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Suhrn

Kmenové bunky ziskané z tukového tkaniva (ADSCs) sa stali jednymi z najvyuzivanejSich
dospelych kmenovych buniek kvoli ich mnozstvu aarelativne lahkej abezpecnej
dostupnosti. Nedavne Stadie ukazali, ze parakrinné cytokiny, exozomy a d’alSie aktivne latky
st hlavnymi faktormi, prostrednictvom ktorych ADSCs uplatiluji svoje biologické tcinky.
Derivaty ADSCs si v poslednej dobe ziskavajii pozornost ako potencidlne terapeutické
prostriedky pre rozne I'udské choroby. Tieto derivaty zahfnaji ADSC-kondicionované média,
exozdémy a extrakty z ADCSs. V sucCasnosti rastie zdujem o tieto derivaty a v poslednych
rokoch stali stredobodom vyskumu v oblasti regenerativnej mediciny. Tento c¢lanok
sumarizuje uc¢inky ADSCs derivatov vo vysSie uvedenom kontexte.
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Somatic stem cells obtained from adipose tissue as a source of bioactive molecules and
their use in the therapy of selected pathological conditions

Summary

Adipose-derived stem cells (ADSCs) have become one of the most widely used adult stem
cells due to their abundance and relatively easy and safe availability. Recent studies have
shown that paracrine cytokines, exosomes and other active substances are the main factors
through which ADSCs exert their biological effects. Derivatives of ADSCs have recently
gained attention as potential therapeutic agents for various human diseases. These derivatives
include ADSC-conditioned media, exosomes, and extracts from ADCSs. Interest in these
derivatives is currently growing, and in recent years they have become the focus of research
in the field of regenerative medicine. This article summarizes the effects of ADSCs
derivatives in the above-mentioned context.
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Uvod

Tukové vidzivo (Obr. 1) pozostdva zo stromalnej vaskularnej frakcie (SVF), zrelych
adipocytov a extracelularnej matrix (ECM). SVF zahfiia kmenové bunky odvodené
z tukového viziva (ADSCs), tukové prekurzorové bunky, endotelové bunky a makrofagy.
Autotransplantacia tuku moze nahradit’ mikké tkaniva a ADSCs pritomné v tukovom tkanive
zohravaju regenera¢ni ulohu — podporuju migraciu, proliferaciu a sekreénti aktivitu
rezidentskych buniek. Okrem toho tukové védzivo moduluje endokrinny systém
prostrednictvom r6znych bioaktivnych molekul, ako je napr. adiponektin a leptin [1,2].

V roku 2005 Medzindrodnd spolocnost pre bunkova terapiu definovala
mezenchymalne kmeniové bunky ako triedu buniek s plasticitou a trjliniovym diferenciaénym
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potencidlom. Okrem toho exprimuju Specifické povrchové antigény ako CD73, CD90 a
CD105 a zaroven su negativne na markery krvotvornych a endotelovych buniek [3]. Tieto
bunky majl nizku eticktl zat'’az pri aplikacii a maju protizépalové, imunomodulacné a vysoké
regenerané vlastnosti. Mezenchymalne kmenové bunky preto vykazuju velky potencial v
liecbe mnohych ochoreni, vratane imunitnych a neimunitnych ochoreni [4].

r -

Obr. 1. Histologicky snimok tukového viziva.

ADSC st typom MSCs odvodenym z tukovych tkaniv a maji potencial pre
samoobnovu a viacliniova diferencidciu, ako aj schopnost’ vylucovat vel’ké mnozstvo
bioktivnych molekal. ADSCs st povazované za jeden z najslubnejSich typov dospelych
kmenovych buniek na klinické pouzitie a st Siroko pouzivané na vyskum tkanivového
inzinierstva a regenerativnej mediciny [5]. Vyznamné je, Ze ADSC-kondicionované médium
(ADSC-CM) a ADSC exozomy (ADSC-Exo0) si nedavno ziskali pozornost’ ako alternativne
pristupy ku konvenc¢nej bunkovej terapii.

