Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekulérni biologie a biochemie organismil

Kristyna Cerna

Antimikrobidlni vlastnosti mezenchymalnich kmenovych bunék

Antimicrobial properties of mesenchymal stem cells

Bakalatska prace

Skolitelka: RNDr. Michaela Hajkova, Ph.D.

Praha, 2018



Prohlaseni:

Prohlasuji, Ze jsem zavE€reCnou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla

pfedloZena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 7. 5. 2018

Podpis:



Podékovani

Réda bych podékovala své skolitelce RNDr. Michaele Hajkové, Ph.D. za nespocet
rad, vstficnost a trpélivost. Zaroven chci pod€kovat rodin€ a ptateliim za rady a podporu

nejenom pii psani bakalarské prace, ale i v prib¢hu celého studia.



Abstrakt

Mezenchymalni kmenové buiikky (MSCs, mesenchymal stem cells) byly poprvé
izolovany z kostni dien¢. Od té doby se izolovaly téméf za vSech tkani téla. MSCs jsou
multipotentni buiiky S mnoha vlastnostmi, mezi které patii sebeobnoveni, diferenciace do
bunék vsech tii zarodecnych linii, trofické a imunomodulacni schopnosti, specificka
migrace do mista poranéni a nedavno objevené antimikrobialni vlastnosti. Diky témto
vlastnostem jsou dobrymi kandidaty pro bunécnou terapii, protoze mohou byt pouzity
v 1é¢bé mnoha onemocnéni vcetné bakterialnich infekci. Tato prace ptinasi piehled o
vSech objevenych antimikrobialnich vlastnostech MSCs. Je primarn¢ zaméfena na jejich
pfimy a nepiimy antimikrobidlni efekt. Pfimy efekt zahrnuje sekreci antimikrobialnich
latek a nepiimy efekt zahrnuje pisobeni na aktivitu a funkce makrofagl a neutrofili.
Samostatnou kapitolu tvoii extraceluldrni vacky uvolnéné MSCs, protoze mohou mit jak

piimy, tak nepfimy antimikrobialni efekt.

Kli¢ova slova: mezenchymalni kmenové bunky, antimikrobidlni efekt, bakterie,

antimikrobni peptidy



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSCs) were first isolated from bone marrow. Since that
they were isolated from almost every tissue in the body. MSCs are multipotent cells with
many properties including self-renewal, differentiation into the cells of all three germ
lines, trophic and immunomodulatory abilities, specific migration to the site of injury and
recently discovered antimicrobial properties. This properties make them a good candidate
for cell therapy because they can be used in treatment of many diseases including bacterial
infections. This thesis brings a summary of all discovered antimicrobial properties of
MSCs. It is primarily focused on their direct and indirect antimicrobial effect. The direct
effect is mediated by a secretion of antimicrobial substances and the indirect effect
includes an impact on the activity and functions of macrophages and neutrophils.
Extracellular vesicles derived from MSCs constitute separate chapter because they can
have both direct and indirect antimicrobial effect.

Keywords: mesenchymal stem cells, antibacterial effect, bacteria, antimicrobial peptides
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Seznam pouzitych zkratek

AMPs
BAL
BMP6
Cats
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CFU
COX2
DCs
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G- bakterie
G+ bakterie
Hcn
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HO-1
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Ig

IL

KGF
Len 2
Lcns
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antimicrobial peptides, antimikrobialni peptidy
bronchoalveolar lavage fluid, bronchoalveolarni vyplachova tekutina
bone morphogenetic protein 6, kostni morfogeneticky protein 6
cathelicidins, katelicidiny

cluster of differentiation, diferencia¢ni antigen

colony forming unit, jednotka tvofici kolonii

cyclooxygenase 2, cyklooxygenéza 2

dendritic cells, dendriticka bunky

defensines, defensiny

extracelular vesicles, extracelularni vacky

Fas ligand

gram negative bacteria, gram negativni bakterie

gram positive bacteria, gram pozitivni bakterie

hepcidin

hepatocyte growth factor, ristovy faktor hepatocyti

human leucocyte antigen, lidsky leukocytarni antigen

human mesenchymal stem cells, lidské mesenchymalni kmenové bunky
heme oxygenase-1, hemova oxygenaza-1

indolamine 2,3-dioxygenase, indolamin 2,3-dioxygenaza
interferon y

immunoglobulin, imunoglobulin

interleukin

keratinocyte growth factor, ristovy faktor keratinocytd
lipocalin 2

lipocalins, lipocaliny

lipopolysacharide, lipopolysacharid

menstrual fluid mesenchymal stem cells, mesenchymalni kmenové buiiky
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MHC major histocompatibility complex, hlavni histokompatibilni komplex

MiRNA microRNA, mikroRNA

MMPs matrix metallo-proteases, matrixové metallo-proteazy

MMVs microvesicles derived from mesenchymal stem cells, mikrovezikuly
uvolnéné mesenchymalnimi kmenovymi buiikami

MSCs mesenchymal stem cells, mesenchymalni kmenové buiky

MVs microvesicles, mikrovezikuly

NK natural Killer cells, NK buriky

NLR NOD-like receptors, NOD-like receptory

NO nitric oxide, oxid dusnaty

PBS phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PD-1 programmed death-1, programovana smrt-1

PD-L1/2 programmed death ligand 1/2, ligand programované buné¢né smrti 1/2

PGE2 prostaglandine 2, prostaglandin 2

ROS reactive oxygen species, kyslikové radikaly

Tc cytotoxic T-lymphocyte, cytotoxické T-lymfocyty

TCR T-cell receptors, T-bunécné receptory

TGFp transforming growth factor B, transformujici rustovy faktor 3

Th helper T-lymphocyte, pomocné T-lymfocyty

TLR toll like receptors, toll like receptory

TNFa tumor necrosis factor o, faktor nadorové nekrozy o

Treg regulatory T-lymphocyte, regula¢ni T-lymfocyty

D [B-defensines, p-defensiny



1. Uvod

O mezechymalnich kmenovych buitkkdch (MSCs, mesenchymal stem cells) se

poprvé zminil ve své studii Alexander Friedenstein (Friedenstein et al., 1966).

Od té doby se stale vice studii zabyva jejich ojedinélymi schopnostmi a
vlastnostmi. Mezi n¢ patii schopnost diferenciace do tii zarode¢nych linii — mezodermu,
ektodermu a endodermu, migrace v organismu do mista infekce, imunomodulace a dalsi

vlastnosti, do kterych lze zaradit i antimikrobialni.

Prvni zminka o antimikrobialnich vlastnostech MSCs se objevila asi pied 9 lety
(Gonzalez-Rey et al., 2009, Mei et al., 2010, Nemeth et al., 2009). Od té doby se
biologicky a klinicky zajem zacal vénovat také témto unikatnim vlastnostem, diky kterym
by MSCs mohly nahradit 1é¢bu antibiotiky, které se dlouhodobé potykaji s rezistenci
bakterii.

