Univerzita Karlova
2. lékarska fakulta

Doktorsky studijni program: Imunologie

o g AT < 8
S e L Lk
omopg 8>

MUDr. Anna Grohova

Imunoterapie diabetu 1. typu pomoci tolerogennich dendritickych bunék
Role a moznost terapeutického vyuziti tolerogennich dendritickych bunék a dalsich
imunosupresivnich bunék u autoimunitnich onemocnéni se zamérenim na

diabetes 1. typu

Tolerogenic dendritic cells in immunotherapy of type 1 diabetes
The role and therapeutic application of tolerogenic dendritic cells and other

immunosuppressive cells in autoimmune diseases focusing on type I diabetes

Diserta¢ni prace

Skolitel: prof. MUDr. Radek Spisek, Ph.D.
Konzultant: RNDr. Lenka Palova Jelinkova, Ph.D.

Praha, 2022




Prohlaseni:

ProhlaSuji, ze jsem zavérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem fadné uvedla a
citovala vSechny pouzité prameny a literaturu. Sou€asné prohlasuji, Ze prace nebyla

vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

Souhlasim s trvalym ulozenim elektronické verze mé prace v databdzi systému
meziuniverzitniho projektu Theses.cz za UCelem soustavné kontroly podobnosti

kvalifika¢nich praci.
V Praze, 10.9.2022
ANNA GROHOVA

Podpis



Podékovani

Rada bych zde pod€kovala v§em, ktefi mi v pribéhu mého doktorského studia poskytli
podporu a pomoc. V prvé fad€ bych chtéla podékovat svému Skoliteli prof. MUDr.
Radkovi Spiskovi, Ph.D. za moznost prace v jeho tymu a za jeho odborné vedeni.
Stejny dik patii mé Skolitelce — konzultantce RNDr. Lence Palové Jelinkové, jiz
vdécim za prakticke vedeni a za cenné odborné rady pii psani publikaci a této dizertacni
prace. Rovnéz bych ji chtéla podékovat za laskavost a vlidnost v pribéhu celého svého
studia. Specidln€ bych zde chtéla pod€kovat své kolegyni Mgr. Klafe Danové, Ph.D.
za jeji ochotu a milou spolupréci, zejména v oblasti metodologie. Déale bych velmi rada

podékovala svym rodicim a zejména svému manzelovi za jeho pochopeni a podporu.



Abstrakt

Diabetes 1. typu (T1D) je charakterizovan hyperglykémii vedouci k Zzivot ohrozujicim
komplikacim. Na jeho patogenezi ma vyznamny podil nezaddouci imunitni reakce zptsobujici
destrukci B-bun¢k pankreatu. Soucasna jedind terapie je subkutanni podavani inzulinu, ktera
vSak nezabrani tranzientnim hyperglykémiim. To negativné ovliviiuje metabolické a bunécné
procesy v organismu. Bunécna terapie nabizi strategii zaméienou piimo na modulaci skodlivé
autoimunitni reakce, a tedy vice cilenou lécbu s niz§im vyskytem nezadoucich ucinka. Tato
prace pojednava o dvou supresivnich bunéénych typech, které maji potencial tuto autoimunitni
reakci utlumit. Prvni ¢ast prace se tyka piipravy tolerogennich dendritickych bun¢k (tDC) a
testovani jejich stabilniho supresivniho fenotypu v prozanétlivém prostiedi. tDC si udrzuji v
prozanétlivém prostiedi stabilni inhibi¢ni fenotyp, schopnost tlumit antigenné-specifickou T
bunécnou odpoveéd’ a indukovat T regulacni lymfocyty, coz je klicové pro pripadnou klinickou
aplikaci. Prace zaroven ukazuje, ze stav metabolické kompenzace diabetickych pacientl
ovliviiuje supresivni funkci tDC. Druhd ¢ast prace je zaméfena na skupinu myeloidnich
supresivnich bunék (MDSC), které vykazuji vyS$8i zastoupeni u pacientli s TID 1 jejich
prvostupiiovych piibuznych. MDSC jsou schopné tlumit proliferaci T-lymfocytt, a to diky
mezibunéénému kontaktu a produkci TGF-B. V praci je diskutovana 1 problematika
hyperglykémie, kterd moduluje imunitni systém ve smyslu prozanétlivého nastaveni a srovnani

bunécné terapie v kontextu soucasnych lé¢ebnych imunointervenénich strategii.

Kli¢ova slova: bunécnd terapie, diabetes 1. typu, hyperglykémie, MDSC, tolerogenni

dendritické bunky, supresivni fenotyp



Abstract

Type 1 diabetes is characterized by chronic hyperglycaemia leading to life-threatening
complication. The pathogenetic mechanism of T1D is the abnormal immune reaction destroying
B-cell mass in pancreas. The current therapy is based on the administration of subcutaneous
insulin. However, this therapy can not prevent the episodes of transient hyperglycaemia. Thus,
the high blood glucose influences negatively cellular metabolism and progressively leads to
tissue damage. The cellular therapy brings the new strategy allowing the direct modulation of
the abnormal autoimmune reaction. This strategy promises more targeting therapy with less
adverse effects. In this thesis we discuss two types of immune-suppressive cells which are
candidates for cellular therapy in autoimmune diseases. The first part describes the tolerogenic
dendritic cells (tDC) and their stable suppressive phenotype in proinflammatory condition. tDC
maintain their stable inhibitory phenotype and are able to suppress antigen-specific T-cell
proliferation together with the induction of T-regulatory cells. These properties of tDC are very
important for potential clinical application. The thesis also reveals the relation between
laboratory parameters of T1D patients and suppressive properties of tDC. The second part of
the thesis is focused on myeloid-derived suppressive cells (MDSC). These cells are expanded
in T1D patients and their first-degree relatives. MDSC likewise exhibit the suppressive
phenotype and are able to inhibit the proliferation of T-lymphocytes due to cell-cell contact and
production of TGF-B. Last but not least we discuss the problem of hyperglycaemia-induced
proinflammatory changes in immune system and the role of cellular therapy in the context of

current immune-interventional strategies.

Key words: cellular therapy, type 1 diabetes, hyperglycaemia, MDSC, tolerogenic dendritic

cells, suppressive phenotype
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1. Uvod

Diabetes 1. typu (T1D) je komplexni metabolickd porucha zapfti¢inéna destrukci B-bunck
Langerhansovych ostrivkl pankreatu. Rozsdhld patologickd interakce mezi B-buiikami a
Cetnymi slozkami jak neadaptivni, tak adaptivni imunity vede k postupnému zniceni inzulin
produkujicich bun¢k a nasledné hyperglykemii. To s sebou ptinasi zivot ohrozujici komplikace
plynouci z dlouhodobého plisobeni vysoké hladiny glukézy na rizné typy bunck a tkéni.
Klinicky obraz odrazi mikro- a makrovaskularni komplikace a dochazi i k alteraci imunitniho

systému u téchto pacient.

Diky objeveni inzulinu v roce 1922 se ze dfive smrtelného onemocnéni stalo onemocnéni
1é¢itelné, nicméné vyzadujici celozivotni terapii ve formé subkutanné podavaného inzulinu.
Cilem terapie u vSech typt diabetu je dlouhodobé udrzeni optimalni glykemie, coz snizuje riziko
chronickych komplikaci (1). Standardni terapie je zaloZena na kombinaci riznych inzulinovych
ptipravkl ve zvolenych inzulinovych rezimech, coz vede ke zlepSeni metabolické kompenzace.
Nicmén¢ i pies intenzifikované inzulinové rezimy a dobrou compliance pacienta je obtizné
respektovat fyziologické zakonitosti a zajistit tak optimalni dlouhodobou hladinu glykemie bez

jejich vykyvil.

V poslednich letech je velka snaha najit terapeutické moznosti na potlaceni nezddouci imunitni
odpovédi, ktera je pricinou znieni B-bunek. Bylo zahdjeno nékolik klinickych studii a in vitro
praci s cilem pfimo modulovat proces autoimunitni destrukce B-bun€k v pankreatu. Zajimavou
imunointervenéni strategii je moZnost bunécné terapie, ktera by mohla piimo potlacit
patologicky proces v pankreatu a zabranit tak inzulinové depleci. Nicméné ptes dil¢i uspéchy
bunécné terapie ve smyslu zlepSeni urcitych laboratornich ¢i klinickych parametrt nebylo zatim

dosazeno uc¢inné dlouhodobé imunologické suprese (2).

Ve své praci se zabyvdm mozZnostmi vyuZiti bunécné terapie tolerogennimi dendritickymi
buitkami (tDC) a myeloidnimi-supresivnimi buitkami (MDSC), jakoZto terapeutickou strategii
u pacientd s T1D a jejich ptibuznych, kteti jsou v riziku rozvoje diabetu. Tolerogenni DC i
MDSC inhibuji prozanétlivou odpovéd’ a jsou schopny navodit imunologickou toleranci, a to
nékolika mechanismy zahrnujici navozeni anergie a/nebo apoptdzy autoreaktivnich T-
lymfocytl, snizeni produkce prozanétlivych cytokinii a v neposledni fad¢ indukuci T- 1 B-

regulacnich lymfocyta (2, 3).
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Dale jsem se zabyvala definovanim vhodné skupiny pacientl, u kterych by ptipadna bunééna
terapie piinesla nejvétsi benefit. Aplikace cilené imunosupresivni terapie u ptibuznych v riziku
by byla vhodna zejména proto, Ze je u nich jesté castecné zachovald funkce B—bunék, jejichz
schopnost regenerace je omezena (2, 4). Zaroven je zndmo, Ze chronickd hyperglykemie je
asociovana s ¢etnymi zménami imunitniho systému, které se odehravaji na molekularni urovni,
coz vytvaii vyrazné prozanétlivé prostiedi vedouci déle ke zhorSeni prubchu diabetu (2). V takto
nastaveném imunitnim systému muize byt pak autoimunitni reakce hiife potlacitelnd. Proto je
nutné peclivé zvazit a definovat skupiny pacientii, u kterych by suprese autoimunitni reakce

pomoci bunécné terapi mohla byt perspektivni.

Vysledky a diskuze této prace bude rozdelena do dvou ¢asti, kde budou samostatné diskutovany

vybrané regula¢ni bunky.
1.1. Diabetes 1. typu, jeho patogeneze a vliv na funkci imunitniho systému

Diabetes 1. typu je autoimunitni onemocnéni, pii kterém dochéazi k poruSeni imunologické
tolerance, coz vede k selektivni destrukci  -bunék pankreatu v Langerhansovych ostrliveich a
nasledné inzulinové deficienci (5). T1D je povazovan za dusledek neadekvatni bunééné
autoimunitni reakce proti nékterym antigenim B-bunék, kde hlavni ulohu hraji autoreaktivni
CD4+ a CD8+ T-lymfocyty. Naslednd hyperglykemie vede déale k poruseni periferni tolerance
a ke zhorSeni autoimunitni inzulitidy. NaruSeni funkce dal§ich imunitnich bunék vcetné antigen
prezentujicich bun€k (APC) posunuje imunitni systém smérem k prozanétlivému prostiedi s

diferenciaci Th1/Th17 lymfocyti a k potlaceni indukce T- regulac¢nich lymfocyti (6).

Role autoprotilatek proti antigenim B-buné¢k je stale predmétem zkoumdni. Z dosud
publikovanych studii se nezda, Ze by autoprotilatky mély roli v destrukci B-bunék (7). Zajimavé
je, ze v posledni dobé byly publikovany prace dokazujici roli samotnych B —bunék v patogenezi

tohoto onemocnéni, jakoZto vyvolavajiciho spoustéce inzulitidy (8).
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1.1.1. Epidemiologie diabetu 1. typu

T1D je doposud nevylécitelna choroba, jejiz incidence ma stale vzestupnou tendenci (9, 10). V

Ceské republice je incidence piiblizné 22 na 100 000 obyvatel na rok (11).
1.1.2. Etiologie

T1D je polygenni multifaktorialni onemocnéni, kde se udava podil genetického rizika ptiblizné
50 %. Konkordance mezi jednovaje¢nymi dvojcaty se udava od 23 % do 53 %, naproti tomu u
dizygotnich dvojcat je to od 2,5 % do 11 % (12, 13). Mezi kandidatni geny se fadi HLA-II. tfidy,
kde je pravdépodobné zasazena selektivni prezentace specifickych antigenli (8). Diky
celogenomovym asociacnim studiim bylo objeveno nékolik dalSich non-HLA rizikovych gent
(inzulinovy gen, geny CTLA4, PTPN22, IFIHI, FUT2), které maji vliv na imunologickou
toleranci (14-19). Spojeni s moznymi vlivy infekénich agens na rozvoj diabetu naznacuje
asociace s geny IFIH1 a FUT2 (20, 21). IFIH1 je gen kodujici protein zapojeny do detekce
virové infekce bunck a gen FUT2 ma patrné vliv na bakteridlni osidleni a propustnost stfevni
stény (22, 23). To poukazuje na komplexni patogenezi T1D a zna¢nou heterogenitu genetické

asociace.

Z negenetickych pfic¢in bylo identifikovano nékolik suspektnich faktorti, jejichz asociace s
onemocnénim je vSak podstatné nizs$i nez u faktori genetickych. Velice zajimavé vysledky
pfinesly 2 studie, které¢ porovnavaly vyskyt genetickych rizikovych faktort (HLA-II) mezi
pacienty s T1D, ktefi byli diagnostikovani mezi lety (1939-1965) a mladSimi pacienty
diagnostikovanymi v letech (1999-2001). Vyskyt rizikovych alel byl vzdy vyssi u “starsi”
skupiny pacientti, z ¢ehoz lze ptedpokladat, ze podil negenetickych vlivli asociovanych s
diabetem pravdépodobné zesilil (24, 25). Toto podporuje obecné znamou ‘“hygienickou”
hypotézu, kdy expozice ur€itymi patogeny v détstvi pomahd pfiznivému vyvoji imunitniho
systému. Nicméné obtiZnost ziskat data pro kvalitni retrospektivni studie je hlavni pfi¢innou pro

nejednoznacné asociace negenetickych vlivii na patogenezi T1D.

Pravdépodobné nékteré enviromentalni faktory, které ovliviiuji slozeni mikrobiomu mohou také
pfispivat k rozvoji T1D. Diskutované téma je zavadéni vyzivy v kojeneckém veku (zavadéni
bilkoviny kravského mléka, glutenu (26-29) ¢i expozice virovym ¢i mykobakteridlnim
patogentim (30, 31). Byl naptiklad zjistén vyssi vyskyt butyratu jakozto metabolitu stievniho

14



mikrobiomu ve stfevé zdravych kontrol oproti détem s TID (32, 33). Butyrat ma
imunomodulaéni efekt na stfevni sliznici. Radi se mezi mastné kyseliny s kratkym Fetézcem
(fetézcem fatty acids — SCFASs), jez maji piimy vliv na T-lymfocyty (34, 35). SCFAs inhibuji
histon-deacetylazy a aktivuji mTOR a STAT3 signalizacni drédhu, coz vede ke zvysené
diferenciaci T-regulacnich lymfocytl a nasledné IL-10 sekreci (36). Tento proti-zanétlivy efekt

SCFAs byl popsan i u dal§ich imunitnich bun¢k, konkrétn€ neutrofild, makrofagti a pDC (37).

Jako moZnost imunomodulace pomoci exogennich faktori byl zvazovan i vitamin D. Mens§i
observacni studie s podavanim vitaminu D v kojeneckém véku piinesly vysledky prokazujici

jeho protektivni vliv na vyskyt T1D (38).

Do jaké miry v8ak nutri¢ni faktory ovliviiuji slozeni mikrobiomu ve stfev¢ a tim ptipadné riziko
vzniku T1D neni zatim zcela ziejmé a doposud neexistuje moznost prevence tohoto

onemocnéni.
1.1.3. Patogeneze

Jako patogeneze autoimunitnich chorob se uvadi prolomeni imunologické tolerance.
Imunologicka tolerance je soubor riznych procesti v organismu, které zabranuji potencialné
Skodlivé imunitni odpovédi na autoantigeny. Z principli imunologické tolerance vychézeji
mozZnosti terapeutického reprogramovani imunitniho systému s cilem znovunastolit tuto

toleranci u autoimunitnich chorob, alergii ¢i jinych imunopatologickych stavi.

U diabetu 1. typu jsou hlavnimi aktéry autoreaktivni CD4+ a CD8+ T-lymfocyty, které
rozeznavaji autoantigeny B-bunék. Je znamo né€kolik kandidatnich autoantigenii na -buiikach
jako jsou pro-inzulin, IA-2 (insulinoma-asociovany protein 2), GAD65 (dekarboxyldza kyseliny
glutamové) a ZnT8 (zinkovy transportér 8) (39, 40). V poslednich letech byly objevené i nové
autoantigeny, jako jsou napt. [APP (islet amyloid polypeptide), IGRP (islet-specific glucose-6-
phosphatase catalytic subunit-related protein), chromogranin A (ChgA), peipherin a dalsi (41).
Odkryti téchto antigenil na B-buiikdch umozni jejich ingesci antigen prezentujicimi buiikami
(APC — antigen presentin cells), jako jsou makrofagy a dendritické buiiky a jejich transport do
spadovych lymfatickych uzlin. Tam dochézi ke stimulaci autoreaktivnich T-lymfocytd, zejména
CD4+Thl-lymfocytl, diky sekreci IL-12, IL-18 a IL-1 antigen prezentujicimi buitkami. CD4+

T-lymfocyty déle pfispivaji k stimulaci B-lymfocyth a sekreci autoprotilatek, aktivaci
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tkanovych makrofagii, které¢ nasledné produkuji prozanétlivé cytokiny a v neposledni fadé
CD4+ T-lymfocyty podporuji CD8+ T-lymfocytarni (CTL) odpovéd’, diky které dochazi k
piimému poskozeni B-bunck (42). Na poskozeni B-bun¢k maji vliv i rizné populace NK bungk,

které hraji roli jak v iniciaci, tak ve zprostiedkovani autoimunitni reakce na -bunky (43).

Pfi tomto poruSeni imunologické rovnovahy nedochéazi k dominantni stimulaci Th2-lymfocyta
a regulacnich T-lymfocytli, k jejichz diferenciaci je =zapotiebi sekrece odlisnych

imunoregulacnich cytokintl, zejména IL-10, IFN-y, IL-4 (6, 44).

Nicmén¢ autoreaktivni T-lymfocyty byly identifikovany i u nediabetickych jedinct (45, 46).
Autoreaktivni T- lymfocyty jsou pravdépodobné normalni soucasti T-bunécného repertoaru, z
¢ehoz vyplyva, ze praveé porucha imunologické tolerance se uplatituje v patogenezi T1D (47).
U pacientt s T1D miiZze dochazet k odliSné periferni aktivaci T-lymfocytii a/nebo naruSeni jejich
regulace (48). Nékolik studii rovnéz ukazalo, ze jedinci s T1D maji stejnou frekvenci T-

regulacnich lymfocytt jako zdravi jedinci, ale jejich funkce mtize byt snizena (49, 50).

Prestoze CD8+ T-lymfocyty tvoii hlavni sou¢ést infiltratu v ostritveich pankreatu (51), béhem
progrese onemocnéni dochazi déle k infiltraci ostravkil dal§imi imunitnimi butikami (Th17-
lymfocyty, CD20" B lymfocyty, NK buiiky, CD45" buiiky, makrofigy) a k potencovani
prozanétlivého prostiedi, které vede k dal§imu zni¢eni B-bunék diky zvysSené expresi antigenti

prezentovanych na HLA-I molekulach (40, 52, 53).

Béhem rozvoje T1D dochazi k sérokoverzi specifickych protilatek proti inzulinu, GAD65, 1A-
2, ZnT8 (54, 55). Role protilatek v ptimé destrukci B-bunck se vSak zda byt marginalni (56).
Pro tento fakt sv€d¢i i studie zahrnujici déti matek, které trpély T1D. Tyto déti byly in utero
exponovany diabetickym autoprotilatkdm a nerozvinuly klinicky obraz diabetu (57, 58).
Protilatky maji vSak dutlezity diagnosticky vyznam a jejich detekce se pouziva v predikci

manifestace T1D (59).

V neposledni fad¢€ se poukazuje na moznost vlivu samotnych -bunék v patogenezi diabetu (60).
Razné vyvolavajici faktory mohou ovlivnit vnimavost B-bun€k napt. k virové infekci ¢i
metoblickému stresu, a tim ucinit B-bunky nachylnéjsi k poskozeni autoimunitnimi lymfocyty
(60). Campbell-Thompson et al. poukazali ve své studii na mensi velikost pankreatu u pacientii

s TID (61), coz naznacuje, ze pii glykemické zat€zi muze nastat u téchto jedincti vétsi
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metabolicky stres B-bunck, a to vytvofit pro-zanétlivé prostfedi v Langerhansovych ostriivcich.
Rovnéz B-buiky exprimuji specifické receptory pro enteroviry a adenoviry, a tudiz mohou byt

zranitelnéjsi pti téchto virovych nakazach (62).

