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Abstrakt

Mesenchymalni kmenové buitky (MSC) jsou multipotentni bunky schopné regulace
reaktivity bun€k imunitniho systému. Regulacni B lymfocyty (Bregs) se také podileji na
tolerogenni prostfedi a predstavuji moznost bunikami zprosttedkované terapie autoimunitnich
onemocnéni a transplantacnich reakcei. Piisobeni MSC na aktivaci a funkce Bregs je studovéano
az v poslednich letech a nejsou zatim jednoznacné charakterizovany mechanismy, jakymi na
indukci Bregs ptlisobi. V pfitomnosti MSC byl prokazan pokles efektorovych B lymfocyti a
tvorby protilatek. Vedle toho byla pozorovana podpora aktivace populace Bregs produkujicich
Jejich vliv vSak nebyl jest¢ dostate¢né charakterizovan a odlisné modely ukazuji nejednotné
vysledky. Vedle aktudlné probihajicich studii v experimentalnich modelech byly zahiajeny i
klinické testy. V obou piipadech byly pozorovany pozitivni vysledky, které naznacuji moznosti

budouciho vyuziti Bregs pro 1écbu autoimunitnich onemocnéni i transplantaénich reaket.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells with the ability to regulate
reactivity of cells of immune system. Regulatory B cells (Bregs) are also capable of modulating
immune responses. Both these cell types are able of creating anti-inflammatory and tolerogenic
environments and represent potential of cell-mediated therapy for autoimmune diseases and
transplantation reactions. The effect of MSC on Bregs activation and function has been only
studied in recent years, and mechanisms of their effects are not yet well characterized. However,
studies have demonstrated a decrease in effector B lymphocytes and antibody production, and
a support of activation of Bregs subpopulation and increased production of anti-inflammatory
interleukin 10. Various molecules produced by MSC are involved in Bregs induction.
Unfortunately, their effects have not yet been sufficiently described, and different models yields
diverse results. In addition to the current studies in experimental models, the first clinical trials
on Bregs have been initiated. The positive results suggesting the potential for future use of
Bregs for the treatment of autoimmune diseases and transplantation reactions have been

obtained in both cases.
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Seznam pouzitych zkratek

AD-MSC — mesenchymalni kmenové bunky izolované z tukové tkané (adipose tissue-derived

mesenchymal stem cells)
BCR — receptor B bunék (B-cell receptor)

Blimp-1 —protein-1 vyvoléavajici zrani B lymfocytl (B lymphocyte-induced maturation protein-

1)

BM-MSC — mesenchymalni kmenové buiniky izolované z kostni dien¢ (bone marrow-derived

mesenchymal stem cells)

Bregs — regulacni B buiky (regulatory B cells)

CD — diferenciacni antigen (cluster of differentiation)

cGVHD - chronicka reakce §té€pu proti hostiteli (chronic graft-versus-host disease)
CIA — kolagenem vyvolana artritida (collagen-induced arthritis)

Cox — cyklooxygenaza (cyclooxygenase)

CTLA-4 — cytotoxicky antigen asociovany s T lymfocyty 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated
antigen 4)

EAE — experimentalni autoimunitni encefalomyelitida (experimental autoimmune

encephalomyelitis)

EBI3 — gen 3 vyvolany virem Epstein-Barrové (Epstein-Barr virus induced gene 3)
FasL — Fas ligand (Fas ligand)

Foxp3 — transkrip¢ni faktor forkhead box protein 3 (forkhead box protein 3)

GITRL - ligand receptoru faktoru nekrotizujici nadory aktivovaného glukokortikoidy

(glucocorticoid-induced tumor necrosis factor receptor-related protein ligand)
GVHD - reakce §tépu proti hostiteli (graft-versus-host disease)

HLA - lidsky leukocytarni antigen (human leukocyte antigen)
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hUC-MSC - lidské mezenchymalni kmenové buiiky odvozené od pupecniku (human umbical

chord-derived mesenchymal stem cells)

IDO — indolamin-2,3-dioxygenaza (indoleamine-2,3-dioxygenase)
IFN — interferon (interferon)

Ig — imunoglobulin (immunoglobulin)

IL — interleukin (interleukin)

LPS — lipopolysacharid (/ipopolysaccharide)

MSC —mesenchymalni kmenové buniky (mesenchymal stem cells)

NK — ptirozeny zabije¢ (natural killer)

PD-L — ligand programované bunécné smrti (programmed cell death-ligand)
PGE2 — prostaglandin E2 (prostaglandin E2)

SDF — faktor stromalnich bunék (stromal derived factor)

SLE — systémovy lupus erythematosus (systemic lupus erythematosus)
Tc — cytotoxické T bunky (cytotoxic T cells)

TGF — transformujici riistovy faktor (transforming growth factor)

Th — pomocné T buniky (helper T cells)

TLR — receptory skupiny toll (toll-like receptors)

T-MSC — mezenchymalni kmenové bunky odvozené od krénich mandli (fonsil-derived

mesenchymal stem cells)
TNF — faktor nekrotizujici nadory (tumor necrosis factor)

TRAIL — ligand indukujici apoptéozu piibuzny s faktorem nekrotizujicim nadory (tumor

necrosis factor—related apoptosis-inducing ligand)

Tregs — regulacni T bunky (regulatory T cells)



Trp — tryptofan (tryptophan)

TSG-6 — gen 6 stimulovany faktorem nekrotizujicim nadory (tumor necrosis factor-stimulated

gene-6)

UC-MSC — mezenchymalni kmenové buiiky odvozené od pupecniku (umbical chord-derived

mesenchymal stem cells)



1. Uvod

Regula¢ni B bunky (Bregs, regulatory B cells) jsou podskupinou B lymfocytl bez jasné
definovaného fenotypu, ale se spolecnou regulacni funkci. Svou aktivitou jsou schopné
ovlivitovat funkce dalSich bunék imunitniho systému, a tim se podileji na tvorbé tolerogenniho
prostfedi v organismu. Diky svym regulacnim schopnostem piedstavuji mozny terapeuticky

prostiedek pro inhibici transplantacnich reakci nebo 1é¢bu autoimunitnich onemocnéni.

Mesenchymalni kmenové bunky (MSC, mesenchymal stem cells) jsou multipotentni
buniky schopné diferenciace v buiiky mesodermalni buné¢éné linie, ale i transdiferenciace v jiné
bunécné typy. Rovnéz jsou schopné modulovat pribéh imunitnich reakei ptisobenim na vyvoj
a funkce imunitnich bunék. Byl popséan jejich vliv na aktivitu slozek ptirozené i adaptivni
imunity. Produkci riiznych regulacnich faktorti, expresi povrchovych molekul a bunéénym
kontaktem mohou regulovat imunitni reakce a vétSinou napomahaji tvofit protizanétlivé a
tolerogenni prostiedi. Pro svou schopnost snizovat zanétlivy stav byly MSC testovany jako
mozné bunécné terapeutikum pii zanétlivych onemocnénich, jako jsou alergie, autoimunitni

nemoci i transplantacni reakce.

Nedavno zacal byt studovan i vliv MSC na aktivaci a funkce Bregs a vedle in vitro a in
vivo experimentll na modelovych organismech zacalo probihat 1 n€kolik klinickych studii. MSC
byly schopné podpofit vyvoj Bregs 1 jejich imunomonula¢ni G€inky. Tento u€inek ma mozné

vyuziti pro inhibici zanétlivych stavli organismu.
Cily této bakalafské prace jsou:

e shrnout soucasné znamé poznatky o vlivu MSC na aktivaci a funkce Bregs,
e popsat v souCasnosti charakterizované mechanismy ptisobeni MSC na indukci Bregs,
o zrekapitulovat experimentalni studie a modely, ve kterych je piisobeni MSC na aktivaci

a funkce Bregs testovano.



2. Regulaéni B lymfocyty

Bregs pfedstavuji heterogenni skupinu bun€k s riznym fenotypem, mechanismy u¢inku
a mistem pusobeni v organismu (Ray & Dittel, 2017). Regula¢niho pasobeni slezinnych B
lymfocytll na imunitni reakce bylo popsano uz vroce 1974 na modelu opozdéného typu
hypersenzitivni reakce u morcat. Po odstranéni B bunék nebylo mozné hypersenzitivni reakci
dostatecné potlacit, coz naznacovalo, Ze pro jeji inhibici jsou B lymfocyty nezbytné (Neta &

Salvin, 1974).