Tato prace se vénuje piedstaveni jednotlivych antimikrobialnich vlastnosti MSCs.
Prvni kapitola ptedstavuje MSCs a jejich definovani dané Mezinarodni spolecnosti pro
bunécnou terapii. Druha kapitola se vénuje jejich ptisobeni na bunky nespecifické a
specifické imunity. Timto pisobenim mohou ovlivnit i imunitni odpovéd’ organismu, coz
se miZze projevit na regulaci antimikrobidlnich procest. Tteti kapitola ptedstavuje
antimikrobialni vlastnosti. Ty se déale rozdéluji na pfimé a nepifimé antimikrobialni
pusobeni MSCs. Ob¢ pusobeni jsou dilezitd pro zlikvidovani bakterii. Do ptfimého
antimikrobidlniho plisobeni je zafazena sekrece antimikrobidlnich latek jako jsou
antimikrobialni peptidy a indolamin 2,3-dioxygenaza. Do nepfimého antimikrobialniho
pusobeni je zarazen vliv MSCs na makrofagy a neutrofily, ktery ma za nasledek zvySeni
fagocytarni aktivity a nasledné likvidovani bakterii. Extracelularnim vackim
uvoliiovanym MSCs se vénuje posledni kapitola. Ty se mohou zafadit jak do pfimého,
tak do nepfimého antimikrobialniho ptisobeni. Mohou totiz obsahovat antimikrobialni

latky, ale i ovliviiovat buiiky nespecifické imunity.



2.  Mezenchymalni kmenové buiiky

Mezenchymalni kmenové buiiky (MSCs, mesenchymal stem cells) byly objeveny
ve 20. stoleti Alexandrem Friedensteinem (Friedenstein et al., 1966). Poprvé byly tyto
bunky izolovany z kostni diené. Postupné byly MSCs izolovany téméft ze vSech lidskych
tkani, a to nejenom z fetalni, ale i z dospélé tkangé. Usp&iné se lidské mezenchymalni
kmenové bunky (hMSCs, human mesenchymal stem cells) izolovaly z placenty,
menstruacni krve, dentalni tkané, slinné zlazy, kuize, ptredkozky, tukové tkan¢ atd. Diky
své schopnosti diferenciace ve specifické bunky mezodermu, byly pojmenované praveé
jako mesenchymalni kmenové builkky. Tyto kmenové buiiky jsou multipotentni se
schopnosti sebeobnoveni. Dnes je prokdzano, Ze hMSCs se mohou diferencovat na bunky
vSech tfech zarode¢nych linii — ektodermu, mezodermu a endodermu. MSCs se mohou

diferencovat napft. vV nervové bunky (ektoderm), osteoblasty (mezoderm) a hepatocyty
(endoderm) (Ullah et al., 2015).

Definovani charakteristik MSCs zruznych tkédni bylo rozdilné napftic¢
vyzkumnymi tymy, pfesto se objevily podobné vlastnosti MSCS. Z tohoto divodu vydala
Mezinarodni spole¢nost pro bunécnou terapii doporucené ustanoveni s minimalnimi
kritérii pro definici hMSCs. Tato kritéria obsahuji tfi dobie prozkoumané vlastnosti
hMSCs — adherenci k plastu, expresi specifickych povrchovych antigend a multipotentni
potencial. Zaprvé, hMSCs vykazuji ve standartnich kultiva¢nich podminkach adherenci
k plastu. Zadruhé, hMSCs by mély mit na svém povrchu specifické antigeny —
diferencia¢ni antigen (CD, cluster of differentiation)105 (endoglin), CD73 (ekto-5'-
nukleotidaza), CD90 (Thy-1). Proto se daji navrhnout jako jejich markery. Zaroven by
meéla schazet exprese antigeni hematopoietickych bun¢k - CD45, CD34, CD14/CD11b,
CD790/CD19 a lidsky leukocytarni antigen (HLA, Human Leucocyte Antigen) I1. téidy.
Zatteti, in vitro se hMSCs dokazou diferencovat na osteoblasty, adipocyty a
chondroblasty. Pro dokazani diferenciace MSC do téchto tfi linii bun€k za standartnich
kultivaénich podminek se pouziva specifické barveni bunék. Alizarin Red nebo von
Kossa barveni dokazuje diferenciaci v osteoblasty, barveni Oil Red O dokazuje
diferenciaci v adipocyty a imunohistochemikalni barveni kolagenu typu II. nebo Alcian
blue dokazuje diferenciaci v chondroblasty. Tato uvedend minimalni kritéria se
v budoucnu mohou zménit objevem novych markert a vlastnosti MSC (Dominici et al.,
2006).
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Jednim z hlavnich problémil je ziskani dostatecného mnozstvi MSCs pii kultivaci.
Protoze pti dlouhodobé kultivaci a zvySujicimu se pasazovani bunék ztraci MSCs své
jedinecné vlastnosti a zvysSuje se pravdépodobnost maligni transformace. Za timto stoji
starnuti bunék, pii které dochazi ke snizeni aktivity telomerazy (Ullah et al., 2015, Gu et
al., 2016). I pfes to se zvySuje zajem biologického a klinického vyuziti MSCs (Dominici
et al., 2006).

3. Vliv MSCs na buiiky imunitniho systému

Krom¢ vlastnosti multipotence a sebeobnoveni maji MSCs imunomodula¢ni
vlastnosti, kterymi efektivné ovliviiuji bunky nespecifické i specifické imunity. Pricemz
dilezitou roli hraji jak solubilni molekuly, jako je napf. prostaglandin 2 (PGE2,
prostaglandin 2), oxid dusnaty (NO, nitric oxide), indoleamine 2,3-dioxygenaza (IDO,
indoleamine 2,3-dioxygenase), interleukin (IL, interleukine) 6, ristovy faktor hepatocytt
(HGF, hepatocyte growth factor), tak povrchové markery CD54, ligand programované
bunééné smrti 1/2 (PD-L1/2, programmed death ligand 1/2) a Fas ligand (Fas-L) (Uccelli
et al., 2008, Di Trapani et al., 2016, Kol et al., 2014).

