, ¢o naznacuje postupné dospievanie neuralnych
buniek. Elektrofyziologické merania ukazovali pokojovy potencial od -25 do -58 mV
s priemernou hodnotou -37,6 * 1,3 mV (n=60). Prevazna vacSina tychto buniek
po podrobeni pulzom pradu prejavila aktivne membranove vlastnosti. Napriek
niekol’kym klIticovym markerom, ktoré vo vysledku tieto bunky produkovali, su tieto
markery produkovatel'né aj inymi bunkovymi populaciami, a teda to nie je jednoznacny

dokaz transdiferenciacie do neuralnej bunkovej linie (Ma et al. 2011).
3.1.5. Diferenciacné povrchy a média

Na vytvorenie presnych modelov in vitro, dokazujucich zlozité interakcie
pozorované medzi bunkami in vivo, a ktoré vierohodnejsie kopiruja prostredie, v ktorom
sa nachadzaju bunky in situ sa vyvija velké usilie. V tkanivach st bunky navzajom
v kontakte cez extracelularny matrix (ECM), ktory ma dolezitu ulohu v kontrole
spravania bunky. Tieto interakcie sa daju vytvorit in vitro pomocou pokryvania roznych
povrchov ECM molekulami. Casto sa efekty vyvolané ECM proteinmi daji dosiahnut
pouzitim kratkych peptidovych sekvencii alebo motivov. Pripevnenim tychto molekul
k ur¢itému povrchu sa da imitovat spravanie podobné celej molekule. Prezenciou

Specifickych ECM peptidov (postupne alebo ich kombinaciou) méZeme identifikovat

19



domény doleZité v neurdlnej diferenciacii kultivovanych buniek. Na priklade neuralne;j
diferenciacie buniek PC12 (bunkova linia odvodena od buniek tumoru potkanich buniek
drene nadobliciek) bol ukdzany vplyv motivov kolagénu I a fibronektinu PHSRN, ktoré
vyrazne zvySili expresiu BIII tubulinu, kym peptidovy motiv lamininu a fibronektinu
RGD tiez vyvolali prospesné efekty na rast kultury. Tak je mozné sledovat vplyv
peptidickych motivov biomimetickych povrchov na regulaciu rastu neuritov PC12

buniek (Cooke et al. 2009).

V oblasti tkanivového inzinierstva je vyvoj podpornych nosi¢ov s postupnym
uvolniovanim latok a bioaktivnych faktorov, potrebnych pre bunkovi diferenciaciu
dolezity, pretoze tieto faktory jednoducho degraduju vd'aka svojmu kratkemu polcasu
zivota v kultivacnom médiu. Takéto podporné nosice (scaffoldy) musia mat vhodné
fyzikalno-chemické vlastnosti, musia byt biokompatibilné a pristupné biologickym
latkam. Kontrolované uvoltiovanie bioaktivnych latok zo scaffoldu je rovnako dolezitym
faktorom pre pouZitie tychto materidlov na biologické ucely, pretoZe moZu regulovat
pochody ako su génova expresia, produkcia peptidov alebo rastovych faktorov.
Vhodnym materidlom pre klinické pouZitie syntetickych polymérov v l'udskej medicine
sa ukazuje byt napriklad PLGA film. Khang et al. skimal pouZitie PLGA/BME
polymérneho filmu, ktory postupne uvoltioval BME do pril'nutych buniek, a ich naslednu
diferenciaciu do neuralnych buniek. Kultivacia BM-MSC s BME spustala expresiu neural-
like markerov (napr. NF a NSE). Napriek tomu vysoka koncentracia BME v médiu
znizovala produkciu NF azaroven aj hustotu bunkovej kultury. Vysledky ukazuju,
Ze urcCité (zatial presne nezname) mnozstvo BME v médiu je doélezité na spravnu
diferenciaciu BM-MSC do neuron-like buniek bez zniZovania vel'kosti buniek a apoptézy

(Khang et al. 2012).

