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Vyznamné neuropeptidy v kontexte uzkostnej a depresivnej poruchy
Ida KUPCOVA', Martin KLEIN?, Stefan HARSANYT'

Ustav lekarskej biologie, genetiky aklinickej genetiky, Lekarska fakulta, Univerzita
Komenského, Sasinkova 4, 811 08 Bratislava; *Ustav histologie a embryologie, Lekarska
fakulta, Univerzita Komenského, Sasinkova 4, 811 08 Bratislava

Suhrn

Celosvetovo dochadza k rasticemu trendu depresie a izkosti. Tento trend vyrazne ovplyviiuje
dusevné zdravie obyvatel'stva, a tak vyznamne prispieva k chorobnosti a v najhorSom pripade
k zvySujicemu sa poctu suicidalnych pokusov. Depresivna porucha je jednou z poprednych
duSevnych chorob na celom svete a znizuje kvalitu Zivota mnohych l'udi. Podl'a WHO, asi 5%
celosvetove] populdcie trpi depresiou. Novsie Stidie uvadzaju ohromujicu globalnu
prevalenciu 27,6%. Modern4 medicina zasobend zastupom antidepresiv, anxiolytik a hypnotik
stale nedokdze dosiahnut’ remisiu u mnohych pacientov. Patofyzioldgia depresie je stale len
okrajovo pochopend, ¢o vedie timy vedcov z réznych krajin sveta, aby sa zameriavali na stale
novsie metddy diagnostiky, ¢i liecCby a tym prispievali k SirSiemu obrazu tejto poruchy. Je
nevyhnutné ndjst’ spdsob a moznost’ kvantitativneho vyhodnotenia zadvaznosti choroby alebo
efektivity liecby pomocou urcitych Specifickych markerov (biomarkerov) alebo panelu
biomarkerov. Medzi vyznamné diagnostické markery depresivnej poruchy (spolu s tizkost'ou
a chronickym stresom) patria neuropeptidy, cytokiny, hormoény a markery oxidativneho
stresu. Pokroky v molekuldrnej bioldgii umoznili skimat’ tieto malé molekuly s obrovskym
potencialom.

Kruacové slova: depresivna porucha, uzkostna porucha, diagnostika, neuropeptidy, markery
Important neuropeptides in the context of anxiety and depressive disorders

Summary

There is a growing trend of depression and anxiety worldwide. This trend significantly affects
the mental health of the population, thus significantly contributing to morbidity and, in the
worst case, to the increasing number of suicide attempts. Depressive disorder is one of the
leading mental illnesses worldwide and reduces the quality of life of many people. According
to the WHO, about 5% of the global population suffers from depression. More recent studies
report a staggering global prevalence of 27.6%. Modern medicine, stocked with a host of
antidepressants, anxiolytics and hypnotics, still fails to achieve remission in many patients.
The pathophysiology of depression is still only marginally understood, which leads teams of
scientists from different countries around the world to focus on ever newer methods of
diagnosis and treatment and thereby contribute to a broader picture of this disorder. It is
essential to find a way and possibility to quantitatively evaluate the severity of the disease or
the effectiveness of the treatment using certain specific markers (biomarkers) or a panel of
biomarkers. Important diagnostic markers of depressive disorder (along with anxiety and
chronic stress) include neuropeptides, cytokines, hormones, and markers of oxidative stress.
Advances in molecular biology have made it possible to investigate these small molecules
with enormous potential.

Keywords: depressive disorder, anxiety disorder, diagnosis, neuropeptides, markers
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Uvod

Celosvetovo dochadza k rasticemu trendu depresie a tzkosti. Tento trend vyrazne
ovplyviiuje dusevné zdravie obyvatelstva, a tak vyznamne prispieva k chorobnosti a v
najhorSom pripade k zvySujicemu sa poctu suicidadlnych pokusov. Depresivna porucha je
jednou z poprednych dusevnych chordb na celom svete a znizuje kvalitu zivota mnohych
I'udi. Podla WHO, asi 5% celosvetovej populacie trpi depresiou. NovSie Studie uvadzaji
ohromujtcu globalnu prevalenciu 27,6%. V klinickej praxi sa pri prvom kontakte najcastejSie
vyskytuje psychiater alebo vSeobecny lekar, preto je nevyhnutné byt oboznameny s touto
problematikou a vediet’ znaky tohto ochorenia efektivne diagnostikovat’.

Pritomnost’ depresie alebo depresivnej epizody u pacienta hodnotime podl'a roznych
somatickych a psychickych faktorov, ako aj pomocou hodnotiacich testov. Depresivne
poruchy kategorizujeme podl'a MKCH-10 alebo DSM-5, ktoré sa vSak nezhoduju v mnohych
aspektoch. Zavedenim novej MKCH-11 sa planuje tieto rozdiely zmiernit a pripadne
klasifikacie aj zlucCit. Depresivna porucha, spolu s bipolarnou poruchou patria medzi
afektivne poruchy. Tato kategéria obsahuje rozne diagndzy suvisiace s pretrvavajicimi a
premenlivymi poruchami nalady a emotivity.

Neuropeptidy a hormony sa podielaju na regulacii mnohych fyziologickych funkeii.
Niektoré posobia ako neuromodulétory a Casto su vylucované spolu s neurotransmiterom, ¢o
umoziuje reciproéni komunikiciu medzi mozgom a telom. Neuropeptidy boli v minulosti
Studované pre ich mozné antidepresivne a anxiolytické tcinky, ako napriklad oxytocin alebo
vazopresin. Najnovsi vyskum prozépalovych cytokinov ukazuje, Ze ich vztah s etiologiou
depresie moze byt kauzalny. Pri depresii existuju silnejSie cytokinové reakcie na patogény a
stresory. Pri kombinécii s inymi predispoziénymi faktormi vedu tieto reakcie k predizenym
zapalovym procesom a prediZenej deregulacii roznych osi. Tieto zmeny majii za nasledok
vyskyt stresu, bolesti, zmien ndlad, tizkosti a depresie. Vplyv oxidativneho stresu na etiologiu
depresie je dlhodobo skumany a data z poslednych rokov ukazuji, ze samotné antioxidanty
ako vitamin E, zinok, glutation alebo koenzym Q10 su markermi a ich pozmeneny stav alebo
nerovnovaha je napravitelnd uspeSnou terapiou antidepresivami. AvsSak, ziadne z tychto
molekul nie su izolované od komplexnych patofyziologickych mechanizmov depresie alebo
inych psychiatrickych portch. Jednotlivé signalne drahy a efekty ciastkovych procesov iba
dopliaju tento zlozity systém regulacie.

Melanokortiny

Melanokortiny  sa  skupinou  peptidovych  horménov  odvodenych  od
proopiomelanokortinu (POMC). Tato skupina zahfiia adrenokortikotropny hormoéon (ACTH),
alfa-, beta- a gama-melanocyty stimulujice hormony (MSH), beta-endorfin, intermediarny
peptid podobny kortikotropinu (CLIP) a fragment adrenokortikotropného hormonu.
Melanokortinové receptory st spojené s obezitou, erektilnou dysfunkciou, kachexiou,
bolestou, depresiou a uzkostou. Melanokortiny podsobia prostrednictvom piatich
melanokortinovych receptorov, st to GPCR identifikované ako MC1 az 5. Doteraz boli s
uzkostou a depresiou spojené iba MC3R a MC4R s ich ligandom, alfa-MSH (v pripade
MC3R aj gama-MSH) [1]. Hlavné miesta expresie melanokortinovych neurénov sa
nachadzaju v mozgovom kmeni a hypotalame, v nucleus arcuatus (ARC), ktoré tuzko
komunikuju s neurénmi exprimujucimi AgRP a Neuropeptid Y (NPY), ¢o naznacuje ich
ucast’ v tomto systéme. V literature sa uvadza, ze alfa-MSH potlaca ¢inky NPY, ¢im znizuje
jeho antidepresivny ucinok. Poddvanie antagonistu alfa-MSH s NPY vykazuje synergicky
anxiolyticky ucinok [2]. Inhibicia MC4 receptorov v dorzdlnom nucleus raphe (DRN)
pomocou alfa-MSH vyvoldva Uzkost' a depresiu a znizuje hlad u mysi. Kruh reguldcie v
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melanokortinovom systéme uzatvdra antagonista receptora Agouti-related peptid (AgRP) s
orexigénnym ucinkom. Chronické podéavanie stravy s vysokym obsahom tukov otupuje
odpoved” AgRP na signaly uzkosti a depresie, ako aj hlad znizenim GABA-ergickych
vystupov z AgRP zameraného na MC4R. AvSak GABA-ergickd stimuldcia a supresia 5-
HT3R v MC4R neurénoch v jadre talamu sposobuje zastavenie U€inku uzkosti a depresie
vyvolanej diétou s vysokym obsahom tukov. Kombinovany ucinok tiez znizuje prijem
potravy a tym aj telesni hmotnost. Tieto zistenia naznacuju, ze spociatku AgRP reguluje
chut’ do jedla, ale neskor so stratou u¢inku st MC4R pravdepodobnejSou moznostou pre
d’al$i vyskum liecby uzkosti a depresie.

Specifickym regulaénym proteinom, ktory ovplyviiuje melanokortinovy systém, je
faktor inhibujaci uvolnovanie hormoénu stimulujuceho melanocyty (MIF-1) s jeho analogom
Nemifitid. Obidva vykazuju nizku afinitu k p-opioidnym receptorom a funguju ako blokatory
uvolnovania alfa-MSH, ¢im sa zniZuje jeho inhibi¢ny G¢inok na NPY. Predklinické Studie
preukdzali G¢inky na depresivnu poruchu, ale na preukazanie jeho u€innosti je potrebny d’alsi
vyskum tohto konkrétneho peptidu.

Kortikoliberin uvoliiujici hormoén

Kortikoliberin uvolfiujuci horméon (CRH) je tiez znamy ako faktor uvoltfiujuci
kortikotropin (CRF); z dovodov presného nézvoslovia sa vSak d’alej bude pouzivat vyraz
CRH. CRH je centralnym regulatorom osi HPA, ktora je hlavnym organizatorom reakcie
organizmu na stres. CRH pozostdva zo 41 aminokyselin a viaze sa na dva GPCR: ato
CRHRI1 a CRHR2. Oba st v centralnom nervovom systéme a R2 aj v periférnych tkanivach.
CHR receptory st exprimované v hypofyze, amygdale, hipokampe, mozgovom kmeni a
cingularnej kore. Systém CRH pozostdva zo samotného CRH, potom urokortinu 1, 2 a 3,
ktoré vietky sluzia ako ligandy pre CRH receptory [3]. Uginky tohto systému nespodivaju len
v sprostredkovani reakcii suvisiacich so stresom, ale aj v regulacii zapalu. Uzky vztah k
bolesti suvisiacej so zapalom je zaloZzeny na makrofagoch, monocytoch a Zirnych bunkach,
pretoze vSetky exprimuji oba CRH receptory, a teda sluzia ako ciele tohto systému [4].
Syst¢tm CRH-HPA moéze mat neblahy vplyv na ludsky organizmus, preto nie je
prekvapujuce, ze mnohé studie na 'ud’'och a zvieratach uvadzaji uc¢inok CRH na regulaciu osi
HPA. Chronicky stres aktivuje signalizaciu stvisiacu s CRH v jadre talamu a indukuje
maladaptivne spravanie u mysi [5]. Tato skuto¢nost’ je v stlade s pozorovanou dysfunkciou
osi HPA u pacientov s depresiou alebo schizofréniou, kde kontinudlny uc¢inok CRH na os
HPA sposobuje nerovnovahu (zvySeny kortizol, zvySeny ACTH, zniZzena spitna vizba) a
vedie k patoldgii [6]. Na tito nerovnovahu sa zameriavaju antidepresiva, ktoré maji po
ur¢itom Case potencidl zvratit’ zmeny v hyperaktivacii osi HPA. Systém CRH je dlho spéjany
s emoc¢nou nerovnovahou, zmenami spravania, Uzkostou a depresiou. Varianty génu CRHR1
sa spajaju s vysSou nachylnostou na depresiu alebo panicku poruchu. Pohlavne Specificka
stresova reakcia u zien bola pozorovand na zvieracom modeli, priCom pohlavné hormony
ovplyvnovali reguldciu CRH. V mysiach s indukovanou expresiou CRH bola sledovana
hyperaktivacia osi HPA a zvySenie procesov a spravania sprostredkovanych stresom, ktoré je
mozn¢ liecit’ antagonistami CRHR1.

Dal§imi &lenmi rodiny CRH st urokortiny. Urokortiny 1, 2 a 3 st skupinou troch
peptidov (UCN1, UCN2 a UCN3). UCNI je 40-aminokyselinovy peptid, zatial co UCN2 a 3
su paralogne 38-aminokyselinové peptidy, ktoré sa viazu na CRHR2. UCNI1 je produkovany
hypotalamom, substantia nigra a hypofyzou a ma vysoku afinitu k obidvom CRH receptorom,
¢o naznacuje jeho ulohu v spravani a zaujimavo aj regulacii prijmu potravy.
Intracerebrovaskularna  injekcia UCNI1 ma anxiogénne a ,antisocidlne* ucinky
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antagonizovatel'né antagonistami CRHR1. AvSak samotny antagonista CRHR1 nemal ziadne
ucinky na socialnu interakciu, ale znizoval pokles socialnej interakcie vyvolany stresom alebo
UCNI [7].

Najnovsimi ¢lenmi spojenymi s rodinou CRH su Styri teneuriny alebo teneurinové C-
terminalne spojené peptidy (TACP), ktoré zdielaji homoldgiu s aminokyselinovou
sekvenciou CRH a viazu sa na latrofiliny (skupina vysoko konzervovanych GPCR). Ich
ucinok je tkanivovo Specificky a spravy ukazuju schopnost TACP-1 znizovat uzkost,
zavislost a depresiu pri spravani vyvolanom stresom [8]. Na druhej strane Studie a
predklinické modely tiez ukazuji zmieSané vysledky. V niektorych pripadoch maja
antagonisty receptora CRH alebo TACP rozne ucCinky na uzkost’, ale je to aj v zavislosti od
testu, pretoZe tieto terapeutika nefunguju pri bazalnych podmienkach. Ak su vSak pritomné
symptomy alebo signalizacia suvisiace s depresiou alebo tzkostou, tieto terapeutikd maju
vyznamny ucinok. Inymi slovami, na to, aby antidepresiva a anxiolytikd u¢inkovali, musi byt
pritomny stresor (depresia alebo tuzkost). Tieto zavery nie su prekvapujuce, pretoze
urokortiny a ich nadmerna expresia u jedincov s deficitom CRH st ¢asto indukované ako
kompenzacny mechanizmus v nepritomnosti CRH. Rovnaky vysledok je pre modely s
nadmernou expresiou CRH antagonizovatelnou antagonistami CRHRI1, kde niektoré linie
vykazuji vysSSiu uzkost’ a zranitenost’ voci stresu, ale v inych linidch, ktoré tieto Crty
nevykazujq, sa zistila znizena koncentracia UCNI.

Neuropeptid Y

Neuropeptid Y (NPY), 36-aminokyselinovy neuropeptid, mé Siroktl distribiciu v
centralnom nervovom systéme (CNS) s napojenim na melanokortinovy systém. NPY patri
k evolucne najkonzervovanejSim proteinom. V minulosti boli hladiny NPY spojené s
afektivnymi poruchami a namerané plazmatické hladiny boli nizke u pacientov s depresiou
vedticou k suicidiu. Uéinok NPY prostrednictvom jeho receptorov zhodnotil Morales-Medina
et al. so zaverom, Ze zvieracie modely na receptoroch Y1 a Y2 poskytli vel'mi dblezité udaje
o ich ulohe v emocnych reakciach astrese [9]. Neddvna Stidia na mySacom modeli
preukdzala, ze NPY pri depresii zvySuje hladiny IL6 a podporuje infiltraciu myeloidnych
buniek [10]. Na inom animalnom modeli bolo pozorované spravanie podobné depresii
spojené so znizenou expresiou NPY v hypotalame a hipokampe. NPY je Ciastocne spojeny s
HPG osou cez kisspeptinové neurdénové vlakna na ARC neurénoch, ktoré exprimuju POMC.
Najnovsia stadia sledovala transkripéné a translacné hladiny NPY receptorov v prefrontalnom
kortexe a hipokampe fyziologickych mozgov (kontrolné subjekty) a subjektov po suicidiu
(Studijnd skupina) [11]. V oboch castiach mozgu bol v Studovanej skupine pozorovany
vyznamny pokles mRNA NPY a tiez upregulacia YIR a Y2R mRNA spolu s vyraznym
znizenim expresie NPY proteinu v prefrontalnom kortexe Studovanej skupiny [12].