Celkova kapacita B-bunc¢k vyrovnat se stresovymi faktory, at’ uz se jednd o virovy infekt,
metabolicky stres €i stievni expozici nutri¢nim faktoriim, je pravdépodobné omezena (63). B-
bunky vykazuji nizsi produkci superoxid-dismutdzy a antiapoptického faktoru BCL-2 (64).
Také vykazuji vy$s$i miru indukce apoptdzy diky aktivaci IRF-STATI a nekroptézy pies
zapojeni TNFRI1-RIP1 signalizatni drdhy a nésledné aktivaci stresovych senzor v
endoplazmatickém retikulu B —bunék (65, 66). Navic B-buiiky produkuji CXCL10 chemokin,
ktery dale atrahuje leukocyty a tim pfispiva k imunitnimu poSkozeni inzulin produkujicich

bunék (67).

Na rozvoj imunitniho poskozeni bun¢k maji nepochybné vliv i dalsi buniky nespecifické
imunity. Tkanové makrofagy a dendritické buiiky v Langerhansovych ostriivcich rozpoznavaji
DAMPs na poskozenych B-buiikach diky svym Toll-like receptorim (TLR) a jsou hlavnim
zdrojem pro-zanétlivych cytokinti (IL-1, TNF, IL-6, IL-12, IL-23) pfi zah4jeni imunitni reakce
proti B-bunikam (68-70).

Vliv imunitni reakce na patogenezi T1D je tedy nesporny a imunomodulaéni postupy zalozené
na znovunastoleni imunitni rovnovahy v ostrivcich pankreatu se zdaji byt slibnou intervencni
terapeutickou metodou. Novéjsi poznatky ukazuji na zajimavou moznost kombinovat tuto

strategii s terapii zaméfenou na zlepSeni preziti a odolnosti B-bun€k samotnych.
1.1.4. Progrese T1D a vliv hyperglykemie na imunitni systém
Priivodni znak diabetu je hyperglykémie a diagnostika se opira o tato kritéria (71):
e Koncentrace glukézy v plazmé Zilni krve kdykoliv béhem dne > 11,1 mmol/l
e Koncentrace gluk6zy v plazmé zilni krve na la¢no > 7,0 mmol/I
¢ Koncentrace glukozy v plazmé pii oralnim glukézovém toleran¢nim testu > 11,1 mmol/I.

Klasicky model patogeneze predpoklada, Ze mezi zacatkem imunitniho poSkozeni a klinickou
manifestaci, kterd z hyperglykémie plyne, je urcité okno a k pfiznakiim dochézi az pfi zniceni
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pfiblizné 80-90% inzulin produkujici tkané. Nicméné v priibéhu poslednich let byl tento model
znaén¢ modifikovan a posledni studie ukazuji na to, ze mira poskozeni B-bunék potiebna pro
rozvoj klinickych pifiznaka se mize mezi jedinci znacné liSit a zaroven zaviset na véku, BMI,
fyzické kondici pacienta apod. (72). Jednd se o souvislou fadu udalosti, které postupné

progreduji az do klinického obrazu diabetu.

Klinické manifestaci hyperglykemie u pacientii s T1D pfedchazi asymptomatickd faze, kdy je
vSak jiz narusena imunologické tolerance. Pokles B-bun¢k pravdépodobné neni zcela linearni,
jak dokazuje studie von Harrat et al. (73). Diky zpétnovazebnému mechanismu dochazi ke
zvysSovani poc¢tu T-efektorovych lymfocytl a T-regulacnich lymfocytt. Tento mechanismus je
vSak postupné vychylen a dojde k nerovnovaze ve prospéch autoreaktivnich T-lymfocyti, které
presahnou kapacitu T-regulacnich lymfocyti (Tregs) (74). T-regulacni lymfocyty jiz nejsou
schopny tuto reakci potlait a dochazi k poskozeni pankreatické tkdné. Tento proces je
potencovan zvysenou proliferaci f-bunék a jejich zvySenou metabolickou zatézi na produkci
inzulinu. Diky jejich zvySené nachylnosti k metabolickému stresu (60) dochézi k jejich dalSimu
poskozeni a k akceleraci prozanétlivého prostiedi. Timto fenoménem se také vysvétluje tzv.
,honeymoon faze*, kdy dochazi k pfechodnému zlepseni funkce B-buné¢k (stanovené na zéklade
meéfeni plazmatického C-peptidu) po nasazeni inzulinové terapie, a tedy snizenim metabolické

zatéZe na B-bunky (75-77). Schematizovano na Obr. 1.

Detailn&j8i znalosti o této pre-diabetické fazi jsou velmi dileZzité pro studie zamétujici se na

prevenci/ terapii T1D.
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Obr. 1 Progrese T1D a vliv metabolickych narokti na B-bunky

1.1.5. Stadia diabetu

Vyvoj T1D lze kategorizovat do 3 stadii. Jako pre-stadium se oznacuje geneticke riziko urcujici

vnimavost jednice k rozvoji T1D. Stadium 1 Ize definovat jako jiz probihajici inzulitidu, tj.

infiltraci Langerhanosvych ostrivkli imunitnimi bunikami, coZz odraZi ptfitomnost 2 nebo vice

autoprotilatek, klinicky se zatim nemanifestuje a zistava normoglykémie. Stadium 2 je rovnéz

asymptomatické, ale jiz dosSlo k narusSeni gluk6zové tolerance. Stadium 3 je jiz definovano jako

klinick4d manifestace diabetu (54), schematizovano na Obr. 2. Diky této klasifikaci je snazsi

planovat standardni terapii a zejména klinické studie se zavadénim novych terapeutickych

postupt zamétenych na prevenci T1D. Rychlost progrese T1D se zna¢né 1i8i mezi jednotlivei

od nekolika mésicii az po nékolik let (5, 52, 78)
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Obr. 2 Stadia T1D

Béhem dalsi faze rozvoje diabetu nastava u nékterych jedinc obdobi parcidlni remise, tzv.
,honeymoon period*“. Béhem této faze dochazi k poklesu potieby exogenniho inzulinu, coZ se
prisuzuje docasnému zlepSeni funkce B-bunck (76, 77). Toto obdobi je v posledni dobé velmi
intenzivné studovano s ohledem na moznost terapeutické intervence v ramci prevence T1D.
Patofyziologicky mechanismus docasného zotaveni B-bun¢k neni zcela vyjasnén, ale
predpoklada se, jak jiZ bylo uvedeno, sniZzeni metabolického naroku na B-buiky, a tim sniZeni

jejich “metabolického stresu” (75, 79-81).

Pti napravé hyperglykémie pravdépodobné dochazi i k imunomodulaci, a tim k utlumeni
autoimunitni inzulitidy v pankreatu (79). Hyperglykémie ma vliv na specifickou 1 nespecifickou
imunitni odpovéd’ a podnécuje prozanétlivé prostiedi (82). Posledni studie ukazaly, ze ve fazi
remise dochazi ke vyraznému zvyseni T-regulacnich lymfocyti CD4+CD25"CD127"°% (83).
Jina studie prokézala, ze frekvence aktivovanych T-regulacnich bunék (aTregs), CD45RO"
pamétovych T-bunék, a CD25"CD127" pamétovych bunék pozitivné korelovala s délkou faze

remise u T1D pacientil, pouze vSak pfi udrzeni normoglykemie (84). Fitas et al. ukazali ve své
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studii, Ze ke konci fazi remise doslo ke snizeni poctu Treg, a zvySeni Thl- a Tc17- lymfocytt

(cytotoxické Th17 lymfocyty) (83).

Zajimava studie ukazala pozitivni korelaci mezi mT-regs (memory T regula¢ni lymfocyty) a
hladinou C-peptidu u diabetickych pacientd (85), coz podporuje hypotézu o vlivu
hyperglykémie na imunologicky proces v Langerhansovych ostrivcich a uplatnéni role T-
regulacnich lymfocytl pfi navozeni klinické remise diabetu. Hyperglykémie ziejmé zptlisobuje
dysfunkci T-regula¢nich lymfocytd a jeji korekce vede k obnoveni funkce T-regs a zvyseni
frekvence tdchto bunék. CD4+CD25"CD127" pamétové T lymfocyty elevované béhem faze
remise vedou k indukci Trl regulac¢nich bunék (Type 1 regulatory cells) (76, 86). Ackoliv vliv
Trl bunék a pamétovych T-lymfocytli v obdobi remise T1D nebyl zatim popsan, tyto buiky

maji schopnost potlacit autoimunitni odpoveéd’ (86, 87).

Byly publikovany prace zamétené i na roli B-lymfocyti béhem faze remise a ptinesly zajimavé
poznatky o jejich vlivu na patogenezi diabetu. Villalba et al. ukazali, ze béhem faze remise doslo
k navySeni frekvence B-regulacnich lymfocytt (88). Zaroveini celkova frekvence B-lymfocytl
vykazovala nejniz$i roven béhem faze remise (83) a terapie pomoci Rituximabu, monoklondlni
protilatky namifené proti CD20, prodlouzila fazi klinické remise (89). Souhlasné s témito
vysledky Deng et al. ukazal ve své studii, ze subpopulace regulacnich B-lymfocytl
produkujicich IL-10 (B10) pozitivné korelovala s hladinou C-peptidu a negativné korelovala s
hladinou HbAlc u T1D pacienti (90). Pravdépodpobné béhem rozvoje diabetu dochézi také ke

MV

inzulinové terapie doslo totiz k poklesu antigenni prezentace na B-buiikach (91, 92).

Vliv vysoké koncentrace glukozy na cytokinovou a chemokinovou produkei u T1D pacientl
byl také hodnocen v né€kolika nedavnych studiich. Publikovanéd prace ukéazala snizeni Thl-
chemokinu CCLS béhem faze remise a jeho pozitivni korelaci s hladinou HbAlc a negativni
korelaci mezi chemokinem CCL3 a hladinou C-peptidu (93).Chemokiny CCL5 a CCL3 jsou
dualezité k zahajeni aktivace Thl-lymfocytarni odpovédi. Dale u pacientli v remisi byla zjisténa

snizena hladina IFN-y, TGF-3 a zvySena hladina IL-10 (94).

Z uvedeného vyplyva, Ze glukotoxicita umociiuje patologickou imunitni reakci poSkozujici -
bunky. Tato destruktivni reakce je snizena béhem faze remise, kdy dochazi nejen k sniZeni

metabolickych narokid na B-buiiky a jejich niz§imu metabolickému stresu, ale zaroven také k
21



utlumeni autoimunitniho zénétu diky népravé hladiny glykémie. Z téchto faktl vychazime v
nasi hypotéze, Ze nejlepsi doba na imunologickou intervenci u T1D pacientt by byla v obdobi
dlouhodob¢é dobré kompenzace diabetu. Zaroven by bylo vhodné zahdjit tuto intervenci co
nejdiive, kdy je alesponn ¢aste¢né zachovana funkce B-bunék. Navzdory dobré compliance
nékterych pacientl a presné 1€¢bé intenzifikovanym inzulinovym reZimem nemohou byt zcela
eliminovany pfechodné epizody hyperglykémii. Hyperglykémie tak dale zhorSuje vyvoj T1D a

vede k jeho progresi az do uplného vycerpani B-bun¢k.

1.1.6. Hyperglykémie a jeji molekularni mechanismus ovliviiujici

funkci imunitnich bunék

Priivodni znak diabetu je hyperglykémie vychdzejici z nedostatecné produkce inzulinu. Tato
hyperglykémie nemusi byt konstantné pfitomna po celou dobu trvani choroby, nicméné 1 jeji
transientni epizody vytvafi abnormélni metabolické prostiedi u vétSiny bun€k s naslednym
poskozenim tkani. Hyperglykémie dale zptisobuje kumulativni zmény na makromolekulach,
které ziistavaji i po ndvratu hladiny glykémie do normy. Tento fenomén byl popsan jako
metabolickd pamét’. Proto i kratkodoba vysoka hladiny glykémie, kterda se nasledné upravi,

muze mit dlouhodoby negativni efekt (95).

Co se tyCe imunitniho systému, hyperglykémie je asociovana se snizenim funkce jak
neadaptivni, tak 1 adaptivni slozky imunity. Bylo popsano sniZzeni hladiny komplementu,
snizend chemotaxe, fagocytéza a diapedéza polymorfonuklearti a monocytli/ makrofagt (96,
97). Zaroven je patrné, Ze hyperglykémie ptispivd k ¢aste€nému prolomeni imunologické
tolerance, ovlivituje funkci APC ve smyslu maturace DC, napomahé diferenciaci prozanétlivych

Th1/Th17 lymfocytt a tlumi T-regulacni lymfocyty (98, 99).

Hyperglykémie je asociovana se zvySenym oxidativnim stresem diky nadprodukci nikotinamid-
adenindinukleotidu (NADH) a mitochondridlnim reaktivnim formam kysliku (ROS — reactive
oxygen species). Ty poté inhibuji glukézovy metabolismus skrze glykolyzu a cyklus
trikarboxylovych kyselin s naslednou aktivaci alternativnich metabolickych drah glukézy
zahrnujici polyolovou dréhu a hexosaminovou dréhu. Obé tyto alternativni cesty dale zvySuji

produkci ROS, a tak napomahaji vzniku circulus viciosus bunééného oxidativniho stresu (100,
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101). Hyperglykémii indukované protein-kindza C (PKC) déle zvySuje poskozeni bunék diky
aktivaci prozanétlivych gent véetné NF-xB a dalSimu zvySeni ROS (1, 102-105).

V neposledni fad¢ je skodlivy efekt hyperglykémie zprostfedkovan formovanim koncovych
produktii pokrocilé glykace (advanced glycation end products — AGEs). AGEs jsou heterogenni
molekuly vznikajici nékolikastupiiovym procesem neenzymové glykace proteini, nukleovych
kyselin i lipidd. Jednim z vyznamnych produktd je glykovany hemoglobin HbAlc, ktery se

vyuziva jako diagnosticky marker.

Formovani AGEs vyznamné naruSuje integritu bun¢k a jejich Skodlivy efekt je také
zprostiedkovan diky RAGE receptorim (receptor for advanced glycation end-product), které
nasledné indukuji prozanétlivé reakce (106). Signalizace pies RAGE receptory vede k aktivaci
NADPH oxiddzového systému, dal§i produkci ROS, a tim k dalSimu poSkozeni
mitochondrialnich proteinti a DNA zménam (107). RAGE se sklada z 5 domén (3 extracelularni,
1 transmembranova a | intercelularni). Intercelularni doména vede k aktivaci transkripéniho
faktoru NF-xB, coz vede k expresi rastovych a prozanétlivych faktori, cytokint i k samotné
expresi RAGE receptort (108, 109). Nadprodukce AGEs vede i k dal§imu selhani B-bunék diky
aktivaci NADPH-oxidazy, produkci ROS a nasledné apoptoze B-bunck cestou PKCB2 (110).

RAGE receptory byly identifikovany na povrchové membrané i v cytosolu riznych bunék,
vcetné bun€k imunitniho systému (111). Vz4ajemna interakce AGEs-RAGE indukuje maturaci
dendritickych bunék (DC), polarizaci Th1/Th17 — lymfocyti z naivnich CD4" T- bunék a
aktivaci a maturaci B-lymfocytl. V neposledni fad€ snizuje supresorovou funkci T- regulacnich
lymfocytl (99, 112-114). Zaroven hyperglykémie cestou formovani AGEs ovliviiuje vazebnou
schopnost receptoru pro vitamin D (VDR) na DNA in vitro a mize takto snizovat tolerogenni
efekt vitaminu D (115, 116). Nadto pfima glykace molekul vyznamné ovliviiuje 1 jejich
strukturu a funkci. Napf. glykace povrchového receptoru CD127 na T-lymfocytech zabranuje

navazani IL-7, a tak nedochazi k IL-7 navozené T-lymfocytarni proliferaci (117).

Tyto jednotlivé mechanismy se tak spolecné podili na navozeni prozanétlivého prostredi u

pacientl s chronickou hyperglykémii (104), schematizovdno na Obr. 3.
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Obr. 3 Mechanismus ptisobeni vysoké koncentrace glukozy v buiice

AGEs — advance glycation end-products; RAGE — receptor for AGEs; NADH — nikotinamid-adenindinukleotid;
PKC —protein kinaza C; NAPDH —nikotinamid-adenindinukleotidfosfat; ROS —reactive oxygen species; MAPK -
mitogen-activated protein kindza; NF-kB -. nuklearni faktor kappa B

1.1.7. Moznost predikace diabetu 1. typu

Dle klinického aspektu 1ze rozdélit T1D do 3 stadii, béhem kterych jiz dochdzi k imunitnimu
poskozeni B-bunék, jak bylo popsano vyse. Jako pre-stadium se nékdy oznacuje genetické riziko
urCujici vnimavost jedince k rozvoji T1D (78). Kombinaci genetického vysSetfeni, vySetteni
autoprotilatek a funkc¢nich testl 1ze riziko vzniku T1D do jisté miry pfesnéji kvantifikovat (81,
118). To pfinasi nejen nové moznosti cilit presnéji 1écbu na toto obdobi, ale v neposledni fadé
u jedinct, ktefi jsou jiz v tomto obdobi sledovéni, se miize omezit vznik zavaznych klinickych

komplikaci pti manifestaci T1D (ketoacidoze). Lze u nich dfive nasadit optimalni terapii a 1épe
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navodit remisi, ktera pak trva déle (81). U jedinct sledovanych pro riziko rozvoje diabetu se
snizil pocet hospitalizaci a redukoval pocet tézkych ketoacid6z (119). Tyto déti mivaji i lepsi
metabolickou kompenzaci nejen pii manifestaci onemocnéni, ale i v dlouhodobém hledisku

(120).

V Ceské republice funguje program k predikci T1D, ktery se zaméfuje na prvostupiiové
ptibuzné pacientil s jiz diagnostikovanym T1D. V ramci tohoto programu lze urcit genetické
riziko, a u jedincti nesouct rizikovy genotyp se stanovi hladina protilatek. V ptipadé pozitivity
2 a vice protilatek se provadi funkéni vySetfeni B-bunék i.v. glukdozovym tolerancnim testem.

Kombinaci téchto faktora Ize stanovit miru rizika rozvoje onemocnéni.

Vyskyt autoprotilatek se dynamicky méni v pribéhu onemocnéni (121). Vyznam v predikei
diabetu ma kombinovana detekce vice protilatek vcetné autoprotilatky ZnT8, ktera zvySuje
senzitivitu zachytu az na 98 % (122-124). Jako mensi kritéria ve stanoveni rizika T1D se

posuzuji 1 afinity jednotlivych protilatek (125, 126).

Soucasné studie se zaméfujici také na nové biomarkery zptesnujici diagnostiku
presymptomatického obdobi. Mohly by pfinést zpfesnéni jednotlivych stadii a lepsi stanoveni
rizika progrese onemocnéni. Relevantni biomarkery casné insulitidy by mohly byt

demetylovand inzulinovd DNA a zvySeni Thl-asociovanych cytokint (IFN-y a TNF-a) (127).

Zajimavou praci publikovala Kayserova et. al., ve které se zamétovali na prediktivni vyznam
sekrece IFN-a plazmacytoidnimi DC (pDC) indukovanou pomoci TLR-9. U jedinct nesouci
rizikovy genotyp produkovaly pDC po stimulaci TLR-9 ligandem vice IFN-a oproti
nerizikovym jedinciim (128). IFN-a je dilezity pfi iniciaci T1D (129). RovnéZ terapeutické

podavani exogenniho IFN-a bylo asociovdno s rozvojem tohoto onemocnéni (130).

Diky moZnostem predikce rozvoje T1D se nabizi i moznost ¢asné intervence. V ramci studii
zamétenych na prevenci T1D bych zde rada zminila zajimavou klinickou studii DPT-1, ve které
byl rizikovym ptibuznym podavan oraln€ inzulin. V primarni analyze dat oralni podani inzulinu
nezpomalilo rozvoj T1D, ale pti podrobnéjsi analyze doSlo ke zpomaleni onemocnéni u kohorty
pacientl s vysokym titrem autoprotilatek proti inzulinu (131). Tyto dil¢i vysledky naznacuji, ze

cilena terapie u osob v riziku by mohla byt v budoucnu velmi perspektivni.
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1.1.8. Terapie

Jedinou terapeutickou variantou T1D je celozivotni podévani inzulinu s cilem optimélniho
udrzeni glykémie. Dilezita je edukace a selfmonitoring pacientl, diky kterému lze alespon
Castecn¢ zabranit €1 oddalit vyskyt chronickych komplikaci spojenych s T1D a eliminovat akutni
diabetické komplikace. U T1D pacientl je nejcastéjsi intenzifikovany inzulinovy rezim, kde je
hrazen jak bazalni, tak post-prandidlni inzulin. Nicméné tyto rezimy maji sva uskali a velmi
zalezi na dobré compliance pacientil. Casty selfmonitoring 1ze za danych podminek nahradit
pomoci kontinualniho subkutanniho senzoru (CGMS — Continual Glucose Monitoring system).
Toto zafizeni pomaha Casteéné eliminovat hypoglykémie a je vhodné zejména u détskych

pacienti (71, 132, 133).

