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Abstrakt

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells, MSCs) maji diky svym
imunomodula¢nim vlastnostem velky potencial v bunécné regenerativni 1é€bé a imunoterapii.
MSCs exprimuji fadu Toll-like receptorti (TLRs) rozpoznavajicich typické molekularni
struktury patogentl (patogen-associated molecular patterns, PAMPs), které se mohou nachazet
v organismu, kam jsou MSCs terapeuticky aplikovany, a ovlivnit tak jejich chovani. Navazani
ligandi na TLRs mize pozménit proliferaci, diferenciaci, imunosupresivni vlastnosti, migraci,
polarizaci a produkci cytokint MSCs. Tato prace se proto zabyva vlivem TLRs na
imunomodula¢ni vlastnosti MSCs, jelikoz v soucasné dob¢é neni na zdkladé rozdilnych
vysledki raznych experimentl zcela jasné, jakym zpusobem dokaze aktivace TLRs MSCs

ovlivnit.
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Abstract

Immunosuppressive properties of mesenchymal stem cells (MSCs) offer potential tools for
cell-based regenerative therapy and immunotherapy. MSCs express a large number of
Toll-like receptors (TLRs) recognizing multiple pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs), which could be found in patients microenvironment and modulate activity of
MSCs. TLR ligands could lead to modulation of proliferation, differentiation,
immunosuppression, migration, polarization and production of cytokine. This work discusses
the effect of TLRs on immunomodulatory properties of MSCs, because there are lots of

contrasts in the results about their effect.
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Seznam pouzitych zkratek

AD-MSCs  adipose derived-mesenchymal stem cells, MSCs izolované z tukové tkan¢
bFGF basic fibroblast growth factor, zakladni riistovy faktor fibroblasta

BM-MSCs  bone marrow-mesenchymal stem cells, MSCs izolované z kostni diené

CCL5 chemokine C-C motif ligand 5, chemokinovy ligand 5 s C-C motivem

CD cluster of differentiation, diferenciacni antigen

CXCR4 C-X-C chemokine receptor type 4, C-X-C chemokinovy receptor 4

dsRNA double-stranded RNA, dvouvlaknova RNA

GVHD graft-versus-host disease, reakce St€pu proti hostiteli

HSP heat-shock protein, protein teplotniho Soku

IDO indoleamine 2,3-dioxygenase, indolamin 2,3-dioxygenaza

IFN-B interferon f3

IgM immunoglobulin M, imunoglobulin M

IGF-1 inzulin-like growth factor 1, ristovy faktor podobny inzulinu

IL-10 interleukin 10

INF-y interferon vy

IRF-3 interferon regulatory factor, regulacni faktor pro interferon

LPS lipopolysaccharide, lipopolysacharid

Mal MyD88 adaptor like protein

MD-2 myeloid differentiation protein 2, myeloidni diferenciacni protein 2

MDC macrophage-derived chemokine, chemokin odvozeny od makrofagt

MHC I major histocompatibility complex class I, hlavni histokompatibilni komplex
L. tridy

MLR mixed lymphocyte reaction, smésna lymfocytarni reakce

MMP-2 matrix metalloproteinase 2, matrixova metaloproteinaza 2

mRNA messenger RNA, medidtorovda RNA

MSCs mesenchymal stem cells, mezenchymalni kmenové bunky

MyD88 Myeloid differentitation primery response protein 88

PAMPs patogen-associated molecular patterns, typické molekularni struktury patogenti

PDGF platelet derived growth factor, ristovy faktor z krevnich desti¢ek

PGE2 prostaglandin E2

PGN peptidoglycan, peptidoglykan

poly (I:C) polyinosinic:polycytidylic acid, polyinosinova:polycytidylova kyselina



SARM
SDF-1
SMAD3
STATI
TDO2
TGE-p
Th

TIR
TIRAP
TLRs
TNF-a
TRAIL
TRAM
Treg
TRIF
VCAM-1

sterile a and Heat-armadillo motifs

stromall-derived factor-1, chemokin odvozeny od stromalnich bun¢k
mothers against decapentaplegic homolog 3

signal transducer and activator of transcription type 1
tryptophan 2,3-dioxygenase, tryptofan 2,3-dioxygenaza
transforming growth factor, transformujici ristovy faktor f3
T helper cells, pomocné T buiky

Toll/interleukin-1 receptor

Toll/interleukin-1 domain-containing adaptor protein
Toll-like receptors, Toll-like receptory

tumor necrosis factor o, tumor nekrotizujici faktor a
TNF-related apoptosis inducing ligand

TRIF-related adaptor molecule

T regulatory cells, regulac¢ni T bunky

TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-f3

vascular cell adhesion molecule 1, adhezni molekula 1 vaskularnich bunék



1. Uvod

Mezenchymalni kmenové bunky (mesenchymal stem cells, MSCs) byly poprvé
izolovany zkostni dfené Friedensteinem a kol., od té doby bylo publikovano mnoho
experimentl zabyvajicich se jejich vlastnostmi a chovanim.

MSCs byly popsany jako multipotentni kmenové buiiky, které se mohou diferencovat
na fadu bunéénych typi a daji se izolovat z tkani mezodermalniho plivodu, naptiklad z tukové
tkan¢ nebo kostni dien¢. Pozdé&ji byla potvrzena i jejich imunologicka privilegovanost, jelikoz
exprimuji malo molekul MHC I a zadné MHC II. Jednou z dilezitych schopnosti, ktera je
stale studovana, je schopnost imunomodulace, MSCs dokazi inhibovat proliferaci, aktivaci
nebo i chemotaxi bunék ptirozené i adaptivni imunity. Dal$i vyhodou u MSCs je jejich snadna
kultivace in vitro. Na zakladé¢ uvedenych vlastnosti jsou MSCs povazovany za vhodného
kandidata nejen pro regenerativni terapii ale i 1écbu autoimunitnich onemocnéni. Pied jejich
findlnim uplatnénim v 1é¢bé musi byt nejdiive dikladné prostudovéano prostiedi, do kterého
budou MSCs aplikovany. V téle pacienta trpictho chronickym zanétem nebo jinym
onemocnénim se nachazi fada faktoru, které mohou zasadné ovlivnit chovani MSCs. Z tohoto
davodu se zacala pozornost vénovat Toll-like receptorim (TLRs), které jsou exprimovany jak
na povrchu, tak v cytoplazmé MSCs a jsou schopné rozpoznat molekularni struktury typické
pro rizné patogeny (patogen-associated molecular patterns, PAMPs).

Moje prace se zabyva vlivem TLRs na imunomodulacni vlastnosti MSCs s pfesahem
do vyuziti v klinické praxi. Prvni kapitola se vénuje obecné¢ vlastnostem MSCs a zamétuje se
vice na jejich schopnost imunomodulace, druha kapitola popisuje strukturu TLRs, jejich
signalizaci a typické ligandy pro jednotlivé receptory. Expresi TLRs MSCs se zabyva kapitola
treti, kde je prostor vénovan ovlivnéni proliferace, diferenciace, imunosupresivity, migrace,
polarizace a produkce cytokini MSCs v disledku kultivace s ligandy TLRs. Zavérecna pata

kapitola ukazuje, jak TLRs dokéazi ovlivnit vyuZziti MSCs v klinické praxi.

