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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiky (MSCs) jsou multipotentni bunky se schopnosti
diferenciovat do osteoblastli, adipocytii a chondrocytti. V organismu se podileji na udrzovani
homeostaze, hojeni ran a regeneraci tkani. NejCastéji byvaji izolovany z kostni diené
¢i tukové tkan€ a jsou studovany piedevsim v oblasti regenerativni mediciny. Stresova reakce
je neuro-humoralni pfiprava na ,,boj nebo uték®, jde tedy o obranou reakci na zatéz, a to jak
fyzickou, tak psychickou. Dlouhodoby stres mé vSak na organismus negativni vliv a dochazi
k jeho postupnému vycerpavani a posSkozovani. Hypotéza je takova, Ze plisobenim stresovych
hormont a neurotransmiterd na MSCs dochéazi ke zhorSeni udrZzovani vnitini homeostaze
a integrity organismu, zpomaleni hojeni a regenerace tkani. Stresové hormony ovliviuji
vlastnosti a chovani MSCs, piedevsim jejich schopnost diferenciace, migraci do mist poranéni

a produkeci aktivnich latek.

Klic¢ova slova: mezenchymalni kmenové buniky (MSCs), katecholaminy, hormony, nervovy
systém, stres



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells with the capacity to differentiate into
cell lineages such as osteoblasts, adipocytes and chondrocytes. They maintain homeostasis in
organism and contribute to wound healing and tissue regeneration. Usually, they are isolated
from bone marrow or adipose tissue and they are primarily studied in regenerative medicine.
Stress reaction is neurohumoral preparation for “fight or flight”, that occurs in response to
physical or mental stresssors. However, chronic stress has a negative impact on organism; it
causes gradual exhaustion and damage in the whole body. Main hypothesis of this study is
that stress hormones and neurotransmitters affect MSCs, which subsequently results in
disturbed homeostasis and integrity of organism, delayed wound healing and attenuated tissue
regeneration. Stress hormones influence quality and function of MSCs, especially their
capabilities of differentiation, migration to wounded tissue and production of bioactive

molecules.

Key words: mesenchymal stem cells (MSCs), catecholamines, hormones, dopamine, nervous
system, stress



Seznam zkratek

MSCs: mesenchymal stem cell, mezenchymalni kmenové bunky

CFU-Fs: colony-forming unit fibroblasts, jednotky bunék tvotici kolonie

TLRs: toll-like receptory

GvHD: graft-versus-host disease, reakce $t€pu proti hostiteli po transplantaci kostni diené
HSCT: hematopoetic stem cell transplantation, transplantace kostni diené

SNS: sympateticky nervovy systém

PLC: fosfolipaza C

PIP,: fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

DAG: 1,2-diacylglycerol

IP5: inositol-1,4,5-trifosfat

AC: adenylat cyklaza

HPA: hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hypothalamo-pituitarné-adrenélni osa

ADH: antidiureticky hormon, vazopresin

DHEA: dehydroepiandrosteron

CRH: cotricotropin-releasing hormone, kortikoliberin

ACTH: adrenocorticotropine hormone, adrenokortikotropin

GAS: general adaptation syndrome, adapta¢ni syndrom

IBS: irritable bowel syndrome, syndrom drazdivého tracniku

HBM-MSCs: human bone marrow mesenchymal stem cells, lidské mezenchymalni kmenové
bunky kostni dfené

CPC: cartilage progenitor cell, progenitorové buiiky chondrocyt

BM-MSCs: bone marrow mesenchymal stem cells; mezenchymalni kmenové bunky kostni
diené

BrdU: 5-bromo-2'-deoxyuridin
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1. Uvod

Je znama cela fada mechanismi, pii kterych stres negativné plsobi na udrzovani
stalého vnitiniho prostfedi, integritu organismu a regeneraci tkani.

Mezenchymalni kmenové bunky (MSCs) se také podileji na regeneraci organismu.
Vyskytuji se téméf u kazdého organu a slouzi jako zdsobarna progenitorii nejen
mezodermalnich bunécénych typti. Vlivem endogennich faktorti a stimuli okolniho prostredi
tyto buiiky diferenciuji a nahrazuji tak poskozené bunky a bunky podléhajici senescenci.
Béhem stresu je organismus vystaven zvySené davce stresovych hormont, které primarné
slouzi k ptipravé na fyzickou a psychickou zatéz. Pfi dlouhodobém stresu jsou vSak zatézi
pro organismus praveé zvysené hladiny hormont, které za¢nou organismus postupné vysilovat.
Lze ptedpokladat, Ze MSCs budou reagovat na zvySené hladiny hormontli a tim ménit své
vlastnosti véetné schopnosti diferenciace.

MSCs maji své nezastupitelné misto v regenerativni medicing, a to predevsim diky
moznosti autologni transplantace. Poznanim mechanismt snizené regenerace a hojeni ran

vlivem stresu na MSCs by mohlo vést k navrzeni novych bunéénych terapii.



2. Cil prace

Cilem této prace je formou literdrni reSerSe shrnout vliv stresu a faktor
produkovanych pfi stresové odpovédi na vlastnosti a funkci MSCs. Naplni prvni ¢asti prace je
obecna charakteristika MSCs, stresovych hormont, neurotransmiterti a stresové odpovédi.
Druhé cast prace je zaméfena na vlivy téchto endogennich latek na MSCs. Cilem prace je
popsani mechanismi nékterych sledovanych déji a vyzdvihnuti konkrétnich studii, které se
témito vlivy zabyvaji, pfedevSim ve spojitosti s regeneraci organismu a vyuziti MSCs

v bunécné terapii.



3. Mezenchymalni kmenové buiky

3.1 Uvod

Mezenchymalni kmenové buiiky jsou nehematopoetické buiiky kostni diené schopné
diferenciovat se do nékolika bunéénych linii, a to jak mezodermalniho, tak
nemezodermalniho ptivodu [1]. Prvni zminky a teoretické uvahy o existenci takovych bunck
se schopnosti opustit kostni dfeii a pohybovat se v periferni krvi po celém téle, vyslovil v roce
1857 némecky patolog Cohnheim, jak je shrnuto v praci zabyvajici se historii studia MSCs
[2]. Behem nasledujicich sta let védci navazali a pokracovali v Cohnheimové teorii. Velky
prilom nastal az v sedmdesatych letech 20. stoleti, kdy Alexander Friedenstein pfinesl prvni
dikaz ptitomnosti bun¢k v kostni dfeni, které se nepodili na krvetvorb¢ a jsou vyznacné pro
svoji schopnost sebeobnovy. Od této doby se vyzkum MSCs posouval neustale dal, a to
hlavné v uplynulych letech. Terapeutické vyuziti MSCs pfi regenerativni medicing
a imunoterapii se ptimo nabizi, a proto neustale pfibyvaji védecké prace zabyvajici se touto

problematikou.

3.2 Charakteristika

Pfi definovani MSCs se pohliZi na nékolik faktor. Bunky musi tvofit
kolonie (colony-forming unit fibroblast — CFU-Fs), tj. byt plastické a adherentni, na svém
povrchu exprimovat antigeny CD44, CD73, CD90 a CD105, zaroven byt negativni na CD14,
CDl11b, CD19, CD34, CD45, CD79, HLA-DR a musi mit schopnost diferenciovat se
do chondroblastti, adipocytli a osteoblastli in vitro. Toto jsou pouze minimalni kritéria pro

rozliSeni MSCs [3].

MSCs se pohybuji v periferni krvi, v téle je nejcastéji nalezneme zachycené
ke kapilaram v perivaskularnim prostoru témef u kazdého organu v téle. Fenotypové se tak
velmi podobaji pericytim, tedy buiikkam s vybézky, které obklopuji krevni kapilary.

Pericyty spolu s butkami hladké cévni svaloviny, butikami imunitniho systému, fibroblasty
a endotelialnimi bunikami, jsou souc¢ésti stromalni vaskularni frakce. S MSCs maji spole¢nych
nckolik znakl: plasticitu, absenci hematopoetickych markeri a potencial diferenciace.

