Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Tereza Tejklova

Imunogenita indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC)

Immunogenicity of induced pluripotent stem cells (iPSC)

Bakalarska prace

Skolitel: RNDr. Karel Drbal, PhD.

Praha, 2018



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracovala samostatn€ a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla ptredlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze dne 8.5.2018

Podpis



Podékovani:
Dé&kuji svému Skoliteli RNDr. Karlu Drbalovi Ph.D za cenné rady pii zpracovani mé bakalaiské
prace. Dale bych rada podekovala své rodin¢ a kamaradiim za podporu, kterou mi béhem studia

projevili.



Abstrakt

Ektopickou expresi vybranych transkripénich faktor jsme dnes schopni dediferencovat
somatické builky do stadia indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC), které se
staly prostfedkem pro regenerativni medicinu a personalizované modelovani onemocnéni
véetné diagnostickych ndastrojti. Unikatni vlastnosti iPSC je tvorba pacientovi vlastnich
autolognich bunék, které nebudou aktivovat jeho imunitni systém pii terapeutickém pouziti.
Ukazuje se vSak, ze imunogenita se nevyhyba ani témto autolognim iPSC. iPSC typicky
exprimuji sniZzenou hladinu MHC glykoproteint I. tfidy a tim pfimo aktivuji NK bunky
pfirozené imunity. T buiiky, které jsou soucasti adaptivni imunitni odpovédi, jsou aktivované
po rozpoznani antigenniho peptidu nebo MHC I darce pouze ve spolupraci s kostimula¢nimi
signaly, které se na iPSC zpravidla neexprimuji. Béhem diferenciace si iPSC zachovavaji
epigeneticky profil zdrojové buiiky, ktery se projevi abnormalni expresi genti bunécnych linii.
Vysledna imunogenita zavisi také na metodé ptipravy iPSC, ktera mize narusit genomovou
stabilitu bunky. DalSim kritickym faktorem je konkrétni imunitni prostfedi mista pro
transplantaci a poSkozeni tkané pii podani, které se projevi vylitim ,,danger associated
molecular pattern® (DAMP), které jsou rozeznané ,,pattern recognition receptors® (PRR) na

antigen prezentujicich bunkach.

Kli¢ova slova: pfirozend a adaptivni imunita, imunogenita, kmenova buika, indukovana

pluripotentni kmenové buiika, bunééna de/diferenciace



Abstract

Ectopic expression of several transcription factors into the somatic cells allows us to
artificially dedifferentiate them into induced pluripotent stem cells (iPSC), which show great
promise in regenerative medicine and personalized disease modelling, as well as diagnostic
tools. Unique attribute of iPSC is the possibility of creating autologous cells for each patient,
which could be used for transplantation without fear of immune rejection. However, cells
differentiated from iPSC generally display decreased expression of MHC I glycoproteins,
which leads to the activation of NK cells of innate immunity. T cells, the part of adaptive
immunity, are activated after recognition of antigen peptide or foreign MHC I glycoproteins
only in co-operation with costimulatory molecules, which are not usually expressed on iPSC.
During dedifferentiation, cells keep the epigenetic profile of the source cell, which can result
in the abnormal expression of genes within derived cell lines. Overall immunogenicity
depends on the method of iPSC preparation, with respect to genomic stability. Another
important factor is the immune environment of transplantation site as well as the tissue
damage caused during transplantation. This results in the presentation of danger signals
(DAMPs), which are then recognized by pattern recognition receptors on antigen presenting

cells.

Key words: innate and adaptive immune responses, immunogenicity, stem cell, induced

pluripotent stem cell, cellular de/differentiation



Seznam pouzitych zkratek

APC

B2M
CD

DAMP

DC

ELISPOT

ESC

HLA

iPSC

KIR

MHC

NK

OSKM

PAMP

PMBC

RLR

PRR

RPE

SLAM

TCR

TF

TLR

antigen presenting cell

-2-microglobulin

cluster of differentiation

danger associated molecular pattern
dendritic cell

enzyme linked immuno spot assay
embryonic stem cell

human leukocyte antigen

induced pluripotent stem cells

killer-cell immunoglobulin-like receptors
major histocompatibility complex
natural killer cell

OCT4, SOX2, KLF4, MYC

pathogen associated molecular pattern
peripheral blood mononuclear cells
RIG-I-like receptors

pattern recognition receptor

retinal pigment epithelium

signalling lymphocyte activating molecule
T-cell receptor

transcription factor

toll-like receptor

burika prezentujici antigen

B-2-mikroglobulin

dendriticka bunka

embryonalni kmenova buiika

lidsky leukocytarni antigen

indukovana pluripotentni kmenova bunka

hlavni histokompatibilni komplex

pfirozena zabijecska bunka

periferni krevni mononuklearni bunky

receptor rozpoznavajici patern

retinalni pigmentovy epitel

T-bunécny receptor

transkrip¢ni faktor



1.1

1.2

1.3

2.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

UVOU ceovererrerrssessessesssssesssssssessssessessessessesssssssessessessessessessessesssssssassassessessssessessessssassassassesses 1
TTANSPIANTACE ....eeeeiviiieiiieeiee ettt et e et e e beeetaeeeaaeesasaeesssaeesaseeennseens 2
Imunitni odpoved’ pii odmitnut] SEEPU ...ccuvviieiiieeiiieciie e 2
Bunétna diferenCiace .........coocuiiiiiiiiiiiiiie e 3

Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC)....cccueicrrricssenicssanesssanecsansssasssssaseses 5
PHPTava IPSC ...ttt ettt 5

2.1.1  Integ@racni MEtOAY ......cccuieiuiieiieiie ettt et 6

2.1.2  Neintegratni MELOAY ....ceceeeiuierieeiiierieeiierte et eeee et eseeeereesreeebeessaeeseessseesseenens 6

2.1.2.1  Transflammation .........coceeierierienieneeieeeseee ettt 7

IMUNOZENIta IPSC .....uuuiiiiniiiirnrinsnninisnnisssnnisssnncsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 10
Zhodnoceni IMuNOeNnity iIPSC ........coooiiiiiiiiiieiiecie e e 10
Imunogenita autolognich IPSC..........oooiiiiiiiiie e 10
Potencidlni faktory iImuUNOZENILY ......eeeeviiiiiieeiiie et eee e 15
Cilové molekuly na 1PSC .........ooiiiiieee e 16

3.4.1  Exprese MHC glykoproteinill a proteint Gi€astnicich se antigenni prezentace ... 16

3.4.2  Exprese kostimula¢nich molekul ............ccoccooiiiiiiiiiiii e, 17
343  Exprese ligandl receptortt NK bun€k .........ccocceviiiiiiiiiiiniiiiiiiiiecie e 19
344  EXPIESE CDAT ettt e s 20

KINICKE STUAIC. ...ttt sttt s 21
ZLAVEY auevuvecrrcrensuecssecsensancssecssissesssscsssssssssssssessssssessssssssssesssessssssessssssssssasssssssssssssssssssssasssees 22
PoUZita HIEeratura c....cuecceeineeiiiiniiniiisenntisseisnessnecsssecsssisssnssssssssesssssssssssssssssessssssssasss 23