2. Mezenchymalni kmenové bunky

MSCs jsou multipotentni kmenové bunky, které se nachazi v mnoha tkanich
mezodermalniho ptivodu — napiiklad v kostni dieni, tukové tkani nebo pupecnikové krvi.
Nejveétsi mnozstvi MSCs se nachazi i pfes malé procentudlni zastoupeni (0,1 — 0,001 %)
v kostni dfeni (Glennie et al. 2005; Spaggiari et al. 2006), kde produkci cytokini a ristovych
faktorti ptsobi na hematopoetické kmenové bunky a néasledné i na hematopoézu (Wang et al.

2012). Z kostni dfen¢ nebo jinych mist vyskytu mohou MSCs migrovat do poSkozenych tkani



a nahradit tam zasazené bunky (Ponte et al. 2007). MSCs jsou schopné se diferencovat na
mnoho bunéénych typi - napiiklad na chondrocyty, adipocyty, osteoblasty nebo
kardiomyocyty (Dominici et al. 2006; Toma et al. 2002).

Pro MSCs =zatim nebyl nalezen zadny typicky povrchovy marker, proto jsou
stanovovany hlavné podle definice Mezinarodni spolecnosti pro bunécnou terapii. Podle této
definice jsou MSCs urCovany tfemi kritérii, prvnim kritériem je adhezivnost k plastu za
standardnich kultiva¢nich podminek. Druhé kritérium se vztahuje k expresi povrchovych
membranovych molekul (cluster of differentiation, CD). MSCs musi exprimovat CD105,
CD73 a CD90, naopak by u nich nemélo dochazet k expresi markerti typickych pro
hematopoetické kmenové buitkky — CD34 nebo CD11b, CD79a nebo CD19. Posledni, treti
podminkou je schopnost diferenciace na osteoblasty, adipocyty a chondrocyty (Dominici et al.
2006).

MSCs exprimuji za normalnich podminek na svém povrchu malo molekul hlavniho
histokompatibilniho komplexu I. tfidy (major histocompatibility complex class I, MHC I)
a zadné glykoproteiny MHC II. tfidy. Na jejich povrchu také nenalezneme kostimulacni
molekuly CD40, CD80 a CD86. Pokud jsou stimulovany interferonem y (INF-y), dochazi
ke zvySeni produkce obou MHC molekul, ale exprese kostimulacnich receptort zlstava stale
nulova (Le Blanc et al. 2003). Tento fakt umoziiuje MSCs vyuzit v alogennich transplantacich
bez nutnosti imunosuprese, jelikoz nedochazi k aktivaci aloreaktivnich T bunék (Aggarwal
and Pittenger 2005).

Regulace rovnovahy mezi proliferaci MSCs a jejich schopnosti se diferencovat na
razné bunécné typy je dilezitym faktorem pro jejich spravnou funkci. PoruSeni regulace
tohoto poméru muze zpusobit nadmérnou diferenciaci a nasledné vycerpani MSCs nebo
prilisSnou proliferaci, ktera mize vést k mutagenezi, pfipadné¢ vzniku tumoru. Pochopeni
mechanismu regulace obou dé&ju je proto dilezité pro terapeutické vyuziti MSCs (Pevsner-

Fischer et al. 2007).

2.1. Imunomodulaéni vlastnosti MSCs

MSCs ovliviiyji bunky imunitniho systému, blokuji aktivaci, proliferaci a funkci
T bunék, B bunék, pfirozenych zabiject (natural killers, NK) a dendritickych bunék (dendritic
cells, DC). Inhibice T lymfocyti mulze byt zprostfedkovana mezibunéénou interakci
iuvolnénim solubilnich faktorti jako jsou transformujici rastovy faktor B (transforming
growth factor, TGF-f), prostaglandin E2 (PGE2) nebo katabolity vznikl¢ aktivitou enzymu
indolamin 2,3-dioxygenaza (IDO) (Augello et al. 2005). Podle Glennie akol. /2005/ je



inhibice T lymfocytd zplsobena zablokovanim jejich bunééného cyklu. T buiky jsou
v pfitomnosti MSCs zadrZeny v ¢asné G1 fazi, coz je zplisobeno zablokovanim cyklinu D2
anaopak zvySenou produkci p27Kipl, jehoz inhibice je nezbytnd pro piechod do S faze
bunécného cyklu. Jelikoz cyklin D2 také kontroluje pocet B bunéénych progenitori, MSCs
maji vliv i na B buniky a potlacuji u nich proliferaci.

Vlivem MSCs dochézi ke snizeni exprese receptorti pro chemokiny (CXCR4, CXCRS5
a CCR7), coz nasledn¢ vede k potlaceni proliferace a diferenciace B bunc¢k na buiky
produkujici imunoglobulin M (IgM), IgG a IgA. Receptory pro chemokiny jsou diilezité pro
migraci B bun¢k do sekundarnich lymfatickych organi, a tedy i pro naslednou diferenciaci na
bunky produkujici protilatky (Corcione et al. 2006).

MSCs inhibuji také vyvoj a maturaci myeloidnich DC, ale na druhé strané podporuji
ke snizeni sekrece tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNF-a) a u plazmacytoidnich DC je
zvySena produkce interleukinu 10 (IL-10). Kromé toho MSCs blokuji vyvoj prozanétlivych
NK bunék a pomocnych T bunék (T helper cells 1, Ty;) a naopak podporuji vznik Ty, bunék
Pittenger 2005) (viz obrazek 1).

Na potlaceni proliferace, sekrece cytokinti a cytotoxicity u NK bunék se také podileji
MSCs, a to jak prostiednictvim solubilnich faktord, tak i na zakladé mezibunééného kontaktu.
Po pfimé interakci mezi NK buiikami a MSCs dochézi ke snizeni exprese povrchovych
receptorit na NK bunikach. Interakce s TGF- nebo PGE2 mé inhibi¢ni Gc¢inek na proliferaci
NK bunék, stimulace pomoci PGE2 navic redukuje i jejich cytotoxicitu. Zatimco aktivita
enzymu IDO na vyvoj NK bun¢k nema vliv, protoze nedochazi k aktivaci produkce enzymu
MSCs diky nizké hladin€¢ IFN-y. Na druhé strané bylo zjisténo, Ze neaktivované NK buiky
mohou diky nepfitomnosti MHC 1 také Ilyzovat mezenchymalni kmenové buiky

(Sotiropoulou et al. 2006).
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obrazek 1

MSCs ovliviiuji solubilnimi faktory (2, 3 a 4) i mezibunéénym kontaktem (1, 5 a 6) jak bunky
piirozené imunity (DC a NK buniky - 2, 3, 4 a 6), tak adaptivni imunitni bunky (B lymfocyty
a T lymfocyty - 1 a 5), inhibuji jejich aktivaci, proliferaci a funkci. U myeloidnich DC (DC1)
dochazi vlivem MSCs k mensi produkci TNF-a a IL-12, na druhé strané u plazmacytoidnich
DC (DC2) a nezralych DC je produkce IL-10 zvySena. Pusobenim nezralych DC dojde
ke zvySeni poctu Tre,. V zanétlivém prostiedi MSCs snizuji sekreci INF-y Ty, a NK buikami,
naopak zvysi produkci IL-4 Ty, bunikami (pfevzato z Aggarwal and Pittenger 2005).