Derivaty ADSCs zahfnaja ADSC-CM, ADSC-Exo a extrakty z ADSCs (ATEs).
ADSC-CM - ktoré obsahuje aktivne latky vylu¢ované ADSCs, ako su cytokiny, exovezikuly,
exozdémy, DNA a RNA — mo6ze podporovat’ opravu tkaniva a regulovat’ imunitu [6]. ADSC-
Exo st extracelularne vezikuly, ktoré nest proteiny, RNA, DNA a lipidové molekuly a m6zu
prenikat’ cez tkanivové bariéry a podielat sa na vymene materidlov a informdacii medzi
bunkami [7]. KedZe derivaity ADSCs neobsahuju bunky, a teda nem6zu aktivne prispievat
k vyvolaniu imunitnej odpovede a tumorigenéze, mozno ich pouzit na alogénnu
transplantaciu. Tieto derivaty sa l'ahko transportuju a skladuju, maja Siroky terapeuticky
potencial na liecbu réznych patologickych stavov.

Kmerové bunky ziskané z tukového tkaniva

ADSCs (obr. 2) su mezenchymalne kmenové bunky, ktoré sa ziskavaju z tukového
viziva na principe adherovania na dno plastovych kultivaénych flia§. Dalej su
charakterizované vysokou prolifera¢nou aktivitou (mézu byt expandované in vitro) a maji
schopnost’ diferencovat’ sa do viacerych bunkovych linii. Po morfologickej stranke su
podobné fibroblastom Exprimuju povrchové antigény typické pre MSCs — CD73, CD90 a CD
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105. Naopak vykazuji negativitu na markery krvotvornych a endotelovych buniek. Vel'mi
vyznamné su aj ich imunomodula¢né vlastnosti [2,8].

a TEM.

Derivaty ADSCs a ich vyuzZitie v regenerativnej medicine

Hoci MSCs dosahuju sl'ubné vysledky v obnove poskodenych tkaniv, ich vyuzitie
v regenerativnej medicine ma svoje limity. Limitujucimi faktormi su najméd nizka miera
prezitia buniek po transplantdcii, imunologickd odpoved organizmu, ¢i ich zniZeny
diferenciacny potencidl. Hoci mezenchymalne kmenové bunky dosahuju sl'ubné vysledky v
obnove poskodenych tkaniv, ich vyuzitie vregenerativnej medicine ma svoje limity.
Limitujicimi faktormi st najméd nizka miera prezitia buniek po transplantacii, imunologicka
odpoved’ organizmu, ¢i ich znizeny diferenciacny potencidl. Preto vznikla potreba preskiimat’
alternativne pristupy k bunkovej terapii, akym je vyuzitie médii kondiciovanych
mezenchymalnymi kmenovymi bunkami [9].

Mnoho §tudii potvrdilo, ze mechanizmus u¢inku MSC na obnovu tkaniv nespociva len
vich schopnosti nahradit’ poskodené bunky a diferenciacnom potenciali, ale najmi v ich
parakrinnom pdsobeni [10]. MSCs do svojho okolia sekretuju rastové faktory, cytokiny,
chemokiny, zlozky ECM a extracelularne vezikuly (EV) [11]. Jednou zo subpopulacii EV
o velkosti 30-150 nm tvoria exozomy [12]. Ich obal je tvoreny lipidovou dvojvrstvou a st
produkované réznymi typmi buniek [13]. V minulosti boli tieto EV povazované povodne za
bunkovy odpad vznikajuci v dosledku poskodenia buniek alebo za vedlajSie produkty
homeostazy, ktoré nemaju vyznamny vplyv na susedné bunky [14]. V poslednych rokoch sa
vSak dokazalo, Zze su dolezit¢ pre medzibunkovli komunikéciu a signalizaciu [15]. St
prenasacmi proteinov, lipidov, DNA, mRNA, microRNA, LncRNA, cytokinov a
transkripénych faktorov [16,17]. Molekuldrny obsah exozomov kopiruje zloZenie ich
materskej bunky [18]. Ked sa exozémy dostanu k ciel'ovej bunke, mézu spustit’ signalizaciu
bud’ priamou interakciou s extracelularnymi receptormi, pohltenim bunkou a splynutim s
plazmatickou membranou, alebo sa internalizaciou [15].

Vdaka exozOmom a bioaktivnym molekuldm produkovanym MSC predstavuje MSC-
CM kompletné regeneracné prostredie [19]. Kmenové bunky derivované z tuku (ADSC) sa
stali vd’aka ich mnozstvu a pomerne I'ahkej dostupnosti jednymi z najvyuzivanejSich zdrojov
adultnych kmeniovych buniek. Neustale pribudajuce stadie opédtovne dokazuja, ze parakrinné
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cytokiny, exozomy a iné¢ bioaktivne molekuly predstavuju hlavné faktory, prostrednictvom
ktorych ADSC sprostredkovavaju svoje biologické funkcie.