1 Uvod

Kmenové builkky maji vyjimecnou schopnost diferenciace do raznych bunécnych typi a
zéarovenn ponechat si schopnost sebeobnovy, ktera spociva v asymetrickém déleni. Béhem
jednoho dé€leni vznikaji dvé buiiky, jedna kmenova, ktera si zachovava kmenovost (schopnost
plné diferenciace a sebeobnovy) a druhd dcefind, kterd dava vznik konkrétnimu
specializovanému bunéénému typu. Nejveétsi skalu bunéénych typtt mohou poskytnout buniky
totipotentni, které umoznuji vznik bunikdm vSech tfi zarode¢nych vrstev (endodermu,
mezodermu, ektodermu), vcetné trofoblastu. Pluripotentni kmenové buitky mohou poskytnout
vSechny buiiky vyjma trofoblastu. Z dospélé kmenové bunky vznikaji pouze bunky jednoho
organu, jsou takzvané multipotentni. Poslednim typem jsou buniky unipotentni, napiiklad
spermatogonie, ze kterych vznikaji buiiky jednoho bunééného typu (Jaenisch a Young 2008).
Pro schopnost sebeobnovy a moznost vzniku jakéhokoliv bunééného typu se velky potencial
v regeneracni mediciné a 1écbé nelécitelnych chorob pfipisuje pravé pluripotentnim

kmenovym buiikam.

Ve své bakalafské praci se budu zabyvat indukovanymi pluripotentnimi kmenovymi buikami
(iPSC) a problematikou jejich autologniho vyuZiti, tedy otdzkou aplikace iPSC stejnému

jedinci, ze kterého byly izolované.

iPSC jsou bunky, které byly pomoci indukce ektopicky exprimovanych genti navraceny do
pluripotentniho stadia s cilem vytvofit autologni transplantat. Teoreticky maji iPSC obrovsky
potencial v 1écbé degenerativnich a autoimunitnich onemocnéni, jako jsou naptiklad
makularni degenerace, diabetes mellitus prvniho typu ¢i Parkinsonova choroba, nebo pro
personalizovanou regenerativni medicinu ¢i bunécnou terapii (Brouwer ef al. 2016; Mora et
al. 2017). Jejich vyuziti je také vyhodné z etického hlediska a miize celosvétoveé nahradit
kontroverzni pouziti embryonalnich kmenovych bun¢k. Zavedeni iPSC do praxe vSak brani
predevsim konfliktni data a ndzory na jejich imunogenitu (Zhao et al. 2011; Guha et al. 2013;

Scheiner et al. 2014; Wood et al. 2016).

Imunitni systém je obecné aktivovany ptitomnosti signalt nebezpeci (DAMP), které aktivuji
pfirozenou imunitu, a ndsledné¢ rozeznava detailni struktury, které se ve vlastnim téle
vetSinove nevyskytuji a spousti adaptivni imunitu. Za cizorodé latky jsou pfitom povazovany

struktury, s nimiz se T buiiky nesetkaly béhem vyvoje v thymu nebo B buiiky béhem vyvoje



v kostni dfeni, nebo latky obsahujici univerzalni patogenni motivy (PAMP). Takové
univerzalni antigeny jsou typicky rozeznavany ptes povrchové receptory PRR. Na odhojeni
(rejekcei) autotransplantatu bunék odvozenych z iPSC se podili jak pfirozena, tak adaptivni
imunita. Podileji se na ni tedy NK bunky (natural killer) a dendritické bunky (DC), které
nasledné aktivuji antigen-specifické T a B lymfocyty (Scheiner et al. 2014). Imunogenita
iPSC je zavisla na metod¢ indukce nebo na stupni diferenciace transplantovanych bunék a

expresi jejich povrchovych antigeni (Wood ef al. 2016; Liu et al. 2017).

1.1 Transplantace

Vysledek transplantaci zavisi na plvodu a genetické shod¢ darce a piijemce, predevSim
v majoritnich a minoritnich histokompatibilnich genech. Stejné ptedpokladdme, ze i1 pfi
transplantaci iPSC bude tento vztah kliCovy pro vysledek piihojeni $tépu transplantovanych
bun¢k. Pokud buiiky pochdzi od geneticky identického darce (identickd dvojcata, inbredni
kmeny) nazyvdme je syngenni. Jednd-li se o jedince geneticky neidentické, ale téhoZz
zivoci$ného druhu, jde o alologni buiky, a v pfipadé neptibuznych jedinct riznych druht
buiiky xenologni. MtiZzeme hovofit také o autologii, kdy transplantat pochéazi ptimo z bunck
jedinci vlastnich. Imunitni reakce proti autolognim 1 alolognim iPSC je zavisla na aktivaci

pfirozené a adaptivni imunity v tomto pofadi (Murphy a Weaver 2016).

1.2 Imunitni odpovéd’ pri odmitnuti §tépu

Imunitni odpovéd’ je reakce imunitnich bunck jednoho jedince na antigeny tkani jiného
jedince. To je zplisobeno genetickym polymorfismem jedincti téhoZ druhu, coz znamena, ze
v populaci se vyskytuji dvé a vice alel pro urcity gen s frekvenci vice nez 1 % a v disledku
toho se mizou liSit 1 aminokyseliny pfislusnych proteinii. Hlavnimi tkaiové-kompatibilnimi
antigeny zodpovédnymi za imunitni odpovéd’ b&hem alogenni transplantace jsou MHC
glykoproteiny (MHC gp). Pokud se pfijemce a darce shoduji v MHC gp, jsou kli¢ové dalsi
tkanové antigeny — vedlej$i histokompatibilni antigeny. Schopnost vyvolat imunitni odpovéd’
muZe v podstaté polymorfismus jakéhokoliv genu, ktery koduje antigeny s epitopy schopnymi

se vazat na MHC [ a Il (Boyd ef al. 2012).

Na rejekcei iPSC se podileji slozky vrozené (NK buiiky) a adaptivni imunitni (cytotoxické T
lymfocyty) odpovédi. Oba bunécéné typy jsou schopny zahubit buiiku, kterou povazuji za
potencialné nebezpecnou, avsak fidi se vlastnimi aktivatnimi a inhibi¢nimi signaly (Yoon et

al. 2015).



Pokud je peptid-MHC gp darce a ptijemce velmi odlisny, je rozpoznany receptorem TCR (T
cell receptor) T lymfocytii ptijemce, a to bud’ s ohledem na navéazany peptid nebo samotné
MHC 1. Tyto antigeny jsou odvozeny z polymorfnich endogennich (MHC I) a exogennich
(MHC II) proteinti, maji rozdilnou sekvenci aminokyselin, jsou rozpoznavany T bunkami a
vyvolavaji aloimunitni reakci. Aktivace nezkusenych cytotoxickych T bunék je zéavisla na
dvou signalech. Tim prvnim je rozpoznani peptidu prezentované¢ho v komplexu s MHC 1
(rozeznavano TCR za pomoci koreceptoru CDS), druhym je pfitomnost kostimula¢nich
molekul (CD80/86) na APC (antigen-presenting cell), které jsou rozezniavany CD28
receptorem na povrchu T buiiky. Pro cytotoxické T lymfocyty existuje navic fada inhibi¢nich

molekul, jakymi jsou napiiklad PD-1 ¢i CTLA-4 (Murphy a Weaver 2016).