Proteiny galaninovej rodiny

Galanin (GAL) predstavuje u l'udi 30-aminokyselinovy neuropeptid. Medzi ¢lenov
tejto rodiny patria aj peptid spojeny s galaninom (GMAP) a GAL (1-15), galaninovy N-
terminalny fragment [13]. Dal§imi ¢lenmi rodiny galaninov st peptid podobny galaninu —
GALP (kodovany génom GALP) — a alarin (kodovany zostrihovym variantom GALP).
Clenovia rodiny galaninov sa viazu na $pecifické GPCR — GALR1, GALR2 a GALR3, z
ktorych, asponn u hlodavcov, si R1 prevazne centrdlne exprimované a R2 a R3 su v
centralnych aj periférnych tkanivéch.

GAL je ,multitalentovany peptid”, ktory sa podiel'a na Sirokej sieti funkcii, ako je
reguldcia kfmenia, ucenia a pamite, ako aj nocicepcie a zmien ndlady a spravania, ¢o
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predstavuje potencialny terapeuticky ciel’ pre afektivne poruchy alebo drogové zavislosti.
GAL sa exprimuje v centralnom aj periférnom nervovom systéme, gastrointestinalnom trakte
a endokrinnych organoch, pri¢om uc¢inky dosahuju az na procesy, ako je kontrola prolaktinu,
rastového hormoénu a uvoliiovania luteinizaéného horménu. V centradlnom nervovom systéme
je GAL koexprimovany so serotoninom a norepinefrinom, z ktorych oba sa podiel’ajii na
etiologii depresivnej poruchy. Mikroinjekcie 3 nmol galaninu do dorzélnej Sedej hmoty
sposobili inhibiciu ziskanych reakcii podobnych uzkosti. Zistilo sa vSak, ze GALRI a
GALR2 maju opacny ucinok na uzkost, prvé ju podporuju, druhé znizuju [14]. Korelacia
medzi depresiou a plazmatickymi hladinami GAL sa vSak ukazala ako pozitivna len u Zien.
Zvysena expresia GALR1 v prefrontdlnom kortexe bola zvySend v modeli postnatalnej
depresie, zatial’ Co expresia 5-HT a 5-HIAA bola znizena [15]. KedZe prefrontdlny kortex je
dodlezitou sucastou mozgu ovplyvitujicou naladu a spravanie, zdéa sa, Ze galanin moze hrat
dolezita ulohu v tejto patologii. Toto spojenie mdze byt viazané na bolest’, ked’ze chronicka
bolest’ vedie k zmenam nélady a spravania, a teda k subeznému pocitu uzkosti a depresie. V
reakcii na zapal a bolest’ u hlodavcov s expresie receptorov typu 1 a 2 v nucleus accumbens
upregulované, ¢o tuto tedriu potvrdzuje [16].

Galanin (1-15) vo vyskume spdsobuje zosilnenie antidepresivnych ucinkov
indukovanych 5-HT1AR agonistom, ¢o by mohlo mat vyznamny diagnosticky potencial
zamerany na interakciu receptorov galanin-serotonin [17]. Niektoré prace poukazujii na
skutoCnost’, ze GAL ma silnejSiu aktivaciu signalizacie prostrednictvom GALR2, zatial' ¢o
GAL (1-15) mé vysoku afinitu k heteroreceptorom GALRI-2 a tito nerovnovdha v
signalizacii by mohla viest’ k i¢inkom podobnym depresii.

GALP je 60-aminokyselinovy peptid s homolognou sekvenciou ku galaninu, ktora
umoziuje vizbu a aktivaciu vSetkych troch GAL receptorov. GALP je vSak takmer vylucne
exprimovany v ARC a zadnej hypofyze. Doteraz nebol spojeny s izkost'ou alebo depresiou.
Alarin sa neviaze na GAL receptory, ¢o znamend, ze jeho funkcia je sprostredkovana cez
receptor Specificky pre alarin a tento eSte nebol objaveny.

Spexin

Spexin (SPX) alebo neuropeptid Q (NPQ) je endogénny neuropeptid pozostavajici zo
14 aminokyselin vo svojej aktivnej forme. SPX sa produkuje v pankrease a dodnes
nepozname jeho Specificky receptor. Zistilo sa vSak, ze interaguje s galaninovymi receptormi
GALR2 a GALR3. Pritomnost’ SXP v CNS a endokrinnych, gastrointestinadlnych, mocovych
a reprodukénych organoch bola zaznamenana u viacerych druhov, o naznacuje Siroké
spektrum dréh spojenych s tymto neuropeptidom [18]. Agonista GALR2 na baze spexinu
vyvolal anxiolyticky u¢inok u mysi po intracerebroventrikulsrnom podani. Stadia na
potkanoch od Palasza et al. ukazala, e prediZzené intraperitonealne podavanie escitalopramu
sposobilo upregulaciu génu SPX v hipokampe a striate, zatial’ ¢o expresia v hypotalame bola
znizena. Nasledna $tadia toho istého timu zistila, Ze prediZené intraperitonealne podavanie
haloperidolu a chlérpromazinu zvysilo expresiu mRNA SPX a proopiomelanokortinu
(POMC) v potkanej amygdale, zatial’ Co expresia mRNA kisspeptinu-1 sa znizila [19]. VSetky
vysSie uvedené vysledky naznacuju anxiolyticky, antidepresivny a antipsychoticky ucinok
drah suvisiacich so SPX v amygdale [20].

Stadie na zvieratach o uéinkoch spexinu pri Gizkosti a depresii poukazujii na spojenie
medzi SPX a CRH systémom, zatial’ ¢o syst¢tm CRH ma zndme spojenie so serotonergnym
systémom. Bolo zistené 3,5-nasobné zvySenie expresic CRH mRNA a o 30% nizsia SPX
mRNA expresia u mysi extenzivne vystavenych nepredvidatelnému stresu. Tento ucinok sa
prehlbuje injekciou CRH do hipokampu prostrednictvom CRHR2 [21].
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Substancia P

Substancia P (SP) je 11-aminokyselinovy neuropeptid z rodiny tachykininov, ktory
obsahuje neurokininy A a B spolu s hemokininom-1. Tachykininy zdiel'aja tri neu-rokininové
receptory, NK-1R, NK-2R a NK-3R (tiez zname ako TACRI1; TACR2; a TACR3).
Substancia P je pritomna v centralnom nervovom systéme a primarne sa vylucuje v amygdale,
hipokampe a v prednom mozgu, ale bunky spojené so zapalovymi procesmi tiez vykazuju
schopnost’ jej sekrécie. Zistilo sa, Ze substancia P interaguje so serotonergnym,
dopaminergnym a noradrenergnym systémom, ¢o ju spaja s mnohymi biologickymi procesmi,
ako su napriklad regulacia stresu, nocicepcia alebo reguldcia homeostazy. Kedze tieto
systémy hraju vyznamnu ulohu v patofyzioldgii depresie, existuje moznost’ pouzitia SP ako
biomarkera pri depresivnych poruchich a uzkosti. Predpoklada sa, ze SP sa podiel'a na
aktivacii sympatikového systému a osi HPA pri reakciach na stresory [22]. Uvedené fakty
podporuju poznatky, ze centralne podavanie substancie P a NK-1R (neurokininovy receptor
typu 1) vedie u zvierat k depresii a uzkosti podobnému spravaniu, zatial' co antagonisty NK-
IR spdsobuju anxiolytické ucinky [23]. U l'udi s depresiou boli v porovnani so zdravymi
pacientami identifikované zvySené hladiny substancie P v sére a po liecbe sa pozorovalo
zniZenie tychto hladin. Ukazalo sa, Ze antagonisty NK-1R maju antidepresivne G¢inky a tiez
znizuju aktivitu neuréonov v oblastiach mozgu zapojenych do reakcie na stres. Nedavna Stadia
o expresii NK-1R u pacientov trpiacich depresivnou poruchou vsak nezistila ziadnu korelaciu
v porovnani s kontrolami [24]. Aj ked’ antagonisty NK-1R receptora boli primarne vytvorené
ako antidepresiva, ktoré vykazovali niekedy zmieSané, ale vacSinou sl'ubné vysledky v liecbe
depresie a uzkosti, ich d’alsimi Studovanymi t¢inkami st antiemetické a antipruritické [25].

Zaver

Cielom tejto prace bolo prehladne a strucne spracovat’ problematiku vyznamnych
neuropeptidov v uzkostnej a depresivnej poruche. Ich budicnosti v oblasti manazmentu
pacienta. Ddlezitym faktorom su aj hladiny expresie neuropeptidov aich vplyv na rézne
druhy spravania a taktiez mozné ovplyvnenia tychto kaskdd pomocou agonistov alebo
antagonistov. DoterajSie vysledky sa zdaju byt u mnohych Statisticky signifikantné.

Diagnostika a lieCba Uzkostnej alebo depresivnej poruchy moéze byt pre lekara
tazkostou atiez vyzvou. Lekéri prvého kontaktu potrebuju metddy, ktorymi by tychto
pacientov vedeli exaktne zachytit atak im zabezpecCit skorSiu a efektivnejSiu liecbu.
Anamnesticky dolezité informécie st symptomy aSkaly osobného hodnotenia. Tiez
objektivne subdepresivne ladenie alebo lakrimozita. Casto je nutné zajst’ az do hlbsej historie
pacienta, najst’ tzv. spustace a udalosti v zivote, ktoré k depresii prispievaji a snazit’ sa ich
adresovat’.

Zoznam pouZzitej literatiry

1. Nyamugenda, E.; Griffin, H.; Russell, S.; Cooney, K.A.; Kowalczyk, N.S.; Islam, I.; Phelan,
K.D.; Baldini, G. Selective Survival of Sim1/MC4R Neurons in Diet-Induced Obesity. iScience
2020, 23, 101114.

2.  Kokare, D.M.; Dandekar, M.P.; Chopde, C.T.; Subhedar, N. Interaction between Neuropeptide Y
and Alpha-Melanocyte Stimulating Hormone in Amygdala Regulates Anxiety in Rats. Brain
Research 2005, 1043, 107-114.

3. Vuppaladhadiam, L.; Ehsan, C.; Akkati, M.; Bhargava, A. Corticotropin-Releasing Factor
Family: A Stress Hormone-Receptor System’s Emerging Role in Mediating Sex-Specific
Signaling. Cells 2020, 9, 839.

4. Tapp, Z.M.; Godbout, J.P.; Kokiko-Cochran, O.N. A Tilted Axis: Maladaptive Inflammation and
HPA Axis Dysfunction Contribute to Consequences of TBI. Front. Neurol. 2019, 10, 345.

8



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Hu, P.; Liu, J.; Maita, 1.; Kwok, C.; Gu, E.; Gergues, M.M.; Kelada, F.; Phan, M.; Zhou, J.-N.;
Swaab, D.F.; et al. Chronic Stress Induces Maladaptive Behaviors by Activating Corticotropin-
Releasing Hormone Signaling in the Mouse Oval Bed Nucleus of the Stria Terminalis. J.
Neurosci. 2020, 40, 2519-2537.

Mikulska, J.; Juszczyk, G.; Gawronska-Grzywacz, M.; Herbet, M. HPA Axis in the
Pathomechanism of Depression and Schizophrenia: New Therapeutic Strategies Based on Its
Participation. Brain Sciences 2021, 11, 1298.

de Groote, L.; Penalva, R.G.; Flachskamm, C.; Reul, JM.H.M.; Linthorst, A.C.E. Differential
Monoaminergic, Neuroendocrine and Behavioural Responses after Central Administration of
Corticotropin-Releasing Factor Receptor Type 1 and Type 2 Agonists. J Neurochem 2005, 94,
45-56.

Woelfle, R.; D’Aquila, A.L.; Pavlovi¢, T.; Husi¢, M.; Lovejoy, D.A. Ancient Interaction between
the Teneurin C-Terminal Associated Peptides (TCAP) and Latrophilin Ligand-Receptor
Coupling: A Role in Behavior. Front. Neurosci. 2015, 9.

Morales-Medina, J.C.; Dumont, Y.; Quirion, R. A Possible Role of Neuropeptide Y in
Depression and Stress. Brain Research 2010, 1314, 194-205.

Cheng, Y.; Tang, X.-Y.; Li, Y.-X.; Zhao, D.-D.; Cao, Q.-H.; Wu, H.-X.; Yang, H.-B.; Hao, K_;
Yang, Y. Depression-Induced Neuropeptide Y Secretion Promotes Prostate Cancer Growth by
Recruiting Myeloid Cells. Clinical Cancer Research 2019, 25, 2621-2632.

Carboni, L.; El Khoury, A.; Beiderbeck, D.I.; Neumann, 1.D.; Mathé, A.A. Neuropeptide Y,
Calcitonin Gene-Related Peptide, and Neurokinin A in Brain Regions of HAB Rats Correlate
with Anxiety-like Behaviours. European Neuropsychopharmacology 2022, 57, 1-14.

Sharma, A.; Ren, X.; Zhang, H.; Pandey, G.N. Effect of Depression and Suicidal Behavior on
Neuropeptide Y (NPY) and Its Receptors in the Adult Human Brain: A Postmortem Study.
Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry 2022, 112, 110428.

Mills, E.G.; Izzi-Engbeaya, C.; Abbara, A.; Comninos, A.N.; Dhillo, W.S. Functions of Galanin,
Spexin and Kisspeptin in Metabolism, Mood and Behaviour. Nat Rev Endocrinol 2021, 17, 97—
113.

Morais, J.S.; Souza, M.M.; Campanha, T.M.N.; Muller, C.J.T.; Bittencourt, A.S.; Bortoli, V.C.;
Schenberg, L.C.; Beijamini, V. Galanin Subtype 1 and Subtype 2 Receptors Mediate Opposite
Anxiety-like Effects in the Rat Dorsal Raphe Nucleus. Behavioural Brain Research 2016, 314,
125-133.

Li, H.; Wang, T.; Shi, C.; Yang, Y.; Li, X.; Wu, Y.; Xu, Z.-Q.D. Inhibition of GALR1 in PFC
Alleviates Depressive-Like Behaviors in Postpartum Depression Rat Model by Upregulating
CREB-BNDF and 5-HT Levels. Front. Psychiatry 2018, 9, 588.

Zhang, Y.; Gao, Y.; Li, C.-Y.; Dong, W.; Li, M.-N.; Liu, Y.-N.; Dong, Y.; Xu, S.-L. Galanin
Plays a Role in Antinociception via Binding to Galanin Receptors in the Nucleus Accumbens of
Rats with Neuropathic Pain. Neuroscience Letters 2019, 706, 93-98.

Millon, C.; Flores-Burgess, A.; Narvaez, M.; Borroto-Escuela, D.O.; Gago, B.; Santin, L.;
Castilla-Ortega, E.; Narvaez, J.A.; Fuxe, K.; Diaz-Cabiale, Z. The Neuropeptides Galanin and
Galanin(1-15) in Depression-like Behaviours. Neuropeptides 2017, 64, 39-45.