3.1. MSCs v nespecifické imunite

Makrofagy jsou specidlni buiiky, které pomoci fagocyt6zy pohlcuji mrtvé bunky
a rizné mikroby. Makrofagy, pfedev§im fenotyp MI, také produkuji prozanétlivé
cytokiny a molekuly NO. Makrofagy se mohou za uréitych podminek jako je pfitomnost
IL4 a IL-13 pfeménit na fenotyp M1 (Glenn and Whartenby, 2014). Pro polarizaci v M2
makrofagy je typické vyssi mnozstvi IL-10 a nizka hladina IL-12 a faktoru nekrozy
nadort a (TNFa, tumor necrosis factor o) (Spaggiari and Moretta, 2013). Bylo dokazano,
ze MSCs migrujici do oblasti zranéni iniciuji polarizaci makrofagii v M2 podporujici
reparaci zranéni a zaroven potlacuji M1 makrofagy (Glenn and Whartenby, 2014,
Spaggiari and Moretta, 2013, Hajkova et al., 2017). Iniciace polarizace v M2 makrofagy
je zptusobena produkovanim PGE2 MSCs, ktery snizuje expresi TNFa a IL-6 makrofagy.

Zaroven se prostiednictvim PGE2 indukuje exprese CD206 u makrofagt, coz je molekula
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charakteristicka pro regula¢ni M2 fenotyp. (Glenn and Whartenby, 2014, Kim and
Hematti, 2009).

Dalsimi bunkami nespecifické imunity jsou neutrofily. Jsou schopny se
mobilizovat a odstranit nechténé mikroorganismy v téle. Po rozpoznani mikrobialnich
molekul zahaji proces respiraéniho vzplanuti, které spociva v uvolnéni obrovského
mnozstvi mikrobicidnich oxidativnich produkti a je spojeno s apoptézou neutrofild.
Pusobeni MSCs zpusobi utlumeni respirac¢niho vzplanuti a oddaluji apoptozu neutrofila
prostiednictvim IL-6 (Uccelli et al., 2008, Glenn and Whartenby, 2014, Raffaghello et
al., 2008).

NK buiky (NK, natural Killer cells) jsou efektorové bunky nespecifické imunity
jejichz hlavni tlohou je obrana proti virovym infekcim a nadorovym buinkam. MSCs
inhibuji proliferaci a cytotoxickou aktivitu NK buné¢k (Uccelli et al., 2008). Jako
inhibitory byly prokazany IDO a PGE2 (Spaggiari et al., 2006, Spaggiari et al., 2008).
MSCs snizuji expresi receptorit NK bunék — NKG2D, NKp44 a NKp30 (Glenn and
Whartenby, 2014, Spaggiari et al., 2008). NK kultivované s IL-2 a IL-15 proliferuji a
vykazuji silnou cytotoxickou aktivitu. Naopak NK inkubované spolecn¢ s MSCs
nevykazuji proliferaci. V zavislosti na aktivaci maji MSCs také schopnost regulovat
produkci interferonu y (INFy, interferon y) a snizuje mnozstvi TNFa (Uccelli et al., 2008,
Spaggiari et al., 2006, Najar et al., 2018).

Zirné buiiky se podileji na alergické odezvé téla. Produkuji prozanétlivé cytokiny
a obsahuji granule s histaminem. MSCs snizuji produkci PGE2 schopnosti Zirnych bunék

degranulovat a produkovat TNFa (Brown et al., 2011).

Dendritické bunky (DCs, dendritic cells) predstavuji propojeni nespecifické a
specifické imunity. Jejich vlastnosti zahrnuji produkci cytokinii a prezentaci antigenti
naivnim T buinkdm. MSCs maji schopnost inhibovat diferenciaci DCs a indukovat
regula¢ni fenotyp charakterizovany snizenou expresi hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC, major histocompatibility complex) I. ttidy, MHC II. tfidy a ostatnich
markert bunééného povrchu DCs — CD83, CD86, CD80 a CD40 (Glenn and Whartenby,
2014, Uccelli et al., 2008). MSCs taktéz inhibuji produkci IL-12 DCs a méni endocytdzu

a zpracovani antigenu (Jiang et al., 2005).
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3.2. MSCs ve specifické imunité

T lymfocyty jsou soucasti specifické imunity, které reguluji imunitni odpoveéd’ a
jsou rozdé€leny do nékolika populaci. Po aktivaci ptes T-buné¢né receptory (TCR, T-cells
receptor) proliferuji a diferencuji se na efektorové pomocné (Th, helper T-lymphocyte) a
cytotoxické T-lymfocyty (Tc, cytotoxic T-lyphocyte). Hlavnimi populacemi jsou Thl
bunky produkujici IFNy, Th2 bunky produkujici IL-4 a IL-13. Dale regulacni T-
lymfocyty (Treg, regulatory T- lymphocyte) produkujici IL-10, Th17 bunky produkujici
IL-17 a Tc lymfocyty, které pomoci cytotoxickych granuli odstranuji infikované a
rakovinné bunky (Glenn and Whartenby, 2014). MSCs inhibuji proliferaci T bunék mezi
fazemi Go a G1 bunééného cyklu (Glennie et al., 2005). MSCs ovliviiuji T lymfocyty
ptedevsim produkei NO, PGE2, HGF a TGFp (Glenn and Whartenby, 2014, Ucceli et al.,
2008). Snizuji expresi IFNy Th1 bunkami a IL-17 Th17 bunikami. MSCs zvyS$uji produkci
IL-4 Th2 bunkami, IL-10 a transformujici rustovy faktor p (TGF, transforming growth
factor B) Treg buiikami a potlacuji spravnou funkci cytotoxickych T lymfocytd.
(Svobodova et al., 2012, Mohammadzadeh et al., 2014). Dale jsou MSCs schopny
inhibovat proliferaci T bun€k aktivaci receptoru programované smrti-1 (PD-1,

programmed death-1) (Augello et al., 2005).

Dal$imi bunikami specifické imunity jsou B lymfocyty, které produkuji protilatky,
maji roli v pfimé neutralizaci patogend, podporuji fagocytozu a aktivaci ostatnich bunék
imunitniho systému. MSCs inhibuji proliferaci B bunék, konkrétné na ptrelomu fazi Go a
G1 bunééného cyklu a nezplisobuji jejich apoptézu. MSCs v kultuie s B buiikami snizuji
produkci imunoglobulinu (1g, immunoglobulin) M, IgG a IgA a snizuji expresi CXCR4,
CXCR5 a CCR7 a dale chemotaxi k CXCL12 a CXCL13 B bun¢k (Corcione et al., 2006,
Glenn and Whartenby, 2014). Jednim ze zprostiedkovatelti inhibice B bunék MSCs je
aktivace cesty PD-1 (Augello et al., 2005). Ale zaroven rizné studie vykazuji odlisné
vysledky, coz miize byt ddno odlisnym piivodem B bunék, se kterymi se pracovalo, a
predevsim pomérem MSCs: B buriky pouzitym pii kultivaci a inkubaci (Franquesa et al.,
2012).