V piipadé NK bunck je k cytotoxické aktivité nutné prevazeni aktivacnich signalii nad t&mi
inhibi¢nimi, které jsou dominantni u casti NK bunéck, které se béhem vyvoje setkaly s
vlastnimi MHC 1. Nejdulezit¢jsi inhibi¢ni drahu u téchto licencovanych NK bunék pfitom
zabezpecuji KIR proteiny (killer-cell immunoglobulin-like receptor), které jsou receptory pro
klasické MHC I molekuly. Aktivita NK bunék je tedy inhibovdna normalni hladinou MHC I
bunék s navazanymi znamymi endogennimi peptidy. Stimulace aktivacnich receptori nebo
inhibice inhibi¢nich zpiisobi vyliti cytotoxickych granul NK bunék, které obsahuji perforiny a
granzymy (Prfl a GzmB). Perforin vytvaii pory v membrané buiiky, dovnitf se tak dostavaji
granzymy, které nasledné aktivuji kaspazy a vedou k apoptotické bun&cné smrti (Yoon et al.

2015).

1.3 Bunécéna diferenciace

Bunécna diferenciace je spontdnni a pfirozené nevratny proces, pii kterému dochazi vlivem
okolnich faktorti k vytvofeni bunék, jejichZz proteom je specializovany pro plnéni urcité
funkce a pro kazdy bunéény typ je unikatni a neménny. iPSC si zachovavaji epigenetickou
pamét’ zdrojovych bunek (Kim et al. 2010). To zplsobuje zvySenou expresi proteint, které
mohou aktivovat nebo inhibovat bunky imunitniho systému (kap. 3.3 - Potencidlni faktory
imunogenity). V ruznych diferenciac¢nich stadiich je imunogenita iPSC rtiznd (Zhao et al.

2015).



Cil prace:

Cilem bakalatské prace je shrnuti soucasnych znalosti o bunécnych a molekularnich
mechanizmech imunitni rejekce iPSC, kterou je nutné detailné pochopit pro jejich potencialni

budouci terapeutickou aplikaci.



2 Indukované pluripotentni kmenové bunky (iPSC)

Ptiprava iPSC se poprvé zdafila dvojici Yamanaka a Takahashi v roce 2006 na mySim
modelu. Toho docilili vybérem 24 kandidatnich genl s potencidlem indukovat pluripotenci
v dospélych somatickych bunkach, konkrétné v mysich fibroblastech. Elimina¢ni metodou
vyselektovali ¢tyfi geny jejichz pouziti navodi pluripotentni kmenovy fenotyp bunék.
Konkrétné se jedna o kombinace gentt POUSFI (OCT3/4), SOX2, MYC (c-Myc) a KLF4
(KIlf4) oznaCované zkratkou OSKM (Takahashi a Yamanaka 2006). Kli¢ové pro
dediferenciaci jsou transkripcni faktory Oct3/4, Sox2 a Klf4, zatimco ostatni faktory c-Myec,
MYCL (I-Myc) a LIN284 (Lin-28) jsou pouze doplitujici pro zvyseni efektivity (Schmidt a
Plath 2012). V roce 2012 obdrzeli Shinya Yamanaka spolu s Johnem B. Gurdonem Nobelovu
cenu za fyziologii a I€kafstvi za ptinos ve vyzkumu indukovanych pluripotentnich kmenovych

bunék.

V roce 2007 pouzil Okita a kol. pro selekci vhodnych iPSC z mysich fibroblastli protein
NANOG. Vytvoril tak iPSC, které maji podobné vlastnosti jako embryonalni kmenové buiky
(ESC), a to stejnou diferenciacni aktivitu, proliferacni vlastnosti, morfologii, genovou expresi
a schopnost tvorby teratomtl, coz je utvar slozeny z bunék vsech tii zarode¢nych vrstev (Okita
et al. 2007). Stejnou kombinaci transkripénich faktori byly vytvofeny také plné funkéni iPSC
z lidskych dospélych fibroblastt (Takahashi et al. 2007).

Jednim z nejvétsich uskali dediferenciace somatickych bun¢k na iPSC je nebezpeci reaktivace
tumorigenniho potencialu transgenu MYC (c-MYC) vkladaného do genomu bunky, jelikoz se
jedna o transkripcni faktor, ktery je univerzalnim aktivatorem genové exprese, ovliviluje
bunéény cyklus a apoptdézu a je proto potencidlnim protoonkogenem (Dang et al. 2006,
www.uniprot.org, 2018, online). Yu a kol. proto pfipravili iPSC kombinaci gent POUSF1,
SRY-box 2, NANOG a LIN284 bez ptitomnosti MYC, bez vyraznych rozdili v efektivité ve
srovnani s Yamanakovymi buitkami (Yu ef al. 2007; Takahashi a Yamanaka 2006).

2.1 Priprava iPSC

Pro ptipravu iPSC byla jiz vyuzita Siroka Skala bunécnych typl. Dle Raab a kol. naptiklad
fibroblasty, krevni bunky, buiiky moci, keratinocyty, hepatocyty, mezenchymalni buiky a
dalsi (Raab et al. 2014). V soucasné dob¢ se nejcastéji vyuzivaji fibroblasty, které jsou snadno
dostupné a lehce se izoluji a kultivuji. Mezi jejich nevyhody vSak patfi nizkd G€innost

pfeprogramovani a invazivita pfi biopsii klize. Kromé fibroblastli jsou hojné¢ vyuzivany také


http://www.uniprot.org/

krevni bunky (periferni mononuklearni bunky), které se filtruji z krve (El Hokayem et al.

2016).

Utinnost pieprogramovani, imunogenni a tumorigenni potencial a kvalita vyslednych
indukovanych pluripotentnich bunék, zavisi mimo jiné na zpisobu vneseni transkripcnich
faktorti do bunky, které mizeme d¢€lit na integracni a neintegracni. Neintegracni metody jsou
zahrnuji pouziti virovych vektori a mohou vyvolat zvySenou imunogenitu v dusledku
integrace viru do genomu hostitele (Morizane ef al. 2013). Nézory se vSak rizni, naptiklad
Almeida a kol. popira zavislost imunogenity iPSC na zptisobu pienosu (Almeida et al. 2014),
zatimco ve studii Zhaa a kol. 10 — 20 % epizomaln¢ pfipravenych iPSC a témér vSechny
retrovirem piipravené iPSC byly pifijemcem odmitnuty (Zhao ef al. 2011). Pozitiva a negativa

jednotlivych aplikaci jsou shrnuta v tabulce 1.