3. Toll-like receptory

TLRs se nachazi na tfadé¢ bunéfnych typti a patii mezi neadaptivni receptory
rozpoznavajici PAMPs. Toll byl nejdiive identifikovan v Drozofile jako gen zodpovédny za
dorzo-ventralni uspotadani béhem embryogeneze (Hashimoto et al. 1988). Pozdé&ji se zjistilo,
ze signalizace pomoci Toll u Drozofily ma vliv i na antimikrobidlni odpovéd’ a je podobna
savc¢i draze pro IL-1. To vedlo k objevu To/l homologl u savct, které byly nazvany Toll-like
receptory (Rock et al. 1998). Zatim bylo nalezeno dvanact TLRs umysi a deset lidskych
TLRs, které jsou exprimovany uvniti bun¢k i na povrchu plazmatické membrany (Jin and Lee
2008).

TLRs nemusi byt ovSem aktivovany pouze patogeny, ke spusténi signalizacni dréhy
muze dojit i pisobenim endogennich molekul, naptiklad proteint teplotniho Soku (heat-shock

protein, HSP) (Cohen-Sfady et al. 2005). TLRs dokazi rozpoznat struktury od bakteridlnich
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lipopolysacharidii (LPS) ¢i flagelinu az po virovou dvouvldknovou RNA (dsRNA). Receptory
mohou také vytvaret komplexy, napiiklad TLR2 s TLR6 nebo s TLR1. TLR2 rozeznava
peptidoglykany (PGN) a lipoproteiny z bunécné stény mikroorganismi, v kombinaci s TLR1
vytvaii komplex TLRI1/TLR2 (viz obrazek 2A), ktery umi rozlisit triacylové bakterialni
lipopeptidy na rozdil od komplexu TLR2/TLR6, ktery rozpoznadva diacylové
mykoplasmatické lipopeptidy (Takeda et al. 2002) (shrnuti viz obrazek 3).

* Pam,CSK, obrazek 2

:;,;- Rt Struktura TLRs: (A) komplex TLRI/TLR2 rozliuje
: AT S triacylové bakteridlni lipopeptidy, (B) navéazani ligandu
G ; R dsRNA zptisobi dimerizaci TLR3, (C) komplex TLR4
: P s navazanym myeloidnim diferencia¢nim proteinem 2 (MD-2)

a LPS (pfevzato z Jin and Lee 2008).
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TLRs obsahuji extracelularni doménu bohatou na leucin a intraceluldrni Toll/IL-1
receptor (TIR) doménu. Ligand se navdze na extracelularni doménu a vyvold oligomerizaci
molekul TLRs (Rock et al. 1998; Saitoh et al. 2004) (viz obrazek 2B). TLRs nemusi byt
ovlivilovany jen ligandy navdzanymi na extracelularni doméné ale také pomocnymi
molekulami. LPS je vdzan vazebnym proteinem a pomocnou molekulou CD14 a az tento
komplex je schopny interagovat s TLR4 a myeloidnim diferenciacnim proteinem 2 (Saitoh
etal. 2004; Shimazu et al. 1999) (viz obrazek 2C). Po navéazani ligandu na TLRs dojde
k aktivaci signdlni drahy, kterd aktivuje transkripéni faktory jako jaderny faktor kappa B
(nuclear factor kappa B, NF-kB) a expresi gena diilezitych pro imunitni odpovéd (Miguel
et al. 2007).
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TLR Subcellular Physiological ligands Synthetic ligands
localization

TLR1- Plasma Triacylated lipopeptides Pam,CSK,
TLR2 membrane
TLR2 Plasma Peptidoglycan, phosphelipomannan, tGPl-mucins, ND
membrane haemagglutinin, porins, lipoarabinomannan,
glucuronoxylomannan, HMGB1
TLRZ- Plasma Diacylated lipopeptides, LTA, zymosan FSL1,MALP2, Pam CSK,
TLR6 membrane .
TLR3 Endosome dsRNA Polyl:C
TLR4 Plasma LPS, V5V glycoprotein G, RSV fusion protein, MMTV  ND
membrane envelope protein, mannan, glucuronoxylomannan,
glycosylinositolphospholipids, HSP60, HSP70,
fibrinogen, nickel, HMGB1
TLR4- Plasma OxLDL, amyloid- fibrils ND
TLR6 membrane
TLRS Plasma Flagellin ND
membrane
TLR7 Endosome ssRNA Imidazoquinoline compounds:
imiquimod, resiquimod,
loxoribine
TLR& Endosome ssRNA Resiquimod
TLR9 Endosome DNA, haemozoin CpG-A, CpG-Band CpG-C ODNs
TLR11 Plasma Profilin ND
(mouse) membrane

dsRNA, double-stranded RNA; F5L1, 5-(2,3-bispalmitoyloxypropyl)-CGDPKHSPKSF; HMGB1, high-mobility group box 1 protein;
HSF, heat-shock protein; LPS, lipopolysaccharide; LTA, lipoteichoic acid; MALPZ, macrophage-activating lipopeptide of 2 kDa;
MMTV, mouse mammary tumour virus; ND, not determined; ODN, oligodeoxynucleotide; oxLDL, oxidized low-density lipoprotein;
polyl:C, polyinosinic—polycytidylic acid; RSV, respiratory syncytial virus; ssRNA, single-stranded RNA; tGPI-mucin, Trypanosoma
cruzi glycosylphosphatidylinositol-anchored mucin-like glycoprotein; TLR, Toll-like receptor; VSV, vesicular stomatitis virus.

obrazek 3

TLRs rozpoznavaji fadu PAMPs, v tabulce jsou ukazéany lokalizace v buiice, fyziologické
a syntetické ligandy jednotlivych TLRs, piipadn¢ jejich heterodimert (pfevzato z Lee et al.
2012).