Pericyty a buitky hladké cévni svaloviny se mohou chovat jako MSCs, zélezi vSak na typu



organu, v jehoz blizkosti se nachédzeji. Rozdil je taktéz pii pozorovani schopnosti diferenciace
in vivo a in vitro. In vivo si pericyty zachovavaji identitu tkané, ze které pochézeji, a ned¢li se

do dalsich linii [4].

Velkou homologii vykazuji MSCs taktéz s fibroblasty. Fibroblasty jsou plastické
adherentni buiiky, které se podileji na vyvoji, regulaci a opravé tkani, nediferencuji se vSak
na jiné bunécné typy. Na rozdil od MSCs jsou povazovany za terminalné diferenciované.
Hlavni vlastnosti, podle kterych muzeme fibroblasty od MSCs odlisit, jsou potencial
diferenciace a tvorba CFU-Fs [5].

Jednim z hlavnich zdroji MSCs je kostni difen a tukova tkan, ze které¢ lze buiky
snadno izolovat. Déle byly uspésné izolovany z pupecniku, pupe¢nikové krve, Whartonova
rosolu, amniotické tekutiny, placenty, dentalni pulpy, endometria, menstruacni krve a kiize

[6].

MSCs diferenciuji do osteoblast, chondroblasti a adipocyti (viz Obr.1). MSCs
mohou diferenciovat také do kardiomyocytli, myocytl, do buné€k Slach a vazl. Potvrzeny jsou
dokonce linie endodermdlni a ektodermalni (hepatocyty, pankreatické insulin [(-buiky,
pigmentové buiiky sitnice, nervové a kozni buiiky, rendlni tubuly) [7]. Pfi studiu diferenciace
in vitro byla navozena adipogeneze 1-methyl-3-isobutylxantinem, dexametazonem, insulinem
a indometacinem; chondrogeneze TGFB3 (transformujici rastovy faktor B3) a osteogeneze
dexametazonem a [-glycerolfosfatem. Pfi diferenciaci in vivo se uplatiiuje n€kolik vlivi:
vyziva, mechanické sily, hustota bun&k, prostorova organizace, riistové faktory, cytokiny.
I samotné bunky vytvareji autokrinni a parakrinni faktory, které jsou dilezité pro dalsi vyvoj
[8].

MSCs migruji v téle do mist poranéni, kde se podili na regeneraci tkéni. Exprimuji
napf.: cytokiny, chemokiny, adhezivni molekuly, integriny, toll-like receptory (TLRs), CXC
a CC receptory, leukotrieny, prostaglandiny, rtizné enzymy, kyselinu hyaluronovou, volné

radikéaly a mnoho dalSich faktort, které se ucCastni chemotaxe a migrace [9].
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Obrazek 1: Diferenciace mezenchymdalnich kmenovych bunék [10].

3.3 Vlastnosti

MSCs se podileji na regulaci a udrzovani homeostdzy hematopoetick€¢ho prostiedi
v kostni dfeni. UdrZuji rovnovahu mezi sebeobnovou a diferenciaci krvetvornych bungk.
Regulace probihd na trovni pfimych bunéénych kontaktid, skrz ristové faktory, cytokiny,
chemokiny a molekuly extracelularni matrix [11].

MSCs jsou dllezité pro regeneraci organd a tkani. Vyskytuji se v blizkosti organt, kde
slouzi jako nejbliz§i zdroj bun€k pro obnovu tkdné. MSCs jsou schopné diferenciovat
do bunécného typu ptislusného organu a tim nahradit buitky poskozené a senescentni [12].

Vyznamnou vlastnosti MSCs jsou jejich imunomodula¢ni schopnosti a tvorba
bioaktivnich latek. Dokézi ovlivnit komponenty jak vrozené, tak adaptivni imunity, a to
pfimym bunéénym kontaktem, sekreci cytokinl, pfipadné¢ kombinaci obojiho. Vlivem
prostfedi jsou schopny zménit sviij fenotyp a stat se buikami s prozanétlivym ucinkem (tzv.
typ MSC1), nebo na buiiky s protizanétlivym ucinkem (tzv. typ MSC2). Populace MSC2
indukovana v pfitomnosti IFN-y a TNF-a podporuje vznik Tregs (T regulac¢ni lymfocyty)
[13].



MSCs ovlivnuyji aktivitu i dalSich bun€k imunitniho systému (neutrofily, NK buiiky,

dendritické¢ buiiky a B lymfocyty). MSCs mohou snizovat zivotaschopnost a diferenciaci
imunitnich bunék, nebo naopak aktivovat a podpofit proliferaci [14].
MSCs sekretuji fadu bioaktivnich latek, napt.: IL-6, IL-10, TGF-B, CCL2/MCPI1,
CCL-5/RANTES, IDO, VEGF (vascular endothelial growth factor), ICAM (intercellular
adhesion molecule), PGE2. Sekrece probiha bud’ spontanné, ¢i po stimulaci IFN-y, TNF-a
alL-1B [15].

3.4 Vyuziti a mozné komplikace

O vyuziti MSCs se za¢ini v poslednich letech stile vice diskutovat. Cim vice se
dopliiuji informace o chovani MSCs, tim se ukazuje vétSi potencidl pro vyuZiti v praxi.
Migrace k mistu zanétu, schopnost diferenciace do nékolika linii, imunosupresivni vlastnosti
a produkce molekul, napt. VEGF, to je hlavni naplni studii v oboru regenerativni mediciny.
Hojeni a regenerace chronickych ran pomoci MSCs a kmenovych bun¢k je studovana [16],
s sebou nese vSak moznad rizika. Po aplikovani MSCs intravendézné¢ muze dochazet
k transmigraci a usazovani MSCs nespecificky v organech [17]. Také neni stale jisté, jaka je
jejich Zivotnost v téle, pfipadné jak velké riziko vzniku rakoviny miiZe nastat. Nador v téle se
chova jako chronicky zanét, buniky imunitniho systému a MSCs jsou k nému pfirozené
atrahovany [18]. Pusobenim okolniho prostfedi by tak mohly podporovat rist a vyvoj nadoru
[19].

Na druhou stranu, MSCs jsou studovany a vyuZivany v genové terapii v boji
s rakovinou. Jejich tendence migrovat do mista nadoru by se dala vyuzit. Geneticky upravené
MSCs by eventudlné mohly slouzit k cilené likvidaci nddoru a metastaz v téle, jelikoz by

samy doputovaly do mist nadoru [20].

Autoimunitnich onemocnéni v poslednich letech neustdle piibyva. Jedna
z diskutovanych moznosti 1é¢by je pravé pomoci MSCs. Imunomodula¢ni vlastnosti MSCs
jsou studovany zejména v souvislosti stémito nemocemi: Crohnova choroba [21],
revmatoidni artritida [22], roztrousend skleréza [23], systémovy lupus erythematodes [24].
Dalsim velmi diskutovanym uzitim MSCs a kmenovych bun¢k obecné, je aplikace pii 1écbe

Diabetes mellitus. Jedna se o autoimunitni onemocnéni, béhem kterého dochazi k destrukci



pankreatickych B bunck, které tvoii hormon insulin. Cilem je vytvofit z kmenovych bunék
funkéni a stabilni B-like builky, které by byly schopny chybéjici hormon tvofit a udrzovat tak
stalou hladinu glykemie. Velice vyhodna je moznost autologni transplantace a snadnd izolace
MSCs, napt. z tukové tkan¢. Takto upravené bunky schopné tvofit insulin by poskytovaly
dlouhodobé feseni a relativné ustalenou tvorbu insulinu bez nutnosti hledani darce [25].
MSCs mohou byt vyuzity i1 v oblasti transplantaci. Pfikladem muze byt reakce Stépu
proti hostiteli (graft versus host disease — GvHD), komplikace po transplantaci kostni dfené
(hematopoietic stem cell transplantation — HSCT), kdy transplantované bunky rozeznaji télo
pfijemce jako cizi a napadnou jej. Pacientim jsou pii 1écbé akutni GvHD podavany
kortikosteroidy. Po aplikaci MSCs po HSCT se zmiriuji ptiznaky GvHD, taktéz dochazi
k prodlouzeni doby pfeziti pacientl. OvSem ne ve vSech pfipadech dochazi ke zlepSeni.
Samotna aplikace MSCs ssebou nese vyhody i rizika, momentdlné probiha nékolik

klinickych studii zabyvajici se vylepSenim protokolii podani MSCs [26].