13



4. Dalsi vlastnostt MSCs

Krom¢ imunomodulac¢nich a diferenciacnich vlastnosti maji MSCs i dalsi funkce
vorganismu (obr. 1). Nachazeji se témé&f po celém téle, a to strategicky
Vv perivaskularnich prostorech. Jsou schopné migrovat do zdravych i poranénych tkani,
kde se podileji na potlacovani zanétu a hojeni zranéni (Glenn and Whartenby, 2014).
Proces migrace na misto zranéni se nazyva homing. Pravé homing MSCs je jednou z
vyzeVv pro studie zabyvajicich se jejich vyuzitim v bunécné terapii. Mezi faktory, které
ovliviyji spravny homing MSCs, patii napt. pocet buné€k, cytokinové prostiedi a exprese
matrixové metallo-proteazy (MMPs, matrix metallo-proteases). Doposud vsak neni

piesny mechanismus homingu MSCs zcela objasnény (Ullah et al., 2015).

Z klinického hlediska je velmi zajimavé to, Ze MSCs jsou hypoimunogenni —
vyznacuji se nizkou expresi MHC 1. a chybéjici expresi MHC I1., CD80, CD40 a CD86.
Diky tomu jsou chranény pied lyzou zplisobenou NK i Tc bunkami (Ullah et al., 2015).
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Obrazek 1 — biologické funkce MSCs v lidském téle.

MSCs mohou pisobit parakrinné — sekreci celé fady latek jako jsou IDO, PGEZ2, ristovych faktorti a
dal8ich, kterymi ovliviiuji ostatni buiiky v organismu (A). Vyznamné jsou imunomodulaéni vlastnosti -
MSCs ovliviijici bunky specifické i nespecifické imunity a smétfuji imunitni odpoveéd’ z prozanétlivé
na protizanétlivou (B). Mezi dalsi dulezité vlastnosti MSCs patii jejich diferenciace na adipocyty,
chondroblasty a osteoblasty, ale zaroven se MSCs mohou diferenciovat na buiiky ektodermu a endodermu
(C). MSCs dokazou migrovat na mista infekce, po§kozeni nebo zanétu v organismu a tam pfispivat k jejimu
odstranéni (D). Zkratky: IDO (idolamin 2,3-dioxygendza, indoleamine 2,3-dioxygenase), PGE2

(prostaglandin E2, prostaglandine E2) (upraveno a pievzato z Squillaro et al., 2016).

Imunomodulaéni, diferenciaéni i migracni vlastnosti MSCs jsou predmétem
mnoha studii. Mezi dalsi vlastnosti MSCs muizeme zaradit praveé antimikrobidlni
vlastnosti MSCs, které nejsou zdaleka tak prozkoumané, jako napiiklad vliv MSCs na
bunky imunitniho systému. Prvni zminky o jejich antimikrobialnich vlastnostech se
objevily teprve zhruba pied 9 lety (Gonzalez-Rey et al., 2009, Krasnodembskaya et al.,
2010, Nemeth et al., 2009).
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5. Antimikrobialni vlastnosti MSCs

MSC:s se podileji na antimikrobialni odpovédi v organismu, ale i samy o sob& maji
antimikrobidlni vlastnosti. Jak jiz bylo zminéno v uvodnich kapitolach, ptisobeni MSCs
je velice komplexni, a navic se ukazuje, ze zavisi na mikroprostredi, ve kterém se MSCs
nachazi. Krom¢ receptorti pro cytokiny a chemokiny totiz exprimuji také toll like
receptory (TLR, toll like receptors) a NOD-like receptory (NLR, NOD-like receptors),
Coz jim umoziuje rozpoznavat a reagovat na rizné mikroorganismy (obr. 2) (Pevsner-
Fischer et al., 2007, Kol et al., 2014). Pokud je ptitomno vétsi mnozstvi mikroorganisma
a zaroven jesté nizké hladiny prozanétlivych cytokini TNFa a INFy, dochazi k aktivaci
MSCs prostiednictvim LPS a dal$ich molekul, které se vazi na TLR-4, coz vede k indukci
prozanétlivého fenotypu M1. Takto ovlivnéné bunky v Casnych fazich zanétu zesiluji
imunitni odpovéd’ tim, ze podporuji funkce neutrofilii i makrofagii a zmensuje se jejich
fenotyp M2 dochazi po stimulaci vy$§imi hladinami TNFa a INFy a po aktivaci pies TLR-
3 (Gazdic et al., 2015, Waterman et al., 2010). Na vysledné polarizaci MSCs se vSak
podili i dal$i signalni molekuly a jejich kombinace. Aktivace pfes TLR-3 mize
Vv zavislosti na ligandu vyvolat jak prozanétlivy fenotyp MSCs (Cassatella et al., 2011),
také migracni schopnosti. Kol et al. zjistili, Ze po interakci MSCs s probiotickou bakterii
Lactobacillus acidophilus se jejich migra¢ni vlastnosti neméni, ale kontakt s invazni
bakterii Salmonella typhymurium tyto schopnosti snizuje. Ve stejné studii bylo také
prokazano, Ze po interakci se Salmonella typhymurium dochazi k indukci exprese IL-6,
IL-8, HGF, cyklooxygenazy 2 (COX2, cyclooxygenase 2), CD54 a zvysené produkci IL-
6, IL-8 a PGE2. MSCs tudiz pii kontaktu s invazivni bakterii zvysi své imunomodulaéni
a antimikrobialni schopnosti (Kol et al., 2014). Bylo prokazano, Ze antimikrobialni
vlastnosti MSCs je mozné modulovat i dal§imi faktory, které zvysuji aktivitu MSCs. Mezi
tyto faktory patii naptiklad TNFa, INFy, UV zafeni, aktin B nebo kostni morfogeneticky
protein 6 (BMP6, bone morphogenetic protein 6) (Alcayaga-Miranda et al., 2017).
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Obrazek 2 — zavislost aktivity MSCs na mikroprostiedi.

MSCs podané napf. pacientovi s poran¢nim stfeva doputuji k mistu zranéni ve stfevé (A). Na svém
povrchu interaguji pomoci TLR, NLR a dalSich receptorti S okolnimi molekulami a buikami. Zalezi na
tom, od koho MSCs ptijme signal — jestli napf. od komenzalni nebo od invazivni bakterie (B). Riizné