U Bregs neni zndma zadna charakteristickd molekula, jakou je u regulac¢nich T bun¢k
(Tregs, regulatory T cells) transkripcni faktor forkhead box protein 3 (Foxp3, forkhead box
protein 3), je proto pravdépodobné, Ze Bregs nejsou samostatnd populace bunék, ale vznikaji
z efektorovych B bun¢k pomoci stimulace (Rosser & Mauri, 2015). Tomu nasvédcuje i fakt, ze
regulacni u¢inky mohou mit B buniky v riznych stadiich vyvoje a byly tak nalezeny i regulacni
plasmatické buniky schopné produkovat interleukin 35 (IL, interleukin) i IL-10 a potlacovat jimi
zanét. Bregs vznikaji v modelu artritidy jako odezva na IL-6 i IL-1P. V modelu experimentalni
autoimunitni encefalomyelitidy (EAE, experimental autoimmune encephalomyelitis) jsou
Bregs indukovany IL-21, ktery produkuji T bunky pozitivni na diferencia¢ni antigen 4 (CD,
cluster of differentiation) ve slezin€. Dulezita byla i stimulace pies receptor B bun¢k (BCR, B-
cell receptor), pti jehoz blokaci dochazelo ke snizeni vyvoje Bregs (Rosser & Mauri, 2015).
Diferenciace Bregs pak muize byt stimulovana pisobenim ptes receptory skupiny toll (TLR,
toll-like receptors), CD40 nebo pies BCR (Mauri & Bosma, 2012). Vyvoj Bregs a jejich
produkce IL-10 byly ovliviiovany cytokiny, kdy interferon y (IFN, interferon) a IL-12
podporovaly vyvoj Bregs a tvorbu IL-10, zatimco IL-21 a transformujici ristovy faktor B (TGF,
transforming growth factor) vyvoj Bregs inhibovaly (Holan et al., 2014; Yoshizaki et al., 2012).
V mysim modelu kolitidy bylo zjiSténo, ze pti chronickych zanétech podporovala v B buiikach
schopnost inhibovat zanét vyvolany pomocnymi T bunikami 2 (Th, helper T cells) zvySena

exprese CD1d podporou produkce IL-10 (Mizoguchi et al., 2002).

2.1. Charakteristika Bregs

Jako heterogenni skupinu je Bregs obtizné charakterizovat (Ray & Dittel, 2017). Neni
dan jasny fenotyp, ktery by Bregs popsal, vétSinou byvaji rozpoznavany podle schopnosti
exprese a produkce IL-10 a takové bunky byly nazyvany B10 bunky (Rosser & Mauri, 2015).
B10 B bunky tvoii u mysi 1-3 % slezinnych B bunék, u lidi byly v periferni krvi nalezeny v



podilu méné nez 1 % B bunék. Frekvence B10 bunck byla vyrazné vyss$i u pacienti
s autoimunitnimi chorobami (Iwata et al., 2011). Jako Bregs se pak napiiklad ¢asto oznacuji
CD5" B lymfocyty (Chao et al., 2016), u mysi jsou znamé napiiklad CD1d"¢"CD5* B buiiky
(Yanaba et al., 2008), B buiikky marginalni zony, transientni-2 prekursory marginalni zony (T2-
MZP), B buiiky pozitivni na T bunéény imunoglobulin mucin 1 a tfeba i CD138" plazmatické
buniky (Rosser & Mauri, 2015). U lidi jsou pak znamé lidské Bregs periferni krve jako
CD24Me"CD27" buiiky, u kterych se zvysila exprese CD25 a CD19. Polovina téchto Bregs
exprimovala imunoglobulin M (Ig, immunoglobulin) a snizené mnozstvi IgD (Iwata et al.,
2011). Jako dalsi lidské Bregs byly popsany CD19"CD24"ehCD38"e" butiky (Blair et al., 2010).
U pacientd s transplantovanou ledvinou bylo v periferni krvi zjisténo, ze B bunky, které se
pozdg¢ji staly tolerogennimi, mély zvySenou expresi 3 genti (IGKV 4-1, IGLL1 a IGKV1D-13)
(Franquesa et al., 2012).

2.2. Mechanismy piisobeni Bregs

Bregs inhibuji nadorové, autoimunitni a transplanta¢ni reakce rdznymi mechanismy.
Nejlépe prozkoumanym mechanismem plisobeni Bregs na jiné imunitni burky je produkce IL-
10. Jeho produkce byla podpofena zanétlivymi cytokiny IFN-y, IL-21 a IL-12 (Holan et al.,
2014; Yoshizaki et al., 2012), nebo stimulaci pies BCR ¢i CD40 (Klinker & Lundy, 2012).
Prostfednictvim IL-10 mohou Bregs suprimovat zanét, coZ bylo prokazano v nékolika
experimentalnich modelech, jako jsou modely artritidy, kolitidy a EAE (Rosser & Mauri, 2015).
Jejich piisobenim byla potlac¢ena diferenciace Th1 bunék (Blair et al., 2010), sniZena produkce
zangtlivych cytokinl u bunék prezentujicich antigen, jako jsou faktor nekrotizujici nddory a
(TNF, tumor necrosis factor) a IL-1p (Klinker & Lundy, 2012) a podpotena diferenciace Tregs
(Rosser & Mauri, 2015), kdyz IL-10 zvySoval expresi Foxp3 a cytotoxického antigenu
asociovan¢ho s T lymfocyty 4 (CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4) (Kessel
et al., 2012). Podpora diferenciace Tregs diky zvySeni exprese Foxp3 a CTLA-4 byla
zprostiedkovéna 1 dal§i molekulou, ktera je produkovana Bregs a to TGF-f (Kessel et al., 2012).
TGF-B vedle toho potlacoval proliferaci CD4" i CD8" T bunék. Produkce TGF-B mohla byt
zvySena po stimulaci Bregs pomoci lipopolysacharidu (LPS, lipopolysaccharide) (Rosser &
Mauri, 2015). Bregs produkuji i IL-35, ktery snizil pocet Th1 lymfocytl i makrofagii ve slezing.
IL-35 muze stimulovat dals$i Bregs k produkci IL-35 a IL-10 (Rosser & Mauri, 2015).
Mechanismy piisobeni faktorti produkovanych Bregs na imunitni buiiky jsou schematicky

znazornény na obr. 1.
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Obr. 1: Pisobeni Bregs na buiiky imunitniho systému produkei rozpustnych molekul.
Produkci IL-10, TGF-B a IL-35 mohou Bregs inhibovat diferenciaci a funkci prozanétlivych
bunék, jako TNF-a produkujici monocyty, DC produkujici IL-12, Th1l a Tc buiiky a jejich
produkci IFN-y a Th17 bunky produkujici IL-17. Bregs mohou produkci stejnych molekul
indukovat diferenciaci Foxp3™ Tregs a Trl bunék a jejich produkei IL-10 podporuji udrzovani
iNKT.

Sipka oznacuje stimulaci, slepa ¢ara inhibici. (Pfevzato z Rosser & Mauri, 2015).

INKT cells — invariantni NK T buiiky (invariant natural killer T cells); Tr1 —regulacni T bunky
1 (T regulatory 1 cells)



Vedle produkce solubilnich molekul Bregs exprimuji 1 povrchové molekuly, kterymi
ovliviiuji imunitni reakce. Jednou z exprimovanych molekul je Fas ligand (FasL, Fas ligand),
ktery po navazani na Fas receptor na cilovych buiikach spousti apoptézu (Klinker & Lundy,
2012). Exprese FasL byla podpoiena cytokiny IL-4 a IL-10. Vazbou FasL na Fas byly
inhibovany efektorové T lymfocyty, ¢imz se zlepSily projevy autoimunitnich onemocnéni
(Mauri & Bosma, 2012). Vedle exprese FasL mohla byt apoptdza bun€k imunitniho systému
vyvoland i expresi ligandu indukujicim apoptozu piibuznym s faktorem nekrotizujicim nadory
(TRAIL, tumor necrosis factor—related apoptosis-inducing ligand) (Klinker & Lundy, 2012).
Exprese TRAIL na B lymfocytech byla vyvolana ligandy TLRY, IFN-a nebo LPS a k jejimu
zvySeni dochazelo po stimulaci molekuly CD40. Dalsi moznost ovlivnéni imunitnich
mechanismu predstavuje exprese ligandii programované bunécéné smrti 1 (PD-L, programmed
cell death-ligand) a PD-L2 na Bregs (Klinker & Lundy, 2012). V supresi imunitnich reakci
maji odlisné role a odliSuje se i zpusob jejich aktivace. PD-L1 byl exprimovéan po stimulaci
IFN-y a reguloval Th1 buné¢nou odpoveéd’. Exprese PD-L2 byla stimulovana cytokiny IL-4 a
IL-13 a ucastnila se potlaceni Th2 reakci (Klinker & Lundy, 2012). Dalsi exprimovanou
povrchovou molekulou Bregs, kterd se G€astnila imunoregulace byl ligand receptoru faktoru
nekrotizujici nadory aktivovaného glukokortikoidy (GITRL, glucocorticoid-induced tumor
necrosis factor receptor-related protein ligand) (Ray et al., 2012). Tento ligand interagoval
s GITR na T lymfocytech, ¢imz pomahal udrZovat hladinu Tregs. Tento mechanismus byl

potvrzen blokaci GITRL, kdy se snizil pocet Tregs (Ray et al., 2012).