Sassek, M.; Kolodziejski, P.A.; Szczepankiewicz, D.; Pruszynska-Oszmalek, E. Spexin in the
Physiology of Pancreatic Islets—Mutual Interactions with Insulin. Endocrine 2019, 63, 513-519.
Palasz, A.; Patka, M.; Filipczyk, L.; Menezes, 1.C.; Rojczyk, E.; Worthington, J.J.; Piwowarczyk-
Nowak, A.; Krzystanek, M.; Wiaderkiewicz, R. Effect of Long-Term Treatment with Classical
Neuroleptics on NPQ/Spexin, Kisspeptin and POMC MRNA Expression in the Male Rat
Amygdala. J Neural Transm 2018, 125, 1099-1105.

Lv, S.-Y.; Zhou, Y.-C.; Zhang, X.-M.; Chen, W.-D.; Wang, Y.-D. Emerging Roles of
NPQ/Spexin in Physiology and Pathology. Front. Pharmacol. 2019, 10, 457.

Zhuang, M.; Lai, Q.; Yang, C.; Ma, Y.; Fan, B.; Bian, Z.; Lin, C.; Bai, J.; Zeng, G. Spexin as an
Anxiety Regulator in Mouse Hippocampus: Mechanisms for Transcriptional Regulation of



22.

23.

24.

25.

Spexin Gene Expression by Corticotropin Releasing Factor. Biochemical and Biophysical
Research Communications 2020, 525, 326-333.

Iftikhar, K.; Siddiq, A.; Baig, S.G.; Zehra, S. Substance P: A Neuropeptide Involved in the
Psychopathology of Anxiety Disorders. Neuropeptides 2020, 79, 101993.

Borbély, E.; Hajna, Z.; Nabi, L.; Scheich, B.; Tékus, V.; Laszl6, K.; Ollmann, T.; Kormos, V.;
Gaszner, B.; Karadi, Z.; et al. Hemokinin-1 Mediates Anxiolytic and Anti-Depressant-like
Actions in Mice. Brain, Behavior, and Immunity 2017, 59, 219-232.

Nyman, M.; Eskola, O.; Kajander, J.; Jokinen, R.; Penttinen, J.; Karjalainen, T.; Nummenmaa,
L.; Hirvonen, J.; Burns, D.; Hargreaves, R.; et al. Brain Neurokinin-1 Receptor Availability in
Never-Medicated Patients with Major Depression — A Pilot Study. Journal of Affective Disorders
2019, 242, 188-194.

He, A.; Alhariri, J.M.; Sweren, R.J.; Kwatra, M.M.; Kwatra, S.G. Aprepitant for the Treatment of
Chronic Refractory Pruritus. BioMed Research International 2017, 2017, 1-6.

10



Terapeuticky potencial bioaktivnych molekul secernovanych kmenovymi
bunkami zubnej drene

Dana IVANISOVA!, Dusan Holly?, Martin BOHAC'

'Regenmed spol. st. 0., Medena 29, 811 02 Bratislava; “Klinika stomatologie a
maxilofacialnej chirurgie, Lekarska fakulta, Univerzita Komenského, Heydukova 10, 812 50
Bratislava

Suhrn

Relativne neddvno bol objaveny alternativny zdroj mezenchymadalnych kmetovych buniek
(MSCs) - kmenové bunky zubnej drene (DPSCs), ziskany z mlie¢nych a dspelych zubov,
ktoré mozu predstavovat potencidlne nastroje pre regenerativnu medicinu. DPSCs
pochadzaju z neuralnej liSty a normalne sa podielaju na homeostaze dentinu. Klinicka
aplikacia MSCs zahfniajiica aj DPSCs je ovplyvnena roznymi obmedzeniami, ako su vysoké
naklady, nizka bezpecnost’ a problémy s manipulaciou s bunkami, ako aj invazivne postupy
odberu vzoriek. Hoci implantdcia MSCs pontika priaznivé vysledky pri Specifickych
ochoreniach, implantované MSCs nemdézu prezit'® dlha dobu. Predpoklada sa teda, Ze ich
sprostredkovany mechanizmus ucinku zahfiia parakrinné Uc€inky. V tomto prehlade sa
zameriavame na opis charakteristik kondiciovanych médii pripravenych z DPSCs (DPSC-
CM) a ich terapeutického potencialu v regenerativnej medicine.

Krlacové slova: kmenové bunky zubnej drene, secernované faktory, regeneracia,
imunomodulécia

Important neuropeptides in the context of anxiety and depressive disorders

Summary

Relatively recently, an alternative source of mesenchymal stem cells (MSCs) - dental pulp
stem cells (DPSCs), obtained from deciduous and adult teeth has been discovered, which may
represent potential tools for regenerative medicine. DPSCs originate from the neural crest and
are normally involved in dentin homeostasis. The clinical application of MSCs, including
DPSCs, is affected by various limitations, such as high cost, low safety and cell handling
problems, as well as invasive sampling procedures. Although the implantation of MSCs offers
favorable results in specific diseases, the implanted MSCs cannot survive for a long time.
Thus, their mediated mechanism of action is thought to involve paracrine effects. In this
review, we focus on describing the characteristics of conditioned media prepared from DPSCs
(DPSC-CM) and their therapeutic potential in regenerative medicine.

Keywords: dental pulp stem cells, secreted factors, regeneration. immunomodulation

Uvod

Mikroprostredie tUstnej dutiny, ktoré tvoria zuby, d’asnd a jazyk, je jednym z
najSpecializovanejSich ttvarov kraniofacidlneho skeletu a tvori vyborny vyvojovy model
tvorby organov. Okrem toho tito komplexnd a sofistikovana Struktira ponuka velky potencial
pre regenerativnu medicinu vd’aka bohatym zdrojom roznych typov MSCs. Zda sa, Ze
najnovsie objavené kmenové bunky v repertoari mezenchymalnych kmenovych buniek,
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DPSCs, maju obrovsky potencidl pre vyvojové, diferenciacné, regeneracné a
imunomodula¢né vlastnosti [1].

DPSC pochéadzajuce z detskej alebo dospelej l'udskej zubnej drene boli povodne
objavené Gronthosom a kolegami v roku 2000 [2]. DPSCs boli izolované na zéklade vysokej
proliferacie a frekvencie kolonizacie, priCom produkovali sporadické, ale husto kalcifikované
zhluky. Okrem toho sa DPSCs vyznamne neliSia od MSCs odvodenych z tukového tkaniva,
kostnej drene a tkaniva pupocnika, pokial’ ide o ich povrchové markery — st pozitivne na
CD29, CD90, CD105, CD73 a CD44 a negativne na markery hematopoetickych a
endotelovych buniek (CD14, CD34 a CD45). Vykazuju aj podobntl dferenciacnt kapacitu [1].

Je zname, ze MSCs sa podiel’aju na raste, hojeni ran a nahrade buniek za normalnych
aj patologickych stavov. Tieto bunky preukazali Gc¢innost’ pri regeneracii periodontalneho
tkaniva, ischemického tkaniva koncatin, poSkodenia kosti vyvolaného osteonekrdzou,
koznych 1ézii po popaleninach, atd. K dnesnému diiu sa uskutoc¢nilo vela predklinickych
experimentov aj s pouzitim DPSCs a existuji informécie, ze DPSC sa diferencuji na rozne
bunky, napr. nervové bunky, dopaminergné neurdny, myotuby, bunky podobné hepatocytom
a keratocyty [3]. Neexistuji vSak ziadne spravy o rozsiahlych klinickych Studiach.
Problémom pri pouzivani kmenovych buniek je riziko rozvoja rakoviny a potreba Specidlnych
zariadeni na spracovanie buniek [4].

Rozne predchadzajuce Stadie ukézali, Ze transplantované bunky mézu mat’ viaceré a
vyznamné ulohy, moézu nielen migrovat’ v tkanivach hostitel'a a priamo sa podielat’ na
regeneracii tkaniva, ale mézu mat aj parakrinné ucinky (obr. 1). DPSC produkuju cytokiny,
ktoré mézu znizit’ zapal, zvysit’ proliferaciu progenitorovych buniek, zlepsit’ opravu tkaniva a
znizit’ infekciu ucinnejsie v porovnani s MSC derivovanymi z kostnej drene [5]. Cielom tohto
prehladu je teda poukézat’ na terapeuticky uc¢inok secernovanych faktorov z DPSC na r6zne
ochorenia, ako aj na mechanizmus ich u¢inku.

Bioaktivne molekuly secernované DPSCs

Predchadzajuce vyskumy ukézali, ze DPSC-kondicionované média (DPSC-CM)
obsahujii rézne bioaktivne molekuly. Ukézalo sa Ze su signifikatne lepSim zdrojom
protizapalovych cytokinov ako BMMSC-kondicionované média. Produkuji napr. interleukin
10 (IL-10), IL-13, follistatin, transformujuci rastovy faktor Bl (TGF-f1). Okrem toho
produkuju aj rastovy faktor hepatocytov (HGF), adhéznu molekulu nervovych buniek 1
(NCAM-1), adiponektin, matrixovli metaloproteinazu 13 (MMP-13), neurotrofin 3 (NT-3),
neurotroficky faktor odvodeny z mozgu (BDNF) a MMP-9 [6].

Vzt’ah medzi DPSC-CM a exozomami

DPSC-CM obsahuje predovSetkym cytokiny a nepatrny pocet exozomov
sekretovanych DPSCs. Preto sa predpoklada, ze DPSC-CM je neimunogénny, ¢o podporuje
ich pouzitie u rovnakého alebo iného zivociSneho druhu. Mechanizmus poOsobenia
secernovanych faktorov reguluje najmd rovnovdhu medzi tymito protizapalovymi a
prozapalovymi cytokinmi v konkrétnom tkanive.

Za exozOmy sa oznacuju Specifické extracelularne vezikuly s priemerom 40-150 nm.
Nasledne mo6zu byt exozémy internalizované inymi bunkami, najmé fagocytdézou a fuziou s
bunkovou membranou a interakciou receptor-ligand, ¢o im umoziuje uvolnit’ ich obsah do
cytoplazmy. Regeneracny potencidl exozémov modze byt modulovany roéznymi
mechanizmami, vratane predchédzajucej expozicie povodnej bunkovej populacie vonkaj$im
stimulom [7]. Primarne funk¢éné molekuly exozémov vSak zostavaju nejasné a v stcasnosti
neexistuje jednotné davkovanie, spdsob podavania alebo skladovacia schéma pre bezbunkovu
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terapiu, preto je na vyrieSenie tychto problémov potrebny d’al$i systematicky a rozsiahly
vyskum.

Terapeuticky vyznam kondiciovanych médii

Ischemické choroby srdca, ako napriklad infarkt myokardu (IM), patria medzi hlavné
pri¢iny umrti na celom svete. IM zvycajne vedie k ireverzibilnému poskodeniu tkaniv srdca a
stivisiaca mortalita a morbidita zostavaji vysoké aj napriek pokrokom v medicine. Vyvoj
ucinnych doplnkovych terapii pre pacientov s IM je preto stale nevyhnutny. Bolo preukazané,
ze podavanie DPSC-CM znizilo rizika IM a zvysilo srdcovu funkciu u mysi po ischemicke;j
reperfuzii. To korelovalo s ischemickou apoptéozou srdca a znizenym zapalom [8,9].
Yamaguchi a kol. ukazali, ze DPSC-CM indukuje prezitie kardiomyocytov ako odpoved’ na
hypoxiu a sérova deprivaciu a ze DPSC-CM znizuje expresiu prozépalovych mediatorov
podporovanych lipopolysacharidom [8]. Poddvanie DPSC-CM tak moze chranit’ srdce pred
ischemickym poskodenim aspoii dvoma mechanizmami sprostredkujucimi znizenie apoptozy
kardiomyocytov a potlacenie zépalovych reakcii v bunkéch myokardu.

Existuje niekolko S§tadii tykajucich sa terapie CNS kondicionovanymi médiami
[10,11]. Aplikacia DPSCs podporuje funkéné zotavenie z rdéznych akttnych a chronickych
inzultov CNS prostrednictvom parakrinnych mechanizmov, ktoré indukuji endogénne
aktivity na opravu tkaniva [12]. Mftvica je celosvetovo tretou najcastejSou pri¢inou smrti a
najcastejSou pricinou dlhodobej invalidity u l'udi. Nedavno sa ukézalo, Ze transplantdcia
mononukledrnych buniek kostnej drene dosahuje klinickl uc¢innost’ podporou angiogenézy u
pacientov s cerebralnou ischémiou [13]. Na zvieracom modeli fokéalnej cerebralnej ischémie,
DPSC-CM a BMMSC-CM rovnako inhibovali expresiu prozapalovych cytokinov a markerov
oxidativno-nitrozativneho stresu. Naopak, DPSC-CM selektivne aktivoval mikrogliu typu
M2, ¢o viedlo k expresii mRNA koédujuceho BDNF, neurotrofinu, ktory ma klI'a¢ova ulohu v
synaptickej remodelacii korelovanej s rozvojom paméte v dospelom hipokampe [14]. Na
modeli potkanov aneuryzmalneho subarachnoiddlneho krvacania (aSAH) sa pozoroval
potencialny synergicky u¢inok DPSC-CM. Pozorovali sa najmi vysoké hladiny tkanivového
inhibitora metaloproteinaz (TIMP-2) v DPSC-CM, ktoré su kli¢ové pre udrzanie tkanivovej
homeostazy [10].

Akutne zlyhanie pecene (AZP), ktoré moze byt sposobené roznymi vplyvmi, ako su
lieky, virusy a ischemiatoxiny, moze viest' k masivnej destrukcii hepatocytov a neobmedzenej
zépalovej odpovedi. Hoci pecenn ma vysoku regeneracntl kapacitu, pri chronickom poskodeni
sa mnohokrat neda dosiahnut’ jej regeneracia a mnhokrat méze viest’ ku smrti. Na potkanich
modeloch AZP sa zistilo, ze BMMSC-CM ma terapeuticky tc¢inok [15]. Matsushita a kol.
navrhol vyuzitie DPSC-CM pre potreby lie¢cbyAZP [16]. Dalej bolo zistené, ze HGF ako
multifunkény protein, zabranuje apoptoze hepatocytov, indukuje proliferaciu progenitorovych
buniek pecene apodporuje neovaskularizaciu [17]. Faktory kmetiovych buniek (SCF)
inhibuju hepaticku apoptozu pri AZP [18]. Protein viazuci rastovy faktor podobny inzulinu
(IGFBP-1) a TIMP-1 inhibuja apoptoézu hepatocytov pri AZP [19]. Angiogenin, vaskularny
endotelovy rastovy faktor A (VEGF-A) a vaskularny endotelialny rastovy faktor odvodeny od
endokrinného systému (EGVEGF) st zavedené angiogénne promotory, ktoré hraju kl'acova
ulohu pri neovaskularizacii po poSkodeni pecene [20]. Faktory zahrnut¢ v DPSC-CM a
faktory na opravu endogénneho tkaniva indukované terapeutickou funkciou DPSC-CM v
kombinacii zmieriuju AZP.

MSCs st vynimo¢né aj ako kandidati na vhodné imunosupresivum pocas
transplantacie solidnych tkaniv a orgdnov ako aj na lieCbu reakcie Stepu vs. hostitel,
zapalovych ochoreni, ako aj inych autoimunitnych ochoreni. Prvé Stidie ukéazali, Ze DPSCs
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vyznamne blokuju proliferaciu stimulovanych T buniek v porovnani s BMMSCs [21]. DPSCs
inhibovali proliferaciu mononuklearnych buniek periférnej krvi, ktord bola stimulovana
mitogénom alebo bola v alogénnej zmieSanej lymfocytovej reakcii, ¢o naznacuje vyznam
rozpustnych faktorov. V predchadzajucich stidiach sa preukazalo, ze toll-like receptory su vo
vSeobecnosti distribuované v bunkach imunitného systému a mozu aktivovat’ imunosupresiu
DPSCs zvysSenim expresie TGF-f a IL-6 [22,23]. Najnovsie, Matsumura-Kawashima a kol.
podavali DPSC-CM neobéznym diabetickym mysSiam (primarny Sjogrenov syndrom, ¢o je
chronickeé, systémové autoimunitné ochorenie charakterizované zdpalom exokrinnych zliaz a
funkénym poskodenim slinnych a slznych zliaz). DPSC-CM vyvinul ochranny ucinok na
sekre¢nu funkciu slinnych Zzliaz. Okrem toho DPSC-CM zlepsila hyposalivaciu znizenim
expresie zapalovych cytokinov, podporou regulacnych T buniek v slezine prostrednictvom
drahy TGF-B/Smad, kontrolou lokalneho zapalového mikroprostredia a znizenim apoptozy
v innych zl'azach [24].