signaly mohou nastartovat rizné signalizacni cesty a transkripéni aktivitu MSCs, které mohou vést bud’

~~~~~

receptors), TLR (toll like receptory, toll like receptors) (ptevzato z Kol et al., 2014).

MSCs maji tedy mnoho funkci, které 1ze zatradit mezi antimikrobialni vlastnosti.
S jejich antimikrobidlnimi vlastnostmi souvisi sekrece latek, ktera se fadi mezi pfimé
antimikrobidlni piisobeni MSCs, i imunomodulace ostatnich bun¢k imunitniho systému,
kterd se fadi mezi nepfimé antimikrobiadlni plsobeni MSCs. MSCs mohou navic
uvoliovat extracelularni vacky, které maji srovnatelny antimikrobiélni efekt jako MSCs
samotné. Ukazuje se, Ze maji jak pfimé, tak nepiime antimikrobidlni ptisobeni. Proto by
tyto extracelularni vacky mohly byt dal§im potenciondlnim terapeutickym prostfedkem
(obr. 3) (Monsel et al., 2015, Merino-Gonzalez et al., 2016). Vlivem MSCs na
zlikvidovani bakterii se zabyvaji studie zminéné v nasledujicich kapitolach. Kromée in

vitro podminek vyuzivaji predev§sim modely sepse a cystické fibrozy.
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5.1 Pfimé antimikrobialni ptisobeni MSCs

5.1.1 Antimikrobiélni peptidy

Cim dél tim vice bakteridlnich kment je rezistentni viéi antibiotikéim, mnoho
studii se proto zaméfuje na vyvoj novych antibiotik. Antimikrobialni peptidy (AMPs,
antimicrobial peptides) jsou soucasti pfirozené imunity ¢lovéka a oproti antibiotikiim se
zamé&fuji na jiné molekularni a strukturalni cile bakterii. Proto jsou dobrymi kandidaty
pro vyvoj 1ékii. AMPs produkuji rizné buiiky téla, zahrnujici epitelialni, kozni, buiiky
imunitniho systému atd. Nékteré AMPs jsou produkovany i MSCs (Alcayaga-Miranda et
al., 2017, Pinheiro da Silva and Machado, 2012). Patii mezi n¢: katelicidiny, lipocaliny,
defensiny a hepcidin.

5.1.1.1 Katelicidiny

Katelicidiny (Cats, cathelicidins) maji krom¢ antimikrobidlnich vlastnosti i
protirakovinné, chemotaktické a angiogenni schopnosti. U lidi MSCs produkuji
katelicidin LL-37. Ten se nachazi také v bunkach plasmy, kostni dfeni, dychacim traktu
a kuzi. Jejich expresi indukuje kromé TLR a cytokint i vitamin D. Jako AMPs brani ristu
a mnozeni jak gram negativnich bakterii (G- bakterie, gram negative bacteria), tak gram
pozitivnich bakterii (G+ bakterie, gram positive bacteria) (Alcayaga-Miranda et al., 2015,
Mattar et al., 2016).

Krasnodembskaya et al. se zaméfili na moznou sekreci lidského Cat LL-37 MSCs.
Zaroven se snazili ovéfit, jestli pravé sekrece LL-37 piispiva k antimikrobidlnim
vlastnostem MSCs. Ke studii pouzili infekéni G- bakterie Escherichia coli (E. coli),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) a G+ bakterie Staphylococcus aureus (S.
aureus). MSCs z kostni dien¢ specificky stimulovali pomoci E. coli. Stimulované MSCs
byly in vitro infikované 300 jednotkami tvoticimi kolonii (CFU, colony forming unit) E.
coli a po 6 hodinach byl vidét vyrazny tbytek bakterii. Velmi obdobny efekt inhibice byl
pozorovan i u P. aeruginosa a S. aureus. Kvantitativni polymerazova tetézova reakce
ukdzala zvySeni exprese LL-37 u stimulovanych MSCs. K prokazani, ze LL-37 souvisi s
antimikrobialnim efektem MSCs, byla do média se stimulovanymi MSCs ptidana navic
protilatka proti LL-37. Po 2 hodinach kultivace byly pfidany bakterie bud’ E. coli, nebo

P. aeruginosa. Ptitomnost anti-LL-37 zpisobila, Ze antimikrobialni efekt MSCs se

18



neprojevil ani proti jednomu kmenu bakterii. V dalsi fazi studie byl k prokazani
antimikrobialniho efektu LL-37 pouzit in vivo model. My$ byla infikovana 10° CFU E.
coli. Po 4 h od infikovani bylo do mysi intratrachealné aplikovano 10® MSCs. Po 18
hodinach byl pocet bakterii vyrazné redukovan jak v plicnich homogenatech, tak v
bronchoalveolarni vyplachové tekutiné (BAL, bronchoalveolar lavage fluid) mysi. Pro
diikaz, ze MSCs jsou hlavnimi producenty LL-37 v BAL, byla pouzita kultivace spole¢né
s epitelialnimi bunikami. Zde se ukézalo, Ze epitelidlni buniky produkuji malé mnozstvi
LL-37 oproti MSCs. Tato studie zjistovala ELISA testem i pfitomnost jinych AMPs. Byla
detekovana nizka koncentrace B-defensina (BD, P defensines) a lipocalin 2 (Lcn 2,
lipocalin 2) (Krasnodembskaya et al., 2010).

Sutton et al. se zaméfili na studium plsobeni LL-37 produkovaného MSCs, které
aplikovali spole¢né s antibiotikem geneticinem. Tato kombinace snizila bakterialni rast
P. aureginosa a S. aureus vice nez samotné MSCs. Proto by v budoucnu MSCs
v kombinaci s antibiotiky mohly pfedstavovat prostiedek pro efektivnéjsi a rychlejsi

snizeni bakterialniho ristu v infikovanych jedincich (Sutton et al., 2016).
5.1.1.2 Lipocaliny

Lipocaliny (Lcns, lipocalins) jsou malé AMPs. Bakteridlni rdst zastavuji
navazanim na siderofory. Siderofory jsou produkovany bakteriemi a pfi bakterialni
infekei vychytavaji v hostiteli Zelezo a usnadnuji jeho piijem bakterii (Berger et al.,
2006). Kromé¢ antimikrobialnich vlastnosti maji Lcns v buiikéch i jiné funkce. Mezi né
patii ochrana pted stresem a zvySeni jejich proliferace a exprese antioxidanti a ristovych
faktorii. MSCs konkrétné produkuji Len 2. (Alcayaga-Miranda et al., 2017, Berger et al.,
2006, Halabian et al., 2013).

Gupta et al. prokazali antimikrobialni efekt Len 2 produkovaného MSCs na
mys§im modelu. Jako onemocnéni pouzili bakterialni pneumonii zpisobenou E. coli.
Pravé bakterialni pneumonie se fadi na pfedni pticky mezi onemocnéni, ktera zptisobuji