Bregs inhibuji zanétlivé reakce u autoimunitnich onemocnéni. Tyto ucinky byly
studovany naptiklad u vlivu na systétmovy lupus erythematosus (SLE, systemic lupus
erythematosus), EAE, kolagenem vyvolanou artritidu (CIA, collagen-induced arthritis),
roztrousenou sklerozu, kolitidu a dalSich modelech (Mauri & Bosma, 2012). Po odstranéni
Bregs z organismu dochézelo k rozvinuti symptomil autoimunitnich chorob, deplece vSech B
lymfocytl, véetné efektorovych, autoimunitni onemocnéni potlacovala (Matsushita et al.,
2008). Bregs ptispivaly k udrzeni rovnovahy imunitnich reakei, ktera je potiebna k toleranci

vlastnich bun¢k (Mauri & Bosma, 2012).

Bregs jsou subpopulaci B lymfocyt, které jsou charakterizoviany spoleénymi
imunomodula¢nimi vlastnostmi. Produkci solubilnich molekul, jako IL-10, IL-35 nebo TGF-3
1 expresi povrchovych molekul jako FasL, TRAIL a dalSich jsou schopné suprimovat zanétlivé

prostfedi a napoméhat obnoveni rovnovéahy reakci imunitniho systému.



3. Mesenchymalni kmenové buiky

MSC jsou multipotentni nehematopoetické kmenové bunky, které jsou krome
sebeobnovy a diferenciace v builtky mesodermalni bunécné linie schopné ovliviiovat zrani a
funkce imunitnich bun€k. Pro jejich schopnost imunomodulace jsou studovany v in vitro i in
vivo experimentech zaméfenych na jejich vyuziti v potlaéeni autoimunitnich, transplantacnich

nebo alergickych onemocnéni (Le Blanc, 2006).

3.1. Charakteristika MSC

MSC byly popsany v 60. letech minulého stoleti, jako buiiky v kostni dfeni, které byly
schopny diferencovat v osteocyty (Friedenstein et al., 1966). Vyskyt MSC v téle je vSak daleko
rozmanitéjs$i a mohou byt izolovany z riznych tkani a orgénid. Typickymi zdroji MSC jsou
kostni diett (BM-MSC, bone marrow-derived mesenchymal stem cells), tukova tkan (AD-MSC,
adipose tissue-derived mesenchymal stem cells), pupecni $itira a pupecnikova krev (UC-MSC,
umbical chord-derived mesenchymal stem cells) (Ding et al., 2011), kréni mandle (T-MSC,
tonsil-derived mesenchymal stem cells) (Cho et al., 2017) nebo periferni krev (Park et al., 2015).
Mohou byt izolovany i z kloubnich vazl (Ding et al., 2011), sleziny, jater, ledvin, plic, svalt,
brzliku a slinivky bfisni (da Silva Meirelles et al., 2006). Vzhledem k mistim izolace se jako
nejméne invazivni zdaji UC-MSC, kter¢ l1ze ziskat po porodu a pro budouci vyuziti uchovévat
zmrazené. Takto ziskané a uchované UC-MSC jsou vsak pii pouziti alogenni (Baksh et al.,

2007). Idedlni pro zisk autolognich MSC jsou pak AD-MSC, které jsou snadno dostupné a
napiiklad oproti BM-MSC je jejich izolace minimalné invazivni (Park et al., 2015).

Vsechny takto ziskané MSC jsou schopny sebeobnovy a diferenciace v rizné bunky
mesodermalni linie (da Silva Meirelles et al., 2006). Vedle typické difrerenciace v osteoblasty,
adipocyty a chondroblasty (Dominici et al., 2006) se mohou in vitro diferencovat v buiiky §lach
a svalt (Pittenger et al., 1999) a za specifickych podminek i na neurony, jaterni buiiky a bunky
pankreatickych ostrivka (Ding et al., 2011). V kostni dieni BM-MSC jako nehematopoetické
kmenové buiiky chrani jiné kmenové bunky, v tkanich napoméhaji regeneraci a hojeni (Le

Blanc, 2006).

Pro zjisténi, jestli maji MSC ziskané z jinych tkani neZ kostni dien, ze které¢ byly MSC
izolovany jako prvni, stejné vlastnosti a funkce, byly porovnany UC-MSC s BM-MSC (Baksh
et al., 2007). Lidské MSC odvozené od pupecniku (hUC-MSC, human umbical chord-derived
mesenchymal stem cells) byly schopny diferenciace v osteocyty, chondrocyty a adipocyty.
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Diferenciace v osteocyty probihala dokonce rychleji nezu BM-MSC, UC-MSC mély tedy vyssi
diferenciatni potencial. Ostatni ucinky mély UC-MSC a BM-MSC srovnatelné.
K terapeutickym uceliim se tedy mohou pouzit UC-MSC stejné¢ jako BM-MSC, navic jsou
snadnéji pristupné a daji se 1 snadnéji in vitro kultivovat. Jejich nevyhodou vsak zlstava to, ze

se nedaji izolovat z dosp€lého organismu a pii pouziti jsou alogenni (Baksh et al., 2007)

3.2. Znaky MSC

Jednotlivé studie zaméfené na MSC charakterizovaly jejich povrchové znaky. Bylo
ukazano, ze MSC exprimuji nizké hladiny lidského leukocytarniho antigenu (HLA, human
leukocyte antigen) a diky tomu jsou malo imunogenni (Le Blanc et al., 2003). MSC byly
pozitivni na CD29, CD44, CD71, CD90, CD124 a dalsi, ale negativni na CD14, CD34 a CD45,
coz jsou typické znaky hematopoetickych kmenovych bunék (Pittenger et al., 1999).
Podobnych vysledki bylo dosaZeno i v jinych studiich, ve kterych MSC exprimovaly CD105 a
CD146, ale hematopoetické znaky jako CD14, CD34, CD45 a HLA II. tfidy neexprimovaly
(Ding et al., 2011).

Pti vzristajicim z4jmu o studium MSC stanovila komise mezinarodni spolecnosti pro
bunécnou terapii minimalni kritéria pro definovani lidskych MSC, kter4 by méla usnadnit jejich
charakterizaci a porovnavani vysledki jednotlivych studii (Dominici et al., 2006). Stanovena

kritéria byla nasledujici:

1. Pfi standardni kultivaci musi byt MSC adherentni k plastovym povrchiim.

2. Alespont 95 % kultury MSC musi na svém povrchu exprimovat CD105, CD73 a
CD90 a exprese molekul CD45, CD34, CD14, CD11b, CD97a, CD19 a HLA 1II.
tfidy nesmi byt na vice nez 2 % populace.

3. MSC musi byt in vitro schopny diferenciace v osteoblasty, adipocyty a
chondroblasty.

Tato kritéria musi byt splnéna v nestimulovaném stavu, jelikoz MSC stimulované
pomoci IFN-y zahajuji expresi HLA II. tfidy (Dominici et al., 2006). Populace, které spliuji
tato kritéria byvaji stale heterogenni skupinou nehematopoetickych kmenovych bunék (Lee &

Song, 2018).
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3.3. Imunomodula¢ni vlastnosti MSC

MSC jsou znamé svou schopnosti ovliviiovat buniky adaptivni i nespecifické imunity, a
to v pozitivnim i negativnim smyslu. Jejich ptisobeni je dale ovlivnéno cytokinovym prostiedim
(Holan et al., 2016). Imunomodula¢ni u¢inky MSC mohou byt zesileny prozanétlivymi
cytokiny, nejcastéjSimi jsou IFN-y, TNF-a a IL-1B (Lee & Song, 2018). Stimulace mutze
probihat i pfimo prostfednictvim TLR, které rozpoznavaji potenciadlné nebezpecné struktury
(English, 2013). Imunomodula¢ni u¢inky mohou byt zprosttedkovany piimym bunéénym
kontaktem MSC s imunitnimi buiikami, nebo prostiednictvim imunomodula¢nich faktort, které
jsou pomoci MSC produkovany (Lee & Song, 2018). Mezi faktory, které k imunomodulaci
slouzi, patii TGF-B, indolamin-2,3-dioxygendza (IDO, indoleamine-2,3-dioxygenase) (Le
Blanc, 2006), IL-10, rastovy faktor hepatocytti (Ryan et al., 2007), IL-6 (Svobodova et al.,
2011), gen 6 stimulovany faktorem nekrotizujicim néadory (TSG-6, tumor necrosis factor-
stimulated gene-6), oxid dusnaty, cyklooxygenaza 1 (Cox, cyclooxygenase) 1 Cox-2, diky
jejichz aktivité¢ vznika imunomodulacni faktor prostaglandin E2 (PGE2, prostaglandin E2).
Dals§i moznosti ovlivnit imunitni bufiky je pomoci PD-L1 a Fas/FasL molekul, které spousti
v imunitnich buiikdch apoptézu (English, 2013). Imunomodulaénich G¢inkl se ucastnily in
vitro 1 extracelularni vezikuly sekretované z MSC. Ve smési bunék periferni krve mély vezikuly
nejvetsi ucinek na monocyty, které nejlépe vezikuly vézaly. V kulturach s jednotlivymi
imunitnimi buitkami vSak byly schopny potlacovat funkce 1 B lymfocyti a pfirozenych zabiject
(NK, natural killer). Uginnost extracelularnich vezikuld se zatim zd4 jako mozna alternativa

pro terapii bez pouziti samotnych MSC (Di Trapani et al., 2016).