Vysledky Mareschi et al. dokazuju expresiu Specifickych neuralnych markerov
(nestin a MAP2) u MSC kultivovanych v neural progenitor maintenance médiu (NPMM).
Imunocytochemicka analyza na rozdiel od real-time PCR ukazala slabu génovu expresiu
MAP2, nestinu, NF-M a GFAP. Elektrofyziologické pokusy odhalili, Ze K* kanal
detekovatelny v nediferencovanych hMSC je pomaly aktivovany pri extrémne
nefyziologickych podmienkach (hodnota napatia, kedy je pravdepodobnost otvorenia
kanalu 50 % - Vi,2, je 168 mV) azablokovatelny vysokymi davkami TEA. Taktiez

sa nepodarilo v ramci diferenciacie hMSC do neuron-like buniek exprimovat dostato¢nu

20



hustotu Na* kanalov, ktoré by boli schopné indukcie akénych potencidlov. Mareschi
predpokladd, Ze proces diferenciacie do neurénov bude obsahovat este d’alSie kroky.
Jeho experimenty vSak potvrdili predoslé stadie poukazujice na skutocnost, Ze hMSC
dokaZu v zavislosti na réznych kultivacnych médiach menit svoju morfolégiu a hodnotu
expresie niekol’kych neuralnych markerov na imunochemickej aj fyziologickej urovni.
Dokaz expresie neuralnych markerov spolofne so zmenou typu K* kanalov v hMSC
kultivovanych s NPMM médiom (neural progenitor maintenance medium; Cambrex)
podporuju koncept hMSC ako potencialny zdroja neurénov a gliovych buniek (Mareschi

etal. 2006).
3.1.6. Cytotoxicky efekt

Sacasny vyskum sa zameriava na hladanie najefektivnejSej metédy neurdlnej
diferenciacie mezenchymalnych kmenovych buniek. V minulosti sa chemikalie vyuzivali
na indukciu MSC. Predpoklad, Ze konverzia MSC do neurénov chemikaliami je moZn3,
sa stala kontroverznym nazorom. Tvrdi sa, Ze tieto chemikalie indukuju cytotoxické
zmeny v bunkovej morfolégii, ktoré sd ndasledne nespravne interpretované ako
nadobudnutie neuralnej morfolégie. Ked boli konec¢ne diferencované bunky ako
fibroblasty, keratinocyty, alebo MSC vystavené stresujicim faktorom, akymi su
napriklad B-ME, BHA, DMSO sucasne s extrémnymi hodnotami pH, chloridu sodného
alebo detergentov, viedlo to kzmenSeniu buniek a morfologickym zmenam veducim
k ziskaniu vzhladu neur6nov v priebehu niekolkych hodin. Skutofnd neuralna
diferenciacia vSak vyZaduje rozsiahle preprogramovanie signalnych kaskad, ktoré nie je
mozné navodit inhibiciou syntézy proteinov. Mammadov et al. ziskal po kultivacii hMSC
s kyselinou retinovou (RA) bunky s neuron-like morfolégiu spoloCne s expresiou
neuralnych markerov (BIII tubulin a NF). Tieto zmeny nastali postupne a boli stabilné
a v porovnani s kontrolou bola proliferacia tychto buniek zniZena. Zmeny nastali pomaly
a boli teda s najvacSou pravdepodobnostou sposobené zmenou syntézy proteinov a nie
cytotoxickym efektom. Pri indukcii RA spolo¢ne sDMSO-, KCI- aneuroblasty
podmieniujucim médiom sa tela buniek zmensili a vytvorili sa na nich vybezky podobné
tym neur6novym. Postupne tieto zmeny vymizli, a po deviatich diloch bunky odumreli
podobnym spdsobom ako nasledkom senescencie. Nestabilita, morfologické zmeny

a bunkova smrt nasledkom chemikalii v neskorsSich fazach naznacuju, Ze tieto zmeny
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nevznikaji nasledkom neurdlnej diferenciacie, ale cytotoxicitou spdsobenou

chemickymi zlu¢eninami (Mammadov et al. 2011).