2.1.1 Integracni metody

Mezi integracni metody indukce dediferenciace fadime uziti retrovirti ¢i lentivirt, jejichz
mechanismus vneseni transkripénich faktori vyzaduje integraci vektoru do genomu
hostitelské¢ bunky. Mezi vyhody wuziti integratnich metod patfi snadnd manipulace,
univerzalnost cilenych bun¢k, efektivnost dopraveni transkripénich faktori a relativné vysoka
ucinnost dediferenciace. Lentiviry jsou na rozdil od retrovirti schopny infikovat také ned¢lici
se bunky (Takahashi a Yamanaka 2006; Sommer et al. 2009). Dalsi vyhodou je vyuziti
polycistronnich virovych vektort, které nesou vSechny 4 faktory dohromady na jedné kazete,
u kterych nedochazi k opakované integraci virovych ¢astic, ¢imz je sniZzeno riziko
genomovych mutaci v iPSC (Sommer et al. 2009). Nevyhodou uziti virovych vektori je ¢asto
trvala aktivita OSKM faktorli po integraci. Ta se dd v sou€asnosti vypnout uzitim loxP-Cre
systému, kdy je vnesenim specifickych loxP mist do transgenti umoznéno jejich ndsledné
vystfizeni Cre rekombindzou (Soldner et al. 2009; Kadari et al. 2014). Imunitni odpovéd’
muze vyvolat 1 samotny vstup viru do bunky a jeho integrace do genomu muze podminit

nadorovou transformaci (Lee et al. 2013).

2.1.2 Neintegra¢ni metody

Mezi neintegracni metody indukce dediferenciace fadime viry a biopolymery, jejichz uziti
nevyzaduje integraci do genomu hostitele, které jsou z hlediska bezpecnosti preferované.
Mezi takové metody patii Sendai viry, adenoviry, epizomalni exprese mRNA molekul ¢i

pfenos samotnych proteinil pfes plazmatickou membranu (Fusaki ef al. 2009; Stadtfeld et al.

6



2008; Warren et al. 2010; Zhou et al. 2009). Neintegratni metody maji fadu vyhod a

nevyhod. Uziti vird umoziuje jednoduchou manipulaci na ukor nizké G¢innosti, naopak uziti

v

Pieprogramovanim iPSC bunék pomoci proteinti se jako prvni zabyvali Zhou a kol. a Cho a
kol. vletech 2009 a 2010. Zhou a kol. pouzili rekombinantni proteiny exprimované v
bakterii E. coli, které¢ byly upraveny tak, ze na C-konci transkripcnich faktorti Oct4, Sox2,
KIf4 a c-Myc mély piidanou polyargininovou doménu (11R), kterd jim umoznila proniknout
plazmatickou membranou do cilovych bunék (Zhou et al. 2009). Cho a kol. vyuzili
k pfeprogramovani bun¢k smés reprogramujicich transkrip¢nich faktord pochézejicich z ESC,
které vnesli do diferencované somatické bunky permeabilizované streptolysinem O (Cho et al.

2010).

Dle nov¢;jsich studii 1ze pluripotence dosahnout nejen vnesenim Yamanakovych transkripénch
faktorit (OSKM), ale i pisobenim chemickych slouc¢enin s molekulovou hmotnosti mensi nez
900 Da. Mezi tyto jsou fazeny latky histon deacetylaza (HDAC) a kyselina valproova (VPA),
které nahradily Gc¢inek TF c-Myc a Klf-4 (Huangfu et al. 2008), a jejich u¢innost byla 100x
vyS$$i oproti Yamanakovi a kol. V soucasné dobé 1ze nahradit dokonce vSechny TF pouzitim
sedmi malych molekul konkrétné¢ VC6TFZ, k. valproova, CHIR99021, kindzovy inhibitor
TGF-B RI II, Tranylcypromin, Forskolinn, 2-methyl-5-hydroxytryptamin a D4476 (Hou et al.
2013).

I ptes stale novéjsi metody dediferenciace konkrétnich bunécnych typl neni tento proces
globadlné¢ optimalizovan, a tak se velmi casto vyuzivaji virové metody s pouZitim

transkripénich faktori (Kamao ef al. 2014; Hallett ef al. 2015; Kim et al. 2017).

2.1.2.1 Transflammation

Retroviry pouzité pro indukci pluripotence v buiice spousti reakci pfirozené imunity, ktera
napomaha rozvolnéni chromatinu, ¢imz je usnadnéna vazba TF na ptislusné geny. Tato reakce
se nazyva transflammation a jedna se o protizanétlivou signalizaci spousténou receptorem
TLR3, ktery reaguje na ptitomnost virové dsSRNA v endozémech. TLR3 aktivuje transkripcni
faktory NF-kf a IRF3, které se v jadie podileji na remodelaci chromatinu pomoci zmény
v epigentickych modifikatorech. Vysledkem je jeho rozvolnéni a usnadnéni piistupu
vnaSenych TF na cilové geny (obr. €. 1). Z tohoto diivodu je pouziti virovych metod G€inng;jsi

(Lee et al. 2012).
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Obrazek ¢ 1: Schéma pribéhu procesu transflammation® — Receptor TLR3 aktivuje
transkripcni faktory NF-«kf a IRF3 pres adaptorovou molekulu TRIF. NF-xff se ucastni
indukce histonacetyltransferaz a histonmethyltransferaz. Vysledkem je snizeni methylace
histonu H3K9, kterd kromé jiného umlicuje promotor genu OCT4, a naopak zvyseni metylace

histonu H3K4. Upraveno podle (Lee et al. 2012).

Bylo zjiSténo, Ze podobnou imunitni odpovéd’ v bunkdch vyvolavaji dvouretézcové
oligonukleotidy tvofené inosinem a cytosinem nazyvané poly [:C, které jsou syntetickym
agonistou receptoru TLR3. Jejich pouZiti spole¢né s metodou indukce pluripotence pomoci
rekombinantnich proteinli potencialn€ zvySuje ucinnost nevirovych metod pieprogramovani a
zéaroven snizuje riziko virové infekce, které¢ se poji s pouzitim virovych metod (Lee et al.

2012).

ZvySeni ucinnosti pieprogramovani bylo zjiSténo také po stimulaci RLR (RIG-I-like)
receptort, které patii do rodiny PRR receptorti a reaguji na jednotetézcovou a dvoufetézcovou
RNA. Pocatecni signalizace je sice zprostiedkovéana jinym mechanismem, ale vede k aktivaci
stejnych TF NF-kf a IRF3. Vysledkem je opé€t rozvolnéni chromatinu vhodné pro nasednuti
transkripcnich faktord (Sayed et al. 2017). Procentudlni zvySeni i¢innosti pfeprogramovani

nebylo vyjadieno.