Cytokinovy profil medii kondicovanych ADSCs (ADSC-CM) variruje v zavislosti od
ich kultivaénych podmienok. ADSC-CM ziskané kultivaciou buniek za hypoxickych
podmienok (2% O2) je na cytokiny bohatSie v porovnani s normoxiou [20]. Obsah cytokinov
v CM zavisi aj od priestorového usporiadania buniek. 3D kultary stimuluju tvorbu vicsSieho
mnozstva cytokinov v porovnani s 2D monovrstvovou bunkovou kultirou [21] a preto
kombinacia hypoxie a 3D kultir by mohla predstavovat’ vhodné kultivacné podmienky pre
ziskanie ADSC-CM.

ADSC-CM maju pre potreby regenerativnej mediciny a tkanivového inzinierstva
rdzne vyuzitie. Stessul et al. [22] skumali vplyv ADSC-CM v kombinacii s plazmou bohatou
na krvné dosticky (PRP) na proliferaciu a migraciu fibroblastov a keratinocytov v in vitro
podmienkach. Vdaka vysledkom, ktoré ukazali vyrazny ndrast proliferacie a podporu
migracie po 48 h, mozno tvrdit, ze ADSC-CM maju terapeuticky potencial pre hojenie
areepitelizdciu  chronickych ran in vivo. V dalSej studii sa Kim et al. [23] venovali
porovnavaniu ADSC-CM ziskanych z 3D (ADSC-CM-3D) a2D (ADCS-CM-2D) kultur.
Proteomické analyzy ADSC-CM odhalila, Ze kolagény a aktiny boli v ADSC-CM-3D vysoko
exprimované. Chitindza 3-like protein 1 (CHI3LI1), tkanivovy inhibitor metaloproteinaz
(TIMP) a galektin-1 boli Specificky exprimované len v ADSC-CM-3D. Najmi neutralizaciou
protilatky sa zistilo, Zze galektin-1 v ADSC-CM-3D je dodlezitym faktorom pre migraciu
I'udskych keratinocytov. Tieto vysledky preto naznacuju, ze ADSC-CM-3D by bolo pri hojeni
ran ucinnejSie v porovnani s ADSC-CM-2D. Vysledky studie, ktoru priniesol Lee et al.,
dokazali, ze ADSC-CM ziskaného kultivaciou buniek v hypoxickych podmienkach
(hypoCM), vyraznejSie stimulovali syntézu kolagénu a migraciu l'udksych dermalnych
fibroblastov v porovnani s ADSC-MC ziskanych v podmienkach normoxie (norCM). Okrem
toho analyza mRNA a proteinov ukazali, ze hypoxia zvySuje regulaciu rastovych faktorov,
ako je vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF) a zékladny fibroblastovy rastovy faktor
(bFGF). ST'ubnym terapeutickym prostriedom na obnovu a hojenie ran su taktiez exozomy
derivovan¢ z ADSCs (ADSC-Exo). ADSC-EXO moduluju imunitné reakcie a zapal,
podporuju angiogenézu, urychl'uju proliferaciu a reepitelizaciu koznych buniek a reguluji
remodelaciu kolagénu, ktord inhibuje hyperplaziu jaziev. ADSC-EXO taktiez podporuju
hojenie ran u diabetickych pacientov [25].

Stadia Lee et al. [26] naznatuje, Z¢ ADSC-EXO zohravaji kl'u¢ovi tlohu pri
neuroprotekcii a neuroregeneracii a mézu byt vyuzité na lieCbu neurodegenerativnych
poruch. Ukazalo sa totiz, ze liecba prostrednictvom ADSC-EXOS znizuje hladiny amyloidu
beta (AP) apomer AP42/40, ktory spdsobuje mitochondridlnu dysfunkciu neurénov
v transgénnych mysiach s Alzheimerovou chorobou, ¢im sa zvys$i prezivanie buniek a znizi
odumieranie neurénov v hipokampe a mozgovej koére. V dalSom experimente dokazali
ADSC-EXO znizit akumulaciu agregatov mHtt, apoptéozu buniek a mitochondridlnu
dysfunkciu aktivaciou drahy p-CREB-PGCla, ¢o prindSa nadej pre pacientov
s Huntingtonovou chorobou [27]. Ddlezitou sucastou sekretomu ADSC je aj IncRNA
MALTAL, ktora reguluje expresiu inych nekodujucich RNA vratane snoRNA. Po podani
ADSC-EXO potkanom s traumatickym poranenim mozgu bola pozorovana vyrazna obnova
motorickych funkcii a zaroveil doslo k zniZeniu poSkodenia mozgovej kory. Dokézalo sa teda,
ze MALATI1 v ADSC-EXO moduluje zapal a iné terapeutické ciele a ma obrovsky potencial
v liecbe traumatickych poraneni mozgu [28].