Soucasny vyvoj se zaméiuje na vylepseni technologii monitoringu glykemie a aplikaci inzulinu.
Inzulinové pumpy s moznosti bolusového kalkuldtoru, kontinudlni subkutdnni monitoring ¢i
glykémie a v neposledni fadé by mohly zlepit kvalitu Zivota pacientdl. Cetné studie hodnotici
kvalitu zivota u pacientl s T1D vykazuji vyssi incidenci ur¢itych psychiatrickych onemocnéni

u T1D, coz nepochybné souvisi se zatézi pacienta spojenou s T1D (134-136).

Proto je v posledni dobé vkladano velké tsili do novych metod, které by mohly zajistit kauzalni
lécbu T1D a tim zlepsit kvalitu zivota jednotlivych pacientd, sniZit jejich morbiditu a mortalitu.
Jak jiz bylo uvedeno vySe, imunomodulac¢ni strategie vedouci k nastoleni tolerance jsou jednou
z vyhledovych mozZnosti. Nicméné vzhledem ke komplexni patogenezi T1D je moZno chéapat
tyto strategie v soucasné dobé jako podplirné ¢i idedlné¢ v kombinaci s dal§imi 1é¢ebnymi

postupy.

1.2.Principy bunécné terapie a soucasny stav

U zdravého organismu existuje stav dynamické imunologické rovnovéhy s vyrovnanou pro-
zanétlivou a proti-zadnétlivou imunologickou odpovédi tak, aby se dosahlo homeostazy. Za
idedlnich podminek si organismus udrzuje neodpovidavost na vlastni antigeny a neSkodné
environmentalni antigeny (alergeny, mikrobiota) diky komplexnim mechanismiim centralni a
periferni imunologické tolerance (74). V pfipad¢ invaze patogenu ¢i napi. maligni proliferaci
vlastnich buné€k je schopen organismus cilené nasmérovat efektivni imunologickou odpoveéd’,
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ktera by méla mit schopnost autoregulace a po eliminovani patologického procesu se vratit zpét
do stavu homeostéazy. Jeji vychyleni vSak muze vést k excesivni aktivaci a vyskytu autoimunit

nebo nedostatecné obrané a vétsi nachylnosti k infekcim ¢i malignim proliferacim (137).

Autoimunitni procesy vychézeji z tohoto vychyleni mezi efektorovymi a inhibi¢nimi buiitkami.
U nékterych autoimunit se toto klinicky projevuje jako obdobi exacerbaci a remisi u jinych

dochdzi k trvalému poskozeni napt. hormon-produkujici tkdné€ (138).

Soucasna moznost terapie autoimunitnich chorob spoc¢ivéa v podavani imunosupresivnich 1ékt s
cilem potlacit nezddouci imunitni reakci anebo v suplementaci chybéjicich hormoni. Tato
terapie je vSak pouze symptomaticka a nese s sebou celou fadu nezadoucich ucinku. Jak jiz bylo
uvedeno, vzhledem ke zndmé patogenezi autoimunitnich onemocnéni by bylo idealni lé¢ebnou
modalitou znovu nastoleni imunologické toleranci ¢i specifické potlaceni nezddouci imunitni

reakce, a to jeste pied znic¢enim vlastni tkang.

Béhem posledniho desetileti byla zahajena tada in vitro 1 in vivo studii vyuzivajici buiky s
tolerogennim ¢i regulacnim uc¢inkem. Dosud se jevi jako nejslibnéjsi rozlicné kmenové bunky
véetné mesenchymalnich stromalnich bun¢k, (mesenchymal stromal cells — MSC), tolerogenni

dendritické bunky (tDC) a T-regula¢ni lymfocyty (T-regs) a MDSC (139, 140).

Jednotlivé principy bunécné terapie se daji obecné rozdé€lit do nékolika strategii (141, 142).
Nejstarsi strategii bunééné terapie autoimunitnich chorob je transplantace hematopoetickych
kmenovych bunék, ktera vede k znovu dosaZeni imunitni rovnovahy (Hematopoietic Stem Cell
Transplantation - HSCT). Pro t€zké autoimmunity refrakterni na konvenéni terapii pfichazi v
uvahu myeloablace s autologni HSCT (143). Nékolik klinickych studii provedenych zejména u
systémovych autoimunit vykazovaly slibné vysledky, co se ty¢e dlouhodobé remise, nicméné
tato strategie ma tadu rizik spojenych se selhdnim transplantace, infekci a v neposledni fadé
rekurence daného onemocnén diky inkompletni eradikaci autoreaktivnich pamét'ovych

lymfocyti (144, 145).

Dalsi strategii je princip vyuzivajici T-bunééné vakciny s cilem eliminovat autoreaktivni
imunitni buiiky (146-148). Tato personalizovana terapie vyuZziva atenuovanych autoreaktivnich
T lymfocyti jako imunogenniho agens a navozeni imunologické odpovédi proti témto

autoreaktivnim T-lymfocytiim. Pacient tak odpovi na vlastni T-bunécnou vakcinu aktivaci
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regulacni sité T-lymfocyti. Dvé hlavni skupiny T lymfocytl jsou anti-idiotypické T-lymfocyty,
které rozpoznavaji klonalné-specifické determinanty, jako CD3 oblast na TCR receptoru a anti-
ergotypické lymfocyty rozpoznavajici antigenni determinantu vychazejici z aktivacnich znakt
T- lymfocytu, jako napt. CD25 (149). Anti-ergotypické T- lymfocyty nereaguji na neaktivované
T-lymfocyty. Tato komplexni imunitni odpovéd’ vede k eliminaci Skodlivych autoreaktivnich
T-lymfocytarnich klont. T-bunécna vakcina vykazala dobrou bezpec¢nost a uc¢innost v nékolika
klinickych studiich zaméfenych na roztrouSenou sklerozu (MS), systémovy lupus (SLE),

revmatoidni artritidu (RA) a amyotrofickou lateralni sklerozu (ALS) (142, 150-153).

U autoimunit vykazujici hlavni patogeneticky rys piitomnost Skodlivych autoprotilatek se
vyuzivaji strategie k eliminaci B-lymfocytt. Z klasickych farmak se jedna napf. o rituximab k
terapii RA. Nicmén¢ je tfeba opakovana aplikace a i tato 1é¢ba ma zdvazné nezadouci Géinky
(154). Jako prilomova terapie k eliminaci B-lymfocytarnich malignit se ukédzalo vyuziti CAR-
T cell (chimeric-antigen receptor T cell), které jsou diky svému receptoru schopny cilit na
specificky protein (155, 156). Receptor je chimericky, protoze kombinuje jak antigen-vazajici
funkei, tak funkci aktivovat T-lymfocyty na jednom receptoru. Na mysim modelu SLE bylo
prokazano prodlouzeni doby pfeziti a snizeni produkce autoprotilatek pii pouziti CD19-CAR T
cells (157). Nicméné pfi této terapii dochazi i k eliminaci normélnich B-lymfocyti, coz ptinasi
zjevné nezadouci ucinky. K prekonani tohoto problému byl navrhnut CAAR receptor (chimeric
autoantibody receptor), ktery je schopen se specificky vdzat na BCR auto-reaktivnich B-
lymfocytt a tak je cilen¢ eliminovat. CAAR T-cells technologie se jevi jako uinna terapie k
eliminaci autoreaktivnich B lymfocytl u autoimunit zprostfedkovanymi protilatkami, bez

nezadouciho tc¢inku poklesu imunoglobulini a eliminace vSech B-lymfocytl (158).

V preklinické studii zaméfené na terapii autoprotilatkami zprostfedkovaného onemocnéni
pemphigus vulgaris byly vyroben¢ CAAR T-cells vyuZivajici jako autoantigen Desmoglein 3
(Dsg3). Tyto Dsg3-CAAR T-cells vykazovaly specifickou cytotoxicitu proti anti-Dsg3 B-
lymfocytiim jak in vitro, tak in vivo (142, 156). Nésledné byla zahdjena 1. faze klinické studie
zkoumajici maximalni tolerovatelnou davku téchto Dsg3-CAAR-Tcells, ktera muize byt

podéavana pacientim (NCT04422912) (156, 159).

Odlisny princip od vySe uvedenych strategii je snaha o znovunastoleni imunologické tolerance

pomoci rozliénych regula¢nich bunék. Mezi buniky s velkym klinickym potencidlem se fadi
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tolerogenni DC, heterogenni skupina DC s imunoregula¢nim potencidlem. tDC jsou schopny
modulovat imunitni odpovéd’ a nastolit toleranci nékolika mechanismy zahrnujici indukci
regulacnich T- a B-lymfocytii, navozenim anergie ¢i apoptozy u autoreaktivnich T- lymfocyth
(160-164). Bylo popsano n¢kolik protokoll na ptipravu tDC izolovanych z monocytl z periferni
krve a dokonceny dv¢ klinické studie u T1D. Ob¢ vykazaly dobry bezpecnostni profil a v jedné
znich doslo ke zlepSenim laboratornich parametri vcetné zvySeni poctu regulacnich B-
lymfocytt (B220+CD11c- B cells) (165, 166). Podrobnéji budou tDC diskutovany v néasledujici
kapitole.

Dalsimi buiitkami, které jsou schopny navodit toleranci jsou T-regulacni lymfocyty. V Cetnych
studiich bylo prokézano, ze T-regs dokazou utlumit T-buné¢nou proliferaci a potlacit produkci
prozanétlivych cytokinl a hraji ddlezitou roli v navozeni imunitni homeostdzy a prevenci
autoimunit (167, 168). Existuje n¢kolik rtiznych druhi T-regulaénich lymfocytl, nejcastéji
byvaji charakterizované intraceluldrnim znakem FoxP3 a povrchovou expresi CD25"e" CD127
low (169, 170). Dysregulace v jejich frekvenci & funkci miZe zp@isobit rozvoj autoimunitniho
onemocnéni. Nékolik praci ukazalo, ze frekvence T-regs byla u pacientli s autoimunitou
zvySena/ snizena nebo zlistala nezménéna (171). Pfedpoklada se, Ze spiSe zména jejich funkce,

nez ptimo jejich pocetni zastoupeni miize mit vliv na patogenezi autoimunitnich chorob.

Z provedenych klinickych studii vyplyva, ze terapie s vyuZitim in vitro expandovanych T-regs
je bezpecna a dobie tolerovana. Ve studii Marek-Trzonkowska et al., kde byla aplikovéna infuze
autolognich expandovanych T-regulacnich lymfocyti détem s TID doslo ke zlepseni
laboratornich parametrt a u vétSiny pacientl doslo k poklesu narokd na inzulin a u 2 pacientd

doslo ke kompletni remisi po dobu 1 roku (172).

Jako potencidlni riziko u této terapie s poddnim velkého mnoZsti polyklondlnich T-regs, je
moznost suprese protektivni slozky imunity a moZnost rozvinuti nddorovych onemocnéni ¢i
sniZzena obrana proti infekénim agens. Proto bylo vynalozeno usili do technologii vyuZivajici
CAR receptor se vznikem CAR-Tregs (173). Ze studii provedenych na zvifecich modelech
vyplyva, Ze vhodné&jsi je pouziti antigenné-specifickych Tregs, kterych stacilo mensi mnozstvi
k navozeni terapeutického efektu bez rizika nespecifické suprese imunitniho systému. Obecné
se ukazuje se, ze CAR-Tregs jsou schopny specificky potlacit imunitni odpovéd’ a vykazuji

dobrou uc¢innost a dlouhotrvajici efekt bez zavaznych nezadoucich ucinka (142, 174).
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CAR-Tregs byly pouzity pro terapii kolitidy a experimentalni autoimunitni encefalitidy u mysi
(EAE) a v transplanta¢ni imunologii na mysich modelech (174, 175). Fransson et al. popsali ve
své praci zajimavy piistup k terapii EAE na mysSim modelu pomoci CAR-Tregs. CD4+ T
lymfocyty byly upraveny tak, Ze exprimovaly CAR specificky receptor proti myelinu na
oligodendrogliich (MOG - myelin oligodendrocyte glycoprotein) a zaroven mysi FoxP3 gen,
ktery je dulezity pro diferenciaci T regulacnich lymfocytl. Intranazalni podani téchto CAR-
Tregs vedlo k jejich tspésné distribuci do CNS a tspéSnému potlaceni probihajiciho zdnétu az
k uplné remisi onemocnéni (176). Studie zaméfené na organové transplantace vyuzily napf.
HLA-A2 specifické CAR-Tregs, které¢ byly izolované od piijemce, opét se slibnym vysledkem
(177, 178). Prace od Hansen et al. dale podpotila koncept, ze CAR-Tregs jsou nad€jné nastroje
k terapii r0znych imunopatologickych stavli. Autofi vyrobili CAR-Tregs proti
karcinoemryonéalnimu antigenu (carcinoembryonic antigen - CEA), glykoproteinu pfitomného
na plicnim epitelu. Poté provedli adoptivni transfer t¢chto CAR-Tregs do mysi s indukovanym
alergickym astmatem. CAR-Tregs se nahromadily v plicni tkdni a regionalnich uzlinach a

snizily bronchidlni reaktivitu (179).

CAR- Tregs by mohly byt potencidln€ vyuzity i k terapii T1D. Tregula¢ni lymfocyty vybavené
specifickym CAR receptorem pro B-buitky by mohly vylepsit svoji migraci do pankreatickych

ostriivku a regiondlnich lymfatickych uzlin, a tim zabranit destrukci B-bunék.

Mezi dalsi nadéjné bunky patii specifickd populace mesenchymalnich stromalnich bun¢k
(MSC) vykazujici slibné imunoregulacni vlastnosti. Fenotypové jsou charakterizovany expresi
CD105, CD90 a CD73 a absenci hematopoetickych markert, jako jsou CD45, CD34, CD14,
CD11b, CD79a, CD19, a HLA-DR (180). Vyskytuji se hojné¢ v pojivovych tkénich, kde
zastavaji regulatni a reparacni funkci zprostfedkovanou riznorodymi mechanismy. Z
provedenych preklinickych a klinickych studii zaméfenych na autoimunity vyplyva, Ze jejich
prospésny efekt nezdvisi jen na bunécném kontaktu, ale zejména na Cetné sekreci zaméefenych
latek, jako jsou rustové faktory, cytokiny a extraceluldrni vehikle (EC) nesouci proteiny ¢i
mRNA nebo mRNA (181, 182). MSC maji potencial diferencovat se do riiznych typt bunck a
1ze je tak vyuzit 1 pfi ndhradé tkdni zni€enych autoimunitnim procesem. Jako zdroj MSC se

vyuziva kostni dien, tuk ¢i perinatalni tkané (183, 184).
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Studie zamétené na terapii TID pomoci MSC vykazaly zlepSeni jak klinickych, tak
laboratornich parametri, konkrétné zvysSeni hladiny C-peptidu, niz$i ndroky na inzulin a

zlepSeni dalSich metabolickych parametrii (NCT04061746).

V neposledni fadé zminim heterogenni populaci nezralych myeloidnich bunék — MDSC, které
maji rovnéz imunosupresivni a regulacni vlastnosti. MDSC vychazeji z hematopoetické linie a
reprezentuji ¢asné progenitory/prekurzory granulocytl, makrofagi a DC (185). Za normalniho
stavu se MDSC vyskytuji pfevazné v kostni dfeni, ale béhem patologickych procesi (zanét,
autoimunita, maligni proces apod.) se jejich frekvence zvySuje a Ize je najit i v ostatnich tkanich.

Jejich podrobnéjsi charakteristice se budu vénovat v samostatné kapitole.

Mezi dal$i imunoregulac¢ni buiiky studované v posledni dobé patfi ddle napt. regulacni
makrofagy (Mregs), které se vyuzivaji pfi navozeni alogenni tolerance u organovych

transplantaci jako donor-derived transplant acceptance-inducing cells (TAICs) (186).

Jednotlivé principy bunécéné terapie schematizuje Obr. 4.

31



Principy bunécné terapie
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Obr. 4 Principy bunécné terapie
HSCT - Hematopoietic Stem Cell Transplantation; PBMC - Peripheral blood mononuclear cell; BCR- Bcell

receptor, CAR-T - chimeric-antigen receptor T cell; CAAR-T - chimeric-autoantigen receptor T cell; tDC —
tolerogenni dendritické bunky; Ag-tDC — antigenné specifické tolerogenni DC
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1.3. Tolerogenni DC

Dendritické bunky (DC) byly poprvé popsany v roce 1973 Steinmanem a Cohnem jako
profesionalni antigen prezentujici bunky (APC — antigen-presenting cells), které jsou dilezité v
propojeni specifické a nespecifické imunity (187). Jejich hlavni role je prezentace antigenu T-
lymfocytiim. V zavislosti na signdlech z okoli a také na stupni jejich vyzrani mohou bud’ zah4jit
imunitni odpovéd’, nebo ji naopak utlumit a navodit tak antigenné specifickou toleranci. Proto

jsou DC povazovany za klicové hrace v regulaci imunity (188).

DC jsou velice heterogenni populaci vznikajici z progenitorovych bunék kostni dien¢, které
mohou vychéazet jak z myeloidni, tak z lymfoidni linie (189, 190). Problematice DC a
toleregennich DC jsem se vénovala ve svém review (191), které bych zde rada uvedla s

doplnénim aktualnich udaji.

Na zéklad¢ funkce a fenotypu DC mohou byt rozdéleny na konvenc¢ni neboli klasické DC (cDC),
které maji zdsadni postaveni v zahajeni T-bunécné specifické odpovédi a plazmacytoidni DC
(pDC), které charakterizuje vysokd produkce IFN-a a uplatituji se zejména v obrané proti
virovym infekeim (192). Dalsi specializované typy DC jsou napt. Langerhansovy bunky v klizi
¢i mikroglie v centrdlnim nervovém systému, kde zastavaji vyznamnou regula¢ni funkci v
extracelularni signalizaci (193), pfi vyvoji synapsi (194) a v neposledni fadé pfi jejich aktivaci

vykonavaji funkci APC (195, 196).

Dale na zakladé stupné jejich maturace mohou byt DC rozdéleny na nezralé DC (imDC -
immature DC) a zralé DC (mDC - mature DC). Skupina bunék, ktera je schopna tlumit imunitni

odpovéd’, se oznacuje jako tolerogenni nebo regula¢ni DC (tDC) (190, 197, 198).

V organismu jsou nezralé DC rozmisténé téméet ve vSech tkanich a kontinudlné pohlcuji
antigeny ze svého okoli a vystavuji je na svém povrchu v komplexu s MHC molekulami I. 1 I1.
ttidy. Pfi1 absenci zanétlivého prostiedi nedochézi k jejich aktivaci na zrale DC. V tomto stavu
tedy nejsou imunogenni, jelikoz vystavuji na povrchu pouze malé mnozstvi kostimulac¢nich
molekul, které jsou dulezité pro aktivaci T-lymfocytd (199). V ptipad¢ vzniku zanétlivého
prostiedi vlivem pfitomnosti patogenu ¢i poSkozeni tkané€ dojde k jejich aktivaci pies specifické
receptory rozeznavajici molekulové vzory (pattern recognition receptors - PPR, jako jsou napf.

Toll-like receptors - TLR nebo NOD-like receptors - NLR). Tyto receptory rozpoznavaji
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specifické molekuly asociované s patogeny (pathogen-associated molecular patterns - PAMP)
nebo s poskozenim tkané (damage-associated molecular patterns - DAMP) (200). Po aktivaci
DC ztraci schopnost fagocytézy a migruji do spadovych lymfatickych uzlin a dalSich
sekundarnich lymfatickych organti, kde se diferencuji v plné maturované DC. Zral¢ DC se
vyznacuji expresi velkého mnozstvi MHC molekul 1. a II. tfidy a zvySenou expresi
kostimula¢nich molekul a C-C chemokinového receptoru typu 7 (CCR7), ktery jim umoziuje
migraci do lymfatickych tkani (201). Zralé¢ DC dale produkuji cytokiny diilezité pro diferenciaci
a stimulaci antigenné specifickych efektorovych T-lymfocyt (zejména IL-12 a IL-6) (202,
203). Nezralé¢ DC maji tedy nizsi schopnost zah4jit imunitni reakci oproti zralym DC, nelze je

vSak povazovat za totozné s tolerogennimi DC (204).