Tabulka 1: Shrnuti integracnich a neintegracnich metod pro preprogramovani iPSC

Vektor Ii;ltlll(:a Geny Utinnost Integrativni Plusy Minusy Reference
. Zaclenéni do
Pomérné nomu, mozna (Takahashi a
Retrovirus OSKM [ 0,001-1%| ANO efektivni, genomu, Mozh:
. , reaktivace virovych | Yamanaka 2006)
jednoduché o
gend
Zaclenéni do
Lentivirus OSKM | 0,1-1% ANO Velmi efektivni genomu, mozna (Sommer et al.
reaktivace virovych 2009)
gentll
o Nizka ucinnost,
Adenovirus OSKM [ 0,001 % NE Nezaclefije se nepouzitelné pro (Stadtfeld et al.
do genomu oy 2008)
lidské buiky
Sendai Nezaclenuje se Nizka tcinnost,
) OSKM | 0,1 % NE J mozna reaktivace | (Fusaki et al. 2009)
virus do genomu o, o
virovych genti
Nezaclenuje se
mRNA OS.KM’ 4.4 % NE do genomu, Naro¢na metoda (Warren et al.
Lin28 A 2010)
vysoka ucinnost
miRNA | OSMK 10 % NE szoka .Prer’lesem na (Anokye-Danso et
ucinnost virovém vektoru al. 2011)
Nizka ucinnost,
. Z4dné genetické stabilita
V)
Proteiny | OSMK 0,01 % NE modifikace rekombinantnich (Zhang et al. 2012)
proteinti




3 Imunogenita iPSC

3.1 Zhodnoceni imunogenity iPSC

Imunogenita iPSC je hodnocena na zaklad¢ in vitro i in vivo testl. In vitro testy jsou zalozeny
na sledovani imunitni odpovédi hostitelskych T bunék a fadime mezi né smésnou
lymfocytarni reakci (MLR), pouziti fluorescencniho barviva carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFSE) a enzyme linked immuno spot assay (ELISPOT). NejptisnéjSim
kritériem zhodnoceni imunogenity jsou testy in vivo, konkrétn¢ transplantace bunék piijemci
a sledovani funk¢nosti organu, nebo detekce infiltratu T bunck v misté $tépu (Scheiner et al.

2014).

Pii MLR se zjistuje aloreaktivita T lymfocyti smisenim lymfocyti darce a piijemce. Pokud T
lymfocyt rozpozna alogenni peptid-MHC aktivuje se a dale proliferuje (Weksler ez al. 1981).

Fluorescen¢ni barvivo CFSE po pfidani difunduje do buiky béhem proliferace a oznaci
vSechny proteiny, coz diky ménici se intenzité fluorescence umoziiuje pozorovat bunécné

déleni, ptfipadné lokalizaci a migraci lymfocytl in vivo (Mannering et al. 2003).

Metoda ELISPOT se uziva k detekci a kvantifikaci bun€k schopnych sekrece cytokint a
protilatek na drovni jednotlivych bunck. Jednd se o extrémné citlivou metodu spocivajici
v zachyceni sekretované¢ho produktu na specifickych protilatkdch v jamkach a nasledné

fluorescencni detekci (Czerkinsky et al. 1983).

3.2 Imunogenita autolognich iPSC

Jak jiz bylo feceno, aplikace iPSC teoreticky piedstavuje neomezenou zasobu autolognich
transplantatl v biobankéach, avSak jejich redlnému vyuziti v praxi brani jejich schopnost

vyvolat imunitni reakci s mnoha konfliktnimi nazory publikovanymi v minulych letech.

Pohled na imunogenitu iPSC se v pribéhu let kontinuadlné ménil od jejich Gspésné piipravy
v roce 2006 az do soucasnosti. Prvnim, kdo zpochybnil toleranci §t€pu bunék odvozenych
ziPSC byl Zhao vroce 2011, ktery poukdzal na imunitni rejekci syngenniho Stépu
(transplantat bunék z geneticky identického jedince) u inbrednich C57/B16 mysi. Dcefiné
buiikky byly odmitnuty imunitnim systémem u syngennich piijemct a vytvofily v 80 %
teratom, ktery vykazoval vysokou infiltraci T bun€k (56. den téméf ve 100 %) a masivni

nekrézu. Nedostatkem této studie vSak bylo zaméteni na jedinou linii iPSC (Zhao et al. 2011).
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Na zavéry Zhaa a kol. pfimo navézala studie Arakiho v roce 2013, kterd srovnala imunogenitu
7 linii diferencovanych autolognich iPSC s5 liniemi syngennich ESC. Termindlné
diferencované iPSC a ESC na bunky klize a kostni dfen¢ ptezily s tspésSnosti 98,3 % u iPSC a
92,5 % u ESC a to az dva mésice po transplantaci. Zavérem této studie tedy mizeme fici, Ze
terminaln¢ diferencované autologni iPCS ani syngenni ESC nevyvolavaji imunitni reakci, a to
bez rozdilu (Araki et al. 2013). Zavery Zhaa a kol. vyvraci také Guha a kol., ktery tvrdi, Ze
v ptipadé Stépu transplantovanych alolognim mysim byly diferencované i nediferencované
iPSC a ESC odmitnuty. U mysi syngennich naopak prospivaly, nebyly odmitnuty, ale tvofily
teratomy, které¢ poukazuji na jejich tumorigenni potencial, ktery je dalsi piekdzkou v jejich

klinickém vyuziti (Guha et al. 2013).

Imunogenitou autolognich a alolognich diferencovanych iPSC se zabyval také Morizane a
kol., ktery in vitro ptipravené nervové bunky, konkrétn€ dopaminergni neurony, zavedl do
mozku makakl. Autologni pfezivaly bez imunosuprese, naopak alogenni builkky vykazovaly

vyssi infiltraci T bun€k a to hlavné 2—3 mésice po transplantaci (Morizane et al. 2013).

Almeida a kol. naopak poukazuje na imunitni T buné&€nou rejekci nediferencovanych iPSC a
piijeti autolognich diferencovanych iPSC v bunikdch endotelu. Tyto buniky vykazovaly reakce
vlastni tolerance, kterou potvrzuje zvySend expresit 19 gentl, napiiklad IL-10 a TGF-B
dochazelo k lymfocytarni infiltraci doprovazené expresi interferonu-y a cytotoxickych faktort
(granzym-B a perforin) (Almeida ef al. 2014). Studie tedy podporuje zaveéry Zhaa a kol. o

odmitnuti autolognich nediferencovanych iPSC.

V roce 2015 potvrdil Zhao svou piedeslou teorii o imunogenité nediferencovanych iPSC. Po
syngenni transplantaci nediferencovanych iPSC do humanizované mys$i (pivodné
imunodeficientni mys, kterd ma transplantovany plné funkéni lidsky imunitni systém) doslo
v téchto mysich krozvoji teratomil, které obsahovaly mista s vysokym infiltratem T
lymfocytl, coz potvrzuje jejich vysokou imunogenitu. Jelikoz vSak byla infiltrace T
lymfocyti do teratomu heterogenni, lze predpokladat, ze builkky obsazené v teratomu maji
riznou Uroven imunogenity. Ta souvisi také s bunéénym typem vkladanych diferencovanych
bunék, protoze po transplantaci bunék diferencovanych na buiiky hladkého svalstva dochazelo
v mySi k masivnimu odmitnuti, zatimco bunky diferencované na builky retindlniho

pigmentového epitelu (RPE) byly tolerovany (Zhao ef al. 2015).
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Rozdilné vysledky vySe zminénych studii vysvétluje Todorova a kol., kterd provedla
transplantaci stejnych bunck subkutdnné, intramuskularné a pod ledvinové pouzdro. Tim
dokazala, ze iPSC a jejich derivaty maji odliSnou imunogenitu v zavislosti na imunitnim
prostiedi a misté transplantace, jelikoz buiiky odvozené z iPSC B6 mysi transplantované pod
ledvinové pouzdro, na rozdil od ostatnich mist, nevykazovaly imunogenni charakter (Guha et
al. 2013; Todorova et al. 2016). Experiment, pti kterém byly soucasné¢ s iPSC transplantovany
pod ledvinové pouzdro DC buiky, doSlo k odmitnuti $tépu. Z toho vyplyvé, Ze sniZena
imunogenita iPSC souvisi s absenci funkénich APC v tomto misté (obr. €. 2) (Todorova et al.