Diabetes mellitus je metabolicky stav charakterizovany prevazne chronickou
hyperglykémiou, ktord je spdsobend inzulinovou rezistenciou alebo poruchou sekrécie
inzulinu. Celkovo sa u 75 % obéznych pacientov nevyvinie cukrovka v dosledku tc¢inku
kompenzacnej sekrécie inzulinu, ale udrzanie funkénych pankreatickych B-buniek sa
povazuje za konecny vysledok lieCby cukrovky. Bolo ukézané, ze DPSC-CM ovplyvnilo
regeneraciu pankreatickych B-buniek u streptozotocinom stimulovanych diabetickych mysi.
Izumoto-Akita a kol. poukdzali, Ze za tento proces by mohli byt zodpovedné faktory
vylu¢ované z kmenovych buniek [25]. Predchddzajuce Studie ukézali, ze VEGF hra kl'ucova
ulohu v proliferacii a vyvoji pankreatickych B-buniek a stimulédcia fosfoinozitid 3-kinazy
potlaca bunkovu smrt’, proliferdciu a funkciu pankreatickych B-buniek [26]. Okrem toho
skimanie frakcionovaného DPSC-CM na zéklade molekulovej hmotnosti odhalilo, ze v
porovnani s DMEM frakcia viac ako 100 kDa zvysila Zivotaschopnost’ bunieck MIN6 (mySia
pankreatickd P-bunkova linia) [25]. Taktiez bolo opisan¢, ze DPSCs sa diferencujii na
pankreatické B-like bunky, ¢o naznacuje, ze DPSC-CM bezne obsahuju sekretované faktory
ovplyviiujiice diferenciacné drahy, funkciu a sekréciu medzi nervovymi bunkami a
pankreatickymi B-bunkami [27].

Zaver

DPSC-CM modze byt relevantny pre bezbunkovi lieCbu ochoreni suvisiacich s
imunitou a zapalom. Napriek tomu s $tudie hodnotiace imunomodulacné a protizapalové
Gginky DPSC-CM stale nedostatoéné v porovnani s BMMSC-CM. Dalsie $tadie by sa mali
zamerat’ na uplné objasnenie kritickej tllohy a stuvisiacich mechanizmov imunomodula¢nych
vlastnosti DPSC-CM. Kedze kondiciované média mo6zu obsahovat’ aj niekol’ko odpadovych
produktov (vysledok bunkového metabolizmu), existuji limity jeho terapeutického pouzitia.
Okrem toho existuje rozdiel v u€inku ziskaného médiav zavislosti od stavu bunkovej kultary.
Pre aplikaciu kondiciovanych médii do klinickej praxe je potrebné zabezpecit’ Co najvyssiu
uniformitu tychto médii.
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Zdravotny aspekt romskej populacie na Slovensku

Petra LUKACIKOVA
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Suhrn

Zdravie romskeho obyvatel'stva je Casto diskutovanou aznacne komplikovanou témou.
Celkova situacia ohladom zdravotného stavu tejto menSiny na Slovensku nie je priazniva.
Vyplyva to z mnohych faktorov, ako su napriklad sposob zivota, zdravotna ,,negramotnost™
anizky hygienicky Standard. NajhorSia situdcia je v segregovanych romskych osadach
vychodného Slovenska.

Kracové slova: mensSina, choroby, zdravotna starostlivost’
Health aspect of the Roma population in Slovakia

Summary

The health of the Roma population is an often discussed and highly complicated topic. The
overall situation regarding the health status of this minority in Slovakia is not favorable. This
results from many factors, such as lifestyle, health "illiteracy" and low hygiene standards. The
worst situation is in the segregated Roma settlements of eastern Slovakia.

Keywords: minority, diseases, health care

Uvod a problematika

Romska populécia (etnikum indického povodu), je uz takmer sedem storoci sucastou
obyvatel'stva izemia dnes$nej Slovenskej republiky (Sprocha 2014; Suvada 2015).

Celkovy pocet Romov vo svete sa odhaduje priblizne na 20 az 60 miliénov, priCom
v ramci krajin EU predstavuju najpocetnejsiu etnick(l skupinu (10 az 12 miliénov). Najvyssi
pocet Romov pripada na Turecko a Rumunsko, av§ak najvyssie percentudlne zastipenie voci
majoritnej populacii krajiny sa odhaduje v Bulharsku, Maceddnsku a tiez na Slovensku. Na
Slovensku teda mame, vzhl'adom na pocet obyvatel'ov, jednu z najpocetnejSich rémskych
komunit na svete; odhadom vySe 400 az 430 tisic Romov (Vano, Mészaros 2004; Michaeli a
Dravecka 2012; Musinka et al 2014; Hubkova et al 2014).

Demograficky je romska populacia progresivna (na zaklade vekovej Struktary a poctu
narodenych deti); vyznacuje sa vel'mi mladou vekovou S$truktirou. Dlhodobo zla socio-
ekonomicka situdcia, nizka vzdelanost’ a Zivotny S§tyl Romov koreluji so zlym zdravotnym
statusom tohto obyvatel'stva (FSG 2007; Michaeli a Dravecka 2012; Sprocha 2014; Supinova
et al 2015).

Specificka situicia v ramci romskej populacie vyplyva z jej etnického povodu, zvykov
a tradicii. Romovia sa odliSuji spésobom Zivota, socidlno-triednou Strukturou; odliSuju sa
1z antropologického hladiska. K tejto situdcii prispieva iurcity stupeil izolacie voci
nerémskej majoritnej populacii. Romska populacia teda predstavuje socidlne slabé
obyvatel'stvo, s nizkou zivotnou uroviiou a celkovo hor§im zdravotnym stavom. Toto etnikum
sa dodnes plne neprisposobilo trvalému byvaniu na urCitej trovni a taktiez obcCianskej
spolo¢nosti. Neuspesna integracia Romov predstavuje nie len slovensky ale aj celoeurdpsky
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problém (Michaeli a Dravecka 2012; Sprocha 2014; Rusnakova a Rochovska 2014 a 2016;
Suvada 2015).

Atlas romskych komunit zrokov 2004/2013/2019 podava azda najkomplexnejSie
informacie o zivotnych podmienkach tejto menSiny na Slovensku, avSak charakteru
pramennych tdajov (kvalifikovanych odhadov). Co sa tyka geografického rozmiestnenia
celkovo najvyssie zastupenie Romov ma Vychodoslovensky region. Co sa tyka verejnych
sluzieb (najmi zdravotnej starostlivosti), vSeobecne, ich dostupnost’ v sledovanych obciach
nebola astale nie je priazniva (chybajuce ambulancie vSeobecnych lekdrov, pediatrov,
stomatologov a gynekolégov). Problémom su i chybajice hygienické centra a lekarne.
Aj napriek vcelku priaznivej situacii ohladom dostupnosti inzinierskych sieti na Slovensku,
mnoh¢é rémske rodiny Ziju v obytnych jednotkach nespliajucich zakladné poziadavky zdravia
a hygieny. Jednd sa najmid o marginalizované¢ / segregované¢ romske osady (Michaeli a
Dravecka 2012; Musinka et al 2014).

Tak, ako nie su zname dostatocne presné udaje o Struktire romskeho obyvatel'stva (len
vysledky studii a prieskumov), tak nemame k dispozicii ani komplexné relevantné a aktudlne
udaje o jeho zdravotnom stave (natalita/mortalita, chorobnost Romov). Zvicsa sa realizuju
len parcidlne regiondlne prieskumy (Ciastkové informécie zterénnych vyskumov
mikropopulacii z osad) (Sprocha 2014; Supinova et al 2015).

Co sa tyka zdravotného stavu rémskej populacie, okrem vyssie uvedenych faktov,
vyraznym problémom je aj to, ze zdravie sa pre Romov stdva prioritou az pri viditeI'nych
priznakoch choroby/zdravotného problému (pri¢om ¢asto byva dovodom strach z vySetrenia);
lekara zviacSa vyhladavaji len v akatnych pripadoch. Romovia vyuzivaju zdravotné sluzby
celkovo zhruba o jednu tretinu menej nez majoritnd populacia Slovenska. Napomocnym by
v tomto smere mohol byt program zdravotnych asistentov (Casto Romov samotnych),
pracujucich v teréne a poskytujicich zakladni zdravotnt starostlivost, prevenciu i osvetu
(FSG 2007; Bojko et al 2018).

Vysledky doterajSich parcidlnych s$tadii a prieskumov v ramci celého Uzemia
Slovenska poukazuji na horsi zdravotny status romskej populéacie, v porovnani s majoritnym
obyvatel'stvom. Jednd sa najmd o reprodukéné zdravie, infek¢né ochorenia, akutne
1 chronické ochorenia. ZvySena chorobnost’ romskej populacie sa teda tyka infekénych aj
neinfekénych ochoreni. Z infekénych ochoreni sa u Roémov casto vyskytuje virusova
hepatitida typu A, bacilarna dyzentéria, tuberkuléza a salmoneloza; plticne, hnackové
a pohlavné ochorenia su taktiez celkovo ¢asté. Pocetné su i zapaly, vyskyt svrabu a v§i. Medzi
pomerne Casté zdravotné problémy Romov patri 1 obezita asociovana s kardiovaskularnymi
chorobami (vysoko energeticka diéta anizSia fyzickd aktivita) (Paralicova et al 2015;
Supinova et al 2015).

Ako uvadza Macejova et al (2020), u vychodoslovenskych Romov bola zistena vyssia
incidencia metabolického syndromu, ochoreni obli¢iek, virusovej hepatitidy B a E atiez
parazitarnych ochoreni (Toxoplasma gondii, Toxocara spp.).

Vramci reprodukéného  zdravia je otdzka plodnosti Romov  jednou
z najdiskutovanejsich tém. U Roémov sa vyskytuje vel'mi vel'a mladych matiek (mladsich ako
18 rokov), taktiez Castd je multiparita (4 az 5 deti na jednu Zenu), a tiez vysoky koeficient
inbridingu a z neho prameniace genetické ochorenia. Miera plodnosti je u Romov vyssia vo
vSetkych vekovych kategoriach, v porovnani s majoritnou populaciou Slovenska. Vysoka je
vSak 1 uroven spontdnnej potratovosti a doj¢enskej mortality. V rdmskej spolo¢nosti su 12- az
14-ro¢né dievcatd tradi€ne povazované za dospelé; antikoncepcia a debata o pohlavnom
zivote byva Casto tabu a povazovana za ,,zIa*“. Umel¢é preruSenie tehotenstva vyuZzivaji najma
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viacnasobné rémske matky (ako antikoncepciu ex-post) (FSG 2007; Sprocha 2014; Supinova
et al 2015; Bojko et al 2018).

Stredn4 dizka Zivota romskych muZov a Zien je zhruba o Sest’ az devit rokov kratsia
neZ u majoritnej populécie. Niektori autori udavaji este vacsi rozdiel. Rozdiely v dizke Zivota
a dojcenskej umrtnosti su i v ramei jednotlivych okresov Slovenska, kde najhorsia situacia je
opat’ na Vychodnom Slovensku (dosahuje turoveii rozvojovych krajin) (Sprocha 2014;
Supinova et al 2015; Bojko 2018). Ako uvadza Sprocha (2014), vramci problematiky
mortality existuje predpoklad vyrazne kratsej dizky Zivota Rémov (o 15 aZ 20 rokov),
v porovnani s majoritnou populdciou. Presné, relevantné udaje vSak chybaju; ako uz bolo
uvedené vyssie, k dispozicii st len obmedzené, nedostatoéné informacie. Stredna dizka Zivota
sa povazuje za zékladny ukazovatel' zdravotného stavu populécie. Gstnej dutiny, ktoré tvoria
zuby, d’asnd a jazyk, je jednym z najSpecializovane.

Zaver

Ako uvéadzaju mnohé §tadie (FSG 2007; Michaeli a Dravecka 2012; Sprocha 2014;
Rusnakova a Rochovska 2014 a 2016; éupinové et al 2015; Suvada 2015; Parali¢ova et al
2015; Bojko et al 2018), zdravotny stav romskeho etnika na Slovensku je celkovo horsi, v
porovnani s majoritnou populdciou. Tento nepriaznivy stav je ddésledkom mnohych exo-
1 endogénnych faktorov, ako: horsia dostupnost’ zdravotnej starostlivosti, obmedzeny pristup
k zakladnej infrastrukture, nedostatocna hygiena Romov, ich zly socio-ekonomicky status,
uzivanie navykovych latok (uz v mladom veku, ¢i tehotenstve), zI¢ stravovacie navyky, nizka
vzdelanost’, nizky Standard byvania a ekologicka rizikovost’ prostredia; d’alSimi faktormi st
romska kultara azivotny $tyl, nedostatocnd odbornd azdravotnd spdsobilost, no
avneposlednom rade tiez neochota ~ Rémov  spolupracovat, ich  nizka
motivécia, uvedomelost’, hygienické a pracovné ndvyky a pristup k zdravotnej prevencii.
Prognoza do buducnosti hovori o zvySovani poctu tohto obyvatel'stva a tak je problematika
zdravotného aspektu romskej populacie dolezitym bodom. Dobry zdravotny stav obyvatel'ov
Slovenska, vratane mensin, predstavuje vyznamny ukazovatel’ rozvoja krajiny.
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Somatické kmenové bunky ziskané =z tukového viziva ako zdroj
bioaktivhych molekul aich vyuZitie v terapii vybranych patologickych
stavov

Martin BOHAC, Dana IVANISOVA
Regenmed spol. s r. 0., Medena 29, 811 02 Bratislava

Suhrn

Kmenové bunky ziskané z tukového tkaniva (ADSCs) sa stali jednymi z najvyuzivanejSich
dospelych kmenovych buniek kvoli ich mnozstvu aarelativne Tlahkej abezpecnej
dostupnosti. Nedavne stadie ukdzali, Zze parakrinné cytokiny, exozomy a d’alSie aktivne latky
st hlavnymi faktormi, prostrednictvom ktorych ADSCs uplatituju svoje biologické tcinky.
Derivaty ADSCs si v poslednej dobe ziskavaji pozornost ako potencidlne terapeutické
prostriedky pre rozne I'udské choroby. Tieto derivaty zahfnaji ADSC-kondicionované média,
exozomy 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 ucinky ADSCs derivatov vo vysSie uvedenom kontexte.

Kruacové slova: ADSCs, kondiciované média, sekretom, exozémy, regeneracia

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.

Keywords: ADSCs, condiotoned media, secretome, exosomes, regeneration

Uvod

Tukové vidzivo (Obr. 1) pozostava 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 regeneratni 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 Medzinarodnd 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].

y 7

Obr. 1. Histologicky snimok tukového véziva.

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 exozémy (ADSC-Exo0) si nedavno ziskali pozornost’ ako alternativne
pristupy ku konvenc¢nej bunkovej terapii.

Derivaty ADSCs zahfnajat ADSC-CM, ADSC-Exo a extrakty z ADSCs (ATEs).
ADSC-CM - ktoré obsahuje aktivne latky vylu¢ované ADSCs, ako su cytokiny, exovezikuly,
exozomy, 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 mozu
prenikat’ cez tkanivové bariéry a podielat sa na vymene materidlov a informdacii medzi
bunkami [7]. Ked'’Ze derivaty ADSCs neobsahuju bunky, a teda nemé6zu aktivne prispievat
k vyvolaniu imunitnej odpovede a tumorigenéze, mozno ich pouzit na alogénnu
transplantaciu. Tieto derivaty sa lahko transportuju a skladuju, maji Siroky terapeuticky
potencial na liecbu réznych patologickych stavov.