Vyuzitelnost MSC pfi potlaceni autoimunitnich reakci ukazuje schopnost snizovat nebo
2005). Vedle toho aktivované MSC indukovaly tvorbu regulanich bunék a tim tvofily
tolerogenni prostfedi. Uginek MSC byl pozorovan potladenim zandtu u in vivo
zvitecich modelu reakce Stépu proti hostiteli (GVHD, graft-versus-host disease), EAE, SLE
Crohnovy choroby, diabetes mellitus 1. typu, atopické dermatitidy, akutni panktreatidy,
roztrousené¢ skler6zy a mnoha dalsich (English, 2013; Lee & Song, 2018) Ve vétsin¢ modela
meéla terapie MSC na potlaceni onemocnéni pozitivni ucinky (Lee & Song, 2018). In vivo byly
MSC schopny migrovat k mistu zanétu (Na et al., 2014), kam byly atrahovany chemokiny,
slozkami komplementu C3a, C5a a dalSimi faktory (English, 2013).
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MSC jsou svymi imunomodula¢nimi uc¢inky schopné podporovat tolerogenni prostiedi
a potlacovat zanét. Toho je vyuzivano ve studiich, které ucinek MSC sleduji v modelech
autoimunitnich onemocnéni, nebo nezadoucich reakcich zplsobené transplantacemi.
V experimentech mély MSC na 1é¢bu pozitivni vliv a neobjevovaly se negativni U€inky jejich
pouziti, mechanismus jejich ucinku vsak nebyl vzdy jasné charakterizovan. V nedavné dobé¢
byly zahéjeny i klinické studie. Pro uvedeni bunécné terapie do klinické praxe budou nezbytné

dalsi testy s prokazatelnymi u¢inky (Lee & Song, 2018).
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4. Pisobeni MSC na funkce bunék imunitniho systému

Imunomodula¢ni vliv MSC na rGzné populace bunék imunitniho systému je hojné

studovan. MSC by mohly byt vyuzivany pro bunécnou terapii riznych onemocnéni a poruch.

MSC putsobi na bunky imunitniho systému rtiznymi mechanismy, véetné¢ indukce

tolerogennich bunék. V1iv MSC na imunitni buiiky je schematicky znazornén na obr. 2.
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Obr. 2: Schématické znazornéni pisobeni MSC na buiiky imunitniho systému.

MSC sekretuji molekuly, které mohou pulsobit na imunitni buiikky. MSC obecné inhibuji

efektorové

imunitni

bunky a

stimuluji

regulacni

a tolerogenni

imunitni

bunky.

Imunomodulaéni pisobeni MSC vyvolava inhibici T bunééné proliferace, indukci M2 typu

makrofagl, Bregs a Tregs, supresi zrani a funci DC a modulaci aktivity NK buné¢k. MSC tak

navozuji v tkani tolerogenni prostfedi a tim umoziuji potlaceni transplantacnich reakei i

autoimunitnich chorob.

Sipka oznaéuje stimulaci, slepa ¢ara inhibici (Pfevzato z Lee & Song, 2018).

ICOSL - ligand receptoru ICOS (ICOS ligand), NKreg cell — regulacni NK buiika (regulatory

NK cell)
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4.1. Vliv MSC na buriky nespecifické imunity

MSC maji vliv na buriky nespecifické ¢asti imunitniho systému. MSC ve vétsing piipada

w1

4.1.1. Vliv MSC na dendritické bunky

MSC potlacuji funkce DC (Corcione et al., 2006) a siln¢ inhibuji generovani DC
z monocyti periferni krve (Spaggiari et al., 2009). Vlivem MSC se sniZuje exprese znakt jako
MHC II, CD40, CD86 a CD80. Pasobenim MSC je inhibovana i produkce prozanétlivych
cytokinti IL-12 a TNF-a (English, 2013). Jejich ptisobenim dochazi také k potlaceni exprese
kostimula¢nich molekul (Lee & Song, 2018) a sniZeni schopnosti stimulovat proliferaci a
aktivaci T lymfocytl (Spaggiari et al., 2009). Vlivem MSC je podpofen vznik DC
(Aggarwal & Pittenger, 2005; English, 2013). Zvysuje se i fagocyticka aktivita a schopnost in
vitro stimulovat Tregs (English, 2013).

MSC jsou schopné suprimovat prozanétlivé DC a tim sniZovat tvorbu prozanétlivych

cytokint, jako IL-12 a TNF-a a inhibovat stimulaci T lymfocytd. Soucasné podporuji tvorbu

-----

indukovat Tregs (English, 2013).

4.1.2. Vliv MSC na NK burky

MSC inhibuji proliferaci NK bungk, potlacuji i jejich efektorové funkce, jako jsou
cytotoxicka aktivita a produkce cytokint, hlavné prozanétlivého IFN-y (Aggarwal & Pittenger,
2005; Spaggiari et al., 2008). Inhibi¢ni efekt souvisi s potlacenim povrchové exprese
aktivacnich receptorit NK bunék (NKp30, NKp44, NKG2D). MSC také snizuji cytotoxickou
aktivitu NK bunék a inhibuji produkei IL-2. Bunéénym kontaktem s MSC NK buriky exprimuji
molekulu CD73, CD73" NK buiky piedstavuji podmnozinu regulaénich NK bunék

s imunomodula¢nimi uinky (Lee & Song, 2018).