Schopnost MSCs diferenciovat se do n¢kolika bunéénych typl se pfimo nabizi pro
1é¢bu a regeneraci organtl. Castym piikladem je jejich vyuziti pii akutnim selhani jater
¢1 ledvin. Vétsina dosavadni 1é¢by téchto stavil je zamétfena pouze na zabranéni komplikaci
a snizovani progrese onemocnéni. Nejucinnéjsi 1écbou je transplantace organu, kterad se ale
neobejde bez rizik. Ohledné diferenciance MSCs do hepatocytil in vivo a in vitro pisobenim
ristovych a jinych faktort se vedou diskuse. V tomto ohledu je stale dosti nejasnosti. Nékolik
vyzkumi uvadi pozitivni vysledky po podani samotnych MSCs, nékteré studie navrhuji
transplantaci konkrétnich progenitori. Pokud by se v nasledujicich letech podatilo vytesit

nedostatky, jednalo by se o velmi elegantni zptisob 1écby [27].

Vyhod pouziti MSCs pfti klinické aplikaci je né€kolik, stale je vSak nutné provéfit
mozné vedlej§i ucinky a osud MSCs v téle. Lze predpokladat, ze v prubc¢hu pfistich let
ovladnou MSCs regenerativni medicinu a tkanové inzenyrstvi, a budou soucasti stalé 1écby

mnoha onemocnéni.



4. Hormony, neurotransmitery a receptory
4.1 Katecholaminy

Katecholaminy jsou hormony odvozené od tyrozinu, které jsou produkovany
v sympatickém nervovém systému a dfeni nadledvin. Radime sem dopamin, noradrenalin
a adrenalin. Slouzi jako neurotransmitery. Po syntéze v dieni nadledvin se dostavaji
do krevniho obéhu a ovliviiuji builkky s adrenergnimi receptory. V piipadé produkce
v sympatickém nervovém systému (SNS), dojde k uvolnéni v blizkosti efektorové bunky
z axonu. Katecholaminy mohou byt syntetizovany i lokaln¢. Produkce adrenalinu byla
prokdzana napf. buitkami imunitniho systému & u keratinocytd v kazi [28][29]. Ucinek
katecholaminll zavisi na navazani na jeden ¢i vice adrenergnich receptort, které zplisobi bud’
vazokonstrikci, ¢i vazodilataci cév na pfislusnych mistech. Také reguluji metabolickou

aktivitu bunék.

Adrenergni receptory jsou membranové receptory sprazené s G proteiny. RozliSujeme
dvé tridy, a sice a a B-adrenergni receptory. o-adrenergni receptory dale délime do dvou
kategorii podle plisobeni na G spfaZzeny protein; o, spfazené s G4 proteinem (o4, i, OLip)
a o, spfazeny s Gj proteinem (04, 0B, 0ac). Gq pienasi signal na fosfolipazu C (PLC), ktera
Stépi fostatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP;) na 1,2-diacylglycerol (DAG) a inositol-1,4,5-
trifosfat (IP;). Tito druzi posli ovliviuji intracelularni koncentraci Ca** a tim transdukci
signalu. G; protein fidi funkci adenylat cyklazy (AC), kterd je inaktivovana a dochdazi
ke snizeni koncentrace cAMP. B-adrenergni receptory rozliSujeme na B, B2, B3, které jsou
spfazené s G proteinem, [, B3 pak také s G; proteinem. Efektorovym proteinem G je také
AC, ktera je ale aktivovéana a zvysSuje koncentraci cAMP. Jednotlivé katecholaminy vykazuji
odliSnou afinitu k jednotlivym receptorim. Noradrenalin se vaZe nejvice na alfa receptory,
adrenalin stimuluje rovnomérné alfa i beta.

Pii 1é€bé onemocnéni kardiovaskularniho systému se pouzivaji tzv. beta-blokatory.
Beta-blokatory se vazi antagonisticky na B-adrenergni receptory a tlumi ucinek sympatického
nervového systétmu. O jejich vlivu a vedlejSich ucincich pii 1€¢bé se vede tada diskusi,
v poslednich letech navic pfibyvaji studie o plsobeni beta-blokatorti na hojeni ran [28].
V mediciné se také vyuzivaji tzv. sympatomimetika, agonisté alfa a beta receptort. Jsou to

latky, které napodobuji podrazdéni SNS. Pouzivaji se napt. pii resuscitaci, Soku a u astmatik.



Mezi dalsi receptory katecholaminii patii dopaminové receptory, které délime do dvou
ttid. DIR receptory (Dl-like, D5-like), které aktivuji AC plsobenim G proteinu
a zvySuji koncentraci cAMP; D2R receptory (D2-like, D3-like, D4-like) které ptisobi
opa¢nym ucinkem, tedy inhibuji AC skrz Gy, protein a dochazi ke snizeni cAMP. Navazani
agonisty ¢i antagonisty na urcity typ receptoru je zasadni pro vyvolani specifické odpovédi.
Signal nemusi byt pfedavan pouze pies aktivitu AC. Mozny je i pfenos pies tyrosin kindzové
receptory [30].

Antagonisté dopaminu se vyuzivaji jako antipsychotika. Antipsychotika jsou latky,
které slouzi pii 1écb€ psychotickych onemocnéni, napt. schizofrenie, maniodepresivni
psychozy ¢i halucinaci. Vyuzivaji se také agonisté a to napt. pii 1écbé Parkinsonovy nemoci

[31].

4.2 Glukokortikoidy

Glukokortikoidy jsou steroidni hormony, které jsou tvofeny spolu s androgeny v zona
fasciculata v kife nadledvin. Sekrece glukokortikoidli je fizena hypothalamo-pituitarné-
adrendlni osou (hypothalamic-pituitary-adrenal axis — HPA). Vkrvi jsou navazany
na transportni proteiny (transkortin, CBG), putuji krevnim feCiStém, pronikaji skrz
cytoplazmatickou membranu a vazi se na intracelularni glukokortikoidové receptory.
Ovliviiyji fyziologické procesy, pfedev§im metabolismus glukozy, regulaci krevniho tlaku,
imunitni a zénétlivou odpovéd’ organismu a mentalni funkce. Mezi nejvyznamnégjsi patii
lidsky kortizol, kterému se u hlodavci fiké kortikosteron. Glukokortikoidy maji inhibujici
efekt na B a T lymfocyty, fagocyty, ovliviiuji vrozenou i ziskanou imunitu, snizuji produkei
prozanétlivych cytokintl, a proto se hojné vyuzivaji v 1é¢bé€ autoimunitnich onemocnéni nebo
pii alergickych reakcich. Glukokortikoidy maji vSak mnoho vedlejsich G¢inkli, napf. vznik
osteoporodzy, nariist na vaze, zvysené riziko infekci, hyperglykémie a dalsi [32].

RozliSujeme glukokortikoidové receptory a mineralkortikoidové receptory.
Glukokortikoidové receptory jsou jaderné receptory fungujici jako transkripéni faktory, které
indukuji, ¢i tlumi expresi cilenych genli v buiice. Oba typy receptorit se vyskytuji
v mozkovych tkadnich, nejvice v limbickém systému, vazi stejné hormony, ale kazdy s jinou
afinitou; mineralkortikoidové receptory vykazuji vysSi afinitu ke kortikosteronu nez
glukokortikoidové receptory. Glukokortikoidy se rovnéz podileji na regulaci HPA osy,

neurogenezi nékterych ¢asti mozku a ukladani stresovych zazitkti do paméti [33].



4.3 DalSi hormony

Vyznamné je i pusobeni dalSich stresovych hormont a sice vazopresinu (ADH),
oxytocinu a dehydroepiandrosteronu (DHEA), prekurzor testosteronu a estradiolu. ADH
a oxytocin jsou hormony syntetizované v hypothalamu (nucleus paraventricularis a nucleus
supraopticus), odkud jsou déle transportovany do neurohypofyzy. Hlavni funkce ADH je
regulace vody a elektrolytu v téle, béhem stresové odpovédi ovliviiuje HPA osu a spolu
s kortikoliberinem (CRH) fidi sekreci adrenokortikotropniho hormonu (ACTH). Oxytocin je
dilezity zejména pii porodu a laktaci, dale se ucastni neuroendokrinni regulace a zmén
v chovani (v zavislosti na pohlavi a koncentraci glukokortikoidt) [34] [35].