Kmenové bunky ziskané z tukového tkaniva

ADSCs (obr. 2) st mezenchymdlne 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 st aj ich imunomodula¢né vlastnosti [2,8].

a TEM.

Derivaty ADSCs a ich vyuzitie 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, imunologicka odpoved organizmu, ¢i ich znizeny
diferenciacny potencidl. Hoci mezenchymalne kmenové bunky dosahuju sl'ubné vysledky v
obnove poskodenych tkaniv, ich vyuzitie vregenerativnej medicine mé svoje limity.
Limitujucimi faktormi st najméa 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 kmeniovymi bunkami [9].

Mnoho studii potvrdilo, ze mechanizmus u¢inku MSC na obnovu tkaniv nespociva len
v ich 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 exozémy [12]. Ich obal je tvoreny lipidovou dvojvrstvou a st
produkované réznymi typmi buniek [13]. V minulosti boli tieto EV povazované pdvodne 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 dokéazalo, ze su ddlezit¢ pre medzibunkovii komunikéciu a signalizaciu [15]. Sa
prenasacmi proteinov, lipidov, DNA, mRNA, microRNA, LncRNA, cytokinov a
transkripénych faktorov [16,17]. Molekularny obsah exozomov kopiruje zloZenie ich
materskej bunky [18]. Ked sa exozomy dostanu k cielovej bunke, mézu spustit’ signalizaciu
bud’ priamou interakciou s extracelularnymi receptormi, pohltenim bunkou a splynutim s
plazmatickou membranou, alebo sa internalizaciou [15].

Vdaka exozoémom 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 dokazuju, 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 stimuluji tvorbu vacsSieho
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
rozne vyuzitie. Stessul et al. [22] skumali vplyv ADSC-CM v kombindcii 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.
Proteomickd analyzy ADSC-CM odhalila, Ze kolagény a aktiny boli v ADSC-CM-3D vysoko
exprimované. Chitindza 3-like protein 1 (CHI3L1), tkanivovy inhibitor metaloproteinaz
(TIMP) a galektin-1 boli Specificky exprimované len v ADSC-CM-3D. Najméi neutralizaciou
protilatky sa zistilo, Ze galektin-1 v ADSC-CM-3D je dolezitym 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, Zze 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 exozoémy
derivované¢ 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, ¢ 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 kore. V dalSom experimente dokazali
ADSC-EXO znizit akumulaciu agregatov mHtt, apoptéozu buniek a mitochondridlnu
dysfunkciu aktivaciou drahy p-CREB-PGClo, ¢o prindsa nadej pre pacientov
s Huntingtonovou chorobou [27]. Dolezitou 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 kardiovaskuladrnych 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. Zaroven bol
zaznamenany aj vyrazny pokles apoptozy endotelovych buniek kultivovanych v HypoCM.
ADSC-EXO moé6zu ngjst’ svoje vyuzitie v liecbe ischemickej cievnej mozgovej prihody
[31,32]. V studii vedenej Chen et al. [32] sa ukazalo, Zze ADSC-EXO dokazu podporit’
regeneraciu neurénov a zmensSit’ 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 regenerdcie tkaniv ato proliferaciu, diferencidciu a migraciu
buniek. Ukdzalo sa, ze po 48h kutivicie v médiu obsahujucom sekretom ADSC doslo
k vyraznému narastu po¢tu 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 taktieZ schopnost
podnecovat MSC k osteogénnej diferenciacii [34]. V studii Zhao et al. [35] skamali
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. NavySe 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. Periostadlne bunky oSetrené exozdémami
vykazovali vys§ie hladiny miR-145 a miR-221. Stadia tak poskytla dokazy na podporu
vyuzitia pacientskych ADSC-EXO pri liecbe osteoartréz.

Zaver

Pouzitie ADSCs derivatov prekonadva obmedzenia klinickych aplikacii ADSCs a
vykazuje mnozstvo vyhod. Tieto derivaty sa l'ahko sa prenédsaju, prepravuju a skladuju;
vykazuji nizku imunogenicitu a ziadnu potencidlnu tumorigenicitu a mozu sa teda pouzit’ na
alogénnu transplantaciu. Lokdlna aplikdcia moze podporovat’ bunkovl proliferaciu, migraciu
a angiogenézu, potlacit’ apoptézu buniek a zapal a znizuje oxidacny stres a reguldciu imunity.
Preto maju Siroké vyhliadky na klinické pouzitie.
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Tkanivové inZinierstvo — zakladné principy a perspektiva pre modernu
medicinu

Martina CULENOVA
Panara a.s., Krskanska 21, 949 05 Nitra

Suhrn

Tkanivové inzinierstvo bolo definované ako interdisciplindrny odbor aplikujuci principy
inzinierstva, mediciny a prirodovedeckych disciplin za G¢elom vytvorenia bio-arteficidlnych
tkaniv. Kombinuje rdzne typy buniek, skafoldov a bioaktivnych molekul. Cielom tohto
prehladového c¢lanku je poskytnit’ struény prehlad najcastejSie vyuzivanych buniek,
rastovych faktorov a skafoldov v tkanivovom inZinierstve a v regenera¢nej medicine.

Kracové slova: tkanivové inzinierstvo, kmenové bunky, rastové faktory, skafoldy,
regeneracia

Tissue engineering - basic principles and perspective for modern medicine

Summary

Tissue engineering has been defined as an interdisciplinary field applying the principles of
engineering, medicine and natural science disciplines in order to create bio-artificial tissues. It
combines different types of cells, scaffolds and bioactive molecules. The aim of this review
article is to provide a brief overview of the most commonly used cells, growth factors and
scaffolds in tissue engineering and regenerative medicine.

Keywords: tissue engineering, stem cells, growth factors, scaffolds, regeneration

Uvod

Tkanivové inzinierstvo (TI), ako novy a samostatny vedecky odbor, bolo definované v
90-tych rokoch minulého storofia doktormi Langerom a Vacantim. Opisuji ho ako
interdisciplinarny odbor aplikujici principy inZinierstva a prirodovedeckych disciplin za
ucelom vytvorenia bio-artificidlnych tkaniv, ktoré by sluzili na repardciu poskodenych
organov l'udského tela [1]. Ich prevratny experiment bol predstaveny Sirokej verejnosti v roku
1997 a spocival vo vyhotoveni nahrady l'udského ucha na chrbte laboratérnej; mysi. Pouzili
kravské chondrocyty vysiate na biodegradovatelny polymér, ktory aplikovali do podkozia a
nechali ho dozriet’ az do finalnej podoby [2].

Vel'ké poskodenie a strata funkéného tkaniva predstavuju vazne problémy postihujice
I'udské telo ako celok. Napriek tomu, ze modernd medicina neustale vylepSuje manazment
chorob sposobujucich zavazné tkanivové malfunkcie, napr. svalovina srdca po infarkte,
tkanivo mozgu poskodené cievnou prihodou, poskodend stena mocovej trubice zasiahnuta
fibrotickymi procesmi, vysledny efekt je Casto neuspokojivy a pacienti musia podstupovat
opakované chirurgické zékroky [3]. Tie ale spustaju kaskddu patofyziologickych procesov,
ktoré v konecnom désledku vedu k d’alSiemu poskodeniu tkaniva. Hlavanym cielom TI je
preto navodit’ tkanivovo Specifické regeneracné mechanizmy a indukovat’ lieCebny proces bez
vel'kého zasahu do 'udského tela [4]. Jeho d’alsi aplikacny potencidl predstavuje modelovanie
roznych fyziologickych, ako aj patologickych procesov v in vitro podmienkach. Zaroven
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umoziiuje lepSie porozumiet’ a detailnejSie skumat regulaéné mechanizmy mnohych
chorobnych stavov [5]. TI sa opiera o vyuzitie a kombindciu réznych druhov buniek,
materialov a regulacnych molekul (Obr.1) [6].

Bunky _ Skafoldy

~ _
Piliere Tl it

T

Rastové
faktory

Obr. 1. Zakladné piliere tkanivového inzinierstva: bunky, skafoldy a rastové faktory.

Bunky

Bunky predstavuji jeden z najdolezitejSich pilierov TI. Idedlnym zdrojom z
imunologického hladiska su bunky autologne, izolované zviacsa z bioptického tkaniva dan¢ho
pacienta (napr. fibroblasty z bukélnej sliznice) [7]. Negativa tohto pristupu predstavuji
invazivny zakrok za ucelom biopsie, ktory Casto vedie k vytvoreniu jazvy v mieste odberu,
ako aj limitovana velkost’ tkaniva, ktoré pacientovi moze byt odobraté. Preto sa v sti¢asnosti
vyskumy s velkym zaujmom zameriavaju na kmenové bunky, ktoré maju unikatne biologické
vlastnosti a aj z malého mnozstva bioptickej vzorky vedia vytvorit’ masivne bunkové kultary
[8]. Zalozenie bunkovych kultar pre potreby TI zahfiia nasledovné procesy: odobratie vzorky
so zdrojom buniek, izoldcia buniek, zaloZenie primokultlr, expanzia buniek a ich cielena
diferencidcia [9]. Aby bunky v in vitro podmienkach dobre réstli, potrebuji mat’ stabilné
prostredie s presne definovanou teplotou, pH, koncentraciou oxidu uhli¢itého, osmolaritou.
Dolezity je aj spravny vyber kultivacného média, rastovych a diferenciacnych faktorov [10].
Naésledne sa bunky aplikuji za u¢elom vyskumu v in vivo podmienkach.

Medzi Specifické vlastnosti kmenovych buniek patri vysoka miera schopnosti samo-
obnovovania, klonogenicita a diferenciacia do pozadovanych bunkovych linii [11]. DalSou
unikatnou ¢rtou je ich imuno-modula¢ny ucinok [12]. Vedia uvolnovat do extracelularneho
prostredia mnozstvo regula¢nych molekul, ktoré priamo interferuju s imunitnym systémom (v
zmysle imunosupresie) a sucasne potencuju regeneraciu poSkodenych tkaniv [13,14]. Tym sa
stavaju taktiez atraktivnym zdrojom pre vyskum novych moznosti terapie autoimunitnych
ochoreni. NajcastejSie pouzivanym typom su tzv. mezenchymalne kmenové bunky
derivované z tuku, kostnej drene, pupo¢nikového tkaniva, ale aj alternativne zdroje akymi su
kmenové bunky derivované z mocu (Obr.2) [15,16]. Tie sa vd’aka moznosti neinvazivneho
odobratia vzorky (spontanne vylic¢eny moc), jednoduchej a lacnej izolacii a expanzii davaji v
sucasnosti do popredia v ramci bunkového vyskumu. Aby sa kmenové bunky mohli
kategorizovat’ ako mezenchymalne, musia spifiat’ pozadované kritéria: adherencia na plastové
povrchy, pritomnost’ Specifickych povrchovych antigénov (CD73, CD90,CD105) a kapacita
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trojliniovej diferencidcie na osteoblasty, adipocyty a chondroblasty v in vitro podmienkach
[17].

100pm JEOL 5/22/2018
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Obr. 2. Mesznchymalne kmenové bunky derivované z mocu.

Skafoldy

V kontexte aplikacie kmenovych buniek a reparacie poSkodenych organov zohravaju
doleziti ulohu tzv. skafoldy. Jednd sa o Specificky nadizajnované matrice zvicsa
polymérneho pdvodu (syntetické, ale aj prirodné polyméry), ale mézu byt vyhotovené aj z
keramiky, kovu alebo kompozitnych materialov [18].

Medzi prirodné polyméry radime kolagén, fibrin, alginat, hyaluronan, Skrob,
acelularnu dermu a pod. Ich potencidlna aplikécia sa javi v rdmci TI makkych tkaniv (Obr.3)
[19]. Syntetické polyméry reprezentuje kyselina polymliecna, polykaprolaktonat, kyselina
polyglykolova, a.i. Vyskumy so spominanymi polymérmi sa Casto zameriavaju na TI koze,
chrupavky, kosti, ciev [20]. Kalcium fosfat, trikalcium fosfat a hydroxyapatit patria medzi
keramické materidly vyuZzivané najma na reparaciu poskodeného kostného tkaniva [21].

15.0kV SEI

Obr. 3. Skafold na baze prirodného polyméru (kolagén).

Mechanické, fyzikdlne a biologické vlastnosti preduruji jednotlivé materidly na
Specifické aplikacie v ramci TI a regenerativnej mediciny. Vo vSeobecnosti moZzeme povedat’,
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ze skafoldy, ktoré su z danych materidlov vyrabané, vytvaraji mechanicku oporu, o ktora sa
bunky vedia efektivne prichytit, umoziuju bunkam proliferovat’, diferencovat’ a interagovat’ s
okolitym neposkodenym tkanivom [22]. Aby mohli byt’ aplikovatel'né do zivych oragizmov
(in vivo), skafoldy musia byt biokompatibilné¢ (netoxické), biodegradovatené a dobre
sterilizovatelné [23]. Ddlezitu ulohu zohrédva aj ich makro- a mikro-Struktrira, ktoré su
kl'a¢ove pri vysievani skafoldov bunkami. Zasadnu charakteristiku skafoldov predstavuje aj
porozita (Obr. 4). Pory v materiali umoznuju bunkam prisun nutrientov, proliferdciu, migraciu
a taktiez parakrinnt signalizaciu. Ul'ah¢uju prerastanie ciev do tkanivového konstruktu [24].
Na druhej strane, prili§ velkd porozita sa moéze odrazit’ na zhorSenych mechanickych
vlastnostiach matrice. Preto rovnovédha medzi mechanickou stabilitou a porozitou skafoldu je
klicova v ramci aplikdcie v TI. V zavislosti od aplikacie, velkost pdérov sa zvycajne
pohybuje v rozmedzi 50-300 mikrometrov [25].

s o S
10pm JEOL 12/17/2018
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Obr. 4. Porézna vnutornd Struktara skafoldu umozitujica dobré prichytenie a prerastanie
buniek. Umoziiuje aj transport latok a neovaskularizaciu

Viaceré¢ vyskumy potvrdili, Ze regenerdcia tkaniv vysiatymi skafoldami je ovela
efektivnejSia ako aplikédcia samotnych buniek alebo nevysiatych matric do miesta poskodenia
[22]. Tieto tkanivové konStrukty umoziiuju jednak lepSiu chirurgicki manipuldciu pri
aplikacii in vivo, ako aj neovaskularizéciu, transport nutrientov a migraciu buniek v ramci
novo vznikajuceho tkaniva. Adhéziu buniek na povrch skafoldu radime k fyzikalno-
chemickej reakcii sprostredkovanu Specifickymi proteinmi (integrinmi) [26]. Na uchytenie ¢o
najvacsiecho mnozstva buniek vplyva taktiez hydrofobnost’, ndboj a drsnost’ povrchu, na ktory
bunky adheruju [27]. Bezprostredne po uchyteni bunky menia svoju morfoldgiu- oplostiju sa,
aby ich cytoplazmatickdA membrana interagovala s Co najvdcSou plochou matrice [28].
Nasledne dochadza k vytvoreniu Specifickych adhéznych komplexov, ktoré spajaju
extracelularnu matrix s intracelularnymi aktinovymi filamentami prostrednictvom integrinov .
Tymto mechanizmom sa bunka pevne uchyti na povrch skafoldu [29]. Najnovsie trendy v
ramci vyskumu a vyvoja novych materidlov sa zameriavaji na modifikaciu skafoldov tak, aby
¢o najviac podporili zédkladné biologické funkcie bunky akymi st adhézia, proliferacia ¢i
diferenciacia na ich povrchu [30]. Umoziluje to naviazanie Specifickych proteinov a rastovych
faktorov na skafold. Zarovenn by mala byt zabezpecend aj kontrolovand degradacia
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(biodegradacia) matrice, aby v kone¢nom dosledku ostali v tkanive len bunky s prirodzenym
skafoldom- extracelularnou matrix [22].