2016).

Rozdilnd imunitni odpovéd” mize byt také zpisobena rozdilnym poskozenim tkané pfi
samotném podani Stépu. Pfi invazivni transplantaci dochazi k fyzickému naruSeni integrity

tkané a k vystaveni DAMP (Wood ef al. 2016).
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Obrazek ¢. 2: Velikost a infiltrdt teratomii vzniklych po transplantaci iPSC pod ledvinové
pouzdro. A Zavislost velikosti nadoru na pritomnosti DC. B Podil nahodné vybranych ploch
obsahujicich CD4+ bunky ze skupin iPSC s nebo bez DC. C Imunofluorescencni barveni rezu
nadoru. Horni snimek, zelené CD4+ T bunky; spodni snimek, zelene DC, cervene CD4+

bunky; meritko 50 um. Prevzato z (Todorova et al. 2016).

V lidském téle jsou mista, ktera jsou imunitné privilegovana (gonady, oko, chrupavka, mozek
atd.). Tato mista nejsou tolik vaskularizovand, tudiz jsou ¢astecné chranéna pred imunitnimi
buitkami, nebo jsou polarizovana na Th2 typ imunitni odpovédi. V ptipade transplantace
diferencovanych iPSC do téchto mist nedochazi k imunitni rejekci, a to ani v pfipade alogenni

transplantace (Kimura ef al. 2016).
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Pro klinické vyuziti iPSC je zasadni zhodnoceni imunogenity diferencovanych bunék, které
budou ptipraveny in vitro a nasledné transplantovany piijemci. V nésledujicich studiich byly

diferencované iPSC odmitnuty pouze v ptipad¢ bunck hladké svaloviny (tabulka 2).
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Tabulka 2: Shrnuti imunogenity nediferencovanych a diferencovanych autolognich iPSC

Studie Zpiisob reprogramace Pivod iPSC Misto Diferenciacni stav Vysledek
transplantace transplantace
lentivirus STEMCCA .
6(1%%811 §§ epizomalni vektor fz}é?szlislt};iz 16311;(;?: NEDIFERENCOVANE tolerovany
: Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc y p
(Guha et lentivirus STEMCCA fibroblasty z ledvinové end‘l’lflztncl buitky lerovén
al. 2013) | Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc ocasu mysi pouzdro patoeyty Y
neurondlni bunky
(Al nevirové minicircle, fibroblasty z intramuskularné -
etal. lentivirus ocasu m yéi subkuténng NEDIFERENCOVANE odmitnuty
2014) Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc Y
(ki nevirové minicircle, fibroblasty z L CD144* CD31" buitky .
etal lentivirus ocasy mysi subkutanné endotelu tolerovany
2014) Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc Y
kiize chemerické zada recipientni
g‘;“;lgi 36; pCX'OKSI;lza‘;‘ I;‘igCXC'MyC kos‘::ﬁfeﬁ my3i NEDIFERENCOVANE |  tolerovény
chimerické mysi ocasni Zila
. pCX-OKS-2A a pCXc-Myc zada recipientni . oy
f;?r;lgi ;; plasmid C57BL/6 mys mysi buﬁEuri(ko}; t1:1 lilzdefené tolerovany
’ Oct4, Sox2, Klf4, Myc ocasni zila y
retrovirus - Oct4, Sox2, fibroblasty z
(Morizane Kl1f4, c-Myc, Lin28 dutiny Gstni mozek
etal. plazmidy - Oct4, Sox2, Kl1f4, (opice) (putamen) NEDIFERENCOVANE tolerovany
2013) | L-Myc, Lin28, shRNA pro | buiiky periferni P
TP53 a EBNAI1 krve (opice)
retrovirus - Oct4, Sox2, fibroblasty z
(Morizane Kl1f4, c-Myc, Lin28 dutiny Gstni mozek
etal. plazmidy - Oct4, Sox2, Kl1f4, (opice) (putamen) dopaminergni neurony tolerovany
2013) | L-Myc, Lin28, shRNA pro | buiiky periferni P
TP53 a EBNAI1 krve (opice)
(Doi et al. Oct3/4 }gg;szo nl?llge L-myc 404C2 a 836B3 mozek progeny dopaminergnich tolerovany
2014) .Lin28, Glisi ’ lidské iPSC (putamen) neuron
(Hallett et retrovirus kozni fibroblasty mozek dobaminereni neuron tolerovén
al. 2015) | Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc makaka (putamen) p & y y
(Kamao et retrovirus, Sendai virus hdfi];irﬂglsrlfie]e subretinalni retinalni pigmentovy tolerovén
al. 2014) | Oct3/4, Sox2, c-Myec, Klf4 fibroblasty prostor oka epitel Y
(Sun et al. retrovirus, Sendai virus hdzlziriglsrﬂele subretinalni retinalni pigmentovy tolerovén
2015) Oct3/4, Sox2, c-Myc, Kl1f4 fibroblasty prostor oka epitel y
(Zhao et retrovirus, epizomalné mysi
p embryonalni subkutanné NEDIFERENCOVANE odmitnuty
al. 2011) | Oct3/4, Sox2, c-Myc, Kl1f4 fibroblasty
(Zhao et Episomélné v fibroblast ll(‘;’:tt:rrl‘:: ;‘/’jll buiiky hladké svaloviny |  odmitnuty
al. 2015) | Oct4, Sox2, Nanog, Lin28 y oko > | pigmentovy epitel sitnice tolerovany
(Kim et mysi
al. 2017) lentivirus embryonalni subkutanné NEDIFERENCOVANE odmitnuty
) fibroblasty

14




3.3 Potencialni faktory imunogenity

Kdyz Zhao v roce 2011 jako prvni poukédzal na imunogenitu autolognich iPSC v C57/B16
mysich, odhalil na zdkladé genové analyzy n¢kolik genti, které by mohly hrat roli v indukci T
bunécné odpovédi (Zhao et al. 2011). Jako zodpoveédné za aktivaci T lymfocytl z nich byly
vybrany produkty gent HORMADI a ZGl6. Gen HORMADI se ucastni organizace
chromatinu a pokud je vystaven na povrchu buiikky mize byt imunogenni, zatimco funkce
ZG16 zatim neni zcela zndma (www.genecards.org, 2018, online). Tento nazor zlstava
kontroverzni, protoZe navazujici studie tyto vysledky jednozna¢né nepotvrzuji. Araki a kol. a
Guha a kol. nedetekovali infiltraci T lymfocytli ani zvySenou expresi genli ZGI6 a
HORMADI, ale poukazali na rozdilnou hladinu jejich exprese v riiznych tkanich (obr. €. 3)
(Araki ef al. 2013; Guha et al. 2013).
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Obrazek ¢. 3: Rozdilnd exprese genii ZG16 a HORMADI1 v riuznych tkanich odvozenych od
iPSC. Prevzato z (Araki et al. 2013).