DHEA je tvotfen v kiife nadledvin v zona reticularis. Béhem stresu je uvoliiovan spolu

s kortizolem ptisobenim ACTH [36].

10



5. Stres

5.1 Psychologicky pohled

Pojem ,stres je v dneSni dobé velice vyuzivané, mozna az zneuzivané slovo. Co
puvodné znamena? Stres je jakékoliv vychyleni a naruseni homeostazy v téle organismu
pusobenim stresorti, pifi kterém dochdzi k navozeni adaptivnich procest, které vedou
k behaviordlnim a fyziologickym zménam. Homeostaza je stalé vnitini prostiedi; tento termin
vyslovil vroce 1926 americky fyziolog Walter Bradford Cannon. Ve své knize ,,Bodily
Changes in Pain, Hunger, Fear and Rage* (1915) jako prvni popisuje reakci ,,flight or fight*,
tedy ,,utok nebo utek®, kdy organismus na zaklad¢ vyhodnoceni pfijimanych podnétti odpovi
na danou situaci, aby se ,,zachranil® [37]. V roce 1975 Hans Selye rozd¢lil stres na eustres
a distres. Eustres je tzv. pozitivni zatéz, optimalni hladina stresu, ktera motivuje a pfispiva
k lepsim vykoniim, naopak distres je negativni zatéz, chronicky stres, ktery ma na organismus
negativni vliv. Stres muze byt akutni, trvajici v fadu n€kolika minut, hodin, nebo naopak

chronicky, dlouhodoby, ktery trva nékolik dni, mésictl a je pro organismus skodlivy.

Stresory jsou podnéty, které vyvolavaji stres. Mohou to byt podnéty fyzickeé,
psychické, socidlni, traumatické. At uz se jednad o urcitou udalost, prozitek, vzpominku,
dilezité je, ze kazdy jedinec reaguje na stejny stresor jinym zptisobem. T. H. Holmes a R. H.
Rahe v roce 1967 vytvofili tzv. $kalu stresu, kdy jednotlivym udéalostem pfifadili na zakladé
studii ur€ity pocet bodii. Pokud jedinec nasbira béhem roku vice nez 300 bodd, je téméf jisté,
7e se to negativné odrazi na jeho zdravotnim stavu. Vytvofena Skala stresu vyvolala vinu
nesouhlasu v odborné vetejnosti, byla i nékolikrat upravovana. Stale vSak plati, ze reakce
na stresory a udalosti v Zivoté jsou subjektivnim vjemem a jsou zavislé na predchozich

zkuSenostech.

Zvladani stresu je velice individualni. Nejjednodussim zplisobem je odstranit piiiny
stresu, to ale neni vZdy mozné. Coping (kopink) je mechanismus, jak se vyrovnat se stresovou
situaci, a to jak védomé, tak nevédomé. Nekteré situace mohou vyvolavat pocit ohroZeni,
nekteré naopak pocit vyzvy. Hlavnim cilem copingu je navodit obranné mechanismy tak, aby
se zabranilo uzkosti. Mezi hlavni strategie patii: vytésnéni, racionalizace, reaktivni formace,

projekce, intelektualizace, popteni, a sublimace.
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5.2 Fyziologicky pohled

Generalizovany adaptani syndrom (general adaptation syndrome — GAS) popsal
vroce 1950 Hans Selye. GAS oznacuje tfi stupné biologickych reakci na stres. Prvni faze
poplachova, druha faze rezistence a treti faze vyCerpani.

Nucleus raphe a nucleus coeruleus tvoii zaklad behavioralniho inhibi¢niho centra
v mozku, kde dochazi k vyhodnoceni stupné nebezpeci na zakladé pfijimanych podnéth
a signald. V ptipadé posouzeni situace jako ohrozujici, dojde k nastupu prvni tize GAS, tedy

faze poplachové (nazyvéna také Cannonovska).

Noradrenalin v t€le navodi tzv. nabuzeni (arousal). Dochézi k aktivaci sympatické
Casti vegetativniho nervstva, ktera zacne stimulovat dfeii nadledvin k produkci adrenalinu
1 noradrenalinu. Adrenalin a noradrenalin putuji v krevnim obc&hu, vazi se
na adrenergni receptory, které se nachazi na vétSiné builkdch a navozuji u nich zmény.
Dochazi ke zvySeni krevniho tlaku, vzestupu tepové frekvence, zrychleni dechu, poceni
a dal$ich télesnych jevii. Béhem této faze se tvofi a nartistd v t€¢le mnozstvi katecholamint,

glukokortikoid, mineralkortikoidd, zvySuje se glykogenolyza, lipolyza, proteokatabolismus.

Postupné nastupuje faze rezistence, ktera je kontrolovana HPA osou (viz Obr.2).
Dochazi k podrazdéni paraventrikuldrniho jadra hypothalamu, ktery za¢ne produkovat CRH
hormon a ADH, ktery ptsobi na hypofyzu. Hypofyza vlivem CRH za¢ne produkovat ACTH,
ktery ovlivni kiiru nadledvin a ta zacne produkovat glukokortikoidy, pfedev§im kortizol.
Glukokortikoidy se vaZi na receptory v bunikdch a vyvolané zmény pfipravuji organismus
na komplexni odpoveéd’ na stres, zarovenl plisobi negativni zpétnou vazbou na hypothalamus.

V této fazi se opét navysi koncentrace glukokortikoida a dochazi ke glukoneogenezi [38].
Féaze vycCerpani nastava ptisobenim dlouhodobého stresu. Adaptivni reakce selhavaji,

rezervy jsou vycerpany a organismus nezvlada produkovat tolik energie, kolik je potieba.

Tuto posledni fazi fidi adrenergni systém 1 HPA osa.
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Obrazek 2: HPA osa. Po vyhodnoceni situace v locus coeruleus dojde k uvolnéni noradrenalinu a aktivaci
sympatiku. Dochazi k podrazdeni paraventrikularniho jadra hypothalamu, ktery zacne produkovat CRH
a ten stimuluje hypofyzu k produkci ACTH. ACTH indukuje produkci glukokortikoidu v kiife nadledvin.
Glukokortikoidy piisobi negativni zpétnou vazbou na hypothalamus a produkci CRH [39].

Na stres reaguji predevSim urcité Casti mozku, které se dale podileji na regulaci
odpovédi. Jsou to: prefrontalni kortex, amygdala, hippocampus a nucleus accumbens.
V téchto strukturdch dochdzi vlivem stresort ke zménadm v extraceluldrni koncentraci
neurotransmiterd (acetylcholin, dopamin, glutamat, GABA), které¢ ovliviiuji behavioralni
zmény zajiStujici coping; taktéz pisobi viizeni HPA osy. K aktivit¢ nedochdzi jen
v samostatnych ¢astech mozku, ale probiha neustald komunikace mezi jednotlivymi oblastmi
mozku prave diky neurotransmitertim.

Glukokortikoidy, které vznikaji behem stresové odpoveédi, taktéz interaguji
s neurotransmitery v mozku, zejména ve vySe zminénych limbickych oblastech. Podileji se
na jejich regulaci, aktivité a jsou spojovany spolu s neurotransmitery, prefrontdlnim kortexem,
amygdalou a hippocampem jako dulezité slozky podilejici se na regulaci ptisobeni stresu

na pamét’ [40].
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5.3 Stres a jeho vliv na zdravi

Je znamo, Ze pokud je jedinec dlouhodobé¢ vystaven stresu, byva neziidka poskozeno
1 jeho zdravi. Mezi projevy patii napf. snizend imunita, problémy se srdcem, zazivanim,
nadorové bujeni, vysoky krevni tlak apod.