4.1.3. Vliv MSC na makrofagy

~~~~~

prozanétlivého M1 typu, ¢imz se snizi produkce IL-6 a IL-1B a zvys$i produkce IL-10 (Dayan
et al.,, 2011). Vedle toho MSC zvySuji fagocytickou aktivitu makrofagh (English, 2013) a
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schopnost inhibice T lymfocytl, coz jesté vic podpoii imunosupresivni ucinky MSC (Lee &

Song, 2018).

4.2. Vliv MSC na bunky specifické imunity

Vedle regulace funkce bunék nespecifické ¢asti imunitniho systému jsou MSC schopny
ovlivitovat i reaktivitu bun¢k specifické imunity. Bunécna populace modulované ptisobenim
MSC pak mize svym pusobenim ovliviiovat dal$i buiikky imunitniho systému, coz nepiimo

zesiluje imunomodula¢ni efekt MSC.

4.2.1. Vliv MSC na T lymfocyty

Vliv MSC na T lymfocyty se zda byt dilezity, jelikoZz T lymfocyty mohou zptsobovat
nckterd autoimunitni onemocnéni i reakce spojené s transplantacemi. Modulace T lymfocytil

pomoci MSC byla proto Casto studovana a je stale oblasti zajmu vyzkumu.

In vitro funkce a proliferace efektorovych CD4" i CD8" T lymfocytl byly vlivem MSC
potlacovany. Také in vivo byly pozorovéany protizanétlivé ucinky (Le Blanc, 2006; Corcione et
al., 2006), byla snizena produkce IFN-y a IL-4 (Na et al., 2014). MSC ménily pomér zastoupeni
Thl a Th2 bun¢k a tim i jimi produkované cytokiny. V zanétlivém prostiedi byla produkci
cytokinli podpotena proliferace Th2 bun¢k a produkce I1L-4 a IL-10, ktera tak inhibovala Th1
odpovéd’ a utlumila zanét 1 produkci IFN-y a TNF-a. V ptipadé¢ Th17 odpovédi byly Th17
buniky rovnéZ inhibovany na ukor Th2, nebo Tregs (English, 2013). ZvétSovani populace Tregs
na ukor efektorovych T lymfocytl bylo pti vyzkumu ptsobeni MSC ¢asté a snizovaly se diky

tomu projevy autoimunitnich chorob (Chao et al., 2016; English et al., 2009).

MSC jsou svym piisobenim schopné inhibovat T bunky i1 tim, Ze zastavuji bunécny
cyklus v G1/GO fazi a brani pfechodu do S faze (Lee & Song, 2018). ZvySeni populace
CD4"CD25 Foxp3" Tregs na ukor Th17 bun&k bylo zprostfedkovano potlaenim exprese
receptoru kyseliny retinové souvisejicim s orphan receptorem yt (RORyt) a indukci exprese
Foxp3 (Zhang et al., 2018). Vz4jemna regulace diferenciace Th17 doprovazena produkci IL-17
a diferenciace Tregs za exprese molekuly Foxp3 byla ovlivnéna cytokinovym prostifedim.
Zvysend produkce TGF-B vedla k diferenciaci Tregs, zatimco produkce zaroven TGF-f i IL-6
podporovala diferenciaci prozanétlivych Th17 bun¢k (Svobodova et al., 2011).

Imunomodulaénich G€inkt se Gi€astni 1 extracelularni vezikuly odvozené z MSC. Pfimy

efekt na T bunky in vitro nebyl pozorovan, ale ptitomnost T bunék zlepSovala imunosupresivni
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ucinek na B buiky, nebo NK buiky. Pouziti vezikulti odvozenych od MSC by mohla byt
uzite¢na varianta terapie zanétlivych onemocnéni bez pouziti bunck (Di Trapani et al., 2016).
To bylo ukézéano i u in vivo experimentu, kdy v modelu CIA u mysi inhibovaly extracelularni
vezikuly izolované z MSC proliferaci lymfocytd. Snizovalo se i procento CD4" 1 CD8" T bungk.
Exosomy zvySovaly populaci Tregs, zatimco pfimo MSC na tuto populaci nemély vliv.
Vezikuly izolované z MSC po plsobeni IFN-y mély nezménény imunomodulacni Gcinek,
zatimco MSC v mediu s IFN-y se chovaly odlisn¢, z toho vyplyva, Ze aktivované MSC vylucuji

rozpustny faktor, ktery ale neni obsazen ve vezikulech (Cosenza et al., 2018).

V nedavné studii byly sledovany uc¢inky samotného kondiciovaného média ziskaného
kultivaci T-MSC. V mySim modelu s GVHD byla zvysena exprese molekul CD4. Pfidanim
kondiciovaného média ziskané¢ho z kultivace T-MSC se exprese CD4 snizila. Analyzou bylo
zji$téno, Ze médium obsahuje protein TSG-6. TSG-6 ovliviioval 1 migraci lymfocytl, ktera je
fizena chemotakticky, protoZe se vazal na chemokiny a tim omezoval jejich vliv. Stejny vliv

ma kondiciované médium z MSC a s TSG-6 i na B lymfocyty (Cho et al., 2019).

MSC inhibovaly vznik efektorovych Th bunék i cytotoxickych T bunék (Tc, cytotoxic
T cells) a podporovaly proliferaci T lymfocyti s regulacnim G€inkem. V disledku toho MSC
potlacovaly zéanétlivé reakce, ve kterych hraji efektorové T lymfocyty roli. Dochazi tedy
k supresi autoimunitnich chorob i transplantacnich reakci (English, 2013). V neddvné dobé&
bylo zjisténo, Ze stejny efekt mize byt zprostiedkovan i extracelularnimi vezikuly izolovanymi
z MSC (Cosenza et al., 2018), nebo kondiciovanym médiem, ve kterém byly MSC kultivovany
(Cho et al., 2019). To nabizi moZnost 1écby zanétlivych onemocnéni 1 bez pfitomnosti

samotnych bun¢k.

4.2.2. Pusobeni MSC na B lymfocyty

V téle se MSC potkavaji s B lymfocyty na riznych mistech, jako je kostni dfen,
lymfatické uzliny nebo kréni mandle (da Silva Meirelles et al., 2006). Studium vlivu MSC na
B bunky ukazuje potlaceni diferenciace B lymfocytl v plasmatické buniky a podporu tvorby
subpopulace Bregs. To by mohlo byt prospésné pro 1écbu autoimunitnich onemocnéni a inhibici

nezadoucich reakci spojenych s transplantacemi.

Zrani B lymfocyta a produkci protilatek podporuji rtizné molekuly, mezi které patii
protein-1 vyvolavajici zrani B lymfocytt (Blimp-1, B [ymphocyte-induced maturation protein-

1) (Shapiro-Shelef et al., 2003). SniZenim exprese tohoto proteinu mize dochdzet k potlaceni
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proliferace a diferenciace B bun¢k, které jsou stimulovany antigeny zavislymi i nezévislymi na
T lymfocytech. Vlivem snizeni exprese Blimp-1 dochézelo i k inhibici terminalni diferenciace
v plasmatické builkky. Humoralni faktory produkované MSC suprimuji i produkci antigenné
specifickych IgG1 a IgM. ZmensSeni poctu plasmatickych bun€k v in vitro kultuie s MSC tak
nebylo zptsobeno jejich apoptdzou, ale tim, Zze nedoslo k jejich diferenciaci (Asari et al., 2009).
Potlaceni exprese Blimp-1 a tim snizeni produkce IgE B buitkami bylo pozorovano i v in vivo
studii u my$i s atopickou dermatitidou, kterym byly MSC podany intravendzni injekci. Vlivem
inhibice B bunék, ale 1 T bun¢k v této studii dochdzelo ke klinickému zlepSeni projevii tohoto
onemocnéni (Na et al.,, 2014). Snizenim hladiny sérového IgE byla navic suprimovéna
degranulace mastocytl, kterd je vyvolana pravé pritomnosti IgE, coz také napomahalo
klinickému zlepSeni ve stejném modelu. Mechanismem ucinku MSC v tomto modelu byla
urcena exprese Cox-2, jejimZ plisobenim byla zvySena hladina PGE2, ktery se Gi¢astnil inhibice

(Shin et al., 2017).

Dalsim mechanismem in vitro suprese proliferace B bunék pomoci MSC bylo, podobné
jako u T bun¢k, zastaveni v G1/GO fazi bunécného cyklu (Corcione et al., 2006), vlivem toho
byla snizena i produkce protilatek (Lee & Song, 2018). Uginek MSC na sniZeni tvorby
protilatek byl pozorovan i v laboratornich testech na potkanech, kteti byli senzitizovani krvi
potkana jiného kmene. MSC redukovaly produkci 1gG1, IgG2a 1 IgG2c, ale neovliviiovaly
hladiny IgG2b a IgM. Vliv jen na nékteré druhy protilatek mohl byt ovlivnén nacasovanim
terapie vzhledem ke zrani plasmatickych bun€k (Zhang et al., 2018). Pisobeni MSC na B
lymfocyty bylo zprostfedkované i sclerostinem (Yee et al., 2018). Sclerostin je negativni
reguléator tvorby kosti, ktery je exprimovan osteocyty (van Bezooijen et al., 2004). Odstranéni
sclerostinu z kostni dfen¢ branilo zrani B lymfocyt, zptisobovalo tak tvorbu abnormalnich B
lymfocytl, které nejsou schopny exprese IgM a IgD, ale jinak se mohou jevit fenotypové zralé
(Yee et al., 2018). MSC podporovaly pieziti B bun¢k i mechanismem zéavislym na kontaktu.
AD-MSC jim tlumily diferenciaci B lymfocytii v plasmatické bunky produkujici protilatky.
MSC inhibovaly diferenciaci B bunék, které byly stimulovany antigeny zavislymi i nezavislymi
na T lymfocytech, ale nenti jisté, jestli MSC plisobily pfimo na B buiiky, nebo prostiednictvim