3.1. Signalizace TLRs

Signalizace TLRs zahrnuje pét adaptorovych molekul obsahujicich TIR doménu —
MyD88 (Myeloid differentitation primery response protein 88), TIRAP (Toll/interleukin-1
domain-containing adaptor protein) n¢kdy také nazyvany Mal (MyD88 adaptor like protein),
TRIF (TIR domain-containing adaptor protein inducing IFNf), TRAM (TRIF-related adaptor
molecule) a SARM (sterile o and Heat-armadillo motifs). Byly popsany dvé cesty
signaliza¢nich drah — MyD88-zavisla (Kawai et al. 1999) a MyD88-nezévisla (Yamamoto
etal. 2002). Vétsina TLRs jako napiiklad TLR4 dokaze aktivovat obé drahy, naopak
MyD88-nezavisld draha je spusténa pouze signalizaci pomoci TLR3 (Yamamoto et al. 2002).
MyD88-z4visla draha je tvotena adaptorovymi molekulami MyD88 a Mal. Mal je vazany na
plazmatické membrané a slouzi jako pomocny adaptorovy protein pro signalizaci TLR4
a TLR2 (Miguel et al. 2007). MyD88 pak aktivuje transkripcni faktor NF-xB a produkci
naptiklad prozanétlivych cytokinti TNF-a a IL-12 (Kawai et al. 1999; Miguel et al. 2007).
Na druh¢ strané¢ TRIF a TRAM spousti MyD88-nezavislou drdhu, kde TRAM funguje jako
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pomocny adaptorovy protein pro drahu TLR4 a TRIF pak stimuluje tvorbu regulac¢niho
faktoru pro interferon (interferon regulatory factor, IRF-3), ktery indukuje expresi interferonu
B (IFN-B) (Miguel et al. 2007; Yamamoto et al. 2002). Poslednim objevenym adaptorovym
proteinem je SARM negativné regulujici TRIF-zavislou (MyD88-nezavislou) signalizaci

TLRs (Belinda et al. 2008) (viz obrazek 4).

TLRG

: g Mal -
TRAMﬂ MyDﬁﬁ \

Membrane

Cytosol

Endosome

' MyD88

\

l IRAK-1/4

Nucleus L IRF-3
IRF3
% Binding metf

obrazek 4

inflammatony
s Cylokines

Signalizacni drahy TLRs: MyD88-zavisla draha je aktivovana vSemi TLRs kromé TLR3, ten
spousti MyD88-nezavislou drahu. TLRS5, TLR7, TLR8 a TLRY interaguji piimo s MyDS§S8,
zatimco TLR4 a TLR2 se nejdfive navazi na pomocny adaptorovy protein Mal a pies n¢j nasledné
aktivuji MyD88. MyD88 pres dalsi signalizacni faktory zpiisobi aktivaci kinazy IxB. Fosforylaci
pomoci kinazy dojde k degradaci inhibitoru NF-«xB a nasledn€ k jeho translokaci do jadra, kde
spusti expresi zanétlivych cytokinii. Tato draha mtize také vést pres aktivovany IRF-5 k expresi
prozanétlivych cytokinti nebo pres IRF-7 k sekreci IFN-a. MyD88-nezavisla draha je spusténa
pouze ptes TLR3 a TLR4 pomoci adaptorového proteinu TRIF a u signalizace TLR4 jesté za
pomoci TRAM. Signalizace touto drahou zpusobi aktivaci a jadernou translokaci IRF-3, ktery
spusti produkci INF-B, pfipadné je mozné ptes TRIF aktivovat i NF-kB a IRF-5. Signalizace
pomoci TRIF mulze byt inhibovdna interakci s adaptorovym proteinem SARM (pfevzato

z Jenkins and Mansell 2010).
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4. Exprese TLRs MSCs

MSCs exprimuji na tUrovni medidtorové RNA (mRNA) fadu TLRs, to vSak
neznamena, ze jsou nasledn¢ vSechny transkribovany na funkéni receptory (Pevsner-Fischer
et al. 2007). Pomoci prutokové cytometrie bylo zjisténo, ze lidské MSCs izolované z kostni
dfené (bone marrow-mesenchymal stem cells, BM-MSCs) maji na uarovni mRNA vysokou
expresi TLR3 a TLR4, malo exprimuji TLR1, TLR2, TLRS, TLR6 a viibec u nich nenajdeme
TLR7, TLRS, TLR9 a TLR10 (Liotta et al. 2008). U lidskych MSCs izolovanych z tukové
tkané (adipose derived-mesenchymal stem cells, AD-MSCs) se krom& TLR1 az TLR6 nalezl
1 TLRY (Cho et al. 2006). Rozdilné vysledky byly ziskany studiem BM-MSCs u mysi, kde se
ukazalo, Ze exprimuji mRNA pro TLR1 az TLR8 (Pevsner-Fischer et al. 2007). OdliSnosti
v expresi TLRs jsou pravdépodobné zplisobeny riznym pivodem MSCs, zalezi nejen, zda

pochazeji z ¢lovéka ¢i mysi, ale i z jaké tkan¢ byly odebrany (Waterman et al. 2010).

4.1. Vliv TLRs na proliferaci MSC

U mysich MSCs bylo potvrzeno, ze stimulace pomoci lipopeptidu Pam3Cys dokaze
navysit jejich proliferaci (Pevsner-Fischer et al. 2007). Ligandy LPS, PGN a kyselina
polyinosinovéa:polycytidylova (poly(I:C)) nemaji po interakci s lidskymi AD-MSCs vliv na
proliferaci (Lombardo et al. 2009), ale kultivace AD-MSCs s ligandem TLR9 jejich
proliferaci snizi (Cho et al. 2006). Na zaklad¢ vysledku, které ukazaly, ze LPS a lipoteichova
kyselina neovlivni proliferaci BM-MSCs ani po dlouhodobé¢ kultivaci s vysokou koncentraci
ligandu, je pravdépodobné, Ze lidské BM-MSCs jsou schopné fungovat i v prostfedi bohatém
na bakteridlni toxiny (Mo et al. 2008).

4.2. Vliv TLRs na diferenciaci MSCs

Pokud se mys$i MSCs inkubuji spolu s Pam3Cys v osteogennim, adipogennim ¢i
chondrogennim mediu jejich diferenciacni vlastnosti jsou redukovany. V osteogennim mediu
dojde k zablokovani ukladdni vapniku a redukci aktivity alkalické fosfatazy,
v chondrogennim mediu je zastavena produkce proteoglykanu do extracelularni matrix.
Adipogeneze probihajici v adipogennim medium je pod vlivem Pam3Cys také redukovana
avSak jen cCasteCné (viz obrazek 5). Na MSCs z MyD88-deficientni mysi bylo zjisténo, Ze
nejsou pomoci LPS, PGN, Pam3Cys ¢i imiquimodu stimulovany k produkci IL-6, jelikoz
MyD88 nezavislou drahu je schopny aktivovat jen ligand TLR3 poly(I:C). Diferenciace na
adipocyty u téchto MSCs neni ovlivnéna, narusena je pouze diferenciace na osteocyty

a chondrocyty (Pevsner-Fischer et al. 2007).
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a chondrocyty (xi-xii). MSCs byly inkubovany pouze v osteogennim, adipogennim
a chondrogennim médiu (ii, v, viii, xi) nebo k nim byl pfidan ligand Pam3Cys (iii, vi, ix, xii).
Po jednom tydnu u chondrogenniho média a po tfech tydnech u adipogenniho a osteogenniho
média byly bunky fixovany alizarinovou ¢erveni (i-iii), substratem alkalické fosfatazy (iv-vi),
olejovou cCerveni (vii-ix) nebo alcionovou modii (x-xii) (pfevzato a upraveno z Pevsner-

Fischer et al. 2007).

Na druhé strané bylo potvrzeno, ze kultivace lidskych BM-MSCs s LPS nebo
poly(I:C) po dobu péti dni neovlivni jejich schopnost diferenciace na adipocyty, chondrocyty
¢i osteoblasty. Tyto odlisné vysledky mohou byt zplisobeny rozdilnosti lidského a mysiho
modelu (Liotta et al. 2008).