umrti po celém svété. MSCs byly intratrachealné aplikovany do mysi, ktera byla 4 hodiny
pred jejich aplikaci infikovana E. coli. Vaznost pneumonie zjistili zméfenim piebytecné
plicni vody. Ta byla velice rozdilna - u mysi s MSCs byl objem vyrazné€ mensi nez u mysi
s fibroblasty a fosfatovym pufrem (PBS, phosphate buffered saline). Po aplikovani MSCs
odebrali z mysi BAL. Mé&fenim BAL u mysi s MSCs pomoci ELISA testu bylo dokazano

potlaceni bakterialniho ristu. Ukéazala se zvysena produkce Lcn 2 0 56 % v BAL u mysi
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s MSCs oproti mysim s PBS. V dalsi fazi studie bylo zjisténo vyrazné zvyseni produkce
Lcn 2 MSCs po kultivaci MSCs spolecné s makrofagy stimulovanymi LPS. Zvysena
produkce byla také po kultivaci s prozanétlivymi cytokiny. Zjistili tedy Ze, in vitro MSCs
dokazou produkovat dostate¢né mnozstvi Lens 2 jako odpoveéd’ na stimulaci pomoci LPS

a TNFa (Gupta et al., 2012).
5.1.1.3 Defensiny

Defensiny (Defs, defensines) hraji dilezitou roli v lidském imunitnim systému.
Jsou rozdéleny do tfi hlavnich skupin, a to alfa, beta a théta. Podileji se na nespecifické i
specifické imunité. Mezi hlavni AMPs v lidském téle patii B-defensini (D, B-
defensines). Krom¢ antimikrobialnich vlastnosti maji i antivirové ucinky. Sekrece D je
indukovana mikroorganismy a prozanétlivymi cytokiny. V téle BD produkuji epitelidlni
buriky, granulocyty i MSCs, MSCs konkrétné produkuji fD-1, pD-2 a pD-3 (Mattar et
al., 2016, Alcayaga-Miranda et al., 2017).

Sung et al. se zaméfili na sekreci BD-2 a jeho mechanismus pusobeni vuéi E. coli.
In vitro bylo 102 CFU E. coli inkubovano 6 h spole¢né s MSCs ziskanymi z pupeénikové
krve. Po 6 hodinach bylo pozorovano snizeni bakterialniho rtstu. K identifikaci gent,
které jsou potiebné pro antimikrobidlni efekt MSCs v kultufe byla pouzita metoda DNA
¢ipt. Zjistili, ze se zvysila exprese 400 gent, které hraji roli v signalizaci, proliferaci i
imunitni odpovédi. Mezi nimi byly i geny pro TLR2 a TLR4. Aby prokazali, Ze pravé
tyto TLR signaliza¢ni cesty mohou stimulovat a podilet se na antimikrobidlnim efektu
MSCs, pouzili antagonisty TLR-2 a TLR-4. In vitro byl potlaten antimikrobialni efekt
MSCs jen v kultufe s TLR-4 antagonistou. Tudiz produkce BD-2 je zprosttedkovana pies
TLR-4 signalizacni cestu. Antimikrobialni efekt MSCs zprostfedkovany BD-2 byl
prokazan i v in vivo modelu. Sung et. al. infikovali mysi 10" CFU E. coli. Po 6 hodinach
od infikovani byly do mysi intratrachealné aplikovany MSCs. Po 24 hodinach bylo
zméfeno mnozstvi BD-2 v izolované BAL mysi. Prokézala se vyssi produkce fD-2. Tato
prace byla zaméfena pouze na sekreci fD-2 (Sung et al., 2016). Produkci dalsich AMPs
MSCs, jako je LL-37 nebo Lcns 2 nevyvracela a jejich vyznamem se zabyvaly jiz

zminéné piedchozi studie.
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5.1.1.4 Hepcidin

Hepcidin (Hen, hepcidin) je hormon produkovany jatry. Funguje v imunitni
odpovédi a udrZeni hladiny Zeleza v lidském organismu, a to vazbou na ferroportin. Hcn
patii mezi AMPs produkované MSCs (Nemeth et al., 2004, Sonnweber et al., 2014).

Alcaya-Miranda et al. inkubovali 6 hodin MSCs z menstrua¢ni tekutiny (MenSCs,
menstrual fluid mesenchymal stem cells) spole¢né s polybakterialni smési. Ve vzorcich s
nestimulovanymi MenSCs i MenSCs, které byly piedtim stimulované polybakterialni
kulturou, se projevila inhibice bakterialniho rustu. Dale byla zjiSténa nizka sekrece Hen
MenSCs a po stimulaci jeji mnohonasobné zvyseni. V in vivo modelu byly MenSCs
schopné snizit umrtnost mysi. Déle porovnavali inhibici bakteridlniho rlistu ve vzorcich
s antibiotiky nebo s MenSCs. Oba vzorky vykazovaly srovnatelné snizeni bakterialniho
rastu. Ve vzorku s kombinaci antibiotika a MenSCs byl mensi pocet bakterialnich kolonii
nez ve vzorku s antibiotikem. Tudiz tato kombinace se jevi jako rychlejsi a G¢innéjsi

terapie nez 1é¢ba pouhymi antibiotiky (Alcayaga-Miranda et al., 2015).

5.1.2 Antimikrobidlni piisobeni IDO

UZ byla pfestavena sekrece rliznych AMPs jako piimého antimikrobidlniho
pusobeni MSCs (obr. 3). Mezi pfimé pusobeni se fadi také sekrece enzymu IDO, ktery

ma jak antimikrobialni vlastnosti, tak 1 imunosupresivni vlastnosti.

Meisel et al. stimulovali hMSCs z kostni dfené prozanétlivymi cytokiny, jako
jsou TNFa, IL1B a INFy. Tyto cytokiny zvysily nebo dokonce indukovaly expresi IDO
MSCs. Zjistili, Ze IDO produkovana hMSCs sniZuje bakteridlni riist a inhibuje T bunky
v pocatecni fazi imunitni odpovédi na bakterialni infekci. Antimikrobidlni efekt IDO je
zpusoben tim, Ze se prostfednictvi IDO katabolizaci vyCerpa tryptofan, ktery je nezbytny
pro bakterialni rust (Meisel et al., 2011).
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Obrazek 3 — stimuly MSCs a primé antimikrobialni piisobeni MSCs.

Exprese a sekrece AMPs MSCs se dokaze zvysit za pomoci stimulace bakterialnimi molekulami pies TLR.
Mezi dalsi stimulaéni faktory patii IFNy, TNFa, BMP6, aktivin B a UV zafeni. Po stimulaci se zvysi
aktivita MSCs spojena s vétsi sekreci AMPs. Zatim byla prokazana sekrece — katelicidinu LL-37, B-
defensinu, hepcidinu a lipocalinu 2. Kromé sekrece AMPs dokazou MSCs produkovat také antimikrobialni
IDO. MSCs jsou schopné uvolinovat extracelularni vacky, které mohou také obsahovat AMPs a tim se
z ¢asti tadit k pfimému antimikrobialnimu ptisobeni MSCs i K nepfimému antimikrobialnimu pisobeni