T bunék jako intermediat (Franquesa et al., 2015).

Pisobeni extraceluldrnich vezikull izolovanych z MSC bylo spole¢né s vlivem na T
lymfocyty pozorovano i u B lymfocytl. V in vitro studii mély extracelularni vezikuly na B
lymfocyty supresivni u€inek, snizovaly jejich zrani a produkci protilatek. Imunosupresivni vliv
byl navic podpoten v pfitomnosti T lymfocytl. Ve smésné kultufe s jinymi buiikami periferni
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krve byl u¢inek omezen, jelikoz vezikuly plisobily nejvice na monocyty, které je 1épe vazaly
(Di Trapani et al., 2016). MoZznost vyuziti jen extracelularnich vezikuli namisto MSC pro
terapeutické ucely pak byla studovana i1 in vivo, kde byla jejich plsobenim potlacena

diferenciace plasmatickych bunék (Cosenza et al., 2018).

Studie zabyvajici se vlivem kondiciovaného média ziskaného z kultivace s MSC
v my$im modelu s GVHD, probihala spole¢né na B i T lymfocytech. V tomto modelu byla u B
lymfocytl zvySena exprese molekul CD19. Pfidanim kondiciovaného média ziskaného
z kultivace T-MSC se exprese CD19 snizila. Stejn¢ jako potlaceni exprese CD4 u T lymfocyti
byla i1 inhibice CD19 u B lymfocyti zprostfedkovana proteinem TSG-6, ktery ovliviioval i
migraci B lymfocyta tim, ze blokoval chemokiny, jenz podporovaly migraci do mista poskozeni
(Cho et al., 2019).

Pisobenim MSC na aktivitu B lymfocyti dochazelo k supresi proliferace B lymfocytd,
inhibici terminélni diferenciace v plasmatické buniky a snizeni produkce protilatek (Asari et al.,
2009). K potlaceni dochazelo riznymi mechanismy. Stejn¢ jako u T bun¢k byl G¢inek na B
bunky studovan i jen prostiednictvim extracelularnich vezikuli odvozenych od MSC (Cosenza
et al., 2018) a kondiciovaného média ziskaného kultivaci MSC (Cho et al., 2019). V obou
piipadech zlstaval ucinek stejny jako u samotnych MSC a k inhibici proliferace a diferenciace

B bunék tedy dochazelo 1 bez ptitomnosti MSC.
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5. Pisobeni MSC na aktivaci Bregs

Pisobeni MSC na aktivaci a funkce Bregs je studovano az v poslednich letech. To
pravdépodobné zplisobuje nejednotnost dosazenych vysledkt, které se odliSuji v zavislosti na
rozdilnych ptistupech izolace a kultivace MSC (Franquesa et al., 2012). Slibnym terapeutickym
ptistupem se jevi moznost aktivace populace Bregs vyuzitim MSC, coz by mohlo byt vyuzito
zejména pii 1éCbe autoimunitnich onemocnéni nebo inhibici transplantacnich reakci (Park et

al., 2015).

U mysiho modelu experimentalni kolitidy branily hUC-MSC pfed rozvojem
onemocnéni zvysenym zastoupenim CD5" B bunék, které produkovaly IL-10, a ovliviiovaly
pomér Tregs/Th17/Thl (Chao et al., 2016). Kokultivace hUC-MSC a mysich splenocyti
zvysila pocet CD5™ B bunék, které byvaji oznalovany jako subpopulace Bregs, a doslo k
inhibici proliferace T bun¢k. Bregs podporovaly Th buniky a Tregs, inhibovaly Tc buiiky a NK
buiiky (Chao et al., 2016). Ke zvétSeni populace Bregs produkujicich IL-10 vedla i in vitro
kultivace lidskych AD-MSC s mysimi splenocyty. Vyvoj populace Bregs se v této kultufe jeste
zesilil pfi soucasném pouziti LPS (Park et al.,, 2015). Podobné¢ AD-MSC podporovaly
diferenciaci Bregs produkujicich IL-10 z lidskych B lymfocytli izolovanych z krénich mandli a
zaroven doSlo k potlaceni diferenciace téchto B bunék na plasmatické buiky. AD-MSC dale
potlacovaly proliferaci B buné&k. Tento efekt byl zavisly na piitomnosti CD4" Th lymfocyta
v kultufe, AD-MSC proliferaci B lymfocyti tedy ovliviiovaly neptfimo (Franquesa et al., 2015).
Nasledné bylo prokazéano, Ze k diferenciaci Bregs z jadernych bunék periferni krve piijemce
transplantované ledviny doslo 1 po kultivaci s AD-MSC darce. To doklada klinicky potencial
MSC pro piipravu Bregs, které¢ by mohly byt vyuzitelné pro oslabeni odhojovacich reakci
(Gupte et al., 2017). Studie vlivu MSC na chronické reakci S§tépu proti hostiteli (¢cGVHD,
chronic graft-versus-host disease) pak porovnala in vitro chovani Bregs a ukazala, Ze Bregs
izolované z krve zdravych darcii a jedinci s cGVHD reagovaly odlisné. U zdravych jedinct
byla pro produkci IL-10 prostfednictvim CD5" Bregs nutna aktivace ex vivo pomoci LPS. Bregs
pacientli s cGVHD produkovaly IL-10 bez aktivace a po ex vivo ptisobeni LPS dokonce ztracely
schopnost regulace a produkce IL-10. MSC pak in vitro zvySovaly populaci CD5" Bregs
podporou jejich piezivani a proliferace (Peng et al., 2015). Mirné zvySeni zastoupeni
CD24"ehCcD3ghie" B Jymfocytd s regulaénim u¢inkem bylo zjisténo i v klinické studii

zabyvajici se pacienty s osteoartritidou. Po aplikaci intrakloubni injekce autolognich AD-MSC
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doslo u pacientii k podpofe vyvoje populace Bregs a zaroven nebyl pozorovan vliv na jiné

populace B bun¢k (Pers et al., 2018).

Ackoliv v nékterych z dfive zminénych studii byly testovany ucinky lidskych MSC
v myS$im modelu, nedavna studie ukazuje, Ze pouziti xenogennich MSC nemusi mit dostatecny
imunomodulacni uc¢inek (Lohan et al., 2018). V potkanim modelu s alogenni transplantaci
rohovky bylo zjisténo, ze aplikaci lidskych MSC nedochézelo k inhibici proliferace T
lymfocytl, ani nebyla snizovdna produkce prozanétlivych cytokint. Mezidruhova
nekompatibilita cytokinil zptisobila, Ze potkani IFN-y nebyl schopen u lidskych MSC vyvolat
zvySeni exprese HLA molekul. Piasobenim potkanich cytokini MSC neprodukovaly
imunomodula¢ni molekuly. Kvuli tomu dochiazelo po podani lidskych MSC k rejekci
alotransplantatu stejné jako bez aplikace MSC. Podani potkanich MSC tlumilo transplanta¢ni
reakce a podpoftilo preziti alotransplantatli. Tato studie ukdzala mozny problém studia G¢inku
xenogennich bunék a vysledky téchto studii nemusi mit pro mozné budouci klinické testy

vypovidajici hodnotu (Lohan et al., 2018).

Imunomodulaéni pisobeni MSC na subpopulace B lymfocytl bylo testovano i dal$imi
autory, ktefi zjistili, Ze aktivita MSC je ovlivnéna cytokinovym prostiedim (Hermankova et al.,
2016; Holan etal., 2016; Luk et al., 2017). Pokud byly MSC kultivovany s [IFN-y, byla produkce
IL-10 B buiikami snizena. K tomu doSlo i v pfipadé, ze MSC byly sIFN-y pouze
preinkubovany. V nasledné kultufe s B buiikami MSC také potlacovaly vyvoj IL-10" B
lymfocytt. Jestlize byly MSC a B builkky oddéleny v transwell systému, inhibicni vliv
preinkubovanych MSC pomoci IFN-y byl potlacen (Hermankova et al., 2016). V podobné studii
bylo ukazano, ze MSC v klidovych podminkach bez ptisobeni exogennich cytokinl neovlivnily
proliferaci B bunék, ale zvySovaly populaci CD38Me"CD24"e" B bun¢k s regulaénim
potencidlem a produkci IL-10, coZ ptispivalo k udrzeni homeostazy (Luk et al., 2017). Simulaci
zangtlivych podminek plisobenim IFN-y na AD-MSC bylo zjisténo, Ze takové MSC naopak
vyrazné potlacovaly diferenciaci B bunék a inhibovaly produkeci IgG, ale jejich plisobenim
nedochazelo ke zménam v populacich Bregs ani v produkei IL-10. MSC v zanétlivém prostiedi
pravdépodobné potlacovaly proliferaci vSech subpopulaci B lymfocytd. Za klidovych
podminek tedy MSC stimulovaly indukei Bregs, ale pfi zanétlivych stavech MSC inhibovaly
proliferaci a zrani vSech B bun¢k (Luk et al., 2017). Vliv na kulturu MSC s B lymfocyty m¢l i
IL-4. Spole¢na inkubace MSC, B bunck a IL-4 potlacovala produkci IL-10 B lymfocyty (Holan
etal., 2016). Preinkubace MSC s IL-4 a nésledné ptidani ovlivnénych MSC k B buiikam sekreci
IL-10 spiSe podpofilo. DalSim rozdilem bylo, Ze IL-4 vyvolaval expresi Fas molekul. Zapojeni
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Fas/FasL. molekul mize v MSC indukovat apoptozu, ale piidani neutralizacnich anti-Fas
protilatek do kultury s IL-4 neodvrétilo potlaceni produkce IL-10. V zavislosti na pfijatém