Diferenciaci MSCs se zabyvaly i1 dal$i experimenty, ve kterych bylo zjiSténo, zZe
ligandy poly(I:C) a LPS zvysi schopnost osteogeneze a naopak neovlivni adipogenezi
lidskych AD-MSCs (Lombardo et al. 2009). Vliv LPS béhem osteogeneze BM-MSCs zavisi
na dob¢ kultivace, bylo ukdzéano, ze pti kratkodobé stimulaci nedojde ke zméné, a naopak pfti

prodlouzené inkubaci je schopnost osteogeneze zvysena (Mo et al. 2008).

4.3. Vliv TLRs na imunosupresivitu MSCs

Imunosupresivni vlastnosti MSCs jsou diilezitym faktorem pii jejich terapeutickém

vyuziti, proto je ovlivnéni téchto vlastnosti v pritomnosti ligandi TLRs ¢astym pfedmétem
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studii. Experimenty na mySich MSCs zjistily, ze ligand TLR2 Pam3Cys nema vliv na jejich
imunosupresivni aktivitu (Pevsner-Fischer et al. 2007), avSak brzy jim oponovaly jiné
vysledky ukazujici, Ze mysi MSCs po stimulaci s Pam3Cys snizuji schopnost inhibovat
proliferaci CD4+ T lymfocyti (Lei et al. 2011). Podobného vysledku bylo dosazeno
u lidskych AD-MSCs, kde ligandy TLR2, TLR3 a TLR4 neovlivituji schopnost suprese
T lymfocyti (Lombardo et al. 2009). Naproti tomu bylo v tad¢ experimentli ukdzano, ze
signalizace TLR2, TLR3 a TLR4 ovliviluje imunosupresivitu lidskych MSCs (Lei et al. 2011;
Liotta et al. 2008; Opitz et al. 2009; Raicevic et al. 2010).

Podle Opitze a kol. /2009/ zvySuji ligandy TLR3 a TLR4 imunosupresivni vlastnosti
MSC:s. Stimulaci pomoci poly(I:C) a LPS, ligandi TLR3 a TLR4, dojde v mezenchymalnich
kmenovych bunkach k degradaci tryptofanu na kynurein, naopak v nestimulovanych MSCs se
tryptofan nedegraduje. Nestimulované MSCs exprimuji tii metabolické enzymy produkujici
kynurenin — IDO1, IDO?2 a tryptofan 2,3-dioxygendza (TDQO2). Po stimulaci LPS a poly(I:C)
dojde ke snizeni exprese TDO2 a ke zvyseni exprese IDO1 a IDO2. Pouzitim stereoizomeru
I-metyl-L-tryptofan k inhibici degradace tryptofanu se zjistilo, Ze za degradaci tryptofanu je
zodpovédny IDO1 (Opitz et al. 2009). Na procesu aktivace IDO1 se podili protein STAT1
(signal transducer and activator of transcription) patfici do rodiny cytoplazmatickych
transkripénich faktorti zapojenych do cytokinové signalizace mnoha bunék. STATI je
kultivaci MSCs s LPS a poly(I:C) fosforylovan a nasledné vyvold degradaci tyrosinu na
kynurenin. Jeho fosforylace neni vSak aktivovana pfimo ligandy TLRs, ale apokrinni
signalizaci IFN-B (Chon et al. 1996; Opitz et al. 2009) (viz obrazek 6). Fosforylaci provadi
protein kinaza R, kterd je aktivovdna autofosforylaci indukovanou napiiklad dsRNA
a cytosiny (Williams 1999).

Na druhé strané jiné experimenty potvrzuji, ze LPS a poly(I:C) inhibuji schopnost
lidskych BM-MSCs potlacovat tvorbu T lymfocytl, tedy podporuji jejich proliferaci (Liotta
etal. 2008; Raicevic et al. 2010). Soucasti suprese T lymfocyti mezenchymdalnimi
kmenovymi buiikami je signalizace pomoci Notch (Liotta et al. 2008), ktera zavisi na
intracelularni doméné Notch receptoru a translokaci do jadra. Ligand Notch receptoru
Jagged-1 inhibuje proliferaci T bunék i jejich produkcei cytokint (Rutz et al. 2005). Stimulaci
MSCs pomoci poly(I:C) nebo LPS dojde k redukci Jagged-1 a obnoveni schopnosti CD4+
T bun¢k proliferovat. Po pfidani LPS a poly(I:C) ke kultivaci nedojde ke zméné¢ mnozstvi
kynureninu v mediu, z tohoto vyplyva, ze stimulace TLR3 a TLR4 nema vliv na aktivitu IDO
(Liotta et al. 2008).

16



Pttt / AR

L. |w l_"@

obrazek 6

Signalizacni draha TLR3 a TLR4 vedouci k aktivaci enzymu IDO. LPS a poly(I:C) aktivuji
ptes TLR3 a TLR4 adaptorovy protein TRIF a protein kinazu R, kterd zpisobi aktivaci
a translokaci IRF-3 do jadra, kde spusti expresi [FN-f. IFN-f se navaze na svijj receptor na
povrchu bunky a pfes fosforylovany STAT1 a nasledné pies IRF-1 aktivuje transkripci
enzymu IDO (pfevzato z Opitz et al. 2009).

Rozdily mezi vysledky jsou vysvétlovany na zaklad¢é odlisné kultivace. Liotta a kol.
/2008/ nechali vSechny buiiky inkubovat s ligandy TLRs po dobu péti dni pfed experimentem,
coz mohlo ovlivnit vysledky ptsobeni TLRs. Naproti tomu Opitz a kol. /2009/ indukovali
MSC:s s ligandy TLRs pouze 24 hodin, poté je omyli a dal pokracovali v experimentu. Kromé
toho bylo ukazano, ze odliSnosti ve vysledcich jednotlivych experimenti mohou byt
zpusobeny pouzitim rozdilnych bunék ve smésné lymfocytarni reakci (mixed lymphocyte
reaction, MLR). V MLR byly pouZity jako reaktivni buiky mononuklearni buiiky z periferni
krve (Opitz et al. 2009), CD4+ T buiiky (Liotta et al. 2008), splenocyty (Lei et al. 2011) nebo
CD3+ T buiiky (Raicevic et al. 2010).