Vroce 2015 Zhao opét pozoroval imunogenni potencial nediferencovanych a
diferencovanych iPSC. Imunitni odpoveéd’ byla rozdilna v ptipade dvou typt diferencovanych
tkani, konkrétné k ni dochazelo v piipad¢ hladké svaloviny a nedochdzelo v ptipade RPE.
Analyza genové exprese téchto diferencovanych linii byla v 90 % ve shodég, avSak u bunck
hladké svaloviny byla opét pozorovéana zvysSena exprese ZG16 a HORMADI. Tim podpofil
teorii, Ze imunitni rejekce St€pu mlize byt zplisobena nadmérnou expresi ZG16 a HORMADI

(Zhao et al. 2015).
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3.4 Cilové molekuly na iPSC

Imunitni odpovéd’ proti iPSC je zprostiedkovana slozkami vrozené i adaptivni imunity,
aktivace kterych je typicky zavisla na fade povrchovych ¢i sekretovanych spoustéci, kterymi
jsou predevsim MHC gp a kostimulacni molekuly (kap. 1.2. Imunitni odpovéd’ pri odmitnuti

Stepu).

3.4.1 Exprese MHC glykoproteini a proteint uc¢astnicich se antigenni prezentace

Jedna z nejvétSich imunitnich ptekdzek béhem transplantace je rozdil v MHC gp, u lidi
oznacovanych HLA. Tento problém vSak teoreticky odpada v pfipadé¢ autolognich

transplantatl, ackoliv snizena hladina MHC I plisobi aktiva¢né na ¢ast NK bunék.

iPSC exprimuji celkové niz§i mnozstvi MHC antigend. Diky tomu nejsou rozpoznavané T
bunikami, jelikoZ nejsou schopny slouZit jako APC, ale mohou aktivovat NK bunky (Suarez-
Alvarez et al. 2010; Pick et al. 2012). Hladina exprese MHC glykoproteint se viak zvysi po

bunécné diferenciaci, minimaln¢ v ptipadé retindlniho epitelu (Kamao et al. 2014).

Snizena exprese MHC I u iPSC koreluje se snizenou expresi genlt TAPI a TAP2, které jsou
zéasadni pro transport endogennich peptidii z cytoplazmy do endoplasmatického retikula, kde
dochazi k jejich navazani na MHC I a prezentaci na povrchu bunky (obr. ¢. 4). Divodem
snizené exprese TAPI a TAP2 je demethylace histonu H3K4me3, diky ¢emuz dochazi ke
sniZzené transkripce genll pro proteiny Ucastnici se antigenni prezentace (obr. €. 4, obr. €. 6)

(Suérez-Alvarez et al. 2010; Kruse et al. 2015).
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Obrazek ¢. 4: SniZend hladina proteinit ucastnicich se zpracovdni a prezentace antigenii -
A, B, C, D Rozdily v metylaci histonu v oblasti genii pro HLA-B, p-2-mikroglobulin a
prenasSece TAP-1 a TAP-2 mezi lidskymi fibroblasty a iPSC. E Relativni exprese transportéri
antigennich peptidu TAP-1/TAP-2. Data ziskana gPCR.

Pitout — lymfoblast; SHEF-1 - lidské ESC; NTera2 - linie teratokarcinomu; IMR90 - lidské
fibroblasty, MSUH-002 - indukované pluripotentni kmenové bunky. Prevzato z (Sudrez-
Alvarez et al. 2010).

Snizené mnoZstvi MHC-I v nediferencovanych lidskych iPSC bylo prokazané také ve studii
Chen a kol. 2015. Studie uvadi 2—7x niz8i mnozstvi MHC I v nediferencovanych iPSC nez
v bunikach somatickych. Béhem spontanni diferenciace in vitro se hladina MHC I zvySuje, ale
stale je niz$i v porovnani se somatickymi butikami (Chen et al. 2015). Nizkou hladinu MHC I
u iPSC oproti kontrolnim syngennim splenocytiim potvrdil také Gao a kol. (Gao et al. 2016).

3.4.2 Exprese kostimula¢nich molekul

Pouze rozpoznani MHC molekul T lymfocyty nestac¢i k vyvolani kompletni imunitni
odpovédi. Antigenni prezentace na MHC komplexech vyzaduje pomoc nékolika
kostimula¢nich molekul, zejména CD80 a CD86 na povrchu antigen prezentujicich bungk.
Jednou z pficin imunogenity iPSC by tedy mohla byt pfitomnost téchto kostimulacnich

molekul pfimo na jejich povrchu.
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Pritomnost CD80 a CD86 na iPSC vsak nebyla prokdzana ani po stimulaci IFNy, ktery se

pouziva k simulaci zanétlivého prostiedi (Lu ef al. 2014), avSak béhem in vitro diferenciace

se procento téchto bun¢k exprimujicich CD80, CD86 a CD11c, ktery je markerem DC bunék,

po stimulaci prozanétlivym cytokinem INF-y zvySuje (obr. €. 5) (Itakura et al. 2017). S timto

pozorovanim vsak nesouhlasi Kim a kol., ktery nepozoroval expresi kostimula¢nich molekul

CD80/86 za normalnich podminek, ani po stimulaci INF-y (Kim et al. 2013). Stejné zavéry

ptinesl Chen a kol, ktery potvrdil nizkou expresi CD80/86 a CD11c na iPSC (CDl1c 2,2 —
2,9 %, CD80 0,3 — 0,8 %, CD86 1,3 — 3,1 %) (Chen et al. 2015).

Dalsi zptsob k vyvolani imunitni odpovédi za pomoci kostimula¢nich molekul je produkce a

vystaveni/sekrece DAMP na povrchu iPSC, na které se vazou PRR receptory APC, které poté

reaguji zvySenou expresi kostimula¢nich molekul.
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Obrazek ¢. 5: Relativni exprese kostimulacnich molekul CD40, CD80, CD86 a CTLA-4
(CD152) pied a po stimulaci IFN-y.