Ackoliv nékteré studie povazuji jiz nezralé DC nebo semi-maturované DC (Castecné vyzrale
DC) za regulaéni (205, 206), vyclenuje se samostatnd skupina tolerogennich DC, ktera se
vyznamné podili na aktivnim navozeni a udrzovani imunologické tolerance. Jejich odliSnost od
nezralych DC byla prokazéana i na podkladé rozdilné exprese micro-RNA, kterd se mize podilet
na postrankripni modifikaci genové exprese (207). Nékolik studii prokazalo, ze tDC jsou
schopny navodit jak centralni, tak periferni toleranci, a to riznymi mechanismy, zahrnujicimi
klonalni deleci autoreaktivnich T-lymfocyti ¢i jejich anergii (funkéni Gtlum), indukci a expanzi
T-regulacnich lymfocytl nebo B-regulacnich lymfocytl, které pak mohou dale aktivné
potla¢ovat imunitni odpovéd’ vyvolanou antigenem (208-210). Proto jsou tDC nadéjnym
nastrojem v bun&cné terapii nejen u autoimunitnich chorob, ale i u jinych imunopatologickych

stavil, kde je zapotiebi navodit antigenné specifickou toleranci.
1.3.1. Fenotypicka a funkéni charakteristika tolerogennich DC

Tolerogenni DC vykazuji nezraly nebo semi-maturovany fenotyp s nizkou expresi MHC II a
snizenou povrchovou expresi kostimulacnich molekul (CD80, CD 83, CD86 a CD40), které¢
jsou dulezité pro aktivaci efektorovych T-lymfocyti (211). Nedostatecna stimulace pies
povrchové molekuly (zejména CD80 a CD86) na T efektorovych lymfocytech ptes jejich CD28
receptor vede k anergii T lymfocytl a zaroven napomahd indukci FoxP3+ T regulacnich
lymfocytl (212). Nicméné riizny stupen exprese kostimulacnich molekul na tDC ma vliv i na
dal$i mechanismy, kterymi tDC navozuji toleranci. Silna exprese CD80/CD86 je dilezita k

udrzeni T- regulacnich lymfocytl vznikajicich v thymu a také k indukci IL-10 produkujicich
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Trl1- regulacnich lymfocyti (213). Sekrece IL-10 byla popsana i u dalSich populaci T lymfocytt
diky vzajemné interakci T-bunééného CTLA-4 receptoru a kostimulacnich molekul na tDC

(214).

Na druhou stranu tDC vystavuji na svém povrchu inhibi¢ni a regula¢ni molekuly, jako jsou ILT-
2, 3, 4 (immunoglobulin-like-transcript - transkript podobny imunoglobulintim) a PDL- 1, 2
(program-death-ligand - ligand programované buné¢éné smrti), které interaguji s receptory na T-
lymfocytech a pfispivaji k jejich apoptdze nebo anergii (215-217). PDL-1 na tDC je také
vyznamnym faktorem pfispivajicim k indukci u udrzeni FoxP3+ Tregs (218). Inhibicni
molekuly ILT-3 a ILT-4 dale napomahaji k udrzeni neaktivovaného fenotypu DC, protoze
zabranuji jejich maturaci skrze ovlivnéni NF-kB signalizacni drahy. Ve studii na mySich DC
vedlo vyrazeni ILT-3 ke zvysené odpovidavosti na TLR stimulaci, coz bylo doprovazeno
zvySenim sekrece prozanétlivych cytokina (IL-1a, IL-1pB, IL-6 a IFN L. typu) a zvySenim sekrece
chemokinii CXCL-10 a CXCL-11, které jsou dileZité pro migraci T-lymfocytt (219).

Tolerogenni DC maji navic ptiznivy cytokinovy profil, ktery pfispiva k jejich regulaénimu
potencidlu. Tolerogenni DC produkuji malé nebo Zadné mnoZstvi zanétlivého cytokinu IL-12,
ktery je hlavni stimulus pro aktivaci a proliferaci T-lymfocytd. Dale vykazuji produkci
rustovy faktor beta), coz vede k Utlumu T-bunécéné proliferace a indukci T-regulacnich

lymfocyth (220-222).

Mezi dalsi dulezité charakteristiky tDC patii produkce enzymu indolamin-2,3dioxygenazy
(IDO). IDO reguluje expanzi efektorovych T-lymfocytl katalyzou reakce degradujici esencidlni
aminokyselinu tryptofan, ktera je zdkladni Zivinou pro T lymfocyty (223, 224). Zobrazeno na
Obr. 5.
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Obr. 5 Mechanismus suprese pomoci tolerogennich DC

IDO - Indolamin 2,3-dioxygenaza, tDC/cDC — tolerogenni/ kontrolni dendritické bunky

1.3.2. Zpiusob pripravy DC a tDC in vitro

Na mysim modelu se DC standardné ziskavaji z kmenovych bunék kostni dfen¢ (bone-marrow-
derived dendritic cells - BMDC), které se kultivuji za pfitomnosti GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor - riistovy hormon pro granulocyty a makrofagy) a IL-4
(225, 226). Takto ptipravené nezralé DC se dale kultivuji s matura¢nimi faktory (latky schopné
navodit vyzrani DC) jako napf. lipopolysacharid (LPS), aby doslo ke vzniku plné¢ maturovanych

DC schopnych uc¢inné€ prezentovat antigen. Dalsi metodou pro ziskavani DC, ktera se pouziva
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zejména v humannim modelu, je diferencovani DC z monocyti z periferni krve. Takto ziskané
DC se oznacuji mo-DC (monocyte-derived DC - dendritické buiiky ziskané z monocyt
periferni krve). Buniky se opét pfipravuji za ptitomnosti GM-CSF a IL-4 a pro jejich finalni

aktivaci je nutné pridat maturacni signal (227, 228).

K ptipraveé tDC se pouziva fada imunomodulacnich latek, které jsou schopny potlacit vyzravani
DC a indukuji tak diferenciaci tDC. Ackoliv bylo popsano nékolik faktorti schopnych indukovat

tDC, zatim neni standardizovany protokol na pfipravu univerzalnich tDC (229-231).

rrrrr

IL-10 a TGF-B (232). Zajimavou metodou je piiprava tDC za pomoci pfidani primarné
zanétlivého cytokinu IFN-y k mo-DC. Tolerogenni DC pfipravené za piitomnosti IFN-y nejsou
schopné G¢inn€ prezentovat antigeny T-lymfocytim a pfi kultivaci s naivnimi lymfocyty
vykazuji schopnost navodit expresi transkripcniho faktoru FoxP3 u CD4+ T-lymfocytt, ktery
je dulezity pro regulaci vyvoje a funkce T-regula¢nich lymfocytt (233). Schopnost IFN-y
indukovat tolerogenni vlastnosti u DC je zavisla na jeho koncentraci v kultivaénim mediu a na

dobé jeho ptidani (234, 235).

Dalsi dobfe zndmé tolerogenni latky jsou kortikosteroid Dexamethason a vitamin D a jeho
analoga (236, 237). Tolerogenni DC ptipravené¢ pomoci Dexamethasonu a vitaminu D vykazuji
sniZzeni exprese povrchovych kostimula¢nich molekul, zvySenou expresi imunoregulacnich
molekul a vykazuji nizkou stimula¢ni schopnost T-lymfocytii. V nasi praci jsme pfipravovali
tDC za pomoci téchto tolerogennich agens v GMP protokolu (good manufacturing practices —
spravna vyrobni praxe), zobrazeno na Obr. 6. Nase prace ukazala, Ze takto ptipravené tDC jsou
také stabilni vii¢i prozanétlivym a matura¢nim signaliim, coz je velmi dilezité pro klinickou
aplikaci (238). Vlivem vystaveni tDC zanétlivym faktoriim v organismu by mohlo dojit k jejich
pfeméné v pln€ maturované immunogenni DC, a tedy naopak k posileni imunitni odpovédi viici

autoantigenu/ transplantatu (239).

37



Kultivace monocyti
s GM-CFS, IL-4

+ e yr s
P¥idani

Centrifugace Ziskani monocyti imunomodulacni agens e
periferni krve zPBMC (napr. Dexamethason a manturacmvch
vitamin D) faktord ( napf. LPS)
monocyt tbe

Aktivovana tDC

Obr. 6 Priprava Tolerogennich dendritickych bunék

PBMC - peripheral blood mononuclear cells, GM-CSF — Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, IL-
4 — interleukin 4, tDC — tolerogenni dendritické bunky, LPS - lipopolysacharid

Tolerogenni DC Ize pfipravit 1 za pouZiti dalSich molekul, jako jsou tkanové faktory (thymovy
stromdlni lymfopoetin- TSLP nebo rustovy faktor hepatocyti- HGF) (240, 241), salicylaty
(242), mykofenylatmofetil (243), rapamycin (244) nebo prostaglandin E2 (245). Své zastoupeni
zde ma 1 genetické inZenyrstvi. V klinickych studiich byly Gspésné€ otestovany tDC piipravené
pomoci antisenseoligonukleotidll cilenych proti maturacnim a kostimulacnim molekuldm u
pacienti s diabetem 1. typu (T1DM). Tyto bunky byly nejen dobie tolerovany, ale zdroven doslo
k detekci C-peptidu v krvi u nékterych pacientti, u kterych byl pied podanim tDC negativni
(246, NCT02354911).

Zajimava studie publikovdna Jiang et al. ukazala inhibicni efekt tolerogennich DC na T-
lymfocyty pii alogenni transplantaci srdce na mySim modelu. K indukci tDC zde byly pouzity
mesenchymadlni kmenové buiiky (mesenchymal stem cells - MSC) (247). MSC maji totiz také

schopnost u DC navodit tolerogenni vlastnost (248).
1.3.3. Terapeutické vyuziti tDC

S rozvojem bunécné terapie je zajimavou terapeutickou strategii aplikace tolerogennich DC,
které se podileji na udrzeni imunitni homeostazy. Tyto buiiky by mohly znamenat terapeuticky
nastroj pro svoji nizkou toxicitu a schopnost antigenné¢ specificky potlacit nezadouci imunitni

reakei (198, 249, 250).

Utinnost tDC u autoimunit a organovych transplantaci je stale hodnocena. V soudasné dobg
probihd nebo jiz bylo dokonceno nékolik klinickych studii ve fazi 1 zamétenych na regulacni
buiiky, a to pro 1é¢bu pacientii s T1D, revmatoidni artritidou, roztrouSenou sklerdzou, astmatem,
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morbus Crohn a u pacientll po organovych transplantacich (160, 165, 251-253). Doposud
vétsina téchto studii vykazala dobry bezpecnostni profil, tDC byly pacienty dobie tolerovany a

nedoslo ke zhorSeni zakladniho onemocnéni.

U T1D byly dokonceny 2 klinické studie s podanim tDC. Faze 1 studie NCT04590872 pouziva
autologni tDC pulzované proinzulinovym peptidem “C19-A3” (PlpepTolDC). Tato studie
hodnoti i viabilitu tDC, kterd je rovnéz dilezita pro dosazeni klinického efektu bunécné terapie
(166). Tyto tDC byly intradermalné¢ podany 9 pacientim s dlouhotrvajicim T1D. Nebyly
zaznamenany zadné zavazné nezadouci reakce, po dobu sledovani (6 mésicii) si vSichni pacienti
udrzeli dobrou kompenzaci glykémie, nezmeénily se jejich naroky na inzulin. Pfi této studii
nebyly zaznamenany zadné znamky systémové imunosuprese, alergie na insulin, Zadna
interference s inzulinovou terapii ani zvySeny ubytek C-peptidu. V dalsi studii Giannoukakis et
al. ptipravili tDC ex vivo z monocytil a tDC byly nasledné¢ modifikovany pomoci antisense
oligonukleotidi (cilici na kostimula¢ni molekuly CD40, CD80 a CD86). Pacienti obdrzeli 4
davky injekéniho podani tDC co 2 tydny. Nebyly zaznamenany zddné nezddouci u¢inky, zadné
znamky systémové imunosuprese. Zajimavé bylo, Ze u nékterych pacienti (4 ze 7) byl nasledné
detekovan C-peptid, ktery nebyl detekovan pied podanim tDC. C-peptid dosdhl svych
fyziologickych hranic, ackoliv studie byla provedena u pacientl s dlouhodobym trvanim T1D
(5-26 let). V laboratorni analyze bylo také zjiSténo zvySeni B220+CD11c- B lymfocytt, které

vykazovaly supresivni uc¢inek (165).

Nicméné pro humanni uziti je tfeba vyfeSit n¢kolik otazek, které vychazeji z patogeneze a
progrese autoimunitnich stavi. V prvé fadé je pro humanni uziti nutné tDC bunky pfipravit
pomoci protokolu, ktery spliiuje pozadavky GMP. Velmi dulezité je také spravné nacasovat
dobu aplikace, napt. u T1D by bylo vhodné;jsi aplikovat buné€nou vakcinu v dobé, kdy jeste
nedoslo k pfevdznému zniceni B-bun€k pankreatu. Zaroven 1 stupen metabolické kompenzace
T1D se zda byt rozhodujici pro zajisténi optimalniho efektu tDC, coZ se ukazalo v nasi praci u
pediatrickych pacienti s T1D (254). Urceni zplsobu aplikace tDC, urceni davky tDC a
frekvence aplikace jsou dalsi faktory ovliviiujici efektivni navozeni tolerance. Jednou z
klicovych otdzek pro zavedeni imunoterapie tolerogennimi dendritickymi buiikami je vybér
vhodného autoantigenu, nebot’ u autoimunit je obvykle pfitomno vétSi mnozstvi autoantigenti,
coz je dano fenoménem zvanym ,,antigen spreading* (rozSifovani antigent), kdy mistni zanét

odkryva dalsi lokalni antigeny (53).Ve studiich s diabetickymi pacienty se ukazuji byt vhodné
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antigeny insulin ¢i GADG65, probihaji i in vitro studie s proinsulinem. Zaroven i autoreaktivita
mezi jednotlivymi pacienty je rozdilna, a proto by bylo idedlni vytvofit personalizovanou

vakcinu jednotlivé pro kazdého pacienta.

Atraktivni strategii se jevi moznost kombinované terapie pomoci tDC a jinych farmak
ovlivitujici imunitni homeostazu. Napt. pouzitim farmak eliminujici autoreaktivni lymfocyty,
jako je alemtuzumab, by mohlo dojit ke snizeni efektorovych bun€k na takové mnozstvi, které
by bylo poté sndze ovlivnéno tDC a byla by snadnéji navozena tolerance (255). Kombinace
autolognich tDC s antiCD3 protilatkami vedlo ke zlepSeni piijeti alogenniho Stépu u
transplantace pankreatu u mysi (256). Diky pokrocilym molekularnim technikdm a novym
poznatklim o regulaci imunitniho systému se mohou moznosti kombinované terapie v budoucnu

roz§ifovat, a poskytnout tak zajimavou moznost pii [é€b¢ imunopatologickcyh stavii.

1.4. MDSC

Myeloid-derived suppressor cells (MDSC) jsou heterogenni skupina nezralych myeloidnich
bunék s imunoregula¢nimi vlastnosti. Za normalniho stavu se MDSC vyskytuji pfevazné v
kostni dfeni a zahrnuji nezralé makrofagy, DC, polymorfonuklearni granulocyty a dalsi buniky
diferencované z hematopoetickych kmenovych bunék (257). Jejich pocet se vyznamné zvySuje
b&hem patologickych procest jako je zanét, autoimunitni onemocnéni, nadorova onemocnéni

apod. Behem téchto procestt MDSC migruji do postiZzenych tkéani.

MDSC byly doposavad nejvice studovany u nadori, kde se podili na supresi efektorovych bunék
a APC v nadorovém mikroprostfedi diky riznym mechanismiim jako je napf. metabolicky
rozklad a nedostatek argininu a cysteinu, produkce NO a ROS, dale produkce inhibi¢nich
cytokint IL-10 a TGF-B a v neposledni fadé¢ se MDSC podileji i na expanzi T- regulacnich
lymfocyt (258, 259). To vSe pfispiva k potlaceni protinadorové imunity a nékteré studie
ukazuji, ze zvySena frekvence MDSC v periferni krvi u pacientl s nddorovym onemocnénim

negativné koreluje s odpovidavosti na 1é€bu a celkovym prezitim (257, 260).

Jako prvni byly MDSC identifikovany u myS$i s nddorovym onemocnénim (261). Byly

charakterizovany povrchovymi markery CD11b and Gr-1 a vyc¢lenény 2 samostatné skupiny,
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Ly6G*/Ly6C" popsané jako granulocytarni MDSC (G-MDSC) a Ly6G/Ly6C" " popsané
jako monocytarni MDSC (M-MDSC) (262, 263).

U lidi MDSC postradaji vyse popsané charakteristické markery, protoze neexistuje Gr-1 analog.
MDSC byly rozdéleny na HLA-DR"™¢CD11b"CD14"CD15CD33"¢" monocytarni MDSC
(M-MDSC) a HLA-DR¥"eCDI1b"CD14 CD15"CD33"%™d granulocytarni MDSC (G-
MDSC), n¢kdy nazyvané téz polymorfonuklearni MDSC (PMN-MDSC) (264-266). Zatimco
M-MDSC exprimuji myeloidni marker CD33, PMN-MDSC vykazuji CD33%™ barveni (267).
Lin~ (zahrnujici CD3, CD14, CD15, CD19, CD56) HLA-DR CD33" bufiky zahrnuji po¢etnou
skupinu MDSC bun¢k sloZzenou z vice nezralych progenitorii nazyvané téz jako early-stage
MDSC (eMDSC). Tyto buiiky byly definovany jako nezralé MDSC a nemaji popsany mysi

ekvivalent.

Oboji M-MDSC a G-MDSC vykazuji inhibi¢ni vlastnosti, ackoliv pouzivaji jiné mechanismy k
navozeni suprese a jsou fenotypicky a morfologicky odliné. Cetné prace popsaly inhibici
proliferace T-lymfocytil a snizeni produkce IFN-y v autolognich i alogennich esejich in vitro
(268) a jejich tolerogenni aktivita byla prokdzana i in vivo pii adoptivnim transferu na mySich

modelech (269, 270).

M-MDSC vyuZzivaji rizné mechanismy k navozeni imunologické tolerance/ suprese. Produkce
arginazy-1, iNOS a ROS jsou jedny z nej¢astéji popisovanych mechanismi vedoucich k inhibici
proliferace T-lymfocytd a k jejich apoptdoze (271-274). Inhibicni efekt je zaroven
zprostiedkovan 1 mezibunécnym kontaktem (275). Odlisnost MDSC od klasicky aktivovanych
neutrofild a monocytd, které chrani organismus pted patologickym agens (napft. viry, bakterie
atd.) je nizkd schopnost fagocytozy, vysoka produkce ROS a NO a odlisny cytokinovy profil s
obranné funkce a ziskdvaji imuno-supresivni potencial. Jejich pfirozena role mize byt i v
ochrané¢ organismu pied excesivni imunologickou reakci pfi zdnétu. Pfi vzniku maligniho

nadoroveho bujeni mize nador vyuZit tento potencidl MDSC ve sviij prospéch.

Jak bylo jiz uvedeno vyse, regulacni/supresivni efekt MDSC zavisi na produkeci arginazy-1, diky
které dojde k metabolické deprivaci L-argininu a L-tryptofanu a také na iNOS, ktera katalyzuje
produkci NO z L-argininu (277). MDSC také hojné produkuji ROS (superoxid a HO») diky

vysoké aktivit¢ NADPH oxidazy, konkrétné NOX2. U tumor-indukovanych MDSC na mySim
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modelu, MDSC ztracely svou schopnost suprimovat T-lymfocyty a diferencovaly do zralych
makrofagli a DC pii absence NOX2 (273). Reaktivni formy dusiku (RNS - Reactive Nitrogen
Species) jako napt. peroxynitrit (ONOQO?) jsou pak vedlej§im produktem aktivity iNOS,
arginazy-1 a NOX a zpusobuji poSkozeni proteini diky neenzymové nitraci/nitrosylaci (278),

schematizovano na Obr. 7.

V onkoimunologii byly popsany i dalsi mechanismy, kterymi MDSC inhibuji T-lymfocyty a
NK bunky. Kromé deprivace esencialnich aminokyselin, které jsou nezbytné pro aktivaci a
proliferaci T-lymfocyti se jednd zejména o expresi inhibi¢nich molekul jako je PD-L1 (279),

expresi protizanétlivych cytokint IL-10 a TGF-B (280, 281) a v neposledni fadé i zapojeni T-
regs diky expresi CD40 na MDSC (282).