4.4. Vliv TLRs na migraci MSCs

Migrace MSCs je ovlivnéna velkym mnozstvim chemotaktickych faktorti (rGstovych
faktori a chemokint), nejvétsi vliv ma ristovy faktor z krevnich desti¢ek (platelet derived
growth factor, PDGF) a rtistovy faktor podobny inzulinu (inzulin-like growth factor 1, IGF-1),
mezi chemokiny ovlivitujici migraci patii RANTES a chemokiny odvozené od makrofagt
(macrophage-derived chemokine, MDC) a stromalnich bun¢k (stromall-derived factor-1,
SDF-1). MSCs exprimuji na svém povrchu pro tyto faktory pfisluSné receptory, napiiklad
receptory pro MDC — CCR2, CCR3, CCR4. Bylo zjisténo, ze vétSina chemokini je vice

efektivni po stimulaci MSCs pomoci zanétlivého cytokinu TNF-o. Preinkubace MSCs
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s TNF-a po 24 hodin ma za nasledek nejen zvySeni migrace ale také vEtsi expresi receptorti
CCR2, CCR3, CCR4 (Ponte et al. 2007). Nartst koncentrace zanétlivych chemokinii v misté
poranéni je dulezitym faktorem k migraci, MSCs nejdiive prostoupi skrz cévy do cirkulace
a pak dal do poskozené casti tkan€, kde uplatni svou schopnost regenerovat bunky (viz
obrazek 7). Schopnost MSCs migrovat je tedy dana i rozsdhlosti zanétu ve tkéni 1 celém

systému (Ponte et al. 2007; Tomchuck et al. 2008).

A. Activation
MSC

B. Rolling & Adhesion

—

/ Integrin cd/P1, il

VCAM-1

At

Endotheiiaf Cefts

C. Transmigration

Inflammation
(TNF-a, IL-1)

Tissue Tnjury Fibronectin

Extra Cellular Matrix
obrazek 7
Po stimulaci zanétlivymi cytokiny jako TNF-a nebo IL-1 MSCs exprimuji integriny a bunky
endotelu adhezni molekuly (VCAM-1), které MSCs rozpoznavaji a vazi se na né. Zanétlivé
prostiedi také zvysi expresi chemokinu SDF-1 a MSCs se diky CXCR4 navazi na povrch
endotelidlnich bun¢k. Nakonec MSCs migruji do extraceluldrni matrix za vyuziti ristového
faktoru fibroblastii (bFGF), TLRs nebo matrixové metaloproteindzy (MMP-2), které reaguji

s fibronektinem a integriny (pfevzato z Yagi et al. 2010).

Na mysSim modelu bylo zjisténo, ze na migraci MSCs ma vliv i aktivace TLRs.
V migracnim testu se MSCs ovlivnéné pomoci Pam3Cys pohybovaly méné nez MSCs
nestimulované. Stimulace pomoci Pam3Cys tedy inhibuje pohyblivost mySich MSCs
(Pevsner-Fischer et al. 2007). Toto bylo potvrzeno dalSimi experimenty, které navic ukazaly,
ze LPS nema zadny vliv na chemotaxi mySich MSCs (Lei et al. 2011).

Na modelu lidskych BM-MSCs bylo prokazano, ze po pfidani poly(I:C) do média
s MSCs se jejich migrace zvysila, na druhé strané po ovlivnéni pomoci LPS nebo flagelinu se
utlumila. Stimulace ligandem TLR3 poly(I:C) vede k nejvétSimu zvyseni pohyblivosti bunek
v porovnani s ostatnimi a mé velkou roli ve stresové odpovédi MSCs na nebezpecné signaly

(Tomchuck et al. 2008). Pozd¢ji piisli s odlisSnymi vysledky Waterman a kol. /2010/, ktefi
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zjistili, ze délka expozice MSCs s ligandem TLRs mtize odlisné ovlivnit jejich migraci. MSCs
byly inkubovany s ligandy TLRs (LPS a poly(I:C)), chemokinovym ligandem 5
s C-C motivem (CCL5) a TNFa po dobu 1 nebo 24 hodin. Stimulace s LPS nebo poly(I:C) po
24 hodin snizila migraci a invazi MSCs do tkdn¢, naopak pfi plisobeni ligandti TLRs jen po
1 hodinu byla schopnost migrace u MSCs zachovéana. Po stimulaci MSCs pomoci CCL5
a TNFa je tomu naopak, migraci zvySuje dlouhodobé piisobeni téchto cytokini (Waterman

et al. 2010).

4.5. Vliv TLRs na polarizaci MSCs

Waterman a kol. /2010/ pfisli s novym pojetim biologie MSCs, inspirovali se
u monocyti a jejich polarizace na dva fenotypy. Je zndmo, Ze monocyty jsou po stimulaci
cytokiny nebo ligandy TLRs (interferonem-y nebo endotoxiny) polarizovany na klasicky
prozanétlivy fenotyp M1. Naopak po ovlivnéni monocytt pomoci IL-4 dojde k polarizaci na
druhy typ fenotypu M2, ktery je spojeny s protizanétlivou odpovédi (Verreck et al. 2006).

Béhem experimentll byla pouzita kratkodoba inkubace lidskych MSCs s nizkou
koncentraci ligandi TLR3 a TLR4, aby doSlo k omezeni piipadnych nepiesnosti, které by
mohly vzniknout dlouhodobou inkubaci s ligandy TLRs nebo vysokou hladinou ligandi
v médiu. Po pozorovani odliSnosti v chovani MSCs béhem jednotlivych inkubaci bylo
zjisténo, ze MSCs jsou po stimulaci TLRs stejné¢ jako monocyty polarizovany na dva
fenotypy — MSC1 a MSC2. Oba fenotypy jsou odlisSné ve svych imunomodulacnich
vlastnostech.

Pfi navozeni diferenciacnich podminek u MSCs se ukdazalo, ze pfitomnost ligandu
TLR4 zptsobi inhibici adipogeneze, podporuje tvorbu osteoblastli a na chondrogenezi nema
zaddny vliv. Naopak stimulace MSCs pomoci ligandu TLR3 potla¢i vSechny tii procesy
diferenciace (Waterman et al. 2010).

Vedle diferenciace maji ligandy pro TLR3 a TLR4 odli$ny vliv i na ukladéani latek do
extracelularni matrix MSCs. Pod vlivem ligandu TLR4 ukladaji MSCs v extracelularni matrix
vice kolagenu, s timto procesem koreluje zvysSeni exprese TGFB. TGFp reguluje bunétnou
diferenciaci a jeho transkripce je zajiSténa aktivaci intracelularniho proteinu SMAD?3, ktery je
produkovan také pod vlivem inkubace MSCs s ligandem TLR4 (Waterman et al. 2010; Zawel
et al. 1998). Na druhé strané¢ se v extracelularni matrix MSCs po ovlivnéni ligandem TLR3
zvysi mnozstvi ulozeného fibronektinu a dojde k poklesu hladiny TGF-B v médiu, coz je
zpusobeno zvySenim produkce inhibitoru TGF-B SMAD7 (Hayashi et al. 1997; Waterman
et al. 2010) (viz obrazek 8).
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obrazek 8
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MSCs stimulované ligandem TLR4 LPS ukladaji do extracelularni matrix asi dvakrat vice
kolagenu I/Il a polovinu fibronektinu nez MSCs inkubované s ligandem TLR3 poly(I:C)

(pfevzato a upraveno z Waterman et al. 2010).

TGF-B se spolu se ¢leny rodiny Notch 1 podili na regulaci transkripéniho faktoru
Foxp3 a zvySuje tak expresi Tree. Aktivace TLR2 na povrchu Tgre, docasné rusi jejich
supresivni chovéni, a tim zvySuje imunitni odpovéd’ (Liu et al. 2006; Waterman et al. 2010).
Lei a kol. zjistili, Ze v pfitomnosti mySich MSCs stimulovanych Pam3Cys dochazi
k zablokovani vzniku a expanze Tre, bunék v MLR. (Lei et al. 2011).