Rastové faktory

Dalsi pilier TI predstavuji rastové faktory. Jedna sa o polypeptidy, ktoré sa prirodzene
vyskytuji v zivych organizmoch [31]. Ich kl'i¢ovou ulohou je moduldcia biologickych
vlastnosti buniek prostrednictvom prisne regulovanych biochemickych drdh [32]. Rastové
faktory st syntetizované vo forme prekurzorov a zohravaju zasadna ulohu v reparaénych
procesoch prebiehajucich v 'udskom oragnizme [33]. Prenasaji informacie medzi bunkami a
extracelularnou matrix, stimuluji endogénne reparacné mechanizmy, reguluji mitozu,
chemotaxiu, diferencidciu, génovu expresiu ako aj angiogenézu [34]. Zucastiiuju sa taktiez pri
zapalovych a imuno-modulaénych procesoch [35]. Medzi zékladnych predstavitel'ov tejto
skupiny patria PDGF (platelet derived growth factor), TGF (transforming growth factor),
VEGF (vascular endothelial growth factor), EGF (epidermal growth factor), FGF (fibroblast
growth factor), CSF (colony stimulating factor), IGF (insulin growth factor), atd’.

Diskusia a zaver

Organy v l'udskom tele predstavuju 3D Struktary ulozené v dynamickom prostredi.
Kvoli tymto faktom sa na vyvoj najmodernejSich skafoldov Coraz viac vyuzivaju tzv. 3D
tlaciarne, pripadne biotlaciarne. 3D tlaciarenn umoziiuje precizne vyhotovenie skafoldu tak,
aby o najlepSie mimikoval fyziologickl Struktiiru reparovaného tkaniva a zaroven replikoval
extracelularnu matrix a poskytoval potrebnti mechanicki podporu [36]. Biotlaciarne
vyuzivaju Spcialny bio-atrament, ktory pozostava z koktailu buniek, materialu a rastovych
faktorov [37]. Ten je priamo vrstveny do pozadované¢ho tvaru. Pre klinicki medicinu
predstavuje potencial v zmysle nandSania buniek priamo do miesta poskodenia (napr. biotla¢
koznych nahrad na 16Zku pacienta). Bioreaktory st zariadenia, ktoré dokazu v laboratornych
podmienkach simulovat prostredie aké sa nachaddza v Zivom organizme, a to prostrednictvom
parametrov akymi su teplota, tlak, koncentracia kyslik a oxidu uhli¢itého, osmolarita [38].
Umoznuji ovplyviiovat novovznikajiice tkanivo réznymi biologickymi, chemickymi a
fyzikdlnymi stimulmi [39].

Potencial TI v modernej medicine spodiva najmd vo vyhotoveni tzv. umelych
(bioartificidlnych organov). Jedna sa o organy, ktoré vznikli v laboratérnych podmienkach a
st aplikovatel'né do I'udského organizmu s ciel'om nahradit’ ¢iasto¢ne alebo tUplne poskodeny
povodny orgéan [40]. Tento pristup by mohol vyrazne zlepsit’ kvalitu Zivota pacientov. Vdaka
principom TI vieme v sucasnosti vyhotovit' ndhrady koze, kosti, svaloviny (hladkej ako aj
priecne pruhovanej), chrupavky, Sliach, mo¢ového mechura, mocovej rury, dychacej ststavy,
pankreasu, pecene ¢i obliciek [41]. Aj napriek obrovskému mnozstvu slubnych vysledkov,
len malo $tadii sa dokdzalo preklenit' z animalnych modelov na aplikaciu v klinickej
medicine. Dovodom je finan¢na, ako aj ¢asova naro¢nost” danych experimentov spolu s
malym mnozstvo pacientov zahrnutych do klinickych §tidii. AvSak umelé organy, pripadne
ich miniatirne a zmenSené formy- organoidy, nasli velké vyuzitie aj v laboratornych
podmienkach najmé v rdmci vyskumu a vyvoja novych lie¢iv [42].
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Umel4a inteligencia a jej vyuZitie pri spracovavani vedeckej literatury o
COVID-19
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Suhrn

Pandémia COVID-19 viedla vo viacerych disciplinach k bezprecedentnému zrychleniu
vedeckej produkcie. Obrovské mnozstvo dostupnych publikacii stazuje zdravotnickym
pracovnikom a vyskumnikom drzat’ krok so sicasnym stavom vedomosti o COVID-19. Tento
¢lanok predstavuje covid19-help.org. ako bezplatni databdzu spravovanu odbornikmi,
navrhnutu na zvySenie dostupnosti relevantnych originalnych tdajov stvisiacich s liecbou a
prevenciou COVID-19 prostrednictvom imunizdcie. Na urychlenie procesu identifikacie
relevantnych povodnych vedeckych publikacii a na zjednoduSenie anotacie ich obsahu
vyuziva databiza ako nastroj umeli inteligenciu v lekarskej literatire (AIML.lit). Clanok
poskytuje prehlad o navrhu databazy covid19-help.org, kritéridch pouZzivanych na vyber
publikdcii a pouzivani nastroja AIM.lit. Databdza umoznuje pouzivatelom jednoducho
vyhladavat’ a filtrovat’ zaznamy, poskytuje stru¢né informécie o jednotlivych latkach a ich
mechanizmoch U¢inku, uvéadza relevantné pévodné vedecké publikéacie s anotaciami a pontika
odkazy na externé zdroje. Nastroj AIM.lit zvySuje rychlost’ vyberu publikacie a extrakcie
zakladnych relevantnych informécii bez toho, aby bola ohrozend validita dat. Technoldgia a
sktisenosti ziskané pri vytvarani databazy covidl9-help.org a jej néstrojov by mohli byt
uzitocné aj v inych oblastiach, kde je organizacia vedeckych informécii vyzvou.

KPacové slova: COVID-19; spracovanie literatiry; Al
Use of artificial intelligence in processing of COVID-19-related scientific literature

Summary

The COVID-19 pandemic has led to an unprecedented acceleration of scientific production in
several disciplines. The sheer volume of available publications makes it difficult for
healthcare professionals and researchers to keep up with the current state of knowledge about
COVID-19. This article is presented by covid19-help.org. as a free, expert-managed database
designed to increase the availability of relevant original data related to the treatment and
prevention of COVID-19 through immunization. To speed up the process of identifying
relevant original scientific publications and to simplify the annotation of their content, the
database uses artificial intelligence in medical literature (AIM.lit) as a tool. The article
provides an overview of the design of the covid19-help.org database, the criteria used to
select publications and the use of the AIM.lit tool. The database allows users to easily search
and filter records, provides brief information on individual substances and their mechanisms
of action, lists relevant original scientific publications with annotations, and offers links to
external resources. The AIM.lit tool increases the speed of publication selection and
extraction of essential relevant information without compromising data validity. The
technology and experience gained in the creation of the covid19-help.org database and its
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tools could also be useful in other areas where the organization of scientific information is a
challenge.

Keywords: depressive disorder, anxiety disorder, diagnosis, neuropeptides, markers

Uvod

Pandémia COVID-19 uvalila na zdravotnickych pracovnikov a poskytovanie
zdravotnej starostlivosti bezprecedentnll zat'az [1]. Vo vSeobecnosti sa vedecka produkcia v
biomedicine rychlo zvySuje. V databdze PubMed je kazdy rok indexovanych viac ako 1
milion ¢lankov, pricom tento pocet sa kazdorocne zvySuje o 8 — 9 % [2]. V reakcii na
pandémiu doSlo k extrémnemu zrychleniu vedeckej produkcie naprie¢ réznymi disciplinami.
V stcasnosti  je v PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=COVID-19)
indexovanych viac ako 350 000 publikacii spojenych len s kIi¢ovym slovom ,,COVID-19*.
Zlozitost a objem 1udajov brani pretazenym zdravotnickym pracovnikom, ako aj
vyskumnikom, ziskat' komplexné pochopenie sti¢asného stavu poznatkov o manazmente
tohto ochorenia.

Niekol’ko medzindrodnych iniciativ zhromazd’uje udaje z vyskumu tykajiuce sa
COVID-19 a umoznuje ich d’alSiu analyzu pouzivate'mi [3]. Jednoduchy pristup k prakticky
vyuzitelnym informécidm je vSak Casto komplikovany absenciou anotacii, nedostato¢nymi
alebo prili§ vSeobecnymi definiciami kritérii pre zaradenie c¢lankov do databazy,
redundanciou dat alebo potrebou pokrocilych data miningovych nastrojov na extrakciu
informadcii.

Nasa bezplatna databaza covid19-help.org bola navrhnuta tak, aby zvysila dostupnost’
relevantnych udajov pre zdravotnikov, vedcov a Sirokt verejnost’. Ciel'om covid19-help.org je
skratit’ Cas potrebny na identifikdciu relevantnych pdvodnych vedeckych publikacii
(prezentujucich udaje o ucinnosti latok vo vztahu k liecbe COVID-19 alebo prevencii
infekcie SARS-CoV-2 prostrednictvom imunizacie ) a ich zaverov. Aby bol tento pristup
uskutoc¢nitel'ny, vyvinuli a aplikovali sme modely umelej inteligencie (Al), ktoré pomahaja
pri vybere vyskumného ¢lanku a vybere textu.

Databaza covid19-help.org

Pred vypuknutim COVID-19 sme vybudovali databazu zbierajicu vedecké udaje o
ucinnosti terapii cystickej fibrézy s ohl'adom na mutécie sposobujice ochorenie (https://cf-
help.org/). Explozia poc¢tu vedeckych praic o COVID-19 [4] nas inSpirovala vyuZit' nase
sktisenosti a vytvorit’ covid19-help.org.

Pocet publikovanych recenzovanych prac bezprostredne po vypuknuti pandémie bol
obmedzeny. V naSej databaze boli preto uvedené aj relevantné predtlace, ktoré boli po
ukoncéeni procesu peer-review postupne nahradené findlnymi verziami. Do polovice roku
2020 bolo k dispozicii dostatok recenzovanych prac. Na zabezpecenie kvality sa pre covid19-
help.org zvazovali iba publikidcie indexované v databidze LitCovid. LitCovid indexuje
publikacie od PubMed suvisiace s COVID-19 [5].

Covid19-help.org prezentuje iba publikacie spinajice definované kritéria: i) otvoreny
pristup k plnému textu v angliCtine; ii) publikdcia poskytuje experimentalne alebo
pozorovacie udaje o uc¢innosti definovanej latky (alebo skupiny latok) pri liecbe COVID-19
alebo prevencii (zavaznej) infekcie SARS-CoV-2 imunizaciou; iii) predmetné udaje su
povodné (t. j. predtym nezverejnené, okrem predtlacovych serverov). Tento filter zaist'uje, ze
publikacie, ktoré¢ su irelevantné, nepristupné alebo neposkytujii pévodné experimentalne
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alebo pozorovacie vysledky, st eliminované a prehliadanie suboru tdajov pre pouzivatela je
vyrazne zjednodusené.

Pracovny postup pri publikovani zdznamu na covid19-help.org je nasledovny: 1)
identifikacia publikacie na zaklade vyberovych kritérii; ii) vyhodnotenie a anotacia obsahu;
1i1) prepojenie zapisu so zdznamami definovanych latok. Ak sa zaznam na covid19-help.org
nenajde, vytvori sa.

Databaza covid19-help.org umoziiuje pouzivatelom jednoducho vyhladavat a
filtrovat’ zaznamy o latkach, referencidch alebo inych komponentoch databazy, ktoré
poskytuju vSeobecné alebo zaujimavé informacie stivisiace s COVID-19. Databaza poskytuje
strucné vseobecné informacie o jednotlivych latkach (vratane synonym, komercnych
produktov alebo chemickych Struktur) a popisuje mechanizmus ich u€inku a urovent dokazov
tykajucich sa ich predpokladanej anti-COVID-19 aktivity. Uvadzaju sa odkazy na externé
zdroje informéacii (napr. PubChem, DrugBank alebo Wikipedia). Zdznam latky uvadza, kedy
bolo schvalené pouzivanie latky vybranymi regulacnymi organmi pre lieky (Eur6pska
agentura pre lieky, The Food and Drug Administration alebo Medicines and Healthcare
Products Regulatory Agency) a ak su k dispozicii, pontuka odkazy na registrované klinické
studie (ClinicalTrials.gov ).

Pouzitie Al pri vybere textu

Povodne bola identifikacia publikacii vykonavand odbornikmi vyluéne manudlne.
Vzhl'adom na narastajiici objem vedeckej produkcie, ako aj rozSirovanie anotacii, sme vSak
vyvinuli modely Al, ktoré tento proces urychluju. Al umoznuje identifikaciu relevantnych
publikacii na zdklade definovanych kritérii pomocou ich abstraktov alebo dokonca nazvov, ak
abstrakty nie st dostupné. Senzitivita tychto modelov v procese validacie bola viac ako 94 %
a presnost’ bola viac ako 90 %. Anotaciu publikécii d’alej urychl'uje model Al ktory pomaha
identifikovat’ kl'aicové vety v texte, ktoré strucne sumarizuju vysledky. Na zaklade
valida¢nych $tadii si¢asny model dosahuje senzitivitu 85 % s mierou falosnej pozitivity pod
43 %. Tento model sa stale zdokonal'uje a difame, ze zniZime mieru falo$nej pozitivity pod
20 % bez obmedzenia senzitivity. Odhadujeme, Ze sicasné¢ modely skratia ¢as potrebny na
extrakciu poZadovanych zdkladnych informécii z LitCovid o 80 % bez toho, aby bola
ohrozena platnost’ udajov.

Testovacia sada vSetkych referencii dostupnych na spracovanie (hromadny export z
LitCovid dostupny do juna 2022) obsahovala 245 822 referencii. Na zdklade naSej definicie
relevantnosti Al identifikovala 30 086 ¢lankov ako relevantnych prostrednictvom abstraktu a
d’alSich 1 128 prostrednictvom nadzvu, v pripadoch, ak abstrakt nebol dostupny. To znamena,
7e odhadom 12,7 % &lankov obsahuje pévodné udaje spinajice kritéria na zaradenie do
databazy covid19-help.org.

Klacovym obsahom priradenym k jednotlivym latkam je zoznam relevantnych
povodnych publikacii, ktoré st zoradené podla toho, ¢i ich zavery podporuju alebo su v
rozpore s predpokladom, ze dand latka ma potencial na liecbu alebo prevenciu (zavazného)
COVID-19. Vicsina publikacii je strucne anotovand (napr. informéaciami o vysledkoch,
stivisiacich variantoch SARS-CoV-2, davkovani alebo velkosti vzorky). K dispozicii st
Stitky, ktoré identifikujt typ Studie, typ testovanych latok, zdvaznost COVID-19 v hodnotene;j
vzorke pred liecbou a mnoho d’al$ich parametrov.

K marcu 2023 poskytujeme evidenciu 1647 latok, z ktorych 501 sa uz pouziva pri
liecbe inych ochoreni. Covid19-help.org uvadza zoznam roznych kategoérii latok, od malych
molekul cez biopolyméry a definované zmesi az po bunkové produkty. Uvedené publikacie
poskytuju rézne trovne dokazov, od modelovania interakénych Struktur in silico cez in vitro a
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zvieracie modely az po klinické stidie. Zahrnuté Studie sa zameriavaju na aktivitu latok v
roznych fazach infekcie, vratane prevencie infekcie humordlnou imunitou, inhibiciu
internalizdcie virusovych castic bunkovym mechanizmom, inhibiciu replikacie virusu
proteinmi kodovanymi virusmi alebo potlacenie nadmernej zépalovej reakcie vyvolané
infekciou SARS-CoV-2.

Udaje v databaze covid19-help.org st volne dostupné, exportovatelné vo formétoch
xls a .csv a pristupné na pouzitie inymi softvérovymi nastrojmi prostrednictvom API. Len za
jeden rok v roku 2022 prilakala stranka covid19-help.org viac ako 17 000 pouZzivatel'ov zo
vSetkych obyvanych kontinentov.