Akutni stres, kratkodoby, trvajici v fddu minut, maximalné hodin, je vniman jako
pozitivni. V pribéhu akutniho stresu dojde k rychlému nastartovani neuroendrokrinnich,
kardiovaskularnich a muskuloskeletarnich systému, také dojde ke zlepSeni a posileni imunity,
a to jak vrozené, tak adaptivni. Pravdépodobnd pfi¢ina je spojena stzv. obrazem ,lva
a gazely“, tedy ,,bojem nebo utékem®. Stres a adrenalin zvysi lvu Sanci gazelu ulovit,
a naopak gazele utéci pred Ivem, piipadné prezit moznd zranéni a rany. Pravé pii zesilené
imunitni odpovédi se organismus 1épe vypotada se zranénim a moznymi infekcemi. Dochazi
ke zlepSené distribuci leukocytli v tele, efektivnéj$i imunitni odpovédi, zvySeni aktivity
imunitniho dohledu a navySeni protitumogernich obrannych mechanismt.

Naopak pfi stresu dlouhodobém, chronickém, nastava imunosuprese a dysregulace
imunitniho systému. Ovlivnéna je aktivita imunitnich bunék, jejich proliferace, odpovéd
T lymfocyti na patogeny, protinddorovd imunita a dal$i [41]. Chronicky stres ma vliv
1 na tzv. imunosenescenci, tedy starnuti imunitnich bun€k. U Zzen, které byly vystaveny
chronickému stresu, bylo zjis§téno zkraceni telomer u lymfocytd a monocyti [42]. Stres
koreluje taktéz s vyskytem kardiovaskuldrnich chorob, které jsou castéjsi u zen, ackoliv
u muzil je vySS$i mortalita. Muzi reaguji na stres vétSinou zvySenim systolického tlaku,
zatimco Zenam se zvySuje tep [43]. Je nékolik teorii, jak samotné pohlavi ovliviiuje vyslednou
odpovéd’ na stres, a to jak zpsychologického, tak z fyziologického hlediska. Jednim
z pravdépodobnych divodi tohoto rozdilu je odliSnost v mnoZstvi pohlavnich hormont

a pfedevsim estrogentl.

Za zminku stoji bezpochyby vliv stresu na gastrointestindlni soustavu a snim
predevsim syndrom drdzdivého tracniku (irritable bowel syndrome — IBS) a dalsi funkéni
dyspepsie. Samotnd piicina vzniku IBS je spojovédna s vysokou hladinou stresu; provazanost
riznych stresovych udalosti na samotné zlepSeni, ¢i zhorSeni symptoml onemocnéni je zcela
evidentni [44].

Dysregulaci urcitych cytokinli mize dochazet taktéz k ovlivnéni hojeni ran. U lidi,

kteti jsou vystaveni stresu, dochazi ke zpomaleni hojeni a prodlouzeni doby 1écby [45].
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Zminéné piiklady jsou pouze malou ukézkou toho, jak je stresova odpoved
komplexni. Jednotlivé mechanismy jsou mezi sebou rizné propojené a spolecnym pisobenim
vytvaii mnohdy ne piili§ chténé néasledky. Neurotransmitery a hormony maji efekt na kazdou
buniku v nasem téle, avSak jen t€Zce nachazime pfima spojeni a drahy regulaci takto slozitych

vazeb.
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6. Vliv stresovych hormonil na mezenchymalni kmenové bunky

6.1 Uvod

Hlavni funkce stresové odpovédi je zajisténi preziti organismu. Béhem stresu
a pusobenim stresorti vzrusta koncentrace katecholamintl, glukokortikoidii a dalSich latek,
které pomahaji pfipravit organismus na zatéz. Pii dlouhodobé zvySené koncentraci téchto
latek se organismus vyCerpava a dochézi k naruseni jeho funk¢nosti. Regulaéni mechanismy
téla, udrzovani homeostazy a ptredavani informace probihd predevSim skrz informacni
molekuly neuroendokrinniho systému.

MSC:s jsou dulezité bunky zajiSt'ujici regeneraci tkani a hojeni ran. Na svém povrchu
exprimuji mnoho receptorti pro nejriznéjsi signdlni molekuly, a tedy i pro stresové hormony
a neurotransmitery. Lze pfedpokladat, Zze dlouhodobé ptlisobeni stresu bude mit pfimy

¢i neptimy vliv na MSCs a tedy samotnou regeneraci organismu.

V dnesni dobé se piili§ neklade diiraz na mentalni a psychicky stav pacienta. AvSak
témet u vSech pacientll je soucasti 1é¢by praveé chronicky stres, ktery ovlivituje prubéh 1écby.
Stres a strach jako negativni emoce vyvolavaji latkové zmény v téle, méni neuroendokrinni
regulaci a diky uvolnénym hormoniim dochdzi k nejriznéj$im zméndm v organismu.
Studovani zmén vlastnosti MSCs uc¢inkem katecholaminti a glukokortikoidd by tak mohlo byt
zasadni pro pochopeni reakci v organismu, které mohou po pouziti MSCs pfi nejriznéjSich

bunécnych terapii nastat a podstatné ovlivnit vysledky klinickych studii a pribéh 1€¢by.

6.2 Receptory na MSCs

Adrenergni receptory vazi katecholaminy SNS. VétSina bunck tyto receptory ma
a MSCs nejsou vyjimkou. SNS se podili se na regulaci a udrzovani homeostazy
hematopoietické niky [46]. Na zéklad¢ pratokové cytometrie byly potvrzeny o a, 0ig,024, OB,
B1. B2. B3 receptory na povrchu MSCs izolovanych z tukové tkané [47]. Tukova tkan a MSCs
byly odebrany od 10 riznych darcii. Bylo prokdzano, ze mnozstvi a exprese adrenergnich
receptortt je odlisSné u kazdého jedince. Po nasledné stimulaci noradrenalinem doslo
ke zvySeni exprese oa-adrenergnich receptort, zarovein doslo ke snizeni [B-adrenergnich

receptort, které zprostfedkovavaji transdukci signalu cAMP dependentni cestou. Tento jev,
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pii kterém dochazi k preferenci na zakladé exprese receptort k uréitému typu signalizace
a prendseni odpovédi, miize vysvétlovat samotny princip regulace MSCs neurotransmitery
[48]. Uptednostnéni urcitého typu vedeni signali miize mit vliv na samotnou diferenciaci

a funkci.

DIR a D2R receptory opét nalezneme na vétSin€ bunék, véetné bunck imunitniho
systému (B-lymfocyty, T-lymfocyty, NK buiiky, neutrofily) a MSCs. Dopaminové receptory
se vyskytuji na membrané¢ a v cytoplazmé. U mezenchymalnich bunc¢k kostni difené se

vyskytuje vétsi pocet D1R receptor nez D2R receptort [49].

Taktéz glukokortikoidové receptory se vyskytuji téméf ve vSech bunikach, u MSCs
jsou diilezité pfi proliferaci a diferenciaci [50]. Uginek glukokortikoidii nastupuje pomaleji,

ale odpovéd’ je déle trvajici.

6.3 Katecholaminy

6.3.1 Adrenalin, noradrenalin

Pii vyzkumu U¢inku noradrenalinu na MSCs bylo zjiSténo, Ze po stimulaci bun&k
noradrenalinem dochdzi ke zvysené citlivostt MSCs na katecholaminy. Jedna se
o docasny jev, pii kterém builky reaguji na niz$i davky hormonii po dobu cca 6 hodin
po aplikaci. Po stimulaci MSCs izolovanych z tukové tkan€ noradrenalinem in vitro doslo
ke zvySené expresi oa-adrenergnich receptori na povrchu bunck. ZvySend exprese
oL A Teceptort je fizena stimulaci B-adrenergnich receptorii a aktivité AC, jak bylo potvrzeno
pokusy s alprenololem, B-antagonistou. Vedeni signaléi aktivaci o receptort probiha Ca®”
dependentni drahou, kdy pii tvorbé a vedeni signalu plati pravidlo ,,vSe nebo nic*. Na zdklad¢
zvysené senzitace a exprese o receptort dochéazi k vyméné signalnich drah a preference
z B-adrenergni na oa- adrenergni [51]. Divod zdmény neni doposud znamy, jedna z teorii
mluvi o zvySeni parakrinni sekrece a exocytozy takto aktivovanych bunck. Zajimavosti mize
byt pak skuteCnost, ze oa- adrenergni draha je jednou z hlavnich drah embryonalni

adrenergni signalizace (tzv. heterologni senzitace).