Role MDSC v regulaci B- lymfocyti je méné objasnénd, ackoliv n€kolik praci poukazuje na
vyznamnou interakci mezi MDSC a B-lymfocyty (283-285) a jejich inhibi¢ni uc¢inek na tuto

populaci. Nicméné je tieba vice dat k objasnéni tohoto regulaéniho mechanismu.
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Obr. 7 Mechanismus suprese pomoci MDSC

MDSC — myeloid derived suppressor cells; ARGl — arginaza 1; IDO - indolamin 2,3-dioxygenaza ; iNOS —
inducibilni NO syntaza

1.4.1. Indukce a diferenciace MDSC

MDSC se diferencuji v kostni dieni pii myelopoéze ovlivnéné patologickym zanétem. Napf.
nadorové bunky produkuji rizné prozanétlivé faktory jako je G-CSF and GM-CSF, které
potencuji diferenciaci MDSC. Nase znalosti o jejich diferenciaci jsou vesmés ziskané z in vitro
studii, kdy se kultivuji monocyty s riznymi cytokiny a chemokiny, které napodobuji chronické

zanétlivé prostiedi a poté se analyzuje jejich fenotyp a funkce.
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GM-CSF, G-CSF a IL-6 se pouzivaji k in vitro indukci MDSC a tyto bunky si zachovavaji sviij
inhibi¢ni potencial in vivo (286). Dale bylo popsano vice cytokind, které byly pouzity k indukci
MDSC, jako M-CSF, VEGF, SCF, IL-6, IL-1 a IL-13 (287-289)

rrrrr

a IL-10 mohou také vést k indukci MDSC a tim pfispivat k navozeni tolerance ¢i ztraté
imunitniho dohledu pfi nddorovém bujeni (290). Dilezitost sSTNF v diferenciaci MDSC byla
potvrzena v n€kolika studiich na mysich modelech, kdy inhibice sTNF vedla k zdbrané€ rozvoje

karcinomu u mysi. Tato indukce byla zévisla na vazbé na STAT3 (291).

Krom vyse uvedenych, byly popsany i jiné faktory vedouci k diferenciaci MDSC, které
vykazovaly inhibi¢ni vlastnosti. IL-18 vedl k diferenciaci CD11b™ progenitorovych bun¢k v
kostni dfeni do M-MDSC. Buniky indukované IL-18 vykazovaly zvySené supresorové vlastnosti
na CD4" T-lymfocyty a snizovaly sekreci IFN-y. Zaroven vykazovaly ve v&t$i mife produkci

faktori diilezitych pro jejich supresivni vlastnosti, jako jsou produkce iNO a arginaza-1 (292).

Zda se, ze pro indukci MDSC v kostni dieni je tedy za potiebi celd souhra jak solubilnich, tak

vazanych faktort, a to dale ovliviiuje jejich funkei.

Zaroven MDSC exprimuji na svém povrchu fadu receptort pro chemokiny (napt. CCL1, CCL2,

a CCL5 (293)), diky kterym jsou poté atrahovany do mista zanétl, kde svou funkci vykonavaji.
1.4.2.  Terapeutické vyuziti MDSC

Vyznam MDSC u nadorii byl jiz publikovan v mnoha studiich a MDSC se jevi jako slibny

terapeuticky nastroj v kombinované terapii vychézejicich z nasledujicich principti:
1) deplece MDSC

2) zabranéni proniknuti MDSC do nadoru

3) inhibice aktivace MDSC

4) diferenciace MDSC ve zralé myeloidni bunky (293).

Co se tyCe autoimunitnich chorob, je vyznam MDSC méné objasnény a jejich role u téchto stavi

je vice komplexni az kontroverzni. Potencialné protektivni efekt MDSC byl popsan u riznych
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autoimunitnich chorob jako je myssi model EAE, kde MDSC inhibovaly autoreaktivni Thl a
Th17 odpovéd’. (294). Supresivni efekt MDSC byl dale prokdzan u idiopatickych stievnich
zanétl (IBD) a u kontaktniho ekzému (295, 296). Na druhou stranu nékteré studie poukazuji na
prozanétlivy efekt MDSC u jinych autoimunitnich chorob jako je SLE nebo revmatoidni

artritida (297-300).

U TID, se MDSC jevily u¢inné v zabranéni rozvoje diabetu u adoptivniho transferu u NOD-
SCID mysi (301). Nicmén¢ o roli MDSC u pacientii s T1D jsou dostupné jen velmi limitovana
data. Whitfield-Larry et al. ve své praci popsali zvySenou frekvenci MDSC v periferni krvi
pacient s T1D, ale tyto MDSC nebyly pIn€ supresivni ve srovnani s cytokiny-indukovanymi

MDSC, které byly generované in vitro z PBMC od téchto pacientt (302).

Dalsi informace o mechanismu zapojeni MDSC v patogenezi T1D pfinesla nase prace o MDSC,
ktera se zabyva nejen roli MDSC u diabetiktl, ale i u jejich prvostupnovych piibuznych. Na
podkladé naSich vysledkt predpokladame dilezité zapojeni MDSC v patogenezi diabetu, kde

MDSC vykazuji spiSe imunoregula¢ni potencial.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, bun&tna terapie s vyuZitim regulacnich/ supresivnich bun¢k by
mohla byt na zakladé dostupnych vysledkli velmi nad€jnd, pfesto je vSak nutné provést dalsi
vyzkum pro objasnéni detailn¢jSiho mechanismu puisobeni regulac¢nich bunék v organismu a

presnéji urcit jednotlivé podminky klinické aplikace.
1.5. Soucasné moznosti imunointervence u T1D

Zatim neexistuje zadna cilend imunoterapie, ktera by nahradila standardni terapii s poddvanim
inzulinu. V soucasnosti je mnoho novych terapeutickych strategii, které maji za cil zachovat -
bunky a tim docilit normoglykemie. Obecné je lze rozdélit na antigen-nespecifické a antigen
specifické strategie. Antigen specifické terapie moduluji pfimo autoimunitni odpoveéd u T1D
pii zachovani normalni imunitni homeostazy (303). Zaroven existuji nové strategie zamétujici
se na ndhradu B-bunck ¢i jejich regeneraci. V roce 2000 byla poprvé provedena transplantace
pankreatickych ostriivku s uspéSnym vysledkem, kdy doslo k nastoleni normoglykemie (304).
Tento protokol byl poté modifikovan, kdy namisto kortikosteroidl, jsou aplikovany jiné
imunosupresivni rezimy jako napt. anti-IL-2R (protilatka proti IL-2 receptoru) spole¢né se

sirolimem a tacrolimem (305). Pies zjevné benefity této terapie je jeji nevyhodou veliké
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mnozstvi ostravkl, které musi byt transplantovany a neZzadouci tucinky plynouci

Z imunosuprese.

Zajimava studie REPAIR-T1D analyzovala efekt ro¢niho podédvani sitagliptinu (DPP-4
inhibitoru, ktery zvySuje hladinu GLP-1; DPP-4 - inhibitor dipeptidylpeptidazy 4; GLP-1
glucagon-like peptide 1) a lansoprazolu (inhibitoru protonové pumpy, ktery zvysuje hladinu
gastrinu) u pacientll s T1 diabetem. GLP-1 a gastrin maji synergisticky efekt na regeneraci a
indukci B-bunék. Nicméné nebyl prokazan zadny rozdil ve zméné hladiny C-peptidu oproti

kontrolni skupiné s placebem (306).

Nové strategie zaméfené na modulaci mikrobiomu vychézi z prospektivnich a observacnich
studii dokazujici vliv sttevniho mikrobiomu na riziko vzniku T1D (303, 307). Postupy zaméfené
na fekalni mikrobidlni transplantaci ¢i na vliv pro/prebiotik jsou zatim ve fazi experimentélnich
studii (308, 309). Dalsi alternativni moznosti je blokace signaliza¢nich drah, napt. JAK-STAT,
ktera je downstream pro receptor IFN 1. typu. In vitro experimenty prokazaly snizeni aktivace

genl pro stresové markery v B-bunce (310).

Prestoze jednotlivé terapeutické postupy vykazuji slibné dil¢i vysledky, maji svoje limity. Ty
vychazi z komplexni patogeneze T1D 1 znacné heterogenity tohoto onemocnéni mezi
jednotlivymi pacienty. Proto se jako nejvice efektivni jevi kombinace vice terapeutickych
strategii a eventualné personifikovana terapie. Souhrn soucasnych imunostrategii je zobrazen

v tabulce 1.
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Tab. 1 Soucasné imunostrategie T1D.

B-bunék

Terapie
Antigen nespecifické Antigen specifické
zamei'ena na | Nové pristupy
strategie strategie
B-bunky
Terapie zalozend na
protilatkach, napft. proti Vakcina autoantigeny Nahrada
CAR-Tecell
kostimulacnim ¢i B-bunék B-bunék
aktiva¢nim molekulam
_ _ Terapie
Terapie zalozend na Specifické T-bunécné
zamé&fené na Modulace
blokaci prozanétlivych strategie zamétené na ‘ ) ‘
_ regeneraci mikrobiomu
cytokini nastoleni tolerance
B-bunck
Specifické B-bunécné
‘ ) Inhibice JAK
Terapie zalozena na T- strategie zaméfene na o
. signalizaCni
regula¢nich lymfocytech | odstranéni autoantigennich P
rahy

QOdstranéni autorektivnich

T-lymfocytt

Terapie zalozené na

eliminaci B-lymfocyti
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2. Cile prace

Cilem této prace bylo zaméfit se na ptipravu, charakteristiku a funkci inhibi¢nich bun¢k, které
lze vyuzit ke znovunarozeni imunitni tolerance u pacienti s T1D, jakozto autoimunitnim
onemocnénim, které patii v pediatrické populaci mezi nejcastéjsi. Nejprve byly studovany tDC,
které jsme pfipravili za pomoci GMP protokolu z PBMC izolovanych od pacientii s T1D. Dale
se prace zaméiuje na MDSC, jejichz frekvence a funkce byla studovana nejen u pacientii s T1D,
ale zaroven 1 u prvostupiiovych piibuznych téchto pacientli, ktefi jsou registrovani v ramci

programu Predia pod Pediatrickou klinikou 2.LF a FN v Motole.
2.1.Tolerogenni DC

Byla popsana ptiprava tDC z PBMC izolovanych z periferni krve pacienti, dale studovan jejich
metabolismus a funkéni stabilita po vystaveni riznym prozanétlivym stimulim. Zejména
funkéni stabilita je velmi dilezitd pro pfipadnou klinickou aplikaci, protoze vlivem
prozanétlivych signalti v organismu by mohlo dojit k maturaci DC. Mohlo by tak dojit ke
konverzi jejich benefi¢niho G¢inku na skodlivy, a tim k akceleraci zanétu s dalSim poskozenim

tkane.

Funkce tDC byly nadale studovany u pacientti s T1D, kteti byli rozdéleni do nékolika skupin
podle klinickych a laboratornich parametri. Cilem bylo identifikovat metabolické faktory, které
mohou mit vliv na funkci tDC a definovat skupinu pacientil, kterd by se jevila nejvhodnéjsi

k terapii za pomoci tDC.
2.2.MDSC

Neméné vyznamné buniky vykazujici inhibi¢ni vlastnosti jsou MDSC, kterym se ve své praci
budu vénovat nejvice. Co se tyce jejich role v patogenezi autoimunitnich chorob zejména T1D
jsou dostupné informace velmi omezené. Proto jsme se podivali detailnéji na jejich zastoupeni
u téchto pacientil a jako jedni z prvnich i1 na zastoupeni MDSC u prvostupiovych piibuznych
diabetiki. Byly popsany supresivni vlastnosti MDSC u obou skupin in vitro a charakterizovany

mechanismy, kter¢ MDSC vyuzivaji k navozeni suprese.
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3. Metody

3.1. Dendritické bunky
3.1.1. Priprava DC a tDC

Pro prvotni ptipravu tDC v GMP protokolu byly DC a tDC ptipraveny z ,.buffy coats* od
zdravych darcti. V nasledujicich experimenetech byly tDC a DC piipraveny z periferni krve
pacientll s T1D a z periferni krve zdravych kontrol. Z ,buffy coats* i z periferni krve byly
izolovany PBMC za pomoci hustotniho gradientu (Ficoll) a separovany monocyty za pouziti
2hodinové bunééné adheze v 75cm? lahvi (Nunc). DC byly nasledné generovany 6denni
kultivaci monocyti v GMP-grade Cell Gro mediu (CellGenix) obsahujici penicilin a
streptomycin (100U/ml a 100 pg/ml, Gibco) za ptitomnosti GM-CSF (5001U/ml, Gentaur) a IL-
4 (20ng/ml, CellGenix). Medium a cytokiny byly 3. den vyménény. 6.den byly DC sebrany a
nasazeny do 96 jamkové desti¢ky (Nunc) v poétu 1x10° bunék/jamku. 7.den byly nezralé DC
aktivovany pomoci MPLA (2ug/ml, Cayla-InvivoGen) po dobu 24 hodin. Pro indukci tDC byl
3.den k DC ptidan dexamethason (Dex), (1uM, Medochemie) a 6.den Dex a VitD2-paricalcitol
(1,5 ng/ml, Zemplar, Abbott Laboratories). Bez tolerogennich faktorti byly vygenerovany
kontrolni DC (cDC). Pro restimulacni eseje byly c¢DC/ tDC promyty a resuspendovany
v kompletnim RPMI médiu (Gibco) obsahujici 5% humanni AB sérum (Invitrogen). Pro
restimulaci byl pouzit LPS (1pg/ml, Sigma-Aldrich); poly I:C (25pg/ml, Cayla-InvivoGen);
megaCD40L™ (1000ng/ml, Enzo Life Sciences), nebo smés prozanétlivych cytokinti (IL-1,
TNF-a, IL-6 (vzdy 10ng/ml) a IFN-y (100ng/ml), RD systems).

Pro studium signalnich drah byly 1 hodinu pted stimulaci pfidany inhibitory signaliza¢nich drah.
Byly pouzity inhibitor p38 MAPK (SB203580, 10uM), inhibitor JNK/SAPK (SP600125,
20uM), inhibitor ERK1/2 (PD98059, 20uM), inhibitor NF-xB (Bay 11-7082, 10uM), inhibitor
STAT3 (Stattic, 5SuM) a inhibitor mTOR (rapamycin, 100nM), Calbiochem. Burnky a
supernatanty byly pouzity pro dalsi analyzy.
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3.1.2.  Priutokova cytometrie a reagencia

Pro analyzu povrchovych a intracelularnich markerti byla pouzita analyza pomoci priatokového
cytometru LSR Fortessa (BD Biosciences), data byla zpracovana pomoci programu FlowJo

software (Tree Star).

Buiiky (2x10°/jamku) byly obarveny pomoci monoklonalnich protilatek 30 minut pii 4°C
v PBS, poté promyty a analyzovany. Pro intracelularni barveni T-lymfocyti byly bunky
stimulovany PMA (50ng/ml, Sigma-Aldrich) a ionomycinem (1pg/ml, Sigma-Aldrich) po dobu
4-16 hodin, ptfed analyzou byl pfidan Brefeldin A (5pg/ml, BioLegend). Poté byly bunky
promyty a inkubovany ve fixacné-permeabilizaénim pufru (eBioscience) po dobu 30 minut pfi

4°C, nasledné byly promyty v permeabilizaénim pufru a obarveny monoklondlni protilatkou.

Pro analyzy DC byly pouZity nasledujici protilatky: anti-CD86-FITC (klon 2231 FUN-1),
CD274 (PD-L1)-FITC (klon MIH1), CD273 (PD-L2)-PE (klon MIH-18), HLA-DR-PE-Cy7
(klon L243), IFN-y-FITC (klon 4SB3), BD Biosciences; CD83-PerCP-Cy5.5 (klon HB15a),
Beckman Coulter; CD80-FITC (klon MAB104), CD40-PerCP-eFluor710 (klon 5C3), CD]la-
PE-Cy7 (klon HI149), CD4-PE-Cy7 (klon RPA-T4), FoxP3-AF488 (klon PCHI101),
eBioscience; TLR2-FITC (klon T2.5), CD25-PerCP-Cy5.5 (klon BC96), TIM-3-PE (klon F38-
2E2), IL-10-PE (klon JES3-9D7), KI-67-PE (klon Ki-67), BioLegend; CD14-PE-DL594 (klon
MEM-15), CD11c-APC (klon BU15), CD3-AF700 (klon MEM-57), CD8-PE-Dy590 (klon
MEM-31), Exbio; CD85k (ILT-3)-PE (klon 293623), CD85d (IL-T4)-FITC (klon 287219),
R&D Systems.

3.1.3.  Detekce cytokint

Koncentrace cytokinii v bunééném supernatantu byla méfena pomoci metody Luminex
(MILLIPLEX™ Human Cytokine/ Chemokine Kit, Merck Millipore) a ELISA (DuoSet ELISA
Kit, R&D systems). Buné¢ny supernatant byl odebran 24 hodin po stimulaci DC a zamrazen v—

80°C do doby analyzy.
3.1.4. Detekce schopnosti cDC/ tDC stimulovat alogenni T-lymfocyty

T-lymfocyty byly izolovany z non-adherentni frakce PBMC zdravych dérct. tDC/ cDC (2x10%)
byly kultivovany s alogennimi T-lymfocyty (2x10°) v kompletnim RPMI médiu (Gibco)
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obsahujici 5% humanni AB sérum (Invitrogen). IL-2 (20 U/ml, PeproTech) byl pfidan ke kultute
vden 2, 5 a 7. Pro primarni MLR esej, alogenni T-lymfocyty (2x10°) oznaceny CFSE (5uM,
Invitrogen) byly inkubovany s tDC/cDC (2x10%). T lymfocytarni proliferace byla nasledng
méiena jako diluce CFSE na pratokové cytometrii v den 6. Produkce cytokint (IL-10 a IFN-y)
byla detekovana pomoci intracelularniho barveni na pritokové cytometrii. Koncentrace IL-17A

v supernatantech byla méfena pomoci metody ELISA.

3.1.5. Mereni metabolickych paramteri DC a signaliza¢nich drah,

které vyuzivaji k zajiSténi tolerogenniho fenotypu

Koncentrace laktatu a glukézy v supernatantu DC byla analyzovéna za pomoci Glycolysis Cell-
based assay Kit (Cayman Chemicals) a Glucose colorimetric assay kit (BioVision). Inhibice
glykolyzy byla provedena pfiddnim 2-deoxyglukézy (10mM, Sigma), a to 1 hodinu pied
resuspendovanim DC v Cell Gro a pfidanim LPS, smési cytokind, poly I:C nebo CD40L.

Aktivita laktat dehydrogenazy (LDH) v DC byla métena pomoci Lactate dehydrogenase activity
assay Kit (Sigma).

Analyza NF-kB byla provedena z nuklearniho extraktu DC. Tento nuklearni extrakt byl
piipraven z cDC/tDC (2x10°) za pomoci Nuclear extract Kit (Active motif). Vazebna aktivita
NF-kB na DNA byla méfena za pomoci TransAM® NF«B Activation Assay Kit (Active motif).

Signaliza¢ni molekuly byly detekovdny pomoci Western blotu z bunééného lyzitu (2x10°)
ztDC/cDC. Byly pouzity nasledujici protilatky: anti-p-p38 MAPK, anti-p-ERK1/2, anti-p-
STAT3, anti-p-JINK/SAPK, anti-p-IkB-0, anti-IDO, anti-p-mTOR, anti-p-p70S6K, anti-p38
MAPK, anti ERK 1/2, anti JNK/SAPK a anti-STAT3 (Cell Signaling Technology) a anti-actin
(BioLegend).

3.1.6.  Subjekty hodnoceni a priprava DC

Pro ptipravu DC byla odebrana periferni krev od 91 pacienttis T1D a 11 zdravych darct. V dobé
odbéru nemél zadny pacient rozvinutou diabetickou ketoacidozu, aktivni infekt ¢i jinou
komorbiditu, vyjma téch pattici k zakladni diagnéze T1D (autoimunitni thyroiditis, celiakie).
Pacienti byli rozdé€leni do dvou skupin na zakladé hladiny glykovaného hemoglobinu HbAlc.

Jako cut-off byla zvolena hladina HbAlc < 7.5% (58 mmol/mol) podle Americké diabetické
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asociace (American Diabetes Association, ADA) (311). Pacienti s hladinou HbAlc <7.5% (58
mmol/mol) byli oznaceni jako skupina 1 s optimalni metabolickou kompenzaci a pacienti s
hladinou HbAlc > 7.5% (58 mmol/mol) byli oznaceni jako skupina 2 se suboptimalni
metabolickou kompenzaci. Demografickd data jsou shrnuta v tabulce 2. VSechny osoby

podepsaly informovany souhlas schvaleny lokalni Etickou komisi.