Zhrnutie

Napriek dostupnosti vakcin a vybranych antivirotik [6,7] je vzhl'adom na
pretrvavajuce riziko vzniku rezistentnych variantov SARS-CoV-2 [8] potrebné pokracovat’ v
intenzivnom vyskume a vyvoji bezpecnych a ucinnych farmakologickych ndéstrojov pre
prevenciu a liecbu COVID-19. Moznosti liecby a imunizicie st potrebné najmé pre
zraniteI'né¢ skupiny obyvatel'stva [9]. Kontinualne mapovanie vedeckych vystupov v tejto
oblasti preto zostava nevyhnutné pre spravne epidemiologické a individualne rozhodovanie.
Skusenosti ziskané pri vytvarani databazy covid19-help.org a jej néstrojov, vratane modelov
Al by sa dali uplatnit’ aj v inych oblastiach, kde organizécia vedeckych informacii obmedzuje
rozvoj poznania.
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Interakcie polymérnych skafoldov s hostitel’skym imunitnym systémom
Martina CULENOVA
Panara a.s., KrSkanska 21, 949 05 Nitra

Suhrn

Imunitny systém zohrava kl'icovt ulohu v udrziavani homeostazy zivych organizmov. Jeho
dysfunkcia spdsobuje zavazné stavy, akymi st tazké infekcie, alergie, onkologické ci
autoimunitné ochorenia. Spravne fungovanie imunity je taktiez nevyhnutné pre prijatie
tkanivového kons$truktu vyhotoveného v in vitro podmienkach. Aplikacia polymérnych
skafoldov in vivo spusta kaskddu imunitnych reakcii, ktoré mézu v nepriaznivom prostredi
vyustit’ az do tvorby fibrotickej kapsule. Preto sa v sucasnosti vyskumy zameriavaji na vyvoj
imuno-modulaénych matric, ktoré by svojimi vlastnostami dokazali stimulovat imunitny
systém prijimatel’a v zmysle reparacie poskodeného tkaniva.

Kriacové slova: imunitny systém, polyméry, skafoldy, imunitnd reakcia, tkanivové
inZinierstvo

Interaction between polymer-based scaffolds and host immune system

Summary

The immune system plays a crucial role in maintaining of the homeostasis in the living
organisms. Its dysfunction leads to severe infections, allergies, as well as oncological or
autoimmune diseases. In the context of the tissue engineering, adequate intervention between
host immune system and tissue-engineered implant is necessary. When the scaffold is applied
in vivo, series of immune reactions are triggered which can result in the formation of the
fibrotic capsule around the implant. Because of this, many researches are focused on the
engineering of immuno-modulatory scaffolds which could enhance endogenous pro-
regenerative mechanisms.

Keywords: immune system, polymers, scaffolds, foreign body reaction, tissue engineering

Uvod

LCudské telo je neustale vystavované mnohym patogénom a cudzim molekulam. To, v
akej miere poskodia organizmus, je determinované odpoved’ou imunitného systému. Z
morfologického hladiska predstavuje imunitny systém difiznu, interaktivnu siet
pozostavajicu z lymfatickych organov, buniek, humoralnych faktorov a cytokinov [1].
Zakladnou ulohou tohto systému je ochrafiovat’ organizmus pred vSetkymi Cinitelmi
(infek¢ného ako aj neinfekéného povodu), ktoré narusaji jeho homeostazu. Dysfunkcia
imunity vedie k zdvaznym infekciam, alergidm, nadorovym ¢i autoimunitnym ochoreniam
[2]. Jej spravna aktivita je taktiez jednym z klucovych faktorov pre uspesnu aplikaciu
tkanivovych konstruktov vytvorenych v rdmeci tkanivového inzinierstva. Ich implantacia za
ucelom reparéacie poskodenych tkaniv a orgdnov predstavuje intervencny zasah, na ktory
okamzite reaguje imunita dan¢ho pacienta. T4 urcuje, v akej miere sa spustia reparané a
regeneratné mechanizmy [3]. Ak je odpoved imunitného systému neprimerand, dochadza k
odvrhnutiu tkanivovych konStruktov a tento fenomén predstavuje jeden z hlavnych
problémov ich aplikacie v rutinnej medicinskej praxi. Prave preto je potrebné, aby zakladné
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zlozky, ktoré aplikuje tkanivové inZinierstvo (najmé polymérne materialy vo forme skafoldov
a bunky), potencovali fyziologické spravanie imunity.

Skafoldy

V ramci tkanivového inzinierstva predstavuji skafoldy Specifické matrice, ktoré
vytvaraju 3D Struktaru pre uchytenie, proliferaciu, diferencidciu buniek a spolo¢ne vytvaraja
tkanivové konStrukty vhodné na regeneraciu poskodenych tkaniv (Obr.1) [4]. Materialy,
z ktorych sa skafoldy vyrabaju, mézeme strucne rozdelit’ na prirodné, syntetické materialy
a keramiku [5]. Aby mohli byt aplikovatelné do Zivého organizmu, musia spiiat’ nasledovné
podmienky:
1. Biokompatibilita — charakterizuje ju spravna interakcia medzi skafoldom, vysiatymi
bunkami a prijemcom. Bunky musia na matricu dobre adherovat, zachovat’ si povodné
funkcie, maji vediet migrovat v ramci 3D Struktury, diferencovat sa a produkovat’ novu
extracelularnu matrix. Skafold po implantacii in vivo nesmie navodit’ systémovl zapalovu
reakciu a nemal by byt odvrhnuty imunitnym systémom;
2. Biodegradacia — implantovana matrica najskor sluzi ako leSenie podporujuce prichytenie
a proliferaciu buniek. Avsak je ziaduce, aby sa aj kontrolovane odburavala, a tym umoznila,
aby vysiate bunky spolu s pribudajucou extracelularnou matrix poskytli efektivnu regeneraciu
poskodenému tkanivu. Doélezité je, aby uvolnené degradacné produkty taktiez vykazovali
netoxickost’;
3. Mechanické vlastnosti — mechanické vlastnosti skafoldu by mali reSpektovat’ zakladné
anatomické, ako aj biofyzikalne Specifika tkaniv, do ktorych sa implantuju. Tieto poziadavky
predstavuji velkd vyzvu vramci vyskumu avyvoja polymérnych skafoldov. Spravne
mechanické vlastnosti matrice taktiez umoziiuji dobrt chirurgickti manipulaciu;
4. Struktira skafoldu — porézna $truktira vyznaGujiica sa navzdjom poprepajanymi pormi je
kl'ai¢ova poziadavka z hladiska efektivnej proliferacie a distribucie buniek nielen na povrchu,
ale aj vo vnutornych Strukttrach skafoldu;
5. Spravna technologia vyroby — spravne zvolena technoldgia vyroby dokaze zaistit’
produkciu kvalitného tkanivového konstruktu. NajcastejSie pouzivané su electrospinning, 3D
tlac, biotlac [6].
Avsak ani splnenie vysSie spominanych poziadaviek nezarucuje prijatie daného materidlu
zivym organizmom. VSetko je podmienené sériou reakcii, ktoré spusta imunitny systém
prijemcu.
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Obr. 1. Inzinierstvo tkanivového konstruktu. A: biopticka vzorka tkaniva sluziaca ako zdroj
buniek, ktoré sa znej izoluju. B: tkanivové kultury derivované zizolovanych buniek. C:
disocidcia buniek z tkanivovych kultir. Ziskané bunky sa nasledne vysadzaji na pripraveny
skafold. D: porézny skafold. 3D Strukttra a poprepajané pory predstavuju idedlne podmienky
na kolonizéciu bunkami a vytvorenie tkanivového konstruktu. E: Vysiate skafoldy podliehaju
maturacii, idealne v dynamickom prostredi. Nasledne sa aplikujii do Zivého organizmu za
ucelom rekonstrukcie poskodeného tkaniva.
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In vivo odpoved’ na aplikaciu polymérnych skafoldov

Implantacia polymérnych skafoldov do zivého organizmu aktivuje Specifické drahy
navodzujuce zapalovu, ako aj regeneracnu reakciu, nakolko sa do postihnutého prostredia
uvolnuju pro- a proti-zédpalové regulacné molekuly [7]. Pomer medzi tymito zlozkami udava,
¢i sa tkanivo efektivne zregeneruje a zahoji, alebo sa vyvinie chronickd zapalova reakcia
ustiaca do extenzivnej fibrotizacie (vytvorenie tzv. fibrotickej kapsule) [8]. Toto Stadium sa
v odbornej literature nazyva ako tzv. ,, foreign body reaction “ (reakcia na cudzie teleso).
Nakol'ko polymérny skafold predstavuje cudzie teleso implantované in vivo, porozumenie
tohto fenoménu objasnilo, pre¢o mnohé matrice aj pri vynikajicich vysledkoch zin vitro
prostredia nenaplnili o¢akdvania po aplikacii do zivych organizmov.

,Foreign body reaction” predstavuje chronickil zapalovl reakciu na cudzie teleso
v zivom organizme. Charakteristickou ¢rtou tohto fenoménu je pritomnost’ tzv. ,.foreign body
giant cells”, ktoré vznikli fiziou makrofagov [8]. Nasledujici text v skratke opisuje
patofyziologiu tohto javu (Obr. 2).

Implantacia skafoldu navodi v organizme akitnu zépalovu reakciu. Prilahlé kapilary
su dilatované a do postihnutého miesta sa uvolniuju z poskodenych buniek a extracelularnej
matrix cytokiny spolu s tzv. ,,DAMPS* (damage-associated molecular patterns), ktoré iniciuju
a udrzuju neinfekéna zépalova odpoved’. Sucasne sa bielkoviny krvnej plazmy adsorbuju na
povrch implantovaného skafoldu a spustaju koagulacni drdhu, ktorda vedie k vytvoreniu
docCasnej matrix nachadzajucej sa v okoli a na povrchu skafoldu [9]. Aktivované st taktiez
imunitné bunky, najmi neutrofily a mastocyty. Tie secernuju d’alSie cytokiny a regulacné
molekuly, ktoré pritahuji k miestu poSkodenia d’alSie imunitné bunky, napr. makrofagy, B-
lymfocyty, T-lymfocyty, NK-bunky [10]. Akttna faza zépalu trva priblizne 3-7 dni a bunky
prirodzenej, ako aj Specifickej imunity sa snazia cudzi material degradovat’. Avsak vécSina
polymérnych skafoldov sa za dant dobu nevie v organizme Uplne degradovat, ¢im sa
navodzuje chronicka zapalovd odpoved’. Typickymi bunkami pre tito fazu st makrofagy a
»foreign body giant cells* , ktoré hraju kI'aicovl tlohu vo formacii finalnej fibrotickej kapsule
okolo skafoldu. Vyskumy potrvdili aj pritomnost’ lymfocytov, avSak ich rola nie je
v stucasnosti dostato¢ne objasnena [11]. Mieru fibrotizacie ovplyviluje aktudlny biochemicky
status postihnutého miesta, ktory takisto podmietniuje schopnost’ makrofagov polarizovat’ sa na
bunky podporujice regeneraciu tkaniv (M2 fenotyp), alebo naopak na fenotyp spustajuci
d’alSie zapalové procesy (M1 fenotyp) [12]. Pre Gspesnu implantaciu polymérneho skafoldu je
preto nevyhnutné, aby v ramci interakcie s hostitel'skym imunitnym systémom prevazovali
pro-regeneratné mechanizmy. Preto sa sucCasné vyskumy, zaoberajuce sa skafoldami,
zameriavaju na tzv. imuno-modula¢né vlastnosti danych polymérov. Tie by mali
v podmienkach in vivo potencovat’ pro-regeneracné drahy a ulahcit’ obnovenie poskodenych
tkaniv [13]. Preto je ddlezité, aby zakladné parametre skafoldov, ku ktorym radime tvar,
topografiu, mikro-architekturu (porozita a vel'kost’ porov), tvrdost, hydrofobnost’, degradacnu
kinetiku, a.i. [14]. Viaceré stadie potvrdili, Ze vel'kost’ polymérnych vlakien a ich orientdcia
v ramci Struktary skafoldu ovplyviiuji polarizéciu makrofagov a mieru zapalovej reakcie
v postihnutom mieste [15]-[17]. Vysledky naznacuju, Ze organizované vldkna s vacsim
priemerom potencuju makrofagy smerom k M2 polarizécii. Tento fenomén sa spozoroval aj
pri skafoldoch s velkymi pormi [18], [19]. Studie taktiez naznaduji, Ze skafoldy na baze
prirodnych polymérov nespdsobuju priliSnt tvorbu fibrotickej kapsule v okoli implantatu
[20]. Nedavna Studia preukazala, Ze aplikéacia skafoldu na baze biologickych polymérov
potencovala expresiu antigénu CD206, ktory je typickym determinantom M2 polarizacie
makrofagov. Naopak, v skupine s aplikovanymi syntetickymi skafoldami sa pozorovala
masivna infiltracia neutrofilov a taktiez neboli detegované CD206 antigény [21]. Vystupy
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experimentov indikuju, Ze na vplyv imunitnej odpovede vplyva aj samotny vyber materidlu na
vyrobu matrice. Skafoldy na baze biologickych ¢i prirodnych polymérov sa javia ako
favoriti, avSak nevyhoda tychto matric spoc¢iva v ndro¢nej kontrole ich degradacie. Tuto
vlastnost’ vieme dobre regulovat’ pri aplikacii syntetickych polymérov, ale nakol'ko je ich
degradidcia (tym padom aj pritomnost’ v organizme) dlhsia, potencuju zdpalovi reakciu
Gistiacu do zvyraznenej fibrotizacie 2°. Prave preto sa hybridné skafoldy na baze prirodnych
a syntetickych polymérnych zmesi javia ako spravny pristup za Ucelom vyvoja imuno-
modula¢nych matric [22]. NavySe, sticasné moderné technoldgie umoznuju taka modifikaciu
syntetickych skafoldov, aby potencovali pro-regeneraéné mechanizmy v mieste poSkodenia.
Vysev kmenovymi bunkami moze prispiet’ k tejto poziadavke [23]. AvSak pri tomto pristupe
treba brat’ do tvahy moznu reakciu Stepu proti hostitelovi, ktord by predstavovala zavazny
neziaduci vedlajsi efekt [24]. Preto sa suCasné Studie zameriavaji na vysev skafoldov
pomocou Specifickych nanocastic derivovanych z kmenovych buniek, tzv. ,,exozémov®.
Exozomy predstavuju extracelularne nanocastice, ktoré pri spravne navodenych podmienkach
dokézu potencovat’ procesy hojenia tkaniv [25].

Aplikacia polymérnych skafoldov so schopnostou modulécie imunitnej odpovede
predstavuje velky potencial najmd pre regenerdciu komplikovanych a rozsiahlych
tkanivovych poskodeni. Pochopenie reakcie imunitného systému na implantované materialy
je preto klucové pre vyvoj efektivneho tkanivového konstruktu, ktory by pre pacienta
(prijimatel’a) nepredstavoval riziko, ale naopak, podporoval by spravne hojenie poskodené¢ho
organu.