Fetus NSPCs - fetalni neuralni kmenové bunky; 2A3F/2A4F - neurdlni bunky odvozeny od
iPSC. Prevzato a upraveno dle (Itakura et al. 2017).
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3.4.3 Exprese ligandii receptorit NK bunék

Na buiikach derivovanych z iPSC byla prokazana exprese ligandi (CD247, FCER1G, CD112,
CD155) aktivacnich receptorit NK bun¢k (NKp30, NKp46, NKG2D a DNAM-1) (Chen et al.
2015), mezi které patii také neklasické MHC Ib MIC-A a MIC-B ligandy, které jsou velmi
polymorfni a jsou nejcastéji vystavovany na stresovych, infikovanych a nadorovych buiikach
(Bahram et al. 1994). Ty se vazou konkrétn€ na aktivacni receptor NKG2D na NK buiikach
(Kruse et al. 2015) a yd a CD8+ receptory na T lymfocytech, a po jejich vazbé dochazi
k cytotoxické NK odpovédi (obr. €. 6) (Www.uniprot.org/, 2018, online).

To bylo potvrzeno in vitro testy, kdy byly iPSC u¢inné napadany aktivovanymi NK buikami,
jelikoz exprimuji ligandy aktiva¢niho receptoru NKG2D (Dressel ef al. 2010; Groschel et al.
2017).
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— TTTIT T 1
5o { | K562
ey 1 1
g 5 - , w D1-iPSC4
<]
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10 - m D3-iPSC3
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SEEpeNEgy SENWLOEE ESpoDoapy
S535855F 35333385 33855%¢%
ligands for avtivating HLA class | genes genes involved in HLA class |
NK receptors antigen processing

Obrazek ¢. 6: Analyza genové exprese (qPCR) aktivacnich ligandit vyjdadrena jako ,,cycle
threshold” ruznych genii; ligandii pro NKG2D (vlevo), nizka exprese HLA (MHC-I)
(uprostied) a sniZend exprese proteinii duleZitych pro zpracovdni a prezentaci antigenu na

MHC I (vpravo).

PMBC - periferni mononukledrni krevni bunky, K542 - bunky lidské myeloidni leukemie; D1-
iPSC4/D2-iPSC1/D3-iPSC3 - linie indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék. Prevzato
z (Kruse et al. 2015).
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Napiiklad pii diferenciaci iPSC do hematopoetickych bunék jsou na jejich povrchu
vystavovany kromé aktivacnich ligandit MIC-A a MIC-B také ligandy pro inhibi¢ni receptory
NK bunék HLA G. Vysledna aktivace nebo inhibice NK bun¢k a nasledné spusténi imunitni

odpovédi tedy zavisi na rovnovaze mezi témito signaly (Kim et al. 2013).

NK buiiky hraji roli v odmitnuti iPSC, ale studie zkoumajici jejich aktiva¢ni a inhibi¢ni

ligandy se neshoduji v mechanismech aktivace.

3.4.4 Exprese CD47

Dalsi zpotencidlnich markerti, ktery ovliviiuje imunogenitu iPSC je univerzalni
sebepoznavaci znak CD47 (IAP), ktery se vaze na SIRPa receptor na povrchu makrofagt,
¢imz inhibuje fagocytozu a slouzi jako ,don’t eat me* signal. Nedostatecnd inhibice
makrofagl zplsobend jeho absenci vede k vystaveni fragmenti peptidii iPSC v komplexu s
MHC II na makrofazich a nasledné aktivaci T lymfocytl. Hladina CD47 se vSak spontanné
zvySuje béhem diferenciace iPSC (obr. ¢. 7), ¢imz se sniZzuje imunogenita S$tépi, které

oy e

adhezivnich molekul a mensi plochou 1éze (obr. €. 8) (Lehnen ef al. 2017).
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Obrazek ¢. 7: Frekvence IAP+ bunék v buiikdach sortovanych a nesortovanych na IAP+

béhem diferenciace 11. a 16. den. Prevzato z (Lehnen et al. 2017).
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Obrazek ¢. 8: Histologicka analyza velikosti §tépu 6 tydnit po transplantaci nesortovanych
(A1-A2) a sortovanych bunék (BI-B2). Stépy byly histochemicky barveny na piitomnost
hNCAM (A1, Bl) a TH (A2, B2).

HNCAM — lidska neuralni bunécna adhezni molekula, TH — tyrosinhydroxyldza. Prevzato z
(Lehnen et al. 2017)

3.5 Klinické studie

I ptes rozporuplné vysledky imunogenity iPSC v soucasné dobé aktivné probihaji ctyfi
klinické studie, které se vétSinou zabyvaji modelovanim onemocnéni (www.clinicaltrials.gov,
ocnich degeneraci. Po uspéSnych preklinickych studiich na zvitfecich modelech nasledovala
prvni klinicka studie iPSC. Provedena byla v zafi roku 2014 v Japonsku zatim na jediném
pacientovi pro zjiSténi bezpecnosti autolognich bunék RPE odvozenych od iPSC pro 1écbu
vékem podminéné makularni degenerace. U pacienta nebyl pozorovan zadny nezddouci efekt,
nedoslo k odmitnuti $t€pu a buiikky nevykazovaly tumorigenni potencial (Garber 2015).
Planovana transplantace u druhého pacienta vSak byla pozastavena z divodu genovych

abnormalit v iPSC, které mély byt pouzity (Mandai et al. 2017).
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4 Zavér

Za imunogenitu iPSC jsou zodpovédné piedevsim jejich povrchové molekuly, které mohou
aktivovat bunky pfirozené (NK buiiky) 1 adaptivni (T buiiky) imunity. Jednémi z téchto
molekul jsou MHC I gp, jejichZ nizké hladina na povrchu iPSC je zodpovédna za aktivaci NK
buné¢k. Pro aktivaci T bunék je kromé MHC I vyzadovana ptitomnost dal$ich kostimula¢nich
molekul, jejichz pifitomnost na povrchu iPSC dosud nebyla prokazana, tudiz mechanismus

spusténi odpovédi adaptivni imunity na pfitomnost iPSC zlistdva neznamy.

Imunogenita iPSC vsak miize byt zptsobena také zvysenou expresi aktivacnich ligandi MIC-
A a MIC-B NKG2D receptoru NK bunék, coz vede kjejich aktivaci, nebo absenci
sebepozndvaciho znaku CD47, ktery zabranuje fagocytdze Stépu makrofagy a tim spusténi

odpovédi adaptivni imunity.

Pro komplexni posouzeni imunogenity jsou zasadni studie in vivo, které zohlednuji podminky
béhem transplantace (koncentrace interferond, cytokinli, misto transplantace) ovliviiuji
vyslednou reakci. Imunogenita iPSC se 1i8i zejména v zavislosti na pouzitém bunééném typu,
stupni jejich diferenciace pii transplantaci, pfiCemz soucasné studie naznacuji, Ze be€hem
diferenciace ztraci imunogenni potencial, nebo na misté transplantace, jelikoz vloZeni iPSC
bun¢k do imunoprivilegovanych mist (gonady, chrupavky, oc¢i) jsou diky nepfitomnosti bun¢k
nejpravdépodobnéjsi, jak naznacuje jiz provedena transplantace RPE pfi 1écbé makularni

degenerace.

Pouziti iPSC v klinické praxi se kromé jejich imunogenity potyka i s dal§imi problémy, jako
jsou vybér, optimalizace a normalizace metody pfeprogramovani. Pro jejich plnou aplikaci

v klinické praxi jsou proto nezbytné nové poznatky z primarnich a klinickych studii.
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