obecn¢ imunosupresivni MSC mohou mit inhibi¢ni vliv i na imunosupresivni reakce imunitniho
systému (Holan et al., 2016). Toto podporuje myslenku, Zze mechanismy imunosuprese, které

jsou zprostfedkovany MSC, jsou velice komplexni (Holan et al., 2016; English, 2013).

MSC puisobi na indukei a funkce Bregs predevsim podporou jejich vyvoje a proliferace
(Chaoetal., 2016; Park et al., 2015; Franquesa et al., 2015; Pers et al., 2018). Dale bylo zjisténo,
ze imunomodula¢ni u¢inek MSC je ovliviiovan cytokiny a je rozdil, jestli v bunécném
mikroprostfedi pfevazuje neutrdlni stav homeostazy, nebo je modulace MSC ovlivnéna
zanétlivou imunitni odpovédi. V neutralnim prostiedi bez piitomnosti cytokint MSC podporuji
vznik Bregs a jejich produkci IL-10, zatimco v pfitomnosti zanétlivych cytokini bylo
pozorovano potlaceni vyvoje Bregs 1 produkce IL-10 (Hermankova et al., 2016; Holan et al.,
2016), vedle toho i potlaceni diferenciace B lymfocyti v plasmatické buniky a snizeni jejich
produkce protilatek (Luk et al., 2017). Vysledky ukézaly, ze MSC mohou byt vhodné pro
potlaceni autoimunitnich i transplantacnich reaket, které jsou ovliviiovany pfitomnosti Bregs, a
zlepsit tak moZznost 1écby téchto stavl. Pfed potencidlni klinickou aplikaci je vSak potieba

dalSich testu a studii.

5.1. Mechanismy piisobeni MSC na aktivaci Bregs

Mechanismy ptisobeni MSC na aktivaci Bregs nejsou jesté dostatecné charakterizovany.
Nékteré studie jiz prokazaly molekuly, které se imunomodulace Bregs pomoci MSC mohou
ucastnit. Lepsi pochopeni mechanismi je v budoucnu nezbytné pro vyuziti imunoregula¢niho

vlivu MSC na Bregs v klinické praxi.

Pro zjisténi vlivu T-MSC na autoimunitni poruchy byla indukovana B buné¢na odpovéd’
pomoci estradiolu, ktery spoustél aktivaci B bun¢k u mysi (Cho et al., 2017). Podanim T-MSC
do aktivovanych mysi se zvySila populace Bregs, které produkovaly IL-10, a zmirnila se
imunitni reakce zprostiedkovana B lymfocyty. T-MSC sekretovaly IL-35, ktery je sloZzeny ze
dvou heterogennich podjednotek, gen 3 vyvolany virem Epstein-Barrové (EBI3, Epstein-Barr
virus induced gene 3) aIL-12p35. K potlac¢eni B bunééné odpovédi i indukei diferenciace Bregs
byla vyzadovéna ptitomnost EBI3. Kultivaci B bunék s IL-35 do$lo k nartstu IL-35" Bregs, u
kterych polovina této populace exprimovala vedle IL-35 i IL-10. Mediatorem vlivu T-MSC na
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B buiiky je pravdépodobné IL-35 a jeho heterogenni podjednotky EBI3 a IL-12p35 (Cho et al.,
2017).

V mys§im modelu s cGVHD bylo zjisténo, ze MSC zvySovaly zastoupeni CD5" Bregs
diky podpoie jejich pfeziti a proliferace (Peng et al., 2015). Pokud byla inhibovéana IDO,
podpora proliferace a preziti pomoci MSC byla ¢astecné potlacena, ale nedoslo k ovlivnéni
produkce IL-10. Pro uptfesnéni mechanismi byly blokovany i jiné molekuly, které se ucastni
imunomodulacnich u¢inkd MSC, jako je Cox-2, PGE2, IL-6 a IL-10, ale inhibice zadné z téchto
molekul nepotlacovala vliv MSC na rozsifeni populace CD5" B bunék a produkei IL-10. Je
mozné, ze mechanismu ptusobeni se tak mohou ucastnit i dosud nepopsané mediatory (Peng et
al., 2015). Dalsi studie ukazala, ze MSC, které byly vystaveny IFN-y, zvysily produkci IDO. V
pritomnosti IDO byla v kultufe snizena hladina tryptofanu (Trp, tryptophan), ktery je
zodpovédny za podporu ristu B bunéénych populaci, coz vedlo také k potlaeni vyvoje
populace Bregs. Pfidanim Trp do kultury dochazelo opét ke zvySené diferenciaci Bregs a
produkci IL-10 (Luk et al., 2017). Vliv MSC na Bregs v pfitomnosti IFN-y byl pozorovan uz
diive (Hermankova et al., 2016). B lymfocyty aktivované pomoci LPS produkovaly IL-10 a
efekt byl zvySen pfidanim IFN-y. V kultufe MSC s B buiikami pfedem aktivovanymi LPS
nemély MSC vyznamny vliv na produkei IL-10. Pokud byl do spole¢né kultury MSC a B bunék
pfidan IFN-y, produkce 1L-10 B bunkami byla sniZzena. K potlaceni produkce IL-10 doslo 1
pokud byly MSC piedem aktivované v pfitomnosti IFN-y a nasledné pfeneseny do kultury s B
buikami. Inhibice produkce IL-10 byla zprostfedkovana nepiimo pomoci MSC. Analyza
genové exprese ukazala zvySenou expresi genli pro IDO, Cox-2 a PD-L1 u MSC, na které¢
pusobil IFN-y. Pro zjisténi, kterd z téchto molekul byla zodpovédna za potlaceni produkce IL-
10, byly postupné ptidany inhibitory IDO, Cox-2 1 PD-L1. Pfi pouZiti indomethacinu, inhibitoru
Cox-2, doslo k navraceni produkce IL-10 B butikami. Bylo zji§téno, Ze sniZzeni produkce IL-10
bylo zpisobeno i pfidanim PGE2, ktery vznikd béhem drahy Cox-2, takze za potlaceni
produkce IL-10 B lymfocyty mohl byt zodpovédny pravé PGE2. Pti oddéleni MSC od B bunck
v transwell systému byla produkce IL-10 obnovena, inhibice tedy vyZaduje blizkost bunék.
Bunéény kontakt byl vyzadovan pravdépodobné proto, ze dostatecna koncentrace PGE2 byla

jen v bezprostiedni blizkosti MSC (Hermankova et al., 2016).

Imunomodulaéni u¢inek MSC na funkce a aktivaci Bregs negativné ovliviiovala i
vysoka hladina faktoru stromalnich bunék la (SDF, stromal derived factor), kterd se vaze na
receptor CXCR7 na MSC (Qin et al., 2015). SDF-1a je cytokin, ktery chemotakticky plisobi na
lymfocyty a monocyty (Bleul et al., 1996). Jeho nizka hladina podporovala imunoregulacni
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pusobeni MSC na diferenciaci Bregs, ¢imz dochazelo ke vzniku zvySeného poctu Bregs a jejich
zesilené produkci IL-10 oproti kontrolnimu pozorovani s vysokou hladinou SDF-1a. Pokud
vsak byla molekula SDF-la odstranéna z mikroprostfedi B lymfocytli zvySenou expresi
receptoru CXCR7 na MSC, doslo k supresi efektu SDF-1a a MSC podpoftily diferenciaci Bregs
1 pfes vysokou hladinu SDF-1a (Qin et al., 2015).

Znalosti 0 mechanismech ptisobeni MSC na Bregs jsou zatim stale velmi omezené a
neukazuji jednoznacné vysledky. Naptiiklad IDO byla v jedné studii urcena jako molekula
podporujici pteziti a diferenciaci Bregs (Peng et al., 2015), zatimco v jiné, ve které byl sledovan
vliv IFN-y na imunoregulacni funkce MSC bylo zjisténo, Ze prostiednictvim IDO byl
spotfebovavan Trp, kvuli ¢emuz doslo ke zmenSeni populace Bregs (Luk et al., 2017). Byl
popsan i negativni vliv cesty Cox-2 a produkce PGE2 pomoci MSC a IFN-y na vyvoj Bregs
(Hermankova et al., 2016). Inhibice indukce Bregs prostfednictvim MSC byla pozorovana i
v pfitomnosti zvySené exprese SDF-1a (Qin et al., 2015). Naopak pozitivni vliv na indukeci
Bregs méla molekula EBI3, podjednotka IL-35 (Cho et al., 2017). Nejednotné vysledky mohou
byt dany odlisnymi zdroji MSC a rozdilnymi modely vlivu MSC na Bregs a tim souvisejicimi

odlisnymi podminkami kultivace, proto je v této oblasti nezbytny dalsi vyzkum.

5.2. Experimentalni modely piisobeni MSC na aktivaci a funkce Bregs

Vliv MSC na Bregs je experimentalné studovan na mySich modelech autoimunitnich
onemocnéni a v poslednich letech 1 v klinickych studiich u pacientl, které sleduji mozné
imunologické terapie vyuzitelné pro mirnéni transplantacnich komplikaci i autoimunitnich

nemoci.

Bylo prokazano, ze pro ptipadnou bunécnou terapii je mozné piipravit Bregs in vitro
pomoci lidskych AD-MSC. Dalsiho zvySeni mnozstvi generovanych Bregs bylo docileno
pfidanim LPS ziskaného z E. coli (Gupte et al., 2017). AD-MSC podané in vivo infuzi do ocasni
zily myS$i mély relativné kratkou dobu pfeziti. Po 24 hodinach od infuze byly Zivotaschopné
MSC nalezeny pouze v plicich, ale nikoliv v jatrech, slezing, ani ledvinach. Po vice nez 24
hodinach nebyly Zivotaschopné MSC v organismu nalezeny (Eggenhofer, et al., 2012).
V jinych studiich bylo pozorovéano pieziti MSC po delsi dobu a to 6 tydnd po transplantaci
v rohovce mysi (Liu et al., 2012), nebo 8 tydnil v poranéné miSe potkanti (Hu et al., 2012).

Imunoregulacni efekt kratce zijicich MSC v organismu byl v§ak udrzovén diky produkei IL-10