Implantacia

Adsorbcia proteinov

Formacia docasnej
matrix

L 2
Akutny zapal
L 4

Chronicky zapal

2

Tvorba granulaé¢ného
tkania

L 2

Foreign body reaction

4

Tvorba fibrotickej
kapsule

Obr 2. Schéma zobrazujtca Stadia ustiace do vytvorenia fibrotickej kapsule okolo
polymérneho implantatu.
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Diskusia a zaver

Vyskum a vyvoj materidlov aplikovatel'nych vo forme skafoldov v tkanivovom
inzinierstve neustale napreduje. Tieto matrice sa zvdcSa vysievaju roznymi druhmi buniek
s cielom vytvorit’ 3D tkanivovy konstrukt aplikovatelny na reparaciu poskodenych orgéanov.
Tradi¢ny pristup inZinierstva polymérnych skafoldov sa zameriaval na vyhotovenie
biologicky odburatelnej matrice, ktord mala po implantacii do zivého organizmu zostat
,biologicky neviditelna®, a tak nevyvolat’ neziadiicu imunitnu reakciu. V sti¢asnosti sa vsak
tato stratégia nezda byt opodstatnend, nakol'ko je zname, ze akdkol'vek in vivo intervencia
spust’a Specifické vnatorné drahy, ktoré vedu k navodeniu zapalovej reakcie [26]. Na zéklade
tychto poznatkov sa predpoklada, Zze zapalom navodena regeneracia tkaniv by mohla
predstavovat efektivnejSiu stratégiu. NavySe, skafoldy by mohli modulovat’ a spolupracovat’ s
imunitnym systémom tak, aby vSetky biochemické procesy, ktoré sa odohravaju v mieste
postihnutia, viedli k regeneracii tkaniv. A prave preto pozornost’ puta novy vedecky odbor,
tzv. ,,imuno-inzinierstvo® (immuno-engineering) [27]. Hoci sa vela skafoldov tuspesne
aplikovalo in vivo v experimentoch, pripadne sa uz pouziva v klinickej medicine, post-
implantacné komplikacie su cCastym fenoménom. Vysoko rizikovad je najmid navodena
rozsiahla zapalova reakcia, ktord mdze vyustit’ az do zlyhania organov. Ako je vSak uvedené
vysSie, uspesna implantacia do l'udského tela alebo akéhokol'vek zivého organizmu uzko
stvisi s odpoved’ou imunitného systému hostitel'a, ktory rozhodne, ¢i sa transplantat prijme
alebo odvrhne [20].

Imuno-inzinierstvo skiima a prispdsobuje kazdu zlozku tkanivového inzinierstva
(skafoldy, bunky, regulacné molekuly) s ohladom na intervenciu s imunitnym systémom
daného jednotlivca [27]. Princip spoc¢iva vo vyhotoveni biokompatibilného, resorbovatel'ného
skafoldu s imuno-modula¢nymi G¢inkami, ktoré by potencovali vytvaranie endogénneho pro-
regeneracného prostredia v mieste poskodenia tkaniva [28]. Nakol'ko zohl'adfiuje rozdielnost’
aktivity imunitného syst¢tmu medzi jednotlivcami (v zavislosti od veku, pohlavia,
pridruzenych chordb) imuno-inzinierstvo taktiez ponuka personalizovany pristup a vytvaranie
tkanivovych konstruktov Sitych na mieru pacienta [29]. Vedci veria, Ze prave implementécia
tohto odboru do tkanivového inzinierstva vyrazne posunie aplikaciu tkanivovych konstruktov
z experimentalneho prostredia do rutinnej medicinskej praxe.
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Suhrn

Translacny vyskum sa v poslednych rokoch stdva Coraz sklonovanejSim vyrazom v
biomedicinskom vyskume. Transla¢ny vyskum mozno chépat’ ako most prepéjajtici zékladny
a klinicky vyskum, a to prenosom poznatkov ziskanych v ramci zdkladného vyskumu do
klinickej praxe, ako aj, spdtne, objasiovanim klinicky vyznamnych otdzok s vyuzitim
experimentalnych modelovych systémov in vitro a in vivo. Translacny vyskum v onkolégii
vyznamnou mierou participuje na zlepSovani preventivnych, diagnostickych i liecebnych
modalit.

Kracové slova: translacny vyskum; biomedicinsky vyskum; biobanka; vzorky biologického
materialu

Translational research in oncology - Experiences of the Translational Research Unit

Summary

Translational research has become an increasingly popular term in biomedical research in
recent years. Translational research can be understood as a bridge connecting basic and
clinical research, by transferring the knowledge gained in basic research into clinical practice,
as well as, in turn, clarifying clinically important questions using in vitro and in vivo
experimental model systems. Translational research in oncology significantly participates in
the improvement of preventive, diagnostic and treatment modalities.

Keywords: translational research; biomedical research; biobank; samples of biological
material

Uvod

V databaze PubMed bolo oznacenie “transla¢ny vyskum “ prvy raz pouzité v roku
1950. Exponenciadlny narast pouzivania tohto slovného spojenia v biomedicinskych
Casopisoch zaznamenavame od roku 2000. Poslanim translacného vyskumu je vytvarat
prepojenie medzi zdkladnym a predklinickym, resp. klinickym vyskumom a medicinskou
praxou. Premostuje “priepast” medzi zakladnymi biologickymi vedami a klinickou
medicinou [1]. Medzinarodnd pracovna skupina Translational Research Working Group —
TRWG definuje transla¢ny vyskum ako vyskum transformujuci vedecké poznatky ziskané v
laboratornych podmienkach, klinickych alebo popula¢nych S§tadii do klinickej praxe,
vysledkom coho je znizenie incidencie, morbidity a mortality na nadorové ochorenia.
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Transla¢ny vyskum mozno rozdelit’ do dvoch zakladnych domén, a sice T1 doménu (bench —
to — bedside) umoznujucu transfer poznatkov zo zékladného vyskumu do praxe a T2 doménu
sliziacu implementéaciu dat ziskanych v ramci klinickych $tudii do kazdodennej medicinske;j
praxe (Obrazok 1)[1,2].
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Obr. 1. Transla¢ny vyskum — schématické znazornenie (upravené podl'a Ghoshal, 2017 [2]).

Esencidlnou stcastou translaného vyskumu je riadeny tok informacii a dat o
jedincoch zaradenych do jednotlivych klinickych §tadii do vyskumnych pracovisk a
laboratorii. Multidisciplinarny charakter, iroven a rozsah translaéného vyskumu nastoluje
potrebu zavedenia novej Urovne kooperacie medzi klinickym pracoviskom, vyskumnym
laboratoriom a archivéaciou kolektovanych udajov.

V biomedicinskej praxi sa popisuju dve zékladné skupiny faktorov, tzv. “externé” a
“interné”, vplyvom ktorych moze dojst’ k naruSeniu kontinua vysSie spominaného toku dat.
Externé faktory su fokusované najmid na jedincov zapojenych do procesu translacného
vyskumu, ktorych aktivita mdze byt ovplyviiovana nedostatkom financii, ¢i nedostato¢nou
komunikaciou medzi vyskumnymi pracovnikmi a klinikmi, resp. zdkonnymi regulécie
biomedicinskeho vyskumu. Prave klinicki pracovnici zohravaju kIaicovl tlohu v iniciacii a
koordindcii translacného vyskumu. Na zéklade ich medicinskych znalosti a skusenosti su
schopni identifikovat’ klinicky vyznamné problémy, ktorych objasnenie nasledne presiahne
beznu klinicku prax a realizuje sa v spolupréci s biologmi, biochemikmi, $tatistikmi a d’al§imi
profesiami na experimentalnych modeloch. Preto nedostatocna informovanost’ klinickych
pracovnikov o prebiehajicich translaénych Stidiach a najnovSich pokrokoch v
biomedicinskom vyskume moze spomal'ovat’ translaciu poznatkov zékladného vyskumu do
medicinskej praxe [3]. Taktiez vypracovavanie adekvatnych klinickych odporu¢ani mdéze
predstavovat jednu =z klucovych oblasti translacného vyskumu [4]. Nedostatocna
implementacia vysledkov zdkladného vyskumu moéze byt taktiez ovplyviiovana
nedostatocnym pristupom klinikov k vedeckym vysledkom [5], ako aj nepublikovanim
dolezitych negativnych vysledkov [6].

Tzv. interné faktory zahfiiaju vedecko-vyskmnych pracovnikov, technologickych
architektov a vyvojarov [7,8,9]. Viacero autorov tiez poukazuje na potrebu zavedenia novych
experimentalnych modelov (organoidy, PDX (Patient derived xenograft) model) do
translacného vyskumu [10].

Je potrebné podotknut, Ze translacny vyskum ma v porovnani so zakladnym i
klinickym vyskumom urcité Specifikd. Dolezitym predpokladom kvalitného translacného
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vyskumu je dostupnost’ vhodného biologického materialu ziskaného od skiimanej populacie
pacientov. M6zno povedat’, ze kvalita translacného vyskumu sa do zna¢nej miery odvija od
kvality pouzitého biologického materidlu. Kvalita biologického materidlu potrebného pre
vyskum je zéavisla na kvalite dielCich procesov spadajucich do manazmentu kvality
zahfnajuch indikaciu odberov, predanalytické spracovanie odobratého biologického
materidlu, jeho charakterizdcia, anonymizované oznacCenie a katalogizacia, ¢i nasledna
archivécia, pravidelnd kontrola kvality skladovaného biologického materidlu a jeho
kontrolovany vydaj spolu s relevantnymi klinickymi datami pre biomedicinsky vyskum
vhodnému subjektu splajucemu a zarudujucemu dodrzanie etickych a legislativnych
procesov a integrity poskytnutych dat. V tomto kontexte ma nepostradatelny vyznam
budovanie biobank a ich prepdjanie s translacnym vyskumom.

Biobanky predstavuju sofistikovany a vysokoorganizovany sytém zbierok vzoriek

biologického materidlu, ich programovanej a dlhodobej archivécie, doplneny o relevantné
klinicko-patologické, epidemiologické a biomolekularne informécie [11,12].
Biobanking sa stal v poslednych dynamicky sa rozvijajicou oblastou zaznamenavajicou
rapidny progres. V sucCasnosti predstavuje rozvinuté a dobre Struktirované multidisciplindrne
odvetvie, ktoré uzko spédté s vyvojom a pokrokmi dosiahnutymi v oblasti prediktivnej,
preventivnej a personalizovanej mediciny. V neposlednom rade je vyznam biobank pre
biomedicinsky vyskum, presonalizovanu lieCbu a poskytovatelov zdravotnej starostlivosti
zdoraznovany poprednymi vedeckymi osobnostami a odbornikmi na medicinsku prax
[13,14].

V roku 2010 bola na pdde Narodného onkologického tstavu a II. onkologickej klinky
Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave vybudovand Jednotka translacného
vyskumu (ako prvé pracovisko svojho druhu na Slovensku). V roku 2019 sa nasledne z
prostriedkov Narodného onkologického program podarilo zdriadit’ biobanku v Néarodnom
onkologickom tstave (NOU). Oba typy pracovisk sa stali su¢astou systému klinickej prace na
Nérodnom onkologickom ustave, a preto je potrebné, aby boli klinicki a vedecko-vyskumni
pracovnici dostato¢ne informovani o systéme prace na tychto kooperujucich pracoviskach.
Zosumarizovali sme niekol’ko zékladnych bodov vyplyvajucich z nasich sktsenosti ziskanych
pri realizacii translaénych §tadii na Jednotka translaéného vyskumu a Biobanke NOU, a ktoré,
ako dufame, m6zu byt ndpomocné pre kolegov v planujucich traslacné Stadie.

Inkluzne kritérie pre zaradenie pacienta do vybranej translacnej Stadie by mali byt
jednoznacéne definované a do maximalnej moznej miery zjednoduSené, aby sa minimalizovalo
riziko nezaradenia potencidlne vhodnych pacientov. Javi sa vyhodnejSie, aby inkluzne kritéria
boli v prvom kroku definované volnejsSie a selektované podskupiny (z klinického hl'adiska
vyznamn¢) budui nésledne analyzované ex post.

Kritickym bodom procesu biobankovania je informovany suhlas. Kazdy pacient
zaradeny do translacnej Stidie musi byt informovany o podmienkach vstupu do translacne;j
Studie a podpisat’ infomovany suhlas. Je preto potrebné, aby na Stadiach participovali klinicki
pracovnici, ktori maju kontakt s pacientom a ku ktorym ma pacient doveru a ktori citia
zodpovednost’ za pacienta.

Pre dostatocny nabor pacientov do jednotlivych translacnych stadii je potrebné
vytvorit’ vhodné podmienky zabezpecujuce kontinualny odber biologického materialu a jeho
nasledné predanalytické spracovanie, kde sa jedinym urcujucim kritériom stava dostupnost’
pacienta vhodného pre zaradenie do Stidie. VAacSina analyz v ramci translacnych stadii
vyzaduje Cerstvy biologicky material, resp. jeho okamzité spracovanie, prip. vo velmi
kratkom case, napriklad do dvoch hodin, z d6évodu zachovania bioaktivnych molekul v
archivovanom materiali. V pripade nekonzistentnosti predanalytického spracovania
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kolektovaného biologického materidlu, by sa tato diskrepancia mohla negativne premietnut
do kvality vyslednych laboratornych analyz. Pri planovani odberu vzoriek je preto vhodné
zaradit' odber biologického materidlu v ramci translacnych $tadii medzi Standardne
medicinske postupy a snazit' sa tak minimalizovat pracu navySe pre zdravotnickych
pracovnikov.

Pri oznaCovani jednotlivych alikvotov archivovanych v ramci translaénych stuadii je v
stilade s pravnymi Gpravami nevyhnutné pouzit anonymizované znacenie, ktoré vSak okrem
zakladnych identifikaénych udajov musi spiat podmienku reprodukovatelnosti. TieZ je
potrebné zohl'adnit’ skutocnost’, Ze vzorky st archivované pri teplotach -80 °C, resp. -196 °C
a preto je potrebné pouzit’ Stitky odolavajuce ultranizkym teplotam.

Zber vzoriek predstavuje dlhodoby proces, a preto je pri dizajnovani translacnych
Studii potrebné pocitat’ s Casovym horizontom jedného az dvoch rokov, pocas ktorych sme
schopni kolektovat’ dostatocne velky stubor vzoriek vhodnych na analyzu.

Limitujucim kritériom je tiez mnozstvo archivovaného biologického materialu, a preto
je potrebné vopred stanovit’ priority planovanych analyz. Rovnako, analytickd validita testu
musi byt’ dana eSet pre samotnou analyzou.

Taktiez spravna klinickd prax na urovni najnovSich medicinskych poznatkov je
nevyhnutnd pre relevanciu klinicko-patologickych dat prislichajucim ku kolektovanym a
archivovanym vzorkdm biologického materidlu. Bez tychto dat je vyskumnd hodnota
odobrat¢ho biologického materidlu  vyznamne limitovana. Klinickd anotacia k
biobankovanému materidlu je klucova pre translacny vyskum, ako i pre samotné
biobankovanie, bez nej ma biobankovany material vel'mi obmedzent vyskumnt hodnotu.

Na zéklade vysSie uvedeného mozno skonsStatovat, Ze biobankovanie a translacny
vyskum predstavuji dynamicky sa rozvijajuce odvetvia vyzadujuce kooperaciu viacerych
odbornikov, vratane klinickych pracovnikov, zdravotnych sestier, vedcov, laboratnov,
bioinfomatikov, IT Specialistov, ako aj odbornikov na legislativu a bioetiku a d’alSich [15].
Stavame sa svedkami pozoruhodnej implementacie znalosti translaéného vyskumu
nadorovych ochoreni do klinickej praxe, ¢im sa posuvaju hranice I'udského poznania a
prindSaji pacientom moznost’ pristupu k potencidlne efektivnejSim lieCebnym pristupom.
Zavse mozno spomenut’ uplatnenie dat ziskanych celogenomovym sekvenovanim réznych
typov nadorov vo vyvoji inovativnych lie¢iv a diagnostickych testov, ¢i nastup imunoterapie
a postupné objasiiovanie komplexnych interakcii prebiehajucimi medzi nddorovymi bunkami
a ich mikroprostredim [2].

Zaver

Zaverom by sme sa chceli touto cestou podakovat vsetkym pacientom a ich
pribuznym, ktori sa rozhodli participovat na translacnom vyskume, stdvaji sa jeho
esencidlnou sucastou, a  tym vyraznou mierou prispievaji k lepSiemu poznaniu
onkologickych ochoreni. NaSe podakovanie tiez patri vSetkym spolupracovnikom z
Narodného onkologického ustavu, Onkologického ustavu sv. Alzbety, Ustavu
experimentalnej onkoldégie BMC SAV, ako i jednotlivych pracovisk LF UK a SAV,
kooperacia s ktorymi umoziuje Gspesny priebeh takéhoto vyskumu na Slovensku.
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