Tab. 2 Demograficka charakteristika osob zahrnutych v této studii

G1 G2 HD
Pocet: (Zeny/ muZi) 31 (1:1.4) 60 (1.4:1) 11(1.2:1)
15.1 £2.5; 8- 16.6 +3.1; 10-
Vék: primér = SD; rozsah (roky) 3 15.9 £2; 10-19 20

T1D trvani: primér + SD; rozsah

(roky)

4.6 +4.1; 0-13 6.3 £5; 0-17

6.9+0.5;5.6- | 10.2+1.9;7.9-

HbAlc: primér + SD; rozsah (%)
7.5 16.3

T1D - Diabetes 1. typu; G1 — skupina 1, G2 — skupina 2, HD — zdravi darci (healthy donors)

DC byly ptipraveny z monocyti ziskanych z periferni krve z PBMC podle protokolu popsaném
vyse. Pro indukci tDC byl 3.den k DC pfidan dexamethason (Dex), (1uM, Medochemie) a 6.den
Dex a VitD2-paricalcitol (1,5 ng/ml, Zemplar, Abbott Laboratories). Bez tolerogennich faktort
byly vygenerovany kontrolni DC (cDC). 7.den byly tDC/ ¢DC pulzovany bud’ T1D antigenem
glutamat dekarboxylazou (GADG6S5, Spg/ml, Diamyd Medical) nebo kontrolnimi antigeny
Tuberculin purifikovanym proteinovym derivatem (PPD, 1pg/ml, Statens Serum Institut) nebo
tetanovym toxinem (TT, 2pg/ml, Merck Millipore) nebo ponechany bez pulzace. Nasledné byly
tDC/ ¢DC aktivovany pomoci VacciGrade monophosphoryl lipid A (MPLA, 2pg/ml, Cayla-
InvivoGen) po dobu 24 hodin.
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3.1.7. Detekce indukce autologni neodpovidavosti T-lymfocyti po

kultivaci s tDC

Analyza byla provedena v kompletnim RPMI médiu obsahujicim 5% humanni AB sérum. U
pacienti s T1D byly neoznacené T-lymfocyty (2x10°) kultivovany po dobu 6 dni s autolognimi
tDC nebo cDC (2x10%), které bud byly pulzovany GAD65 nebo byly pfipraveny bez ptidani
antigenu. U zdravych darcti byly kultivovany neoznacené T-lymfocyty (2x10°) po dobu 6 dni
spole¢né s autolognimi tDC nebo c¢cDC (2x10%). které bud’ byly pulzované PPD nebo byly

pfipraveny bez pfidani antigenu.

Tolerogenni supresni esej byla provedena nasledovné: dalsi tDC-pulzované GAD-65 (u T1D
pacientil) nebo tDC-pulzované PPD (u zdravych darcit) byly ptidany do kultury obsahujici T-
lymfocyty a antigenem-pulzované¢ ¢cDC. tDC a c¢DC byly v nésledujicich pomérech: 0,25:1;
0,5:1; 1:1). Schématizovano na Obr. 8.

T-lymfocyty byly néasledné sebrany 6. den a obarveny CFSE (3uM), restimulovany po dobu
dal$ich 6 dni za pomoci ¢cDC, a to cDC-pulzovanymi GAD65 nebo cDC-pulzovanymi PPD u
pacientu s T1D a nebo ¢cDC-pulzovanymi PPD nebo cDC-pulzovanymi TT u zdravych darct.
Pomér T-lymfocytt/cDC byl 10:1. Proliferace T-lymfocyti byla nasledn¢ analyzovéna jako
diluce CFSE na pritokovém cytometru, cytokiny pak detekovany metodou Luminex
(MILLIPLEX™ Human Cytokine/ Chemokine Kit, Merck Millipore) a ELISA (DuoSet ELISA
Kit, RaD systems).
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T1D: GAD6E5-tDC + T-lymfocyty — T-lymfocytarni neodpovidavost
+ +
GADG65-cDC — stabilita neodpovidavosti PPD-cDC —Antigenni specificita

HD: PPD-tDC + T-lymfocyty — T-lymfoeytarni neodpovidavost
/ + + 3 Y e
PPD-cDC — stabilita neodpovidavosti TT-¢cDC —Antigenni specificita

Obr. 8 Schéma experimentu indukce T-lymfocytarni neodpovidavosti

T1D — Diabetes 1. typu, HD — zdravi darci; GAD65 — antigen dekarboxyldza kyseliny glutamové, PPD —
purifikovany proteinovy derivat; TT- tetanus toxoid antigen, tDC — tolerogenni dendritické bunky, cDC — kontrolni
dendritické bunky

3.1.8.  Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci vybranych standardnich statistickych testd.
Vysledky byly analyzovén alespoii ze 3 nezavislych experimentii a uvedeny jako primér +
SEM. Diky limitovanému mnozstvi krve nebyly vSechny vzorky od vSech pacientti zahrnuty do
vSech experimentl. Data byla analyzovana pomoci parového/ neparového t-testu v programu
GraphPad Prism 6. Statistickd zavislost byla urena pomoci Pearsonova korela¢niho

koeficientu. Hodnota p < 0.05 byla stanovena jako statisticky signifikantni.

3.2. MDSC

3.2.1.  Subjekty hodnoceni pro analyzu MDSC

Za ucelem analyzy MDSC byla odebrana krev od 65 pediatrickych pacienti (do 18 let véku)
s diagnostikovanym diabetem 1. typu a od 21 jejich prvostupiiovych ptibuznych, kteti jsou
vedeni v rdmci programu Predia pro zvySené genetické riziko a pozitivitu autoprotilatek (anti-
GAD, anti-IAA a anti [A-2). Pro kontrolu byla odebrana periferni krev od 24 zdravych déarct v

odpovidajicim véku. Demograficka data jsou shrnuta v tabulce 3. Pro dals$i analyzu byla
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odebrana periferni krev od 4 dospélych pacienti s diagnostikovanym malobunéénym

karcinomem plic.

V dob¢ odbéru nemél zadny pacient s diabetem rozvinutou diabetickou ketoacidozu, ani zadné
infek¢ni onemocnéni ¢i jinou komorbiditu, krom komorbidit asociovanych s diabetem 1. typu
(autoimunitni thyroiditida, celiakie). Pacienti byli nasledné rozd€leni do dvou skupin na
podkladé jejich dlouhodobé metabolické kompenzace. Skupina A zahrnovala subjekty s
vysokym glykovanym hemoglobinem (HbAlc) a Skupina B zahrnovala pacienty s nizkym
glykovanym hemoglobinem. Jako cut-off byla zvolena hladina HbAlc < 7.5% (58 mmol/mol)
podle Americké diabetické asociace (American Diabetes Association, ADA) (311). Vsechny

osoby podepsaly informovany souhlas schvaleny lokalni Etickou komisi.

Tab. 3 Demograficka charakteristika osob zahrnutych v této studii

subjects at-
T1D risk HD
Pocet: (Zeny/ muzi) 65 (36/ 29) 21 (11/10) 24 (8/16)
16,2 +2.9; 10-
Vék: median £+ SD; rozsha (roky) 14,6 £2,3; 6-18 9,7+2,8;4-18 20
T1D trvani: median = SD; rozsah
(roky) 45+2,9;0-12 - -

T1D, Diabetes 1. typu; HD, zdravi darci

3.2.2. Izolace MDSC

Z Cerstveé odebrané periferni krve byly izolovany PBMC za pouziti centrifugace v hustotnim
gradientu (Ficoll-Paque; GE Healthcare). PBMC byly nasledné resuspendovany v MACS pufru
(Miltenyi Biotec) a 15 minut inkubovany na ledu s CD33 MicroBeads (Miltenyi Biotec). Poté
byly buiiky promyty studenym MACS pufrem, aby se odstarnily nenavazané kulicky a nasledné
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provedena pozitivni selekce na MACS column® (Miltenyi Biotec) podle instrukei od vyrobce.
CD33 pozitivni frakce byla sebrana, promyta a obarvena anti-CD 14 (Pacific Blue™ anti-human
CD14 Ab, Biolegend) a anti-HLA-DR (Alexa Fluor® 700 anti-human HLA-DR Ab, Biolegend)
protilatkami po dobu 20 minut pfi teploté¢ 4°C. Poté byly buiikky promyty PBS a na sorteru
vyizolovana CD14" HLA-DR!®¥"¢ CD33* MDSC za pouziti piistroje S3e sorter (Biorad).

3.2.3. Prutokova cytometrie a reagencia

Data byla métena na pritokovém cytometru LSRFortessa a LSR II (B Biosciences) a nasledné
analyzovana za pomoci programu FlowJo software (Tree Star). Analyza MDSC byla provedena
z PBMC, které byly izolovany z Cerstvé odebrané periferni krve za pomoci centrifugace v

hustotnim gradientu (Ficoll-Paque; GE Healthcare).

PBMC byly oznaceny nasledujicimi protilatkami: anti-CD14-BD Horizon V450 (BD
Biosciences), anti-HLA-DR-Alexa Flour 700 (Biolegend), anti-CD11b-FITC (eBioscience),
anti-CD33-PE-Cy7 (Biolegend), anti-CD15-APC (eBioscience). Gatovaci strategie je

zobrazena na Obr. 9.
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— s HLA-DR
&4 0.333

CDI11b

TID at-risk HD

Obr. 9 Gatovaci strategie MDSC

A) Schéma z pritokové cytometrie ukazujici gatovaci strategii MDSC CD11b*CD33"HLADR™#¢*" bun&k
z PBMC u diabetickych pacinett (T1D), jejich rizikovych piibuznych (at risk) a zdravych darct (HD). (B) Schéma
z prutokové cytometrie exprese CD14 u CD11b"CD33" bunék oproti CD11b-CD33- bunék.
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Exprese CD3( u PBMC byla analyzovdna za pomoci intracelularniho barveni a pouZiti
fixacné/permeabilizujiciho pufru (eBioscience) a oznaCenim patficnymi protilatkami anti-

CD3(-PE (Exbio).

Pro detekci IFN-y a IL-17A-produkujicich bunék byla vyuzita také pritokova cytometrie, kdy
PBMC byly stimulovany PMA (50 ng/ml; Sigma-Aldrich) a ionomycinem (1 mg/ml; Sigma-
Aldrich) po dobu 4 hodin v pfitomnosti brefeldinu A (5 mg/ml; Biolegend). Nasledné bylo
provedeno intracelularni barveni za pouziti fixaén¢/ permeabilizujiciho pufru (eBioscience)

patiicnymi protilatkami mAb IFN-y-Pacific Blue (Biolegend) a anti-IL-17-A647 (Biolegend).
3.2.4. Imunosupresivni esej s MDSC a T-lymfocyty a detekce cytokinii

T-lymfocyty byly vyizolovany z PBMC jako CD3+ populace za pomoci kitu EasySep™ Human
T Cell Isolation Kit (StemCell Technologies). Autologni T-lymfocyty v po¢tu 5x 10* bunék na
jamku byly oznaceny CFSE (1 pM) a aktivovany pomoci anti-CD3/CD28 kulicek (2.5 x
10° kuli¢ek na jamku), (Thermofisher). 1 hodinu po aktivaci byly ptidany MDSC vyizolované
na sorteru, a to v rizném pomeéru (1:1, 1:2, 1:4 MDSC/ T-lymfocyty). Proliferace T-lymfocyti

byla poté métena jako diluce CFSE na pritokovém cytometru v den 6.

Pro posouzeni mechanismu, ktery vyuzivaji MDSC k navozeni suprese, byly pouzity specifické
inhibitory. Tyto inhibitory byly v uréeném mnozstvi pfidany do kultury MDSC a T-lymfocyti.
Nasledné byla analyzovana proliferace T-lymfocytl na prutokovém cytometru. Byly pouzity
nasledujici inhibitory: L-NMMA — iNOS inhibitor (100uM, Sigma), anti-TGF-f mAb (20
pg/ml) (LEAF™ Purified anti-humanTGF-3 Ab, Biolegend) a Nor-NOHA — inhibitor arginazy-
1 (300uM, CaymanChemical). Detekce cytokinti v supernatantu (IFN- vy, IL-17) byla provedena
za pomoci metody ELISA (R&D Systems).

3.2.5. Transwell chamber esej

Pro posouzeni, zda je schopnost MDSC inhibovat T-lymfocyty zdvisld na mezibunééném
kontaktu, jsme pouZili transwellovou esej s oddélenymi komorami EMD Millipore (Billerica).
T-lymfocyty byly nejprve vyizolovany z PBMC pomoci patficného kitu jako CD3+ populace
(EasySep™ Human T Cell Isolation Kit, StemCell Technologies), oznaceny CFSE (InM) a
aktivovany pomoci CD3/CD28 kulickami 1 hodinu pfed provedenim eseje. Poté byly pfidany
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do dolniho kompartmentu transwellové desticky. M-MDSC, vyizolované¢ z PBMC za pomoci
S3e sorteru (Biorad) byly pfidany do horniho kompartmentu desticky v definovaném poméru
(1:1,1:2 a 1:4 T cel/MDSC). MDSC a T-lymfocyty byly od sebe oddéleny membranou s pory
o velikosti 8 um. 6. den pak byla métfena proliferace T-lymfocyti jako diluce CFSE na

prutokovém cytometru.
3.2.6.  Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena pomoci vybranych standardnich statistickych testi. Nejprve
byla data analyzovana pomoci testu normality (Shapiro-Wilk) a nasledn¢ analyzovéna za
pomoci parového/ neparového t-testu, Mann-Whitney testu v programu GraphPad Prism 6.
Statisticka zavislost byla urena pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu. Hodnota p <

0.05 byla stanovena jako statisticky signifikantni.

4. Vysledky

4.1. Tolerogenni DC
4.1.1. Tolerogenni fenotyp a testy stability

Prvni ¢ast prace se zabyvala charakterizaci a funkci tolerogennich DC vytvorenych podle GMP
protokolu za pomoci Dexamethasonu (Dex) a vitaminu D2 (VitD2) z monocytl izolovanych
z krve zdravych déarct. Zaméfili jsme se na analyzu jejich tolerogenniho fenotypu a funkce a
pfedevSim na stabilitu tolerogennich funkci tDC v nepfitomnosti regulacnich faktort a po
stimulaci riznymi prozanétlivymi faktory, které mimikuji chronicky zanét v téle pacienta. tDC
pfipravené pomoci Dex a VitD2 pomoci GMP protokolu vykazovaly stabilni tolerogenni
fenotyp a stabilni inhibi¢ni vlastnosti. Detailnéji jsme se zaméfili na jejich metabolismus a
signaliza¢ni drahy, které vyuZzivaji k regulaci a udrzeni svého stabilniho tolerogenniho fenotypu.

Vysledky prace byly publikovany v ¢lanku Danova et. al., Oncotarget 2015, IF 5,38 (238).
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4.1.1.1.  tDC vykazuji tolerogenni fenotyp a sniZenou schopnost stimulovat T lymfocyty.
Tolerogenni fenotyp a funkci si zachovavaji i v nepfitomnosti Dex a VitD2 a po

restimulaci prozanétlivymi faktory (LPS, CC, polyl:C a CD40L)

Pro klinickou aplikaci tDC je velmi diilezité jejich stabilni tolerogenni fenotyp. Pii vpraveni do
organismu, kde probiha chronicky zanét, by mohlo dojit k jejich reaktivaci a namisto tlumivého
ucinku by mohlo dojit naopak k potencovani skodlivé imunitni reakce proti danému antigenu.
Proto jsme testovali, zda tolerogenni fenotyp tDC =zistane stabilni i po restimulaci tDC
zanétlivymi agens. DC vyizolovany z monocytl z periferni krve, ptipravené v Cell Gro mediu
za pomoci GM-CSF a IL-4 byly kultivovany s tolerogennimi faktory Dex a VitD2 (tDC) nebo
bez nich (cDC) a aktivovany pomoci MPLA.

tDC vykazovaly v porovnani s cDC tolerogenni fenotyp se sniZenou hladinou povrchovych
markeri CD86, CD83, CD 80 a CD40 a zvySenou hladinou TLR-2, CD14 a inhibi¢nich molekul
TIM-3, ILT-3. Exprese CD1a, CD11c, HLA-DR a inhibi¢nich molekul ILT-4 a PDL-1 a PDL-

2 byla srovnatelnd mezi tDC a ¢cDC. Zobrazeno na Obr. 10a.

Pro imitaci prozanétlivého prostiedi v organismu byly tDC a ¢DC rekultivovany v kompletnim
RPMI médiu, a to bez tolerogennim faktorti. Nasledné pak restimulovany LPS, CC, poly I:C a
CDA40L po dobu 24h. Tato restimulace vedla k mirné upregulaci CD 86, CD83 a CD40 na tDC,
nicméng¢ stale byla tato exprese signifikantn€ nizs$i nez u ¢cDC. Naopak exprese TLR-2, CD14 a
ILT-3 vyznamné vzrostla u tDC po restimulaci v porovnani s cDC. Povrchova epxrese TIM-3
se sniZila po restimulaci LPS, CC a CD40L, ziistala v§ak vyss§i nez u ¢cDC. Po restimulaci LPS
a CC doslo u tDC také ke zvySeni exprese inhibi¢ni molekuly PDL-1 oproti cDC. Zobrazeno na
Obr. 10b.

Pro analyzu komplexniho tolerogenniho fenotypu byly méfeny i cytokiny produkované DC.
tDC produkovaly vys§i mnozstvi IL-10, TGF-3 a méné TNF-a, a minimalni mnozstvi IL-12p70
v porovnanim s ¢cDC, Obr. 10c. Po restimulaci LPS, CC, poly I:C a CD40L byla detekovéana u
tDC zvySena produkce IL-10 a mirné zvyseni i TGF-B. Produkce zanétlivych cytokinti TNF-a

a [L-12p70 ziistala nezménéna. Zobrazeno na Obr. 10d.
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MFI

MFI

Tolerogenni efekt tDC byl prokazan i pii kultivaci s alogennimi T-lymfocyty. TDC nebo cDC
byly kultivovany s T-lymfocyty v poméru 1:10. Tolerogenni DC signifikantné mén¢ indukovaly

proliferaci T-lymfocyti (CD4+ i CD8+), a to 1 po restimulaci prozanétlivymi agens, Obr. 10e.

Tato data naznacuji, Ze Dex/ VitD2 tDC si udrzuji sviij tolerogenni fenotyp i po restimulaci
prozanétlivymi faktory.
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Obr. 10: Dex/VitD2 tDC vykazuji stabilni semimaturovany fenotyp a produkuji
protizanétlivé cytokiny

DC byly diferencovany z monocytt v Cell Gro médiu s GM-CSF a IL-4 v pfitomnosti (tDC, ¢erné sloupce) nebo
bez pfitomnosti Dex a VitD2 (cDC, Sed¢ sloupce). Takto vygenerované buiiky jsou nezralé tDC/ ¢cDC (médium).
Burniky byly nésledné aktivované MPLA po dobu 24h (MPLA). (a) Povrchové markery byly nasledn¢ analyzovany
pomoci prutokové cytometrie. (¢) Cytokiny produkované cDC/ tDC byly analyzovany ze supernatantu pomoci
metody Luminex (tDC cerné ctverce, cDC Sedé Ctverce).

Po aktivaci MPLA v Cell Gro (CG), buniky byly promyty a rekultivovany v kompletnim RPMI bez tolerogennich
faktorti a vystaveny prozanétlivym agens — cytokinovy koktejl (CC) nebo lipopolysacharid (LPS) nebo poly I:C
nebo CD40L nebo byly nechany nestimulované (RPMI). (b) Sloupcovy graf ukazuje povrchovou expresi
analyzovanou pomoci pritokové cytometrie. (d) Cytokiny uvolnéné z DC analyzované pomoci metod Luminex/
ELISA, 24h po restimulaci. (e) Procento proliferujicich T-lymfocytd kultivovanych s tDC/ ¢cDC v Cell Gro (CG),
nasledné promytych a rekultivovanych v RPMI médiu bez tolerogennich faktori. Byly pfidany prozanétlivé agens:
cytokinovy kokteil (CC), lipopolysacharid (LPS), polyl:C nebo CD40L nebo ponechany bez stimulace (RPMI).
Proliferace byla analyzovana 6. den pomoci diluce CFSE.

Data jsou ukazana jako MFI (median intenzity fluorescence) £ SEM nebo procento z pozitivnich bun¢k (CDla a
CDl1c) alespon ze 3 nezavislych experimentli od nejméné 10 darct. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (parovy
t-test).

v 7

4.1.1.2. Metabolismus tDC a signaliza¢ni drahy, které vyuzZivaji k zajisténi

tolerogenniho fenotypu

Nejprve jsme analyzovali u tDC a cDC aktivaci signaliza¢nich drah MAPK, zahrnujici
p38MAPK, JNK/SAPK a ERK1/2, jelikoZ tyto drahy se podili na maturaci DC a fidi produkci
IL-10 a IL-12 cytokint. tDC pfipravené v Cell Gro vykazovaly vyssi aktivitu (analyzovanou
jako miru fosforylace) INK/SAPK oproti cDC, fosforylace p38MAPK a ERK1/2 byly u tDC 1
cDC srovnatelné. Po restimulaci DC prozanétlivymi faktory (LPS, CC, poly I:C a CD40L) doslo
k vyznamnému zvySeni fosforylace ERK1/2 a JNK/SAPK u tDC a sniZeni fosforylace p38
MAPK v porovnani s cDC. tDC déle exprimovaly imunoregulacni molekulu IDO a to jak v Cell

Gro médiu, tak 1 pfi vSech restimulacich oproti cDC, Obr. 11a.