K podobnym =zaverom tykajucich sa transdiferenciacie MSC do neur6nov
pomocou chemickej indukcie dosli aj Lu et al. Na experimenty pouzil kultivatné médium,
do ktorého bolo pridané DMSO/BHA alebo BME. Bunky po kultivacii vtomto médiu
nadobudli tvar neurénov aexprimovali niekol'ko neuralnych markerov (NSE, NeuN,
nestin), pricom mnohé iné neurénové, astrocytdrné a oligodendrocytarné markery
neboli detekovatelné (MAP-2, BIII tubulin, NF-H, GFAP, APC). Vysledky tychto pokusov
ukazuju, Ze neuralna indukcia pomocou chemickych cinidiel spésobuje bunkovy stres,
ktory ma za nasledok zmensSenie buniek do tvaru a morfolégie neurénov a zaroven
nevyvolava expresiu neuralnych markerov. Podobni morfolégiu nadobudaju aj iné
bunky a vyvolavajd ju aj iné chemikalie, ktoré spdsobuji bunkovy stres alebo bunky
poskodzuju (na dalSiu sériu pokusov pouzili Tween 20, Triton X-100 a polybren),
ale tieZ aj suprafyziologické koncentracie soli ¢i zmeny v pH. Vysledky naznacujy,
Ze neuralna indukcia MSC jednoduchymi chemickymi postupmi ¢asto vyvolava bunkové

reakcie na stres, namiesto transdiferen¢ného procesu (Lu et al. 2004).
3.1.7. Zaver

Je velkd snaha o identifikdciu podmienok, ktoré vedu kindukcii neurdlnej
diferenciacie MSC in vitro, aby sa priSlo na principy ich plasticity in vivo. Ukazuje sa,
Ze In vitro Studie pracujice s metédami diferencidcie do neurénov a nasledne
posudzovanie ich biolégie su casto nedokoncené alebo vrozpore. Pripisovanie
neurdlneho osudu MSC bunkdm je nedostatocné na zdklade chybajicej Specifity
pritomnych neuralnych markerov, heterogenitou skimanych MSC populacii a artefaktmi
sposobenymi metdédami bunkovej kultivacie in vitro (Phinney aProckop 2007).
MnoZstvo rozsiahlych protokolov avysledkov ukazuje na rozne typy indukovanych
nervovych buniek. Morfologickd roéznorodost tychto buniek arozdielna expresia
neuralnych proteinov je s najvacsou pravdepodobnostou sposobena faktormi, akymi st
rozdielnost’ protokolov, mnoZstvo bunkovych pasaZzi, hustoty buniek, vek darcov, doba

kultivacie atd’. (Lambert et al. 2009).
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4. TERAPEUTICKE VYUZITIE MEZENCHYMALNYCH KMENOVYCH
BUNIEK

MSC maju dobré proliferatné schopnosti, ktoré mézu vynahradit limitaciu
mnozstva dospelych nervovych kmenovych buniek. Potvrdzuje sa, Ze MSC st schopné
diferenciacie do buniek s podobnymi vlastnostami aké maji neuralne bunky, a teda je
mozné ich pouzitie k nahrade poskodenych alebo nefunkénych neurénov.
Transplantacia diferencovanych neuron-like buniek v klinickych terapeutickych
metddach moZe ponukat menej limitacii. Tieto bunky je moZné pouzit autolégne,
nespdsobuju teda niekolko vaznych problémov, akymi st napriklad odmietnutie
imunitnym systémom a nutnost’ pouzit imunosupresiu. Vzhl'adom k tomu, Ze z malého
mnozstva kostnej drene je mozné vyprodukovat velké mnozstvo neuron-like buniek, ich

vyuzitie a aplikacia v klinickej terapii bude vel'mi osoZné (Bae et al. 2011).

Ludské neurologické poruchy su Casto spo6sobené stratou alebo degeneraciou
neurénov a gliovych buniek v mozgu alebo mieche. Endogénne neuralne progenitory
maju limitovanu prolifera¢nd kapacitu anovo vytvorené neurdny maju tendenciu
k rovnakym degeneraciam ako tie predchadzajtce. Kvoli tymto dévodom opravy portuch
endogénnymi neurénmi nedokdzu napravit prvotné priciny tychto degeneracii. Bunkové
terapie sa javia ako inovativny pristup kliecbe takychto pordch. MSC sa v sticasnosti
testujd na pouZitie vtychto terapidch, vdaka vlastnostiam ako plasticita,
imunerugaltivne funkcie, imunosupresivne schopnosti, migracia na postihnuté miesto
a vylu¢ovanie mnozstva trofickych signalov ktoré ovplyviiuju okolité tkaniva (Ferroni et