pomoci Bregs, které byly diferenciovany ptfimym piisobenim MSC i1 nepfimo, prosttednictvim
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diive indukovanych CD4" Th bun&k. Pravé indukované CD4" Th buiiky a jejich pisobeni byly
dalsim prostifedkem, pomoci kterého zlistdval imunomodulac¢ni Gcinek MSC 1 pfes jejich

vymizeni z organismu (Franquesa et al., 2015).

Vliv MSC na B lymfocyty byl Casto studovan v mysSich modelech autoimunitnich
onemocnéni. Podéani lidskych AD-MSC do ocasni zily mySim se SLE snizovalo hladinu
sérovych autoprotilatek a doslo k redukci patologie ledvin u téchto mysi (Park et al., 2015).
Dale byl zjistén pokles vyskytu folikuldrnich pomocnych T bunék, Th1 a Th17 bunék, které se
podilely na zanétlivé odpovédi, a nartust poctu Tregs. Vlivem MSC byl sniZen 1 pocet a velikost
germindlnich center v sekundarnich lymfatickych organech a byl snizen pocet efektorovych B
buné¢k. Ve sleziné bylo zvyseno mnozstvi Bregs (Park et al., 2015). Podobnych vysledka bylo
dosazeno i u 1é€by roztrousené sklerdzy lidskymi BM-MSC. Mysi 1é€ené pomoci lidskych BM-
MSC mély oproti neléCenym mensi mnozstvi prozanétlivych Thl7, ale zvySené zastoupeni
Bregs. Zaroven u nich doslo ke sniZzeni demyelinizace michy (Guo et al., 2013). K vyraznému
zvySeni diferenciace Bregs dochézelo i po podani BM-MSC potkanim, ktefi byli predem
senzitizovani krevni transfusi z jiného potkaniho kmene (Zhang et al., 2018). Senzitizace na
cizi antigeny simulovala situaci pfi transplantacich, kdy ma pfijemce pfedem protilatky proti
antigeniim darce. Vedle podpory diferenciace Bregs byla potlacena proliferace folikularnich B
lymfocyth a plasmatickych bun¢k ve slezing. Tyto vysledky podporuji moznost desenzitizace
prijemct pred transplantaci a tim zamezeni pfipadného odhojeni (Zhang et al., 2018). V in vivo
studii na mysich s experimentalni kolitidou byl sledovan i pohyb bun¢k pomoci znaceni
luciferazou (Chao et al., 2016). MSC znacené in vitro luciferdzou byly podany peritonedlné,
stejné byl injikovan 1 luciferazovy substrat a svételnym systémem byly detekovany znacené
buiky. Bylo ukazano, ze hUC-MSC uplatiiovaly své funkce specificky v zanétlivych oblastech.
Pti vyplachu peritonea bylo zjisténo, Ze po ptenosu hUC-MSC vzrostl pocet CD5" Bregs. Vyssi
pocet Bregs byl pozorovan i ve slezin&. Pro ovéfeni, zda byly CD5" Bregs spojeny s potladenim
onemocnéni byly mySim s experimentalni kolitidou nasledné pteneseny i1 samotné in vitro
indukované Bregs. Jejich adoptivni pfenos pfinesl stejné vysledky, jako 1é€ba pomoci hUC-
MSC. Aplikace MSC a tim indukovana diferenciace Bregs by tak mohla byt novym
prostiedkem imunoterapie i u Crohnovy choroby (Chao et al., 2016).

Vedle vlivu samotnych MSC bylo testovano i plsobeni extracelularnich vezikult
sekretovanych z MSC (Cosenza et al., 2018). U mySiho modelu CIA byl sledovan jejich vliv
plasmatickych bun¢k a se zvySenim populace Bregs v lymfatickych uzlinach, které
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exprimovaly IL-10. Vlivem vezikuli nedochazelo v B bunécnych populacich ke zméné

produkce cytokinti (Cosenza et al., 2018).

Na zakladé prokazani vlivu MSC na vyvoj a proliferaci Bregs v mysich modelech byly
zahdjeny navazujici klinické studie. Ve studii, ktera sledovala vliv MSC na projevy
nefrotického syndromu bylo ukazano, Ze po infuzi MSC pacientim vzrostla populace CD5'IL-
10" Bregs a zvysil se tak jejich pomér k b&Zznym CD19" B lymfocytim. Soucasné s tim byl
v séru pozorovan pokles hladiny TNF-a i IFN-y a v periferni krvi byla zvétSena populace
CD4"CD25 Foxp3 " Tregs (Zhang et al., 2017). V klinické studii u pacientli s remisi roztrousené
skler6zy byl nartst Bregs v periferni krvi vlivem intraven6zniho podani BM-MSC infuzi jen
mirny. Bylo vSak potvrzeno sniZzeni hladiny IFN-y a statisticky nevyznamné i pokles
prozanétlivych Thl a Th17 bun¢k. Ke zméndm mnozstvi Tregs zde nedochézelo (Llufriu et al.,

2014).

Ve studii analyzujici moznost zamezeni c¢cGVHD u alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék bylo zjisténo, ze pacienti s cGVHD méli sniZenou
aktivaci Bregs (Peng et al., 2015). Po podani MSC pacientim infusi, dochézelo ke klinickému
zlepSeni symptomli cGVHD. Klinické zlepSeni bylo pozorovatelné na kiizi, Gstni sliznici a v
jatrech. ZlepSeni bylo doprovazeno vyssim poétem CD5" B bunék v periferni krvi a také jejich
zvySenou produkei IL-10. ZvySena produkce IL-10 byla spojena s niz§i produkci
prozanétlivych cytokinl v T buiikach, ptevazne pak TNF-a, ktery mél v cGVHD patogenni roli.
MSC podporovaly pieziti a diferenciaci CD5" Bregs, na téchto u¢incich se podilela IDO, jejiz
inhibici byla podpora diferenciace Bregs potlacena. Pacienti s cGVHD pak méli po infuzi MSC
vedle zvySeného poctu Bregs 1 vyssi hladinu Tregs a niz8i hladinu Th1/Th17 (Peng et al., 2015).

Experimentalni studie vlivu MSC na Bregs u modelti autoimunitnich chorob 1
transplantacnich komplikaci jak u mysi, tak lidi ukazuji, Ze podani MSC dochazi ke zlepSeni
klinickych projevli onemocnéni na zéklad¢ zvySeni expanze Bregs, ptfipadné zesileni jejich
funkci. Diky tomu se terapeuticky potencial MSC zaloZeny na jejich imunomodulac¢nich
vlastnostech jevi jako moznost pro budouci pouziti i v klinické praxi. Pro redlné vyuziti

bunécné terapie pomoci MSC je ale nezbytny dalsi vyzkum.
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6. Zavér

Bregs jsou v soucCasné dobé studovany pro svou schopnost udrzovat rovnovahu
imunitnich reakci, suprimovat zanétlivé reakce a vytvaret tolerogenni prostiedi v organismu.
Jejich ptisobenim mize dochazet ke zlepSeni prubéhu autoimunitnich onemocnéni a oslabeni
transplantacnich reakci. Aktivace Bregs je mozna piimym plsobenim na TLR, BCR, nebo
CDA40 a zesilena prostednictvim cytokint, naptiklad IL-6, IL-21 a dalSich. Podobny ucinek na
imunitni reakce maji 1 MSC, které svym pusobenim rovnéz tlumi zanétlivé reakce
prostfednictvim inhibice efektorovych bunék imunitniho systému a aktivaci jejich regulacnich
a tolerogennich subtypt. Jejich vliv na imunitni bufiky je ovliviiovan cytokinovym prostfedim.
Na regulaci imunitnich reakci byl pozorovan 1 vliv vezikulll izolovanych z MSC 1 samotného

kondiciovaného média bez nutnosti ptitomnosti MSC.

Pisobeni MSC na aktivaci a funkce Bregs je testovano az v poslednich letech a
ze MSC jsou schopné inhibovat funkce B lymfocyti a jejich diferenciaci v plasmatické buiiky
a potlacovat tvorbu protilatek. Vedle toho indukuji aktivaci Bregs a jejich produkci IL-10.
Mechanismy uc¢inku MSC na funkce a indukci Bregs nejsou jednozna¢né charakterizovany.
Indukeni efekt na aktivaci mél 1L-35 1 jeho podjednotky. Inhibi¢ni vliv na aktivaci Bregs
pomoci MSC pak méla zvySena produkce molekul SDF-1a, nebo Cox-2 a jeji cestou vznikajici
PGE2. Molekula IDO méla ambivalentni efekt v riiznych studiich, kdy byla urcena jako
pozitivni 1 negativni regulator diferenciace Bregs v zavislosti na konkrétni studii. Pozorované
rozdily mohou byt zptisobené rozdilnou izolaci MSC i odlisnymi modely studia. /n vivo testy
na mySich modelech autoimunitnich onemocnéni ukazuji pozitivni vliv na inhibici onemocnéni
a zmen$eni jejich symptomt. V disledku toho zacaly probihat i1 klinické studie zabyvajici se
autoimunitnimi chorobami, nebo transplantacnimi reakcemi. MSC maji potencidl vyuziti

v bunécnych terapiich, pred béznou aplikaci v praxi budou nutné dalsi a rozsahlejsi studie.

Tato bakalarska prace shrnuje soucasné poznatky o imunomodula¢nich ac¢incich MSC
na aktivaci a funkce Bregs. Jsou zde popsdny mechanismy plisobeni, které jsou v soucasnosti
charakterizovany. RovnéZz je shrnuto pisobeni MSC na aktivace a funkce Bregs v
experimentalnich modelech, vEetné nékterych klinickych studii, které jsou zatim testovany v

malém rozsahu.
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