Diferenciace a maturace DC byla popsana také diky aktivaci NF-«xB, a zaroven suprese NF-«xB
se zda byt nezbytnd k diferenciace Dex/VitD2 tDC. V na$i praci jsme nejprve testovali, zda u
tDC vystavenym prozanétlivym faktorim (LPS, CC, poly I:C a CD40L) bez ptitomnosti
tolrerogennich agens (Dex, VitD2) dojde k reaktivaci NF-kB. Nejprve jsme analyzovali protein
IkB-a, ktery ve své fosforylované podobé¢ inhibuje NF-kB. Fosforylovany [kB-a (pIkB-a) byl
vyznamné snizen u tDC piipravenych v Cell Gro a i pti vSech naslednych restimulacich na rozdil

od cDC, Obr. 11a.
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Pro kvantifikaci NF-kB aktivity jsme analyzovali DNA-vazebnou aktivitu NF-xB podjednotek
p50, p65RelA, RelB a c-Rel v bunécném jadie. U tDC ptipravenych v Cell Gro byla nizka
vazebna aktivita jednotek p65RelA, RelB a c-Rel v porovnanim s ¢cDC. Tato aktivita ziistala u
tDC nizka i po restimulaci prozanétlivymi faktory na rozdil od cDC. Na druhou stranu, vazebna
aktivita NF-kB jednotky p50 byla u tDC zvysena, a to jak v zdkladnich podminkach, tak pfti

vSech restimulaci, stejné jako u cDC. Obr.11b.

Pro zjisténi, jaky vliv maji signalizaéni drdhy MAPK a NF-xB pfi restimulaci DC
prozanétlivymi faktory jsme pouzili jejich specifické inhibitory, které byly pfidany pied
IL-10 byla signifikantné zavisla na p38 MAPK, JNK/SAPK a ERK1/2 signaliza¢ni draze po
stimulaci LPS, CC a CD40L. Také¢ inhibitor NF-xB (Bay 11-7082) snizoval produkci IL-10 u
tDC. U cDC byla produkce IL-10 snizena pouze po stimulaci LPS, Obr. 11c. Naopak inhibitory
p38MAPK a NF-kB vyznamn¢ snizovaly produkei IL-12 u ¢DC po stimulaci LPS a CC, ale na
produkci IL-12 u tDC nemély vliv, Obr. 11c.

Co se tyce povrchovych markert, inhibitor p38 MAPK snizoval expresi inhibi¢nich molekul
ILT-3 a PD-L1 u tDC v porovnanim s cDC, Obr. 11d. Inhibitor ERK1/2 snizoval expresi PDL-
1 utDC po restimulaci LPS, ale signifikantné zvySoval expresi CD86 u tDC za vSech testovacich
podminek, Obr. 11d. Z toho vyplyva, ze u tDC p38 MAPK a ERK1/2 hraji roli pfi udrZeni
tolerogenniho fenotypu diky regulaci produkce IL-10 a exprese PDL-1, ILT-3 a CD86, coz ma

vliv na aktivaci T-lymfocyti.

Jak je uvedeno na Obr. 11e, ERK1/2 inhibitor zvysil schopnost Dex/VitD2 tDC stimulovat
alogenni T-lymfocyty v porovnani s Dex/VitD2 tDC bez ptidani ERK1/2 inhibitoru.

Souhrnné 1ze konstatovat, Ze odliSn4 aktivace MAPK signaliza¢ni drahy u tDC a cDC a také
sniZzend aktivita NF-xB u tDC tedy pfispiva k udrZeni stabilniho tolerogenniho fenotypu véetné

sniZeni alostimulacni kapacity u Dex/VitD2 tDC.
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Obr. 11 tDC a ¢DC vyuZivaji rozdilné signaliza¢ni drahy po napodobeni in vivo aktivace

DC byly vygenerovany v Cell Gro médiu v pfitomnosti (tDC) nebo bez ptitomnosti Dex a VitD2 (cDC) a
aktivovany MPLA (CG). Poté byly tDC a cDC promyty, rekultivovany v kompletnim RPMI bez tolerogennich
faktorti a vystaveny nasledujicim stimulim: cytokinovy koktejl (CC); lipopolysacharid (LPS); poly 1:C; CD40L
nebo ponechany bez stimulace (RPMI).

(a) 60 min po restimulaci byla analyzovana fosforylace p38 MAPK, JNK/SAPK, ERK1/2, IkB-a a hladina IDO
pomoci western blotu. Celkovy p38 MAPK, INK/SAPK, ERK1/2, IxB-a nebo B-aktin v kazdém vzorku byl pouzit
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jako kontrola. (b) 90 min po restimulaci byla analyzovana DNA-vazebna aktivita podjednotek NF-kB pomoci
kolorometrické eseje. (¢) Produkce IL-10 a IL-12 po 24h restimulaci tDC/ ¢cDC pomoci CC, LPS, poly I:C a CD40L
v pfitomnosti p38 MAPK inhibitoru SB203580 (SB), JNK/SAPK inhibitoru SP600125 (SP), ERK1/2 inhibitoru
PD98059 (PD), NF-kB inhibitoru Bay 11-7082 (Bay) byla hodnocena metodou ELISA. (d) ILT-3, PDL-1 a CD86
exprese na tDC/ c¢cDC po 24h restimulaci CC, LPS, poly I:C a CD40L v pfitomnosti p38 MAPK inhibitoru
SB203580 (SB) a ERK1/2 inhibitoru PD98059 (PD) byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie. (e) K tDC
byl ptidan p38 MAPK inhibitor SB203580 (SB) a ERK1/2 inhibitor PD98059 (PD), nasledn¢ byly restimulovany
po dobu 24h. tDC byly nasledné kultivovany spolecné s alogennimi T-lymfocyty. Proliferace byla méfena 6. den.
Data reprezentuji primér + SEM z alespoti 3 nezavislych experimentt. *p < 0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (parovy

t-test).

4.1.1.3. mTOR-dependentni glykolyza prispiva k udrZeni stabilniho tolerogenniho

fenotypu tDC po restimulaci

Pii aktivaci/ maturaci DC dochézi k metabolickému reprogramovani uvnitt bunék. Pti aktivaci
skrze TLR receptor dochazi k PI3/Akt — dependentni zméné metabolismu s vy$§im zapojenim
glykolyzy (312). V této signaliza¢ni kaskadé byl popsdan mTOR jako dilezitd signaliza¢ni
molekula, regulujici metabolismus glukézy. Nicméng¢, jak bude uvedeno déle, naSe data uk4zala
silnou fosforylaci mTOR u tDC po restimulaci TLR ligandem (LPS) a i po restimulaci ostatnimi
prozanétlivymi agens (CC, CD40L), Obr. 12a. Tato aktivace mTOR nebyla doprovazena
maturaci tDC. Proto jeme se zaméfili na to, zda aktivace mTOR u tDC je doprovéazena
metabolickym pfesmykem bun€k na glykolyzu a jestli je glykolyza dileZitd pro udrZeni

stabilniho tolerogenniho fenotypu u Dex/VitD2 tDC po restimulaci.

Glykolyticka aktivita byla méfena jako spotieba glukézy a produkce laktatu v supernatantu tDC
a cDC. Jak je uvedeno na Obr. 12b, v supernatantu tDC/ cDC v Cell Gro bylo zaznamenano
srovnatelné mnoZzstvi laktatu. Nicméné¢ pii restimulaci, tDC vykazovaly vyrazné vétsi produkci
laktatu a vyssi spotfebu glukoézy v mediu oproti cDC. Zaroven tDC po restimulaci vykazovaly
vyssi aktivitu laktat-dehydrogenazy v porovnéani s cDC. Z uvedeného vyplyva, ze Dex/VitD2
tDC vykazuji vyssi aktivitu glykolyzy v nepfitomnosti tolerogennich faktort a po restimulaci

prozanétlivymi faktory v porovnani s cDC.
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Pro zjisténi role mTOR v regulaci glykolyzy u tDC byl ptidan specificky inhibitor rapamycin a

nasledné analyzovan bunécny metabolismus. Rapamycin vyznamné snizil produkci laktatu v

superntantu tDC, Obr. 12c.

Pro ovéteni, zda je glykolyza diilezita pro udrZeni tolerogenniho fenotypu, byla do kultury

pfidana 10mM 2-deoxyglukoza (2-DG), ktera inhibuje glykolyzu. Po ptidani 2-DG tDC nebyly
schopny zvysit expresi ILT-3, PDL-1 a produkci IL-10, Obr. 13a, b. Exprese CD86 a produkce

IL-12p70 ztstala v porovnani s cDC nezménéna. Inhibice glykolyzy u tDC také ¢astecné zvysila

schopnost tDC indukovat proliferaci alogennich T-lymfocyta, Obr. 13c.

Ziskana data podporuji hypotézu, ze tDC jsou schopny udrzet si sviij tolerogenni fenotyp

v nepiitomnosti tolerogennich faktor a po restimulaci prozanétlivymi faktory diky mTOR-

dependentni glykolyze.
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Obr. 12 mTOR a STAT3 reguluji tolerogenni vlastnosti tDC po jejich restimulaci

DC byly diferencovany v Cell Gro v pfitomnosti (tDC) nebo bez ptitomnosti (¢cDC) Dex a VitD2 a nasledné
aktivovany MPLA (CG). Poté byly tDC/ ¢cDC promyty, rekultivovany v kompletnim RPMI bez pfitomnosti
tolerogennich faktort a restimulovany cytokinovym koktejlem (CC); lipopolysacharid (LPS); poly I:C; CD40L
nebo byly ponechany bez stimulace (RPMI). Pfed restimulaci byl k tDC/cDC pridan mTOR inhibitor rapamycin
nebo STATS3 inhibitor Stattic po dobu 30min. (a) 60min po restimulaci byl proveden western blot a detekovana
fosforylace mTOR, p70S6K a STAT3. B-aktin byl pouzit jako kontrola. Je zobrazen jeden ze 3 experimentt.

(b) Po 24h restimulaci byla analyzovdna koncentrace glukozy a laktitu v supernatantu. Aktivita laktat-
dehydrogenazy (LDH) byla analyzovana z bunééného lyzatu. (¢) 30 min pied restimulaci byl pfidan rapamycin
nebo 2-deoxyglukoza, poté po 24h restimulaci byla analyzovana koncentrace laktatu v supernatantu. Data
reprezentuji prumeér + SEM z alespon 3 nezavislych experimenti. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 (parovy t-
test).
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Obr. 13
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Obr. 13: ZvySena glykolyza reguluje tolerogenni fenotyp u Dex/VitD2 tDC

K tDC/ ¢cDC byl ptidan inhibitor glykolyzy 2-deoxyglukéza(2-DG) a nasledné byly restimulovany prozanétlivymi
agens - cytokinovym koktejlem (CC); lipopolysacharidem (LPS); poly I.C; CD40L/ nebo zlstaly bez restimulace
(RPMI médium). (a) Exprese ILT-3, PDL-1 a CD86 na DC méfena priitokovou cytometrii. (b) Produkce IL-10 a
IL-12 dendritickymi buiikami (DC) métfend metodou ELISA. (¢) Restimulované DC s pfidanym inhibitorem
glykolyzy 2-DG byly kultivovany spolecné s alogennimi lymfocyty. Proliferace lymfocyt byla méfena 6. den.

Data reprezentuji primér = SEM z alespon 3 nezavislych experimentd. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (parovy

t-test).
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4.1.14. mTOR a STAT3 reguluji u tDC produkci IL-10 a expresi ILT-3, PD-L1 a CD86

po restimulaci prozanétlivymi faktory

Pro dalsi detailné&jsi analyzu signalizacnich drah zapojenych v udrzeni tolerogenniho fenotypu
DC. Bylo popsano, Ze aktivace/fosforylace mTOR vede ke snizeni aktivity NF-xB a zvySeni
aktivity STAT3 (313).

V naSich experimentech se ukazalo, ze u tDC dochazi k vyznamné fosforylaci mTOR a STAT3
po jejich restimulaci prozanétlivymi faktory v porovnanim s cDC. Fosforylace mTOR vedla k
fosforylaci ribosomalniho proteinu p70S6K, ktery je zahrnut v downstream signaliza¢ni kaskade
mTORCI1. Fosforylace p70S6K byla sniZzena po pfidani mTOR specifického inhibitoru

rapamycinu, Obr. 12a.

K zjisténi vlivu mTOR a STAT3 na produkei cytokind IL-10 a IL-12 a na expresi povrchovych
molekul PDL-1, ILT-3 a CD86 byly provedeny experimenty s pfidanim specifickych inhibitora
mTOR (rapamycin) a STAT3 (Stattic). Po pfidani rapamycinu a Stattic inhibitoru vykazovaly
tDC niz8i produkei IL-10, cDC vykazovaly niz8i produkci IL-10 jen po restimulaci LPS, Obr.
14a.

Sekrece prozanétlivého cytokinu IL-12 nebyla u tDC zvySena ani po piiddni mTOR a STAT3
inhibitoru, a to ani po restimulaci. U ¢cDC m¢l inhibitor mTOR vliv na zvySeni IL-12 po

restimulaci LPS a CC, sekrece IL-12 u ¢DC inhibitorem STAT3 nebyla ovlivnéna, Obr. 14a.

Navic, inhibice mMTOR a STAT3 vedla k vyznamnému sniZeni povrchové exprese PDL-1 a ILT-
3 utDC a zvySeni CD86 molekuly u tDC po restimulaci LPS a CC (Rapamycin) a po restimulaci
LPS, CC, poly I:C a CD40L (Stattic), Obr. 14b. Tato skutecnost byla reflektovana i
alostimulacni eseji, kde tDC po pfidani mTOR a STAT3 inhibitorli vykazovaly c¢éaste¢né

zvysenou kapacitu stimulovat alogenni T-lymfocyty, Obr. 14c.

Z uvedenych dat, Ze mTOR a STAT3 maji vyznamnou imunoregula¢ni tlohu v tDC ovliviiyjici

sekreci IL-10 a expresi PDL-1, ILT-3 a CD86.

Data z prvni ¢asti prace ukazuji, Ze Dex/VitD2 tolerogenni DC vykazuji inhibi¢ni vlastnosti a

jsou schopny si je udrzet i v nepfitomnosti regulacnich faktorti a po pfidani prozanétlivych
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faktori napodobujici chronicky zanét v organismu. Tato schopnost je dana sniZenim aktivity
NF-kB a mirnou aktivaci p38 MAPK v porovnani s cDC. U tDC po restimulaci dochézi naopak
k vyznamné aktivaci ERK1/2 a IDO. mTOR a STAT3 signalizacni molekuly pak reguluji
expresi inhibi¢nich molekul, jako jsou PDL-1, ILT-3 a kostimula¢nich molekul CD86 a
produkci cytokini IL-10 a IL-12p70. U Dex/VitD2 tDC jsme prokazali aktivaci mTOR

dependentni glykolyzy, ktera je rovnéz dulezitd pro udrzeni jejich tolerogenniho fenotypu.

Obr. 14
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Obr. 14: mTOR a STAT3 reguluji tolerogenni vlastnosti u tDC po restimulaci
prozanétlivymi agens

K tDC/ ¢cDC byl ptidan mTOR inhibitor rapamycin nebo STAT3 inhibitor Stattic po dobu 30min a poté byly tDC/
cDC restimulovany prozanétlivymi agens - cytokinovym koktejlem (CC); lipopolysacharidem (LPS); poly 1:C;
CDA40L/ nebo zstaly bez restimulace (RPMI médium).

(a) Produkce IL-10 a IL-12 dendritickymi buiikami (DC) 24h po restimulaci byla méfena metodou ELISA. (b)
Exprese CD86, PDL-1 a ILT-3 po restimulaci v pfitomnosti specifickych inhibitori byla méfena pritokovou
cytometrii. (¢) Restimulované tDC v ptitomnosti specifickych inhibitorti byly nasledné kultivované spole¢n¢ s
alogenimi T-lymfocyty. Proliferace byla méfena 6. den.

Data reprezentuji primér + SEM z alespoti 3 nezavislych experimentt. *p <0.05, **p <0.01, ***p <0.001 (parovy

t-test).

4.1.2.  Tolerogenni DC u pacientii s T1D

Cilem dalsi prace bylo piipravit tDC z krevnich monocytl od pediatrickych pacienti s T1D
pomoci Dex a VitD2 v GMP protokolu. Nésledn¢ analyzovat jejich fenotyp a funkéni vlastnosti
jako je schopnost indukovat T regulac¢ni bunky a navodit antigen-specifickou T bunécnou
neodpovidavost. Zarovenl nas zajimalo, zda odliSnd metabolickd kompenzace jednotlivych
pacientl, a tedy hladina glykémie ovlivituje fenotyp pfipravenych tDC a jejich supresivni
vlastnosti. Vysledky prace byly publikovany v ¢lanku Danova et al., J Immunol 2017, IF
4,5 (254).

4.1.2.1. tDC od pacienti s T1D vykazuji inhibi¢ni fenotyp a indukuji antigen-
specifickou autolognni neodpovidavost T-lymfocytii v zavislosti na stavu

dlouhodobé kompenzace glykémie

Pacienti s T1D byli rozd¢leni do dvou skupin podle hladiny glykovaného hemoglobinu HbAlc
(G1 a G2). Bylo zjisténo, ze tDC piipravené z krve pacientd s uspokojivou metabolickou
kompenzaci ze skupiny 1 vykazuji vyssi povrchovou expresi inhibi¢nich molekul PDL-1 a ILT-
3 v porovnani s tDC pfipravenych z krve pacientli s neuspokojivou mirou kompenzace glykémie
(skupina 2), Obr. 15a. Povrchova exprese PDL-1 na tDC se signifikantné snizovala se zvySujici

se hladinou HbA1lc, Obr. 15b.

Poté jsme analyzovali schopnost tDC-pulzovanych GAD-65 (GAD65-tDC) ptipravenych z krve
diabetickych pacientti a tDC-pulzovanych PPD (PPD-tDC) ptipravenych z krve zdravych darct
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modulovat autologni T-lymfocytarni odpovéd’ pomoci analyzy proliferace T-lymfocyti a
indukce Th1/Th17- lymfocyti. T-lymfocyty, které byly kultivované spole¢né s antigenem
stimulovanymi tDC (u T1D pacientti 1 u zdravych darcii) vykazovaly nizsi proliferaci a nizsi
produkci IFN-y v porovnani s T-lymfocyty kultivovanymi s antigenem stimulovanymi ¢DC.

Nebyl zaznamenan rozdil mezi jednotlivymi skupinami G1, G2 a zdravymi darci, Obr. 15c.

Naopak pocet IL-17A produkujicich CD4+ buné¢k byl signifikantné snizen u skupiny G1 a u
zdravych darct po kultivaci s antigenem-stimulovanymi tDC, ale nikoliv u skupiny G2, Obr.

15c.

Pro detailngjsi analyzu jsme detekovali uréené cytokiny ze supernatantu primarni kultury
GADG65-tDC/ cDC a autolognich T-lymfocytli u G1 a G2. U G1 skupiny obsahoval supernatant
s tDC signifikantné méné Thl-cytokind (IFN-y, TNF-a) i Th17-cytokint (IL-17A, IL-9 a IL-
15d. U G2 skupiny byla v supernatantu s tDC detekovana také nizsi produkce IFN-y, TNF-a,
IL-9 oproti supernatantu s cDC, ale nikoliv IL-23 a IL-17A.

Z uvedenych dat vyplyva, Ze tDC u pacienti ze skupiny 1 (s optimalni metabolickou
kompenzaci) jsou 1épe schopny navodit neodpovidavost u autolognich GAD65 reaktivnich T-
lymfocytii, doprovazenou vétSim snizenim Thl- a Th17- cytokind oproti tDC od pacientll ve

skupiné 2 (suboptimalni metabolickd kompenzace).

Prekvapivé jsme zjistili 1 odliSnosti v zakladni charakteristice T-bunécné proliferace indukované
¢DC pulsovanymi antigenem mezi skupinami pacientii G1 a G2. U optimaln¢€ kompenzovanych
pacientd ze skupiny 1 vykazovaly CD4+ T-lymfocyty vyssi antigenné specifickou proliferaci a
produkci IFN-y a IL-17A po stimulaci GAD65-cDC, Obr. 15c. Na rozdil od skupiny G2, kde
CD4+ T-lymfocyty mély zvySenou zakladni (antigenné-nezavislou) proliferaci 1 produkci IFN-
vy alL-17A, indukovanou ¢cDC. Rozdil v proliferaci lymfocyt indukovanych GAD65-cDC nebo
nepulzovanymi ¢cDC byl u skupiny G2 vyrazné nizsi neZ u skupiny G1, Obr. 15c.