al. 2013).
4.1. Cerebrovaskularne ochorenia

Mozgové disfunkcie suvisiace s cievnym systémom zasobujucim mozog krvou,
akymi st napriklad vysoky krvny tlak, m6Zu poskodit bunky ciev, endotélium, odhal'ujic
tak vrstvy kolagénu, kde sa nasledne hromadia krvné dosticky a zvySuje sa riziko tvorby
trombu. Trvalo zvySeny krvny tlak permanentne meni stavbu ciev, ktoré byvaju
nasledne nachylnejsie k deformaciam, nepravidelnostiam vich stavbe avykyvom
krvného tlaku v mozgu. Nasledne sa zvySuje riziku poSkodenia cievnej sustavy, ktoré

Casto usti k cievnej mozgovej prihode, mrtvici alebo hemoragickej mrtvici.
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Transplantacie BM-MSC v akutnej faze cievnej mozgovej poruchy u mysi viedla
k zmenSeniu rozsahu poskodenia a ustrednej mozgovej ischémie. Tento efekt je s va¢Sou
pravdepodobnostou vysvetlitelny sekréciou humoralnych faktorov MSC bunkami,
skor neZ ich vlastnou diferenciaciou do buniek neuralnej alebo vaskularnej linie. Okrem
mnozstva trofickych a antiapoptotickych faktorov produkovanych MSC su doleZité
regenerativne faktory ako cievny endotelidlny rastovy faktor (VEGF), hepatocytovy
rastovy faktor (HGF) aangiopoietin-1, ktoré vykazuju neuroprotektivne vlastnosti
(Ikegame et al. 2011). Ulohu v regeneracii bunkovou terapiou po mozgovej mftvici
hraju aj faktory, medzi ktoré patri vek, typ mftvice, umiestnenie a velkost 1ézie alebo

nacasovanie liecby (Dharmasaroja 2009).
4.2. Traumatické poranenia mozgu a miechy

Traumatické poranenia vznikaju ako dosledok vonkajsich mechanickych sil,
ktorych nasledkom vznikd poranenie trvalo alebo kratkodobo poSkodzujice mozog
alebo miechu. Vaznost' zranenia zavisi hlavne na sile a sposobe, akym k zraneniu doslo.
Poskodenie mozZe byt sposobené ako zranenim samotnym, tak aj dosledkom
sekundarnych efektov, ktoré sa mozu dostavit' po hodinach az diioch po zraneni, a patria

medzi ne zmeny krvného obehu v mozgu alebo zmena vnutrolebecného tlaku.

Bunkova terapia atransplantacia neurénov diferencovanych z MSC ponuka
vhodny typ lieCby traumatickym mozgovych poraneni (TBI) alebo poraneni miechy.
Skimaji sa mozZnosti priamej aplikiacie a intravenézneho podania MSC, ktorych
potencialne terapeutické vyuZitie spociva v schopnosti migracie do poSkodenych oblasti,
naslednej diferenciacie do Specifickych buniek avyluc¢ovani rastovych a trofickych
faktorov, ktoré podporuju synaptogenézu, angiogenézu a endogénnu neurogenézu
(Zhang et al. 2008). Taktiez je ddlezité miesto aplikacie tychto buniek, ked'Ze zapal
a hypoxia spdsobend zranenim poOsobia nepriaznivo na preZitie aplikovanych MSC.
Na druhu stranu, aplikacia buniek vo vzdialenejSich miestach od zranenia im dava
moZznost usadit sa a proliferovat skor, nez by mali moZnost prejavit svoje terapeutické
schopnosti. Pre liecbu mozgu sa skima moznost miestnej implantacie vStepu s MSC,
¢im by sa dopomohlo nahradeniu zranenych neurénov, resp. priamym vyluCovanim
protizapalnych,  neurotrofnych  aimunomoduldrnych  cytokininov  podporit

neuroregeneraciu (Lam et al. 2013).
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4.3. Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je chronicka, progresivna, neurodegenerativna porucha,
prejavujuca sa postupnym a selektivnym odumieranim dopaminergnych neurdénov
v substantia nigra pars compacta so sekundarnou redukciou uvoltiovania dopaminu
v striate. Tato strata nigralnych dopaminergnych neurénov vedie ku klinickej diagnéze
prevazne kvoéli sprievodnym motorickych symptémom, akymi su strnulost, trasenie

a spomalenie pohybov - bradykinézia (Wislet-Gendebien et al. 2012).