Dalsi studie se zabyva spole¢nou interakci [,-adrenergnich receptori a TLR2

receptori u mezenchymadlnich kmenovych bun¢k zkostni dfené¢ (human bone marrow
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mesenchymal stem cells — HBM-MSCs) a keratinocytd pfi hojeni ran. Pfiiny chronickych
ran jsou neznamé, jednim z divoda naruseného hojeni je bakterialni kolonizace a prodlouzena
zanétliva faze. TLR2 je membranovy receptor ze skupiny Toll-like receptori vyskytujici se
na rtuznych buiikkdch imunitniho systému a také MSCs. M4 zdsadni roli pii detekovani
patogennich antigenti. Po aplikaci adrenalinu a nasledné stimulaci f,-adrenergnich receptort
u HBM-MSCs in vitro doslo ke zvysené expresi TLR2 na HBM-MSCs, zvysené produkci
IL-6, zhorSeni prib¢hu hojeni ran, zpomaleni uzavirani rany a snizené migraci bun¢k do mista
poranéni in vivo. Aplikovan byl adrenalin po dobu 4 hodin v koncentraci 50 nM, kterd zhruba
odpovida koncentraci u lidi béhem stresové odpovédi.

Pokud po stimulaci adrenalinem dojde k navyseni po¢tu TLR2, buiiky a tkané jsou
citlivgj$i na rlizné patogeny a rychleji se u nich spousti zanétlivd odpovéd’. Odpovida tomu
1 zvySend produkce cytokinu IL-6, ktery ma zanétlivé ucinky. Vysledky naznacuji, Ze
plsobenim adrenalinu dochazi k zanétlivé odpovédi, prodlouzeni zanétlivé faze hojeni rany
a tim zpomaleni celého procesu hojeni. Po aplikaci 3, — antagonisty timololu, byl pozorovany
ucinek opacny. Dochazi ke zvySené migraci HBM-MSCs a snizeni produkce IL-6 [52].

I proto se B-blokatory vyuZzivaji pti 1écbé pacientl s popalenim ktze [53].

Mezi dalsi sledované efekty plisobeni noradrenalinu a adrenalinu na MSCs patii
ovlivnéni metabolismu kosti. Vlivem adrenalinu doslo ke sniZeni osteogeneze u HBM-MSCs.
Faze diferenciace HBM-MSCs jsou: pre-osteoblasty, osteoblasty a osteocyty. U bunék
kultivovanych s adrenalinem byla detekovédna snizena acetylace promotoru miRNA-21, ktera
podporuje osteodiferenciaci u HBM-MSCs; také doSlo ke snizené expresi genll prvni
a pozdni faze osteogeneze, RUNX2, OSX a OCN, OPN. Bliz8i podrobnosti tohoto jevu zatim
nejsou objasnény. Mimo jiné, adrenergni signdly stimulovaly expresi osteoklastickych
diferenciacnich faktorti u osteoblastli a tim doSlo k podpotfeni odbourdvani kostni tkan¢.
Vysledky studie potvrzuji negativni vliv adrenalinu na osteogenezi a poukazuji na spojitost

psychického stresu a psychologicky-indukovanych onemocnéni kosti [54].

I dalsi prace se zabyvaji tématem osteogeneze, MSCs a jejim ovlivnénim nervovym
systétmem. Jednim z takovych témat je regenerace kostni tkdné pfi operacich a rtiznych
chirurgickych zakrocich, napf. pfi distrakéni osteogenezi. Denervaci nervovych vldken
v okoli tkané se snizila koncentrace noradrenalinu v mist€¢ zakroku; timto zasahem vzrostla

migrace MSCs z perifernich tkané, diferenciace do osteoblastii a regenerace. Noradrenalin
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podle vysledkti in vitro a in vivo pisobenim na Ps-adrenergni receptory MSCs snizil migraci
a mobilizaci MSCs z perivaskularnich nik, a také expresi gent nutnych pro osteogenezi [55].
Rovnéz dochazelo ke zménam sekrece SDF-1 faktoru, ktery funguje jako ligand pro CXCR4
chemokinovy receptor na MSCs [56].

Noradrenalin ve vysoké koncentraci puisobi negativné rovnéz na chondrogenezi.
Chondrogeneze tizena MSCs tvoii biologickou platformu pro regeneraci chrupavek. Kapacita
regenerace chrupavcitych tkani je limitovéna. Zavisi na kombinaci rastovych faktort,
hormont, aktivit¢ MSCs a progenitorovych bun¢k chondrocyti (cartilage progenitor cell —
CPC). Studium regulace chondrogeneze nervovym systémem prokazala zvySeni
noradrenalinu v synovialni tekutin€ vlivem systematického stresu po operaci kloubu. Pokud
koncentrace dosahla 10° M, stimulaci B,-adrenergnich receptor byla potladena
chondrogeneze. Plisobenim noradrenalinu doSlo u MSCs a CPC ke sniZené syntéze kolagenu
typu II, glykosaminoglykanti a snizené expresi chondrogenického transkripéniho faktoru
SOX9. U MSCs byly zaroven potvrzené markery hypertrofie a sice kolagenu typu X a matrix
metaloproteinazy 13 [57].

6.3.2 Dopamin

Poranéni je druh stresu, pifi  kterém regulatni mechanismy, hormony
a neurotransmitery nastartuji opravné a obnovujici mechanismy. Na ptikladu kozniho zranéni
1ze dobfe popsat funkce a vliv dopaminu na hojeni rany.

Dopamin se do bun¢k klize dostava diky bohatym nervovym zakoncenim, piipadné
lokalni syntézou keratinocyty, vaze se na DIR a D2R receptory a ovliviiuje vyvoj hojeni.
Po navazani dopaminu na DIR receptory se zvySuje angiogeneze a hojeni je podpoteno,
naopak po stimulaci D2R receptori dochazi ke snizeni a zhorSeni hojeni. MSCs jsou
diillezitou komponentou tohoto procesu. Plsobenim chemokinli a cytokini tvofenych
poranénou tkani a imunitnim systémem jsou MSCs pfitahovany do mista zranéni, kde se
podileji na oprave poskozené tkané a podpory angiogeneze

Ve studii zabyvajici se vlivem dopaminu na mobilizaci a migraci MSCs do mista
poranéni byl pouzit v in vitro a in vivo modelu 1 uM dopamin, tedy takova koncentrace, ktera
se vyskytuje v nervovych synapsich. Po intraven6znim aplikovani dopaminu doslo k inhibici
migrace MSCs do mista rdny. Dopamin inhiboval migraci MSCs navazanim na D2-like

receptor, ostatni dopaminové receptory vliv na mobilizaci MSCs nemély. Po pouziti
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antagonisty tohoto receptoru, eticlopridu, byl efekt opacny, tedy nastalo zvySeni poctu MSCs
v periferni krvi a zvySeni angiogeneze v okoli rany (viz Obr.3). Po navazini dopaminu
na D2-like receptor dochéazi k defosforylaci VEGFR-2 a nasledné defosforylaci Akt kindzy,
coz vede ke sniZzené migraci MSCs. DalSim mechanismem regulace je fizeni dynamiky
polymerace aktinu v MSCs; defosforylace Akt kindzy vede k depolymeraci aktinu.
Fyziologicka davka dopaminu by tedy mohla mit negativni dopad na migraci MSCs do mista
poranéni a na samotny proces hojeni. Nabizi se i mozné teoretické vyuziti D2R antagonistli

pro urychleni 1écby ran [58].

Kontrola, 6.den ticlopride, 6.den

s LTRSS

Obrazek 3: Efekt antagonisty D2-like receptoru, eticlopridu, na mobilizaci a migraci MSCs do mista rdany.
MSCs byly oznaceny BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridin) a intravenozné podany kontrolni skupiné a skupiné
mysi osetienych eticlopridem. Sesty den byla tkai okolo rany imunohistochemicky analyzovina za pouziti
znaceni BrdU. Ve skupiné oSetiené eticlopridem byl sledovan vyznacné vyssi pocet MSCs znacenych BrdU
v okoli rany nez v kontrolni skupine. Vysledky ukazuji, Ze oSetreni eticlopridem ma pozitivni viiv

na mobilizaci a migraci exogenné transplantovanych MSCs do mista rany. Puvodni zvétSeni, x200 [58].