Bylo ukazano, ze MSCs stimulované ligandem TLR4 zvysuji sekreci prozanétlivych
molekul IL-6, IL-8 a TGF-B. Naopak potlacuji expresi proteinu Jagged-1, ¢imz podporuji
proliferaci T lymfocytd. Znovu se odliSuji od MSCs pod vlivem ligandu TLR3, které
stimuluji tvorbu Jagged-1, inhibuji aktivaci T lymfocyth a produkuji IL-10, IDO a PGE2
(Liotta et al. 2008; Waterman et al. 2010).

Na zékladé vsech odlisnosti byla stanovena existence dvou rozdilnych fenotyptt MSCI1
a MSC2. Ke vzniku fenotypu MSCI1 dochazi po kratkodobé expozici MSCs s nizkou
koncentraci ligandu TLR4, tato populace hraje dulezitou ulohu v ¢asné odpovédi na
poskozeni tkani. Naproti tomu polarizace na fenotyp MSC2 je dana kratkym plisobenim nizké
koncentrace ligandu TLR3 na MSCs. MSC2 ma velky vliv na pozdni protizanétlivou reakci
a pomaha pfi regeneraci poskozené tkané. Tyto vlastnosti byly ovéfeny na zanétu plic u mysi,
kdy po oSetfeni tkdn€é pomoci MSC1 doslo ke zhorSeni zanétlivého onemocnéni, naopak po

podani MSC2 se stav tkané zlepsil (Waterman et al. 2010).



4.6. Vliv TLRs a zanétlivého prostiedi na produkci cytokini MSCs

Stimulace pomoci TLR4 neni pravdépodobné jedinym a optimalnim zptisobem pro
zménu fenotypu MSCs. Fenotyp MSC1 muze byt indukovan kombinaci dalSich faktort, jako
jsou interferony nebo kontakt s prozanétlivymi buitkami a jejich mikroprostfedim.

Bylo potvrzeno, ze MSCs stale tvoii mRNA pro IL-6, IL-1B, TGF-B, podjednotku
IL-27 (EBI-3) a podjednotku IL-23 (IL-12p35). Po stimulaci vSemi ligandy TLRs dojde
k nariistu hladiny TGF-B. Exprese mRNA pro IL-1p, IL-6 a IL-12p35 je zvySena po ovlivnéni
MSCs pomoci poly(I:C) a LPS v/bez zanétlivého prostiedi. IL-1p na proteinové urovni je
produkovan MSCs pouze v zanétlivém prostiedi, prestoze IL-1 mRNA je stale exprimovana.
Podjednotka 1L-27 (IL-27p28) je také produkovana pouze v zanétlivém prostiedi a jeji
exprese se muize jesté¢ zvysit stimulaci MSCs s ligandy TLR3 nebo TLR4. IL-27 dokaze snizit
imunosupresivni schopnosti MSCs, a také potlacit prozanétlivé vlastnosti 1L-23, které jsou
dualezité v zanétlivé reakci na infekci (Raicevic et al. 2010). Na zaklad¢ jinych experimenti se
ukazalo, Zze MSCs po stimulaci s TLR3 a TLR4 produkuji prozanétlivé faktory jako IL-1J,
IL-6, IL-8, CCLS5. Pokud jsou MSCs po stimulaci ligandy TLR3 a TLR4 vystaveny pusobeni
IFN-a a IFN-y dojde ke zvySeni sekrece uvedenych zanétlivych faktort spolu s expresi IFN-f,
syntazy oxidu dusného a TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand), tim se zvysi
zanétliva odpovéd’ MSCs a ochrana proti patogenim (Romieu-Mourez et al. 2009).

Aktivace lidskych MSCs pomoci poly(I:C) a LPS zvySuje expresi TNF-0, CCLS,
IFN-B a TRAIL. Osetfeni MSCs IFN-a a poly(I:C) zvysi produkci IL-12A, TNF-a, CCLS5,
IFN-B aindukovatelné syntézy oxidu dusného (inducible nitric oxid synthese — iNOS).
Po ptidani LPS nebo poly(I:C) k MSCs, které byly nejdiive oSetiené IFN-a, dojde k vétsi
sekreci pouze u CCL5, TRAIL a iNOS. Po stimulaci IFN-y a LPS je u MSCs vidét vetsi
sekrece IL-6 a IL-8, také dojde k naristu transkripce CXCL1, CXCL2, CCL2, CCLS5, CCL7,
CCLS8 a CCL9 mRNA a vétsi infiltraci granulocytti a NK bun¢k. Samotna stimulace pomoci
IFN-y zvysi produkci IL-12A v MSCs (Romieu-Mourez et al. 2009). MSCs izolované z mysi
po ovlivnéni LPS produkuji vice CXCL10 ale méné iNOS mRNA ve srovnani s MSCs
stimulovanymi pomoci Pam3Cys. Odlisnd sekrece CXCL10 po ovlivnéni jednotlivymi
ligandy TLRs muze hrat dilezitou roli v odliSnych efektech TLR2 a TLR4 na vlastnosti
MSCs (Lei et al. 2011).

Ptitomnost zanétlivych cytokini TNF-a, IFN-a a IFN-y ovliviiuje také expresi TLRs
v MSCs. Na vétsi produkci TLR2 mé vliv TNF-a a IFN-a, exprese TLR3 je zvySena
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v ptitomnosti [FN-a a IFN-y a mnozstvi TLR7 zvySuje pouze TNF-a (Romieu-Mourez et al.
2009).

MSCs izolované z mysi vylucuji po aktivaci ligandy TLR2, TLR3 a TLR4 IL-6,
naopak ligandy pro TLRS, TLR7/8, TLR7 a TLR9 u MSCs produkci IL-6 nevyvolaji.
Zablokovanim sekrece IL-6 pomoci neutralizacni protilatky k TLR2 Ize ovéfit, ze sekrece
IL-6 byla aktivovana ligandem TLR2 (Pevsner-Fischer et al. 2007). IL-6 je dllezity v regulaci
zangtlivé reakce a jeho zvySend produkce je spojena napiiklad s Crohnovou nemoci (Ledn

et al. 2009).

5. Vliv TLR na terapeutické vyuziti MSCs

MSCs jsou atraktivnimi kandidaty pro imunoterapii a bunécnou regenerativni 1écbu.
Jejich velky potencial je ve schopnosti imunomodulovat buniky imunitniho systému, migrovat
do mista poSkozeni, diferencovat se na builkky poSkozené tkané, snizit zanéctlivou reakci
a zabranit apoptdze (Wannemuehler et al. 2012). Vyhodou je jejich snadna izolace z kostni
diené¢ a dalSich tkani, poté je mozné je zamrazit a nasledn¢ kultivaci namnozit in vitro
béhem nékolika tydnl (DiGirolamo et al. 1999). MSCs mohou byt injekéné aplikovany piimo
do mista patologie nebo krevniho ob¢hu (Kuo et al. 2008).