Po experimentalnej transplantacii hMSC do potkanieho modelu s Parkinsonovou
chorobou sa vyrazne zniZila strata dopaminergnych neurdnov. Je pravdepodobné,
Ze existuju reciproké interakcie medzi vStepenymi hMSC a okolim oblasti 1ézii potkanich
mozgov, ktoré vedu k zachrane neurénov a neuroprotektivnym efektom, rovnako ako
aj Specifickému vyvoju neSpecializovanych buniek smerom k dopaminergnym
neurénom. Postupnym fenotypovym dospievanim buniek a tvorbou neurénov, spolo¢ne
s presunom neuronalnych prekurzorov zo subependymalnej do vnutornej striatalnej
vrstvy bola dokdzana pritomnost’ Dcx imunoreaktivnych neuroblastov v danej oblasti.
Po transplantacii hMSC do zvierat sléziami sa zvySila Dcx expresia a migracia
rozvetvenych neuroblastov smerom Kkléziovému striatu. Denzitometrické merania
indikovali vyrazné zvysenie proliferacie v ependymalnej oblasti. VStep hMSC buniek
moze teda uchovat dopaminergné neurdény a podporit neurogenézu v potkaniom
modely (Cova et al. 2010). Niektoré Studie vSak podporujui myslienku, Ze efekt MSC
buniek v zvieracich modeloch nema na svedomi nahradenie neurénov, ale parakrinné
mechanizmy, vyluCovanie neurotrofnych, protizapalovych, imunomoduldrnych, anti-
apoptotickych a angiogenickych faktorov, ktoré podporuji obnovu mozgového tkaniva

(Glavaski-Joksimovic a Bohn 2013).
4.4. Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba (HD) je neurodegenerativna porucha ovplyviiujica
koordinaciu svalov, ktora vedie ku kognitivnym a psychickym poruchdm. Je sp6sobena
dominantnou autosomalnou mutaciou, a to rozpinanim polyglutaminu kédovaného CAG
repeticiami v Exéne 1 génu IT15, ktory kéduje protein Huntingtin. Medzi nasledky patri

nekoordinovany pohyb tela, demencia, problémy s dychanim a srde¢né poruchy.
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Vramci s$tadii orientovanych na bunkovd terapiu HD sa skdma vplyv
neurotrofnych faktorov na patogenézu. U modelov HD vyvolanych excitotoxickou
kyselinou chinolinovou (QA) boli transplantované geneticky modifikované MSC
vyluCujuce neurotrofné faktory (NTF+ bunky). Niekolko tyZzdnov po transplantacii
nadobudli MSC fenotyp buniek sekretujicich NTF, a znacne sa znizili striatalne zmeny
objemu spojené sléziami vyvolanymi QA. Potkany vykazovali zlepSenie spravania
v porovnani s kontrolnymi potkanmi s aplikovanym fosfatovym pufrom (PBS). Prejavuju
sa tak neuroprotektivne vlastnosti MSC, ochranujice bunky pred in vivo excitotoxickym
poskodenim (Sadan et al. 2012). Do mozgu transplantované, geneticky upravené MSC,
sluZiace ako dopravné prostriedky pre virusové vektory nesiuce epidermalny rastovy
faktor (EGFR) pravdepodobne podporuju funkénd obnovu cez produkciu trofickych
faktorov indukujucich preZitie a regeneraciu neurénov. Napriek sl'ubnym predpokladom
genetického inZinierstva zasiahnutych buniek a naslednej podpore ich opravy a obnovy
sa pri pouziti virusovych vektorov zvysuje riziko vzniku mozgovych nadorov (Huang et

al. 2012).
4.5. Alzheimerova choroba

Tato choroba je najcastejSou formou demencie, ktora sa prejavuje postupnym
zvacSovanim deficitu pamadti, zhorSenim kognitivnych schopnosti a charakterovymi
zmenami. Klicova patogenickd ulohu zastdva pravdepodobne amyloid (-peptid (Af)
(Wislet-Gendebien et al. 2012), aj ked’ v prevySujicej vacsine pripadov ostava pricina

choroby neznama.