ADSCs sekretuji vacsie mnozstvo Angptl, LIF, TGF-B1 a rovnaké mnozstva VEGF-
A a HGF v porovnani s kmeniovymi bunkami izolovanymi z kostnej drene (BMSC), a preto
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su vhodnej$im kandidatom na liecbu kardiovaskuldrnych ochoreni [29]. Rehman et al. [30] vo
svojom vyskume sledovali efekt HypoCM na angiogenézu a antiapopticky potencial in vitro.
Ukézalo sa, Ze v pripade HypoCM doslo k vyraznému narastu poctu endotelovych buniek
oproti bunkdm kultivovanych v nekondiciovanom bazalnom médiu. Zarovein bol
zaznamenany aj vyrazny pokles apoptozy endotelovych buniek kultivovanych v HypoCM.
ADSC-EXO mo6zu ngjst’ svoje vyuzitie v liecbe ischemickej cievnej mozgovej prihody
[31,32]. V stadii vedenej Chen et al. [32] sa ukazalo, Ze ADSC-EXO dokazu podporit’
regeneraciu neurénov a zmensit’ lozisko infarktu po ischemickej cievnej mozgovej prihode
u laboratornych potkanov. Po tretom dni od mozgovej prihody dokazala podand davka
ADSC-EXO znizit' edém mozgu.

Mitchel et al. sa vo svojom vyskume zamerali na schopnost sekretomu ADSC
podporit’ tri zakladné znaky regeneracie tkaniv ato proliferaciu, diferencidciu a migraciu
buniek. Ukdzalo sa, ze po 48h kutivacie v médiu obsahujucom sekretom ADSC doslo
k vyraznému narastu poctu mysich myoblastov C2C12. Navyse, sekretom dokazal stimulovat’
diferenciaciu buniek C2C12 smerom k myotubom. AvSak zmena v migracii buniek nebola
Statisticky vyznamna v porovnani s kontrolou [33]. ADSC-EXO maja taktiezZ schopnost’
podnecovat MSC k osteogénnej diferenciacii [34]. V studii Zhao et al. [35] skumali
imunomodula¢né vlastnosti ADSC-EXO. Ukézalo sa, Ze pri kokultivacii spolu
s aktivovanymi synovialnymi fibroblastmi doslo k zniZeniu expresie prozapalovych markerov
IL-6, NF-xB a TNF-a a na druhu stranu doSlo k zvySeniu expresie protizapalového cytokinu
IL-10. NavySse ADSC-EXO dokézali ochrénit’ chodndrocyty pred H>O» navodenou
apoptozou, podporili chondorgenézu periostalnych buniek a expresiu chondodrogénnych
markerov vratane kolagénu typu II a B-kateninu. Periostdlne bunky oSetrené exozdémami
vykazovali vys§ie hladiny miR-145 a miR-221. Stadia tak poskytla dokazy na podporu
vyuzitia pacientskych ADSC-EXO pri lie€be osteoartroz.

Zaver

Pouzitie ADSCs derivatov prekonadva obmedzenia klinickych aplikacii ADSCs a
vykazuje mnozstvo vyhod. Tieto derivaty sa l'ahko sa prendsaju, prepravuju a skladuju;
vykazuji nizku imunogenicitu a ziadnu potencidlnu tumorigenicitu a mozu sa teda pouzit’ na
alogénnu transplantaciu. Lokalna aplikdcia moze podporovat’ bunkovi proliferaciu, migraciu
a angiogenézu, potlacit’ apoptézu buniek a zapal a znizuje oxidacny stres a reguléciu imunity.
Preto maju Siroké vyhliadky na klinické pouzitie.
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