V neposledni fadé je také na misté¢ se zamyslet, zda existuje spojitost CastéjSiho
vyskytu chronickych ran u pacientl, ktefi wuzivaji dopaminové antagonisty jako
antipsychotika. Antagonist¢ DIR receptori maji podobny ucinek jako dopamin navazany
na D2-like receptory — snizuji angiogenezi a hojeni.

Nezbytnou otazkou je také to, kdy se dopamin navaze na DIR ¢i D2R receptory.
Samotny vybér receptoru ovliviiuje pritbéh hojeni. V ¢lanku autofi mluvi pouze o regulaci
a vazbé na D2-like receptor (typ D2R), ale MSCs disponuji obéma typy receptord. Dosud
neni popsano, jaké dalsi faktory, koncentrace latek ¢i signaly, maji vliv na rozhodnuti, kterym
smérem se bude vyvoj hojeni rany dale odehravat. Taktéz je nutné zminit rozporuplné

vysledky jinych studii, které poukazuji na zvySenou mobilizaci MSCs (respektive
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mezenchymalnich progenitorti) po stimulaci D2R receptorti (mezi které patii i vySe zminény

D2-like receptor) [30].

6.4 Glukokortikoidy

Studie zabyvajici se vlivem glukokortikoidii na MSCs jsou zaméfené predevSim
na syntetické glukokortikoidy (dexametazon, prednison, betametazone aj.). Syntetické
glukokortikoidy jsou velice Casto vyuzivanymi medikamenty pfedevSim v imunosupresivni
terapii. Tyto latky s sebou nesou velké mnozstvi nezadoucich ucinkl, napt. oslabeni
imunitniho systému, vznik osteoporozy, riziko vzniku Cushingova syndromu, zvyseni
krevniho tlaku, zvySeni hodnoty krevniho cukru. Pochopeni molekuldrnich mechanismi
téchto nezadoucich Uc¢inkt je oblasti zajmu pro piipadné vylepSeni dadvkovéani a uzivéani
kortikoidu pii 1€¢beé nejriznéjsich onemocnéni. Z nésledujicich studii Ize pouze predpokladat,
ze ptirozené glukokortikoidy by mohly pifi zvySené hladin€ zpiisobovat stejné ¢i podobné

nezadouci Uc¢inky jako syntetické glukokortikoidy.

Ve studii vlivu hydrokortizonu na HBM-MSCs in vitro byly sledovany zmény exprese
geni pro morfogenezi (BMP-4), imunomodulacni geny (GALS1, PTGES), geny
pro osteogenezi (SPP1, BGLAP) a adipogenezi (FAB4, PPAR-y); dale schopnost tvorby
kolonii a intenzita proliferace. Vysledky byly rozporuplné. Ackoliv doslo ke zvySené tvorbé
kolonii, proliferace MSCs se snizila. V prvnich tydnech hydrokortizon nemél zasadni vliv
na zmény exprese gend, v pozdg&Sich fazich pokusu vSak doSlo ke sniZzeni markeril
osteogeneze (SPP1, BGLAP) a zvySeni exprese Casnych genti adipogeneze (FAB4).
Hydrokortizon nemél vliv na geny pro morfogenezi a imunomodulacni geny. Pokusy byly
provadény na kostni dieni od 7 déarct, rozdily ve vlastnostech a aktivit¢ HBM-MSCs se lisily

taktéz v zavislosti na pohlavi [59].

Glukokortikoidy se podileji na metabolismu a remodelaci kosti. Dexametazon je
dilezitou soucasti médii pro diferenciaci do osteoblastii. Ve vySsich davkach ovSem navozuje
osteopordzu indukovanou glukokortikoidy. Dochazi ke snizené diferenciaci HBM-MSCs
do osteoblastii a k nerovnovaze mezi osteoblasty a osteoklasty [60]. Dalsi vyzkum, ktery
potvrzuje negativni vliv glukokortikoidi na HBM-MSC:s, sledoval diferenciacni a proliferacni
vlastnosti HBM-MSCs po zablokovani glukokortikoidovych receptort. Vyzkumny tym pouzil

antagonistu glukokortikoidového receptoru, RU486, a siRNA blokujici expresi receptoru.

21



Zaroven sledoval senescenci u HBM-MSC:s a jejich antioxidacni vlastnosti. HBM-MSCs byly
kultivovany in vitro s RU486 (piipadné siRNA) ve fetdlnim bovinnim séru. Tym se zabyval
pouze piirozenou koncentraci glukokortikoidii v séru, bovinni plazma dle jejich méfeni
obsahovala 2,4 pg/100ml kortikosteronu. HBM-MSCs kultivované v ptitomnosti RU486
a siRNA jeden tyden vykazovaly zvySenou proliferaci, zvyseni osteogeneze (OCN), vEtsi
aktivitu telomerazy a superoxid dismutazy oproti kontrole. Doslo ke snizeni diferenciace
HMB-MSCs do adipocyti a k celkovému zlepSeni anti-oxidacnich a antisenescen¢nich
mechanismi. HBM-MSCs s takto zablokovanymi glukokortikoidovymi receptory mély

zvySenou proliferaci ve srovnani s kontrolou 1 po dalsi tfi tydny [61].

Glukokortikoidy jsou vyuzivané v terapiich pravé diky svym imunosupresivnim
ucinkim, bohuzel tim potlacuji i zanétlivou fazi hojeni rany. Byly popsany zmény po aplikaci
dexametazonu in vivo u MSCs izolovanych z tukové tkané. Dexametazon inhiboval kaskadu
kyseliny arachidonové, syntézu PGE2 a nasledné¢ SDF-1, které zplsobila snizeni migrace
MSCs do mista rany a celkové zpomalila prubeh 1é€by [62].

Brian J. Feldman se zabyval MSCs a glukokortikoidy ve spojitosti s metabolickou
poruchou a Cushingovym syndromem. Tkané, které jsou ovlivnény glukokortikoidy
u Cushingova syndromu, jsou tuk, svaly a kosti; tedy tkdn¢ odvozené od mezodermu.
Hypotéza, kterou Feldman pronesl, poukazovala na moZnost fizeni a smérovani diferenciace
MSCs vlivem zvySené hladiny glukokortikoidii. Glukokortikoidy by teoreticky mohly
fungovat jako “pfepinace” mezi tvorbou bunék svall, tuku a kosti. Pro potvrzeni této teorie
byly detekovany molekularni cile glukokortikoidi, které maji vliv na smérovani diferenciace
MSCs. Zvysena hladina glukokortikoidd ovlivnila expresi genu pro myostatin. Myostatin je
protein kontrolujici spravny rist a vyvoj svalovych tkani v téle. Vlivem zvySené hladiny
glukokortikoidi na MSCs byla navozena diferenciace do adipocyti. Samotny myostatin
u MSCs také indukoval diferenciaci do adipocytl. Bliz§i vysvétleni molekularnich
mechanismi tohoto jevu by usnadnilo tvorbu cilenych terapii pii Cushingové syndromu

a metabolickych poruchach [63].

6.4 Dalsi hormony

ACTH je peptidicky hormon HPA osy, ktery vznika z proopiomelanokortinu. Studie
sledovala u mysich D1 bun¢k (linie MSCs izolovanych z kostni dfen¢) u¢inek ACTH b&hem

adipogeneze. U D1 bun¢k byla navozena diferenciace do adipocyti, poté k nim byl pfidavan
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ACTH. V zavislosti na davce doslo k podpofe adipogeneze a ke zvySené akumulaci lipidu.
Data ukazuji, ze se zvySenou hladinou stresu se zvySuje hladina ACTH a glukokortikoidd,
které se mohou podilet na zvySené adipogenezi a ukladani tukli jako energetické zasoby
béhem stresu [64].