V pripade AP, ktory sa v pripadoch Alzheimerovej choroby (AD) nachadzal
vo forme amyloidnych plakoch v mozgovom parenchyme, sa skima moZnost jeho
redukcie v mozgu a predpoklada sa tak moZnost prevencie a liecby AD. V experimentoch
smySimi AD indukovanymi modelmi sa pri pouziti BM-MSC zvySila mikroglidlna
aktivacia a nasledne sa zniZili zadsoby AB. Morfolégia takto aktivovanych mikroglii bola
rozdielna od tych v kontrolnej skupine a po bliZSom preskimani sa ukazalo,
Ze transplantacia BM-MSC pravdepodobne normalizuje mikroglialnu odpoved' a zlepSuje

mikroglidlnu morfologickd zmenu v patologickom prostredi (Lee et al. 2009).

Iné Studie ukazuju na suvislost medzi AD a nespravne zloZenym a skratenym

proteinom tau (AT tau), ktory je zodpovedny aj za d’alSie neurodegenerativne poruchy.
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Pri spolo¢nej kultivacii s MSC sa vyrazne zvysila proliferdcia AT tau buniek, aj ked’
nebola priamo ovplyvnena expresia tau proteinu. Predpoklada sa tak potencial MSC
neutralizovat bunkovi smrt spdsobenu tau proteinom bez ovplyvnenia jeho degradacie.
Podporuje sa tak myslienka vyuZitia MSC v ramci neuroprotektivnych terapii, skor
nez v nahradzovani buniek, ako vhodna metdda liecby AD s podobnych tauopatii (Zilka

etal. 2011).
4.6. Roztrusena sklerdza

TieZ nazyvana skler6za multiplex (MS), je chronické zapalové demyelinizujuce
ochorenie centralnej nervovej sustavy (CNS), ktoré postihuje prevazne mladych,
dospelych Tudi. Presnd patogenéza je sice eSte nejasnd, apodiela sa na nej
pravdepodobne viacero faktorov (genetickych, environmentalnych a infekénych),
v sucCasnosti sa prijima, Ze konefna patologicka draha je vyustenim autoimunitného
utoku proti myelinovym zloZkam. V ramci bunkovych terapii sa skimaji mechanizmy
SC, akymi sU neuroregenerdcia aremyelinizicia cez aktivaciu prirodzene
sa vyskytujucich SC, alebo produkcia novych progenitorov CNS bunkovej linie spolo¢ne

s miestnymi a systémovymi imunomodula¢nymi efektmi (Karussis a Kassis 2008).

Jednou zo sledovanych moZnosti pouZitia MSC bunkovej terapie na liecbu MS je
inhibicia proliferacie mitogén/myelin stimulovanych T buniek, ktoré su zodpovedné
za autoimunitné reakcie. Pritomnost MSC znizila po Siestich diloch pocet proliferujucich
mitogénom aktivovanych CD3+CD4*T lymfocytov in vitro, rovnako ako sa inhibovala
proliferacia myelinom aktivovanych CD3+*CD45R0O* T buniek. Schopnost MSC potlacit
nasledky myelinom indukovanych efektorovych buniek bola v nepriamej Umere
s vaznostou ochorenia, o méze spdésobovat prevaha neurodegenerativneho procesu
nad autoimunitnymi reakciami. Limitacia T lymfocytov MSC bunkami vramci MS
sa odohrava s najvac¢Sou pravdepodobnostou skrz IFN-y-IDO mediovany mechanizmus
(Zafranskaya et al. 2013). Pri experimentoch na modeloch s experimentalnou
autoimunitnou encefalomyelitidou (EAE), ktora slazi ako zvieraci model pre Stidium
MS, sa ukazali byt BM-MSC efektivne v ramci potlacenia EAE v mySiach. Indukovala sa
neuroprotekcia spolo¢ne so zachovanim vacsSiny axénov CNS. Histopatologické Studie
odhalili dspesni migraciu MSC podanych intravendézne aj intraventrikuldrne