modulaci makrofagi/monocytii a neutrofili. Zkratky: AMPs (antimikrobialni proteiny, antimicrobials
proteins), BMP6 (kostni morfogeneticky protein 6, bone morphogenetic protein 6), IDO (indoleamine 2,3 -
dioxygenazu, indoleamine 2,3-dioxygenase), INFy (interferon y), TNFa (faktor nekrézy nadord a, tumor

necrosis factor o) (upraveno a prevzato z Alcayaga-Miranda et al., 2017).
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5.2. Neptimé antimikrobidlni piisobeni MSCs

Krom¢ vlastni sekrece AMPS, ptispiva k antimikrobialnim vlastnostem MSCs i
jejich vliv na imunitni buiky jedince. Mechanismy regulace jednotlivych imunitnich
bunck byly popsany v tvodni kapitole. Nasledujici kapitoly jsou vénovany ovliviiovani
antimikrobidlnich vlastnosti bun€k nespecifick¢ imunity: monocytim/ makrofagim a

neutrofilm.

5.2.1 Efekt MSCs na makrofagy/ monocyty

MSCs samy o sobé postradaji fagocytarni aktivitu, ale mohou napomoci jejimu
zvyseni u jinych bunék imunitniho systému. Poukazaly na to studie pfi riznych modelech
sepse. Pro dané zvysSeni jejich fagocytarni aktivity je potieba, aby byly MSCs aktivované
napf. bakteridlnimi molekulami. Aktivované MSCs piesnéji reguluji a repolarizuji
makrofagy nebo monocyty (Mei et al., 2010). Devaney et al. ve své studii zkoumali vliv
MSCs na makrofagy a jejich fagocytozu pii infekci E. coli. Pouzili MSCs izolované z
kostni dfené, které aplikovali intratrachealné nebo intraven6zné do mysi infikovanych E.
coli. Prokazali, ze po obou aplikacich MSCs se snizil bakterialni rist a mnoZzstvi
alveolarniho IL-6 a naopak se zvysilo mnozstvi alveolarniho IL-10, LL-37 a rtstového
faktoru keratinocytd (KGF, keratinocyte growth factor) (Devaney et al., 2015), ktery ma
také antimikrobialni vlastnosti (Monsel et al., 2015). Monocyty a makrofagy izolované
ze zvifat, kterym byly aplikované MSCs, vykazovaly zvySeni poctu a zvySenou
fagocytozu Vv porovnani se zvitaty bez aplikovanych MSCs. Své vysledky ovéfili v in
vitro systému, kdy po ptidani MSCs v kulturach E. coli a makrofagi pozorovali inhibici
ristu bakterii, narGstu poctu makrofagl i jejich fagocytéozy (Devaney et al., 2015).
Kzavérim, Ze MSCs zvySuji fagocytézu bakterii makrofagy dosli také
Krasnodembskaya et al. Konkrétné prokazali, zvysenou koncentraci anafylotoxinu C5a
vV mysi s aplikovanymi MSCs. Pravé anafylotoxin C5a by mél mit vliv na expresi CD11b

makrofagl a tim zvysit jejich fagocytarni aktivitu (Krasnodembskaya et al., 2012).
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5.2.2 Efekt MSCs na neutrofily

MSC:s inhibuji aktivitu neutrofilti, jak uz bylo feceno v kapitole o imunodulacnich
vlastnostech. Napiiklad Luo et al. pouzili mys$i modely se sepsi spojenou s akutnim
poskozenim ledvin. Po aplikaci MSCs do mysi si v§imli snizené produkce IL-17, ktery se
zdé jako jeden z mediatorti mobilizace neutrofili. Tudiz se snizila i aktivace spolecné
s fagocytdzou neutrofili (Luo et al., 2014). Na druhou stranu pii bakterialni infekci
mohou MSCs zvysit jejich fagocytarni aktivitu (Keane et al., 2017).

Ve studii Brandau et al. pouzili MSCs izolované z kostni dfené, které
stimulovali LPS. MSCs vykazovaly expresi TLR4 a produkovaly IL-6, IL-8 a faktor
migrace makrofagl. Pii kultivaci téchto MSCs s neutrofily detekovali zvySenou produkci
chemokinu CCL4. Dale stimulované MSCs zvysily ve vzorcich fagocytozu a migraci
neutrofildi a indukovaly jejich respiracni vzplanuti. Prokézali, Ze kromé¢ z kostni dfen¢ se
na antimikrobidlnim efektu neutrofili vyznamné podileji 1 MSCs izolované z jinych
tkani, naptiklad z ptiusnich zlaz (Brandau et al., 2014). Johnson et al. také pozorovali
stimulacni vliv MSCs na neutrofily. MSCs izolované z tukové tkdn¢€ aplikovali do mysi
infikované S. aureus. Zjistili, Ze MSCs se na zlikvidovani bakterii podili jak pfimo
produkci AMPs, tak nepiimo zvySovanim fagocytozy u neutrofila (obr.4) (Johnson et al.,
2017).

V dalsi studii chtéli Hall et al. zjistit roli hemové oxygenazy-1 (HO-1, heme
oxygenase-1) pii bakteridlnich infekcich. Je zndmo, Ze MSCs pouzivaji HO-1
k imunomodulaci ostatnich bunék. Vyizolovali peritonealni neutrofily a MSCs z kostni
diené wild type mysi, ktera mé¢la HO-1 a mysi deficientni na HO-1. Zjistili, Zze v in vitro
i v in vivo modelu zvysuji MSCs z obou mysi fagocytézu neutrofilll, ale pfinosngjsi a

lepsi efekt na likvidaci bakterii maji MSCs z wild type mysi. (Hall et al., 2013).

V jiné studii Romier-Mourez et al. ukazali, ze MSCs pravdépodobné ovliviuji,
kromé makrofdglii/monocytl a neutrofild 1 antimikrobiadlni efekt dalSich bunék
nespecifické imunity. V in vitro modelu detekovali zvySenou fagocytarni aktivitu,
migraci, pocet a koncentraci chemokinil a cytokinii makrofagii a neutrofilt. Zaroven také,
ale prokazali zvySenou hladinu dalSich cytokind a chemokind produkovanych DCs i NK
(Romieu-Mourez et al., 2009). Dalsim studiem, které se zaméfuje nejenom na obé
populace (makrofagy a neutrofily), ale i spolecnym vztahem mezi nimi, se zabyvali
Németh et al. Zjistili, ze MSCs, které¢ aktivovali LPS nebo TNFa, sekretuji PGE2 a
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prostiednictvim néj reguluji polarizaci makrofaghh v M2 fenotyp. Zaroven tyto MSCs
zpusobily zvySeni mnozstvi IL-10 a snizeni mnozstvi TNFa a IL-6 (obr. 4). Studie, ale
také ukazala, ze M2 makrofagy zabranily multiorgdnovému poskozeni tim, ze inhibovaly
migraci neutrofili do tkani, kde by zpusobily oxida¢ni poskozeni. Misto toho tyto