Jejich vyuziti vraznych onemocnénich bylo nejdiive studovano na zvifecich
modelech, ale vsoucasné dobé probihd fada klinickych testd 1écby. Terapie MSCs ma
uspésné vysledky, naptiklad v 1écbé reakce Stépu proti hostiteli (graft-versus-host disease,
GVHD) (Ringden et al. 2006), Crohnovy nemoci (Duijvestein et al. 2010), pii akutnim
poskozeni plic (Xu et al. 2007) nebo srdce (Ohnishi et al. 2007) ¢i jako prevence po
transplantaci (Casiraghi et al. 2008). Bylo potvrzeno, ze MSCs nejsou u pacientl
s autoimunitnim onemocnénim zasazeny, a muze byt u nich tedy pouzita i autologni
transplantace (Bernardo et al. 2009). Jednou z dalSich vyhod MSCs je jejich imunologicka
privilegovanost, proto pfi transplantaci mohou byt vyuzity jak alogenni, tak autologni buiiky
(Aggarwal and Pittenger 2005). MSCs jsou aplikovany i pii kotranplantaci jinych
parenchymalnich bunék, napftiklad hepatocytli, aby byla posilena imunoprotekce a nedoslo
k odmitnuti hepatocytii imunitnim systémem pacienta (Kuo et al. 2008). U Sesti z osmi
pacienti s GVHD rezistentni ke steroidim doSlo po infuzi MSCs k vymizeni akutni faze
nemoci (Ringden et al. 2006). V jiném experimentu byly po alogenni transplantaci
hematopoetickych kmenovych bun€k na supresi jaterni GVHD uspésné pouzity AD-MSCs
(Fang et al. 2007).
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Bylo potvrzeno, ze MSCs maji schopnost redukovat septicky Sok zpiisobeny zanétem
v organismu, ktery mulze vést k poskozeni organl. Zablokovéani zanétlivé odpovédi je
zachranou pro pacienta (Wannemuehler et al. 2012). Bylo ukézano, Ze intravendzné
aplikované MSCs po piidani LPS do krevnim obéhu mysi, migruji s velkou afinitou do plic.
Chrani plice pfed poSkozenim a potlacuji systémovy zanét (Xu et al. 2007). Schopnost MSCs
migrovat do fady poskozenych tkani je dobfe vyuZitelna v terapii mnoha organti i 1écbé sepse.
Lokalni prostfedi kofaktori, imunitnich bun¢k a ostatnich medidtorii mtize urcit chovani
MSCs béhem sepse. Produkce cytokinti v Casné fazi sepse redukuje zanét 1 poskozeni organa
bakteriemi a bunkami pfirozené imunity, zatimco v pozdni fazi ptiliSnd suprese aktivity
B bunék a T bunék muze byt Skodlivad. Nacasovani aplikace MSCs a lokalni faktory jsou
proto dilezité pro spravnou lécbu (Wannemuehler et al. 2012).

Sit’ faktort, které¢ dokazi ovlivnit aktivitu MSCs, je zatim neznama. Stimulace TLRs
muze ovlivnit imunomodula¢ni vlastnosti MSCs. Schopnosti suprese imunitnich bunck se
ztraci po setkani s ligandy TLR2, TLR3, TLR4 a TLR6 (Cho et al. 2006; Liotta et al. 2008).
To mize byt zasadni problém v jejich klinickém vyuziti. Aktivace TLRs je zahrnuta ale
1 v mnoha zanétlivych nemocech, kde mohou podpofit vznik chronického zanétu. Po aplikaci
vakciny obsahujici MSCs, které byly aktivovany ligandy TLR3 a TLR4, bylo pozorovano
navyseni jejich antigen prezentujicich funkci diky vlivu zénétlivého prostiedi, a doslo
k jejich zvySené migraci do mista zanétu (Romieu-Mourez et al. 2009).

MSCs mohou byt béhem transplantace vystaveny pro né nevhodnym podminkém jako
hypoxie nebo zanét. BM-MSCs po stimulaci LPS dokézi piezit i oxidativni stres a uniknout
apoptéze (Wang et al. 2009). Kromé toho se ukdzalo, ze na expresi TLRs maji vliv
1 hypoxické podminky, stimulaci AD-MSCs po dobu tifi dnll v tomto prostiedi se zvysila
exprese TLR1, TLR2, TLRS, TLR9 a TLR10 (Cho et al. 2006).

Zanétlivé prostiedi je schopné chovani MSCs zcela prevratit. Je dilezité si uvédomit,
ze stejny ligand TLRs nebo cytokin, ktery dokdze zménit vlastnosti MSCs, mlze byt
produkovan v organismu pii nékteré z autoimunitnich chorob, proto je potfeba nejdiive
opravdu dukladné identifikovat prostfedi v téle pacienta. Pii terapii MSCs zalezi, zda v tcle
pacienta probiha akutni nebo chronicka faze zanétu, jelikoz chronické autoimunitni nemoci
jsou spojené s fibrotickymi zménami tkéani, které mohou znesnadnovat regeneraci MSCs
v misté poskozeni (Dazzi and Krampera 2011). Zanétlivé prostiedi redukuje imunosupresivni
schopnosti MSCs dtlezité v boji s patogenem nebo pii kontrole alogenni reakce, a tento efekt
jesté umocni stimulace pomoci ligandi LPS a poly(I:C). To by mohlo zpiisobit problém pfii

terapeutickém vyuziti MSCs, které¢ by mohly v pfitomnosti zdnétu zmeénit své chovani.
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Na druhé strané se naskytd moznost ovlivnit imunomodula¢ni vlastnosti MSCs upravou
exprese nekterych TLRs a maximalizovat tak jejich imunosupresivni efekt (Raicevic et al.

2010).
6. Zavér

MSCs maji diky svym imunosupresivnim vlastnostem velky potencial pro terapeutické
vyuziti, naptiklad v autoimunitnich onemocnénich, proto je potieba diikladné prostudovat
vSechny faktory, které mohou jejich vlastnosti ovlivnit. Mezi tyto faktory jsou fazeny i TLRs
a pisobeni jejich ligandl. V souCasné dob¢ neni na zakladé rozdilnych vysledkii riznych
experimentl zcela jasné, jakym zptusobem dokaze aktivace TLRs ovlivnit imunomodula¢ni
vlastnosti MSCs. Casto kontrastni vysledky mohou byt zpiisobeny nékolika faktory. ZaleZi na
délce azplsobu inkubace, koncentraci ligandi TLRs vmédiu ale i na plvodu
mezenchymalnich kmenovych bunék (lidské, mysi) ¢i na tkdni odkud jsou MSCs izolovany
(kostni dfen, tukova tkan atd.). VSechny uvedené faktory hraji v experimentech diilezitou roli
a jejich odliSné pouziti pfinasi Casto zcela protichtidné vysledky. Pted terapeutickym pouzitim
MSCs je proto nutné podrobné prostudovat vyskyt ligandi TLRs v organismu pacienta

a jejich vliv na chovani a imunosupresivni vlastnosti MSCs.
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