do poskodeného tkaniva CNS a naslednu diferenciaciu do buniek exprimujtcich markery
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buniek neurdlnej a gliovej linie. Pouzitie MSC mézZe sluzit ako praktickd metéda in situ
imunomodulacie, neuroprotekcie a pravdepodobne aj remyelinizacie alebo regeneracie

v ramci MS (Karussis et al. 2008).
4.7. Amyotroficka laterdlna skleroza

Amyotroficka lateralna skler6za (ALS) je fatdlna neurodegenerativna porucha,
klinicky charakterizovana svalovou slabostou a paralyzou, ¢asto vyZadujic podporu
dychania. ALS sa prejavuje postupnou stratou vyssSich aj niZsich motorickych neurénov
v cerebralnom kortexe, mozgovom kmeni a mieche. Priina vzniku ALS je nejasna

a zatial' neexistuje Ziadna forma lie¢by (Morita et al. 2008).

Na zvieracich modeloch ALS kombinovana davka neovplyvnenych MSC zlepsila
funk¢né motorické schopnosti, prediZila dobu Zivota a mnoZstvo motorickych neurénov
v potkanoch. Bunky aplikované priamo do miechy prezili az do kone¢ného Stadia
choroby a migrovali bielou hmotou miechy oboma smermi. Kombinovana aplikacia
BM-MSC by mohla byt vhodnou metddou liecby ALS, aj ked' efekt MSC bol silne zavisly
na velkosti davky (Forostyak et al. 2011). Ustav experimentalnej mediciny Akadémie
vied CR v spolupraci s Bionovou vykonava vo Fakultnej nemocnici v Motole I. a II.

klinické Stadie terapie ALS pomocou expandovanych autolégnych MSC.
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5. ZAVER

Do vyskumu bunkovych terapii za pouZitia SC sa vklada vela energie a zdrojov.
Po objaveni totipotentnych vlastnosti ES sa otvorili moZnosti autolégnej transplantacie
tkaniv, ¢im sa zamedzuju vedlajSie efekty sp6sobené samotnou transplantaciou. Kvoli
problémom etiky je vSak potrebné najst Co najefektivnejSiu nahradu tychto buniek,

ktora by mala ¢o najpodobnejSie spektrum a Sirku diferenciacnych moznosti.

iPSC sd jednou zhlavnych mozZnosti, uktorych sa predpokladd mozZnost
totipotencie, vyvstdva vSak problém indukcie ajej kompletného zvladnutia. Aby
sa obiSiel tento zloZity krok, hl'adaju sa v 'udskom tele SC, ktoré by mali Sirokd potenciu
bez nutnosti vaZneho genetického reprogramovania. Jedny z najl'ahsie ziskatelnych SC
bez etickych otazok su prave MSC, preto je dodleZité odhalit’ vSetky ich diferenciacné
a transdiferenciacné vlastnosti. Ak by sa podarilo dokazat ich transdiferenciacné
schopnosti, regenerativna medicina by dostala do rdk silnd metédu liecby dalSich
degeneracii aporuch, ktoré zasahuju aj CNS. KedZe oprava aobnova neurdénov
a nervovych tkaniv je naro¢na a pomala, moZnosti MSC pri ich liecbe by boli nespocetné.
Zatial' sa vSak ukazuju byt tieto bunky pouzitel'né pri liecbe z hl'adiska podpory vlastne;j
regeneracie tkaniv, anapomdahajiu tak ich oprave pravdepodobne bez vlastnej
diferenciacie ainkorporacie, ato nepriamo cez vytvaranie vhodného prostredia ci
podporovanim vylucovanym sekretomom. Aj to moZe byt dolezitd pomoc pri terapii, ale
je dolezité identifikovat cely potencidl tychto buniek, aby sa mohlo naplno zacat

pracovat na vyuZiti ich terapeutickych moZnosti.
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