neutrofily zistaly v krvi, kde u¢inné fagocytoézou likvidovaly bakterie (Nemeth et al.,
2009).
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Obrazek 4 — rozdil mezi pFimym a nepfimym antimikrobialnim plisobenim MSCs.

MSCs sekretuji napt. lipocalin a lidsky katelicidin LL-37 a touto sekreci pfimo ptisobi na zlikvidovani
bakterii. Neptimé antimikrobidlni ptisobeni MSCs je zpusobeno vlivem MSCs na makrofagy/monocyty a
neutrofily. Existuji dva fenotypy makrofagl - prozanétlivé M1 makrofagy, pro které je typicka vysoka
hladina IL-10 a nizk4 hladina TNFo a INFy. MSCs zptsobuji polarizaci makrofagti v M2 makrofagy a tim
zvySuji fagocytarni aktivitu makrofagl spojenou s likvidaci bakterii. MSCs mohou v piipadé bakterialni
infekce zvysit fagocytéozu neutrofili a indukovat respira¢ni vzplanuti spojené s uvolnénim ROS a tim
zlikvidovat bakterie. Zkratky: IL-10 (inteleukinu 10), INFy (interferon y), ROS (kyslikové radikaly,
reactive oxygen species), TNFa (faktor nekrozy nadort a, tumor necrosis factor a) (ptevzato z Monsel et
al., 2014).
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6. MSCs a extracelularni vacky

MSCs mohou uvoliiovat extracelularni vacky (EVSs, extracelular vesicles), které
se de¢li na dva typy — exosomy o velikosti 40 — 100 nm a mikrovezikuly o velikosti
50 - 1000 nm. Jsou soucasti endosomalniho prostoru buniky zprostfedkovavajici napf.
vyménu latek a komunikaci mezi buikami. EVs mohou obsahovat mikroRNA (miRNA,
microRNA) i rizné molekuly, jako jsou cytokiny, ristové faktory a dalsi (Keane et al.,
2017, Merino-Gonzalez et al., 2016). U exosoml z moci byly objeveny rizné AMPs,
které inhibovaly bakterialni rust (Hiemstra et al., 2014). Tudiz by EVs uvoliiované MSCs
mohly obsahovat také AMPs.

MSCs uvolnuji mikrovezikuly (MVs, microvesicles). MVs uvolnéné¢ MSCs
(MMVs, microvesicles derived from MSCs) se v posledni dobé zdaji biologicky
vyznamné u zanéti a poranéni tkani (Zhu et al., 2014). Monsel et al. ve své studii
testovali, jestli MMVs maji nebo se podileji na antimikrobidlnich vlastnostech MSCs.
MMVs izolovali z MSCs ziskanych z kostni dfen&. My infikovali 2-3 x 10° CFU E. coli
a po 4 hodinach intratrachedlné aplikovali MMVs. Do dvou ostatnich skupin mysi
intratracheélni aplikovali MSCs jako pozitivni kontrolu a PBS jako negativni kontrolu.
BAL z myS$i byla odebrana po 18, 24 nebo 72 hodinach. V porovnéni s negativni
kontrolou, MMVs zvysily pocet prezivSich mysi, ale na druhou stranu byl pocet
srovnatelny s pozitivni kontrolou. Navic MMVs 1 MSCs v pozitivni kontrole srovnatelné
zvysily produkci KGF a sniZily bakteridlni rist. Pouzitim protilatky anti-KGF se prokazal
antimikrobidlni efekt KGF. Vedle tohoto antimikrobidlniho efektu MMVs podporuji
zvySeni po¢tu monocytii/makrofagu, snizuji mnozstvi TNFa a zvySuji mnozstvi PGE2 a

IL-10, které maji vliv na indukci makrofagt na M2 fenotyp (Monsel et al., 2015).

Jak uz bylo feCeno, MSCs mohou uvoliiovat 1 exosomy. Song et. al. aktivovali
MSCs pomoci IL-1p. V in vitro i in vivo modelech sepse prokazali, ze tyto MSCs uvolnuji
exosomy, které¢ obsahuji MIRNA, konkrétné¢ miR-146a. Tato miRNA je znama svymi
polarizaci makrofagti v M2 fenotyp, coz se projevilo na zvySeném pieziti mysi pii sepsi

(Song et al., 2017).

Vedle uvolnovani vackii mohou MSCs uvoliiovat mitochondrie, které pomahaji

poranénym buitkdm. MSCs spolecné s epitelidlnimi buikami vytvoii nanotubuly, kterymi
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ptepravuje mitochondrie do poranénych a infikovanych bunék (Mahrouf-Yorgov et al.,
2017, Jiang et al., 2016).
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(. Zaveér

MSCs jsou buiiky s mnoha unikatnimi schopnostmi a vlastnostmi, které se mohou ménit
Vv zavislosti na mikroprostfedi. Zajem o vyuziti MSCs V terapii se stale zvySuje,
v soucasné dobé probiha pies 800 klinickych studii (Clinicaltrial.gov, online), které
vyuzivaji MSCs pfedevsim pro 1é€bu autoimunitnich onemocnéni, pii transplantacich
nebo poranénich. Vedle diferenciaénich, migra¢nich, cytoprotektivnich a
imunomodulac¢nich vlastnosti se v poslednich letech zvysuje zdjem i o nedavno popsané

antimikrobidlni schopnosti.

Ukazuje se, ze MSCs jsou schopné identifikovat a reagovat na rizné druhy
infekci. Podle druhu a rozsahu infekce kontroluji sekreci AMPs, a dokonce i ruzné
kombinace téchto AMPs. Studie provedené v poslednich letech prokazaly, ze MSCs
sekretuji Cat LL-37, BD, Lcn 2, Hen a IDO, které a¢inné a piimo pisobi proti bakteriim.
Mimo to jsou MSCs schopné prostfednictvim sekretovanych a povrchovych molekul,
jako je napiiklad PGE2, IL6, HGF, CD54, PD-L1/2 a NO, ovliviiovat bufiky imunitniho
systému. U¢innost svého antimikrobialniho piisobeni v misté zanétu ¢&i infekce tak mohou
MSCs zvysit i tim, Ze plsobi na fagocytdzu a aktivitu makrofagii a neutrofill a také tim,
ze celkové reguluji pribéh imunitni reakce a podporuji regenerativni procesy. Dalsi studie
se zabyvaly extracelularni vacky uvolnovanymi MSCs. Ukazuje se, ze maji srovnatelné

antimikrobidlni vlastnosti jako buniky samotné, tudiZ by mohly byt v alternativou MSCs.

Diky vSem témto vlastnostem by tak MSCs mohly v budoucnu podpofit, nebo
dokonce nahradit 1é¢bu antibiotiky. AvSak pro jejich budouci terapeutické vyuziti je nutné

vice prozkoumat a objasnit pfesné mechanismy jejich regulace a ptisobeni.
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