Oxytocin, hormon laktace a staht hladké svaloviny, se také podili na neuroendokrinni

regulaci stresové odpovédi. Studie zabyvajici se oxytocinem sleduji predevsim jeho ubytek
a negativni projevy s nim souvisejici u zen v menopauze.
Dle vysledkt vyzkumu oxytocin kontroluje diferenciaci MSCs a plisobi proti osteoporoze. Pri
osteoporoze dochazi k nerovnovdze mezi resorbci a remodelaci kosti, a k nahrazovani
osteoblastii v kostni tkéni adipocyty a tim k méknuti a kiehnuti kosti. Po aplikaci oxytocinu
na MSCs izolovanych z tukové tkané in vitro doSlo ke sniZeni adipogeneze a naopak zvyseni
osteogeneze. U samic mysi a krys, kterym byla navozena osteopordza ovarioctomii a nasledné
jim byl podén oxytocin, doslo ke zvraceni pribehu osteopordzy a ztraté kosti. Pokles hladiny
oxytocinu u samic mysi a krys po ovarioctomii ¢inil 55% a shodoval se s vysledky poklesu
u Zen v menopauze [65].

Plsobeni oxytocinu na MSCs je sledovéano také ve spojitosti vyvoje terapii pii 1écbé
ischémie srdce. Aplikace MSCs izolovanych z pupecnikové krve pre-kultivovanych
s oxytocinem in vitro vedla ke zvySeni jejich migrace do poSkozené srdecni tkané
a diferenciace do kardiomyocyti. Ackoliv in vitro vysledky byly ptiznivé, aplikace in vivo

osetfenych MSCs nebyla tak ucinnd, jak se predpokladalo [66].

6.5 Navozeny chronicky stres

Predchozi studie sledovaly Uc¢inek a vliv samotnych hormonll a neurotransmiterii
na MSCs. Existuji 1 vyzkumy, které se pfimo zabyvaji vyvolanim stresu, jeho plsobenim
na MSCs, regeneraci a hojeni ran, ¢i na zmény v imunitnim systému. Je zndmo, Ze stres
zpozd'uje proces hojeni [67].

Ve studii byl sledovan vliv chronického stresu a sniZeni repara¢niho potencialu
terapeuticky podavanych MSCs. V mySim in vivo modelu bylo navozeno poskozeni jater
tetrachlormethanem, nasledn¢ byly injikovadny exogenni MSCs. Poté, co byly MSCs
detekovany v misté poskozeni (4.den), byly mySi podrobeny stresu omezenim prostoru
v urcitych intervalech po dobu 2 tydni. U kontrol, kde byly podany jen exogenni MSCs
v ramci terapie a podpory regenerace, doslo ke zrychleni hojeni a MSCs diferenciovaly

do myofibroblasti. U mysi, které byly vystaveny stresu, uvolnény kortikosteron potlacil
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tvorbu TGF-B1 MSCs, ktery je dulezitym faktorem pro diferenciaci do myofibroblastu.
Regenerace tkané byla zpomalena. Vysledky podpoftily data z in vitro pokusu [68].

Dalsi studie se zabyvala zménami v rychlosti hojeni poranénych plic u stresovanych
krys. Po navozeni poranéni plic byly krysy podrobeny stresu omezenim prostoru po dobu Sesti
dni. U jedné skupiny byla pfed stresovymi podminkami aplikovana v ramci terapie injekce
exogennich MSCs. U této skupiny doslo k urychleni hojeni. Nejpomaleji dochézelo k hojeni
poskozené plicni tkané u skupiny pouze stresované. Kontrolni skupina, u které¢ nebylo nijak
zasahovano do prubéhu lécby, vykazovala pomalejsi hojeni nez skupina s aplikovanymi
MSCs, zaroven ale méla rychlejsi hojeni, neZ skupina vystavena stresu. Vysledek Ize brat jako
dalsi potvrzeni negativniho vlivu stresu na hojeni. K zamysleni pak zlstava fakt, Ze exogenni
MSCs, ackoliv se vyskytovaly v téle organismu, které bylo stresované, stejn¢ urychlily
priabéh hojeni v porovnani s kontrolou [69].

Je mozné, Ze nejen stres, ale také deprese ma negativni vliv na hojeni. Vlivem
neoc¢ekavanych stresovych situaci po dobu 4 tydnii byla u krys navozena deprese, kterd byla
potvrzena testy chovani. U takovych krys bylo pozorovano zpomaleni hojeni kosti a sniZzena
diferenciaci BM-MSCs do osteoblastii [70].

Ne vSechny studie, kde mél stres vliv na MSCs, popisuji pouze negativni ptisobeni.
V in vivo modelu byla sledovana podpora lymfocytl a snizena redukce splenocyti MSCs
behem stresu. Tato studie se vSak liSila v délce trvani vyvolaného chronického stresu. V této
studii byl stres navozen po dobu 2 dnili v intervalech po 12 hodindch; ptfedchozi studie

vystavily zvifeci modely stresu po delsi dobu, mnohdy v fadech tydni [71].
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7. Zaver

MSCs piedstavuji v dnesni dobé nadéji pro 1é¢bu zavaznych onemocnéni. Ptibyvaji
dalsi a dalsi klinické studie, které se snazi vyuzit vyhod MSCs, a sice moznost autologni
transplantace, imunomodulacni, protizdnétlivé schopnosti a schopnost diferenciace do
nckolika bunéénych typi. MSCs se pfirozené vyskytuji v kostni dfeni a téméf ve vSech
tkanich organismu, kde se podileji na jejich regeneraci.

Pii vyvoji terapie je nutné brat ohled na pisobeni vnitiniho prostfedi organismu
na MSCs. Dlouhodoby stres plsobi téméf na vSechny tkané v téle a zdsadn€ méni prostiedi
organismu vlivem uvolnénych hormond a neurotransmitert. TaktéZ je opomijen mozny
vedlejsi ucinek 1€kd, napt. beta blokatora ¢i antipsychotik, které ovliviuji v téle mnoho déju;
jejich vliv na hojeni a regeneraci organismu neni stale zcela objasnén.

Vliv stresovych hormonti na MSCs je riznorody, zavisi na jejich koncentraci a dalSich
faktorech. Ke zménam dochazi napf. na urovni ovlivnéni diferenciace. Ve studiich byla
sledovdna snizend osteogeneze a chondrogeneze; zaroven byla pozorovéna preference
diferenciace MSCs do adipocytll. Diivodem by mohlo byt tvofeni tukové energetické zasoby
pro stresovou odpoveéd’.

Zajimavym jevem je doCasné zesilena citlivost MSCs ke katecholaminiim po stimulaci
adrenalinem a upfednostnéni urcitych signalnich drah. Nabizi se hypotéza, Ze vlivem zvySené
citlivosti k ostatnim katecholaminiim je zajisténa rychlejsi odpovéd’, a tedy rychlejsi zmény
vlastnosti a funkci MSCs.

V ramci studii hojeni ran dochdzi pisobenim stresu na MSCs ke sniZzené migraci
MSCs do mista poranéni a snizeni produkce chemotaktickych molekul. Studie, ktera se
zabyvala interakci B;-adrenergnich receptorti a TLR2 na MSCs poskytla data, které naznacuji,
ze pusobenim kratkodobého stresu dochazi ke zvySené prozanétlivé odpoveédi. Vysledky
vyvraceji pfedpoklad, Ze kratkodoby stres indukuje efektivngj$i imunitni odpovéd a ma
na organismus pozitivni vliv. Pfi prodlouZeni zénétlivé dochazi k prodlouZeni doby lécby
a zhorSenému uzavirani rany.

Nékteré zminéné studie piinaSi rozporuplné vysledky. Tato problematika je tak
komplexni, ze nelze prohlasit zcela jasny zavér a stanovisko. Na regeneraci, hojeni
a diferenciaci se podili celd fada latek a bunck, které mezi s sebou kooperuji. Piiklady
uvedené v této praci pouze vyzdvihuji moznosti, které mohou béhem stresu nastat. Blizsi
studie téchto jevii by mohla vyznamné ptispét k objasnéni regenerace posSkozené tkdné¢ MSCs

a ptizptisobeni MSCs konstruktli pouzivanych v regenerativni medicing.
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