Zajimavé je, ze bazalni hladina IFN-y produkovana nestimulovanymi T-lymfocyty byla vyssiu

skupiny G2 oproti G1, Obr. 15d.

Korela¢ni analyza ukézala negativni korelaci mezi antigenné specifickou odpovédi u CD4+ T-

lymfocyti, stejné jako produkei IFN-y a IL-17A indukovanou GAD65-cDC a hladinou HbAlc.
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Pozitivni korelace byla mezi CD4+ proliferaci, sekreci IFN-y a IL-17A indukovanou

nepulzovanymi cDC a hladinou HbAlc, Obr. 15e.

Data naznacuji, ze dlouhodoba hyperglykémie (reflektovana jako hladina HbAlc) zvySuje
bazalni proliferaci T-lymfocytii a negativné ovlivhuje GADG65 specifickou T-bunécnou

odpoveéd’ po stimulaci cDC.
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Obr. 15: tDC vykazuji inhibi¢ni fenotyp a indukuji antigen-specifickou autolognni
neodpovidavost T-lymfocytii v zavislosti na dlouhodobé hladiné glykémie

(a) Povrchova exprese CD86, IL-T3, a PD-L1 na nestimulovanych nebo MPLA-stimulovanych tDC (Cerné
sloupce) nebo cDC (bilé sloupce) byla analyzovana pomoci pritokové cytometrie. Data jsou ukdzana jako MFI
(median intenzity fluorescence) = SEM alesponi z 10 nezavislych experimenti. G1 — skupina pacientti s optimalni
metabolickou kompenzaci, n = 23; G2 skupina pacientt se suboptimalni metabolickou kmpenzaci (n= 50); HD —
zdravi darci (n= 11). (b) Korelaéni analyza exprese PD-L1 a hladiny glykovaného hemoglobin HbAlc. Kazdy bod
reprezentuje MFI hodnotu od jednotlivého subjektu. Hodnota r znaci Pearsontiv korela¢ni index.

Analyza T-lymfocytarni odpovédi indukované tDC/ ¢DC u pacientti s optimalni metabolickou kompenzaci —
skupina G1(n = 18) a suboptimalni metabolickou kompenzaci - skupina G2 (n = 29), HD — zdravi darci (n = 11).
(¢) Proliferace a procento IFN-y+Ki-67+ T —lymfocyti a IL-17A+Ki-67+ T-lymfocyti z CD4+ T-lymfocyt, ktera
byla indukovana pomoci tDC/cDC. Tyto DC byly bud’ bez pulzace antigenem nebo pulzované antigeny (GAD65
nebo PPD—DC (e)/ ¢cDC (0). Méfeno 6. den prutokovou cytometrii. Kazdy bod reprezentuje hodnotu od
jednotlivého subjektu z 10 experimentd.

(d) Koncentrace cytokini v supernatantu nestimulovanych T-lymfocytd (Sedé sloupce) a stimulovanych T-

lymfocytd pomoci nepulzovanych nebo GADG65-pulzovanych tDC (Cerné sloupce) nebo cDC (bilé sloupce).
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Meéieno pomoci Luminex eseje. Skupina G1 (n = 20), G2 (n = 32). Data piedstavuji primér = SEM z alespon 10
experimentu.

(e) Korela¢ni analyza CD4+ T-lymfocytarni odpovédi a hladiny HbAlc u T1D pacientu.

Korelace mezi procentem proliferujicich T-lymfocytd, procentem IFN-y +KI-67+ T-lymfocytl a procentem IL-
17A+Ki-67+ T-lymfocytl, které byly indukovany pomoci nepulzovanych ¢DC a hladinou HbAlc (panel vlevo).
Korelace mezi GADG65-specifickou proliferaci T-lymfocyti, indukci IFN-y+Ki-67+ T-lymfocytt nebo IL-17A+Ki-
67+ T-lymfocytt z CD4+ T-bunék a hladinou HbAlc. Tato specificka proliferace byla stanovena jako % T-
lymfocyti odpovidajicich na stimulaci GAD65-cDC minus % T-lymfocyti odpovidajich na stimulaci
nepulzovanymi cDC (panel vpravo). Ki-67, IFN- y a IL-17A byly detekovany pritokovou cytometrii v den 6.
Kazdy bod reprezentuje hodnotu od jednotlivého subjektu z 10 experimentii. Hodnota r znaéi Pearsontiv korela¢ni
index.

*p <0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001; ns — nesignifikantni; d.l. — below detection limit (nedetekovatelné)

4.1.2.2. Schopnost tDC navodit stabilni antigenné-specifickou neodpovidavost T-

lymfocytl zavisi na metabolickém stavu pacienta

Pro zjiSténi, zda tDC jsou schopny navodit stabilni antigenné specifickou neodpovidavost T-
lymfocytl, byl proveden nasledujici dvoukrokovy experiment. Nejprve byly T-lymfocyty
generované od pacientd s T1D kultivovany v primarni kultufe s autolognimi GAD65-tDC nebo
s GAD65-cDC po dobu 6 dni. Pro zjisténi stabilni neodpovidavosti T-lymfocyti byly T
lymfocyty poté promyty, obarveny CFSE a nésledné restimulovany autolognimi GAD65-cDC.

Pro zjisténi, zda je neodpovidavost T-lymfocytl antigenné specificka, byl proveden experiment,
kdy T-lymfocyty z primarni kultury byly vyjmuty, obarveny CFSE a nasledné stimulovany cDC

pulzovanymi jinym antigenem — PPD-cDC.

U zdravych darct byl experiment proveden nasledovné: T-lymfocyty byly primarné kultivovany
s autolognimi PPD-tDC nebo s PPD-cDC. Nasledné byly T-lymfocyty vyjmuty a restimulovany
bud’ PPD-cDC (pro zjisténi stability) nebo tetanovym toxoidem TT-cDC (pro zjiSténi Ag-

specificity). Schéma experimentu je zndzornéno na Obr. 8 (oddil Metody).

Experiment byl proveden u nasledujicich skupin — pacienti s uspokojivou metabolickou

kompenzaci (G1), pacienti s neuspokojivou metabolickou kompenzaci (G2) a zdravi darci (HD).

Jak je uvedeno na Obr. 16a. T-lymfocyty z primarni kultury s GAD65-tDC, restimulované
GADG65-cDC vykazovaly niz$i proliferaci u pacienti z G1 skupiny neZ u pacientt z G2 skupiny.
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Obdobné tyto T-lymfocyty vykazovaly nizsi produkei IFN-y a IL-17A, Obr. 16b. U skupiny G1,
T-lymfocyty stimulované primarmé GADG65-tDC vykazovaly pii druhé stimulaci vyssi
proliferaci na jiny antigen (pfi stimulaci PPD-cDC) nez pii stimulaci GAD-cDC. U skupiny G2
nebyly rozdily v T-lymfocytarni proliferaci pii stimulaci odlisSnymi antigeny (GAD65-cDC a
PPD-cDC) signifikantni.

Zajimaveé je, ze schopnost tDC navodit stabilni Ag-specifickou T-lymfocytarni neodpovidavost
byla zavisla na hladiné HbA 1c. Tato ,,tolerance* T-lymfocytl ke GAD65 byla analyzovana jako
% proliferujicich T-lymfocytl (priméarné stimulovanych GAD65-cDC a nasledné¢ GAD65-cDC)
minus % proliferujicich T-lymfocyti (primarné stimulovanych GAD65-tDC a nésledné
GADG65-cDC.) Tolerance jak CD4+ T-lymfocytt, tak i CD8+ lymfocyti ke GAD65 negativné
korelovala s hladinou HbAlc i s délkou diagnozy T1D, Obr. 16c.

Z uvedeného vyplyva, ze dlouhodoba hladina glykemie vyznamné snizuje schopnost tDC

navodit u T-lymfocytt stabilni Ag-specifickou neodpovidavost.

Tato schopnost je vSak reversibilni pti zméné dlouhodobé hladiny glykemie. U 2 pacientti byly
generovany tDC a proveden stejny experiment ve 3 riznych ¢asech. Nejprve v dobé zachytu
T1D, kdy hladina HbA1lc byla u obou zvysena, poté po 3 mésicich od diagndzy, kdy byli oba
pacienti uspokojivné kompenzovani a nakonec po 1 roce od diagnézy, kdy u 1. pacienta byla
stale uspokojiva metabolicka kompenzace, ale u 2. pacienta doslo ke zhorSeni metabolickych
parametrQ. Jak je uvedeno na Obr. 16d, tDC-navozena stabilni Ag-neodpovidavost T-lymfocyti
byla nejvétsi u pacientli 3 mésice po diagnéze, kdy meli uspokojivou metabolickou kompenzaci.
Tato schopnost tDC vSak byla opét potlacena u 2. pacienta po 1 roce od diagnozy, kdy doslo

k zhorSeni kompenzace.

Souhrné tyto data naznacuji, Ze dlouhoda hyperglykémie negativné ovliviiuje tolerogenni
fenotyp a funkci tDC a definovani urcité skupiny pacienti s T1D by mohlo mit zdsadni vliv na
potencidlni terapii zaloZenou na tolerogennich dendritickych buiikach. Z dosavadnich in vitro
provedenych experimentd se nejvhodnéj$i jevi pacienti kratce po diagndze s optimalni
metabolickou kompenzaci. Pfi zohlednéni patogeneze T1D by se v§ak mohlo cilit i na pacienty

v riziku, u kterych 1ze ptedpokladat rozvoj této choroby.
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Obr. 16: Indukce stabilni GAD65-specifcké neodpovidavosti T-lymfocyti

(a) Proliferace T-lymfocyti detekovand jako diluce CFSE. Kazdy bod reprezentuje hodnotu od jednotlivého
subjektu z 5 expreminetti. Proliferace T-lymfocytt stimulovanych nejprve GAD-cDC a nésledné také GAD-cDC
byla stanovena jako hodnota 100% u T1D pacientti a analogicky stimulace PPD-cDC u zdravych darcii. Skupina s
optimalni metabolickou kompenzaci G1 (n = 8), suboptimalni metabolickou kompenzaci G2 (n = 8), zdravi darci
—HD (n = 8). (b) Sekrece IFN-y a IL-17A detekovana v supernatantu Luminex eseji. Data piedstavuji prameér £
SEM ze sekrece vypocitané jako % z kontrolni hodnoty 100% (stanovené jako proliferace T-lymfocytl
stimulovanych nejprve GAD-cDC a nasledné také GAD-cDC u T1D pacientl a analogicky stimulace PPD-cDC u
zdravych dércil). Primér je stanoven z 5 experimentt.

(¢) Korelacni analyza hladiny HbAlc nebo doby od diagnozy s inhibici proliferace (vypocitané jako %
proliferujicich T-lymfocytli stimulovanych GAD-cDC minus % proliferujicich T-lymfocytd stimulovanych
nejprve GAD-tDC a nasledné GAD-cDC. Kazdy bod reprezentuje hodnotu od jednotlivého subjektu. Hodnota r
znaci Pearsontiv korela¢ni index. (d) tDC byly vygenerovany a T-lymfocyty izolovany od 2 T1D pacientl ve 3
riznych ¢asech: pti zachytu T1D a vysoké hladiné HbAlc (pacient 1, HbAlc 13%; pacient 2, HbAlc 12%) a 3
mésice potom, kdy hladina HbAlc byla v normé (pacient 1, HbAlc 6.4%; pacient 2, HbAlc 6.9%); a poté po 1
roce, kdy se hladina HbAlc u téchto 2 pacientt lisila (pacient 1, HbAlc 7.2%; pacient 2, HbAlc 9.7%). Byla
analyzovana schopnost GAD-tDC indukovat stabilni antigenné specifickou neodpovidavost. Data ukazuji T-
lymfocytarni proliferaci detekovanou pomoci diluce CFSE. Kazdy bod reprezentuje hodnotu proliferace CD4+
bunék z celkovych CD4+ bunék. Proliferace T-lymfocytt stimulovanych nejprve GAD-cDC a nasledné také GAD-
cDC byla stanovena jako hodnota 100%.

*p <0.05, ¥*p <0.01, ***p <0.001
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4.2. MDSC

V této Casti prace jsem se zaméfila na analyzu a roli MDSC u diabetickych pacientt a jejich
prvostupnovych ptibuznych. Analyzovali jsme jejich fenotyp a funk¢éni vlastnosti s ohledem na
supresi T-lymfocytii a schopnost potlacit produkci prozanétlivych cytokini a detailnéji jsme
analyzovali mechanismus, ktery MDSC vyuzivaji k navozeni imunologické suprese. Vysledky

prace byly publikovany v ¢lanku Grohova et al., PLoS One 2020, IF 3,2 (191).

4.2.1.  Charakteristika MDSC a jejich frekvence u pacienti s diabetem,

jejich pribuznych a u zdravych darcu.

Pro analyzu MDSC byly odebrany vzorky krve od T1D, jejich prvostupnovych ptibuznych s
pozitivnimi autoprotildtkami (at-risk) a od zdravych darct. Nejprve jsme pomoci pratokové
cytometrie analyzovali frekvenci CD14" HLA-DR"¢ CD11b"CD33"¢" M-MDSC z PBMC,
cerstvé vyizolovanych z periferni krve jednotlivych subjektd. V porovnéni se zdravymi darci,
pacienti s T1D a stejné tak jejich pfibuzni v riziku vykazovali znatelné zvySeni frekvence CD14°

HLA-DR"*""¢ CD11b"CD33"e" M-MDSC v periferni krvi, Obr. 17a.

Déle jsme posuzovali, zda dlouhodoba hyperglykemie ma vliv na expanzi MDSC v periferni
krvi, nebot’ chronické zvyseni hladiny gluk6zy v plazmé bylo popsano jako silny prozanétlivy
faktor (254, 314-317). Pacienti s T1D byli rozdé€leni do dvou skupin podle hladiny glykovaného
hemoglobinu HbA 1c na podkladé ADA (American Diabetes Association) (311). Frekvence M-
MDSC byla signifikantné zvySena u skupiny A zahrnujici pacienty s HbAlc > 7.5% oproti
skupiné B zahrnujici pacienty s HbAlc < 7.5% , Obr. 17b. Nicméné, korela¢ni analyza
neprokézala zavislost mezi frekvenci M-MDSC a hladinou glykovaného hemoglobin, Obr. 17c.
Podobné nebyla prokdzéna ani zavislost mezi frekvenci M-MDSC a délkou trvani choroby,

Obr.17d.
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Obr. 17: Frekvence MDSC v periferni krvi u T1D pacienti a jejich pFibuznych a jeji vztah

k dlouhodobé kompenzaci onemocnéni a dobé trvani onemocnéni

(a) Frekvence M-MDSC z PBMC u T1D pacientti (T1D, n= 63), jejich pfibuznych (at risk, n=21) a zdravych darca
(HD, n=24) byla detekovana pritokovou cytometrii. V porovnani se zdravymi darci, T1D pacienti i jejich pfibuzni
vykazovali signifikantni zvySeni frekvence M-MDSC v periferni krvi. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Mann-
Whitney test). (b) Pacienti s T1D byli rozdéleni podle hladiny HbAlc; Skupina A, HbAlc of > 7.5% (n=52) a
Skupina B, HbAlc of < 7.5% (n=12). Frekvence M-MDSC z PBMC byla signifikantné vys$si u skupiny A. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 (Mann-Whitney test). (¢) Korela¢ni analyza mezi hladinou HbAlc a frekvenci M-MDSC z
PBMC u T1D pacientd (n=58). Nebyla nalezena signifikantni korelace. Kazdy bod reprezentuje hodnotu pro
jednotlivého pacienta. Hodnota r pfedstavuje korelaéni index podle Spearmanovy korelaéni analyzy. (d) Korela¢ni
analyza mezi frekvenci M-MDSC z PBMC u T1D subjektii (n=57) a ¢asem od diagnézy. Zadna signifikantni
korelace nebyla nalezena. Kazdy bod reprezentuje hodnotu pro jednotlivého pacienta. Hodnota r ptedstavuje

korela¢ni index podle Spearmanovy korelacni analyzy.

4.2.2. Frekvence M-MDSC pozitivné koreluje s frekvenci Th17- a IFN-y-
T-lymfocyti u diabetickych pacientii a jejich pribuznych.

CD4'IL-17" Th17 T-lymfocyty a CD4'TFN-y" T — lymfocyty jsou popisovany jako dilezité
buiikky v patogenezi T1D (318-320). Doposud vsSak nebyl zkouman vliv MDSC na tyto
prozanétlivé T-lymfocyty. Proto jsme provedli analyzu, zda u subjekt zahrnutych v nasi studii
existuje korelace mezi frekvenci prozanétlivych T-lymfocyti (CD4'TL-17" Th17 a CD4" IFN-
y" T-lymfocytt) a frekvenci M-MDSC. Nejdiive jsme hodnotili frekvenci CD4IL-17" Th17
lymfocyti a CD4TFN-y" T-lymfocyti z PMBC od T1D pacientd, jejich ptibuznych a od
zdravych darch. Jak je ukdzano na Obr.18a, u pacienti s T1D a jejich pfibuznych byla
zaznamenana signifikantni expanze CD4'IL-17" Th17 lymfocytd v porovnani se zdravymi
darci. Frekvence CD4'TFN-y" T-lymfocytd byla také zvySena u TID pacientd a jejich
piibuznych, ackoliv signifikantni rozdil byl prokdzan pouze mezi HD a T1D pacienty. Nasledné
jsme analyzovali, zda pocet prozanétlivych T-lymfocytt zavisi na M-MDSC nebot’ MDSC jsou
spiSe povazovany za regulacni bunky, které tlumi prozanétlivou odpovéd. Byla provedena
korela¢ni analyza mezi frekvenci M-MDSC a frekvenci CD4 IL-17" Th17- a CD4IFN-y" T-
lymfocyth v PBMC. Ptekvapivé bylo zjisténo, ze frekvence M-MDSC pozitivné koreluje s

poétem CD4'TL-17" Th17 bunék u pacientii s T1D a jejich piibuznych, nikoliv viak u zdravych
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darcti. Navic byla zjisténa silna pozitivni korelace mezi frekvenci CD4 TFN-y" T —lymfocytt a
frekvenci M-MDSC u diabetickych pacientl i jejich ptibuznych v riziku. U zdravych darca
vykazovala analyza negativni korelaci mezi M-MDSC a CD4 TFN-y" T-lymfocyty, Obr. 18b, c.

Tyto data naznacuji vzajemnou souhru mezi prozanétlivymi T-lymfocyty a M-MDSC v
patogenezi T1D s recipro¢ni expanzi M-MDSC v disledku zanétlivého prostredi v organismu
diabetickych pacientli a jejich ptibuznych v riziku. Ptesto si vSak M-MDSC udrzuji svij

supresivni potencial in vitro, jak je ukdzano v nasledujicich experimentech.
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Obr. 18
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Obr. 18: Korelace mezi procentem M-MDSC a prozanétlivymi T-lymfocyty

(a) Frekvence CD4IL-17" Th17-bunék a CD4" IFN-y* T-bunék z PBMC byla zvy$ena u T1D pacientl (n=55) a
jejich piibuznych (n=21) v porovnani se zdravymi darci (HD), (n=24). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Mann-
Whitney test). (b) Frekvence CD4*IL-17" Th17-bunék siln¢ korelovala s frekvenci M-MDSC z PBMC u T1D
pacientdi a jejich piibuznych. Zadna korelace nebyla nalezena mezi frekvenci M-MDSC a Thl7-lymfocytdi u
zdravych darct. Kazdy bod reprezentuje hodnotu pro jednotlivého pacienta. Hodnota r predstavuje korela¢ni index
podle Spearmanovy korela¢ni analyzy. (c¢) Frekvence CD4" IFN-y" T-lymfocytii pozitivné korelovala s frekvenci
M-MDSC v PBMC u T1D pacientl a jejich pfibuznych. Naopak, mirnd negativni korelace byla nalezena mezi
frekvenci M-MDSC a CD4" IFN-y" T-lymfocytd u zdravych darct. Kazdy bod reprezentuje hodnotu pro

jednotlivého pacienta. Hodnota r predstavuje korela¢ni index podle Spearmanovy korela¢ni analyzy .

4.23. M-MDSC tlumi proliferaci T-lymfocyti ve vysokém poméru
MDSC: T lymfocytim

Pfedchozi studie jinych autorti ukazala, ze CD33* MDSC expandované in vitro pomoci cytokinti
u T1D pacientd a HD srovnatelné suprimovaly alogenni proliferaci T-lymfocytl, zatimco
CD33" MDSC piimo vyizolované z krve T1D pacientii vykazovaly sniZzené supresivni vlastnosti
in vitro ve smyslu sniZené schopnosti tlumit proliferaci T-lymfocytl vyizolovanych od zdravych

dérci (302).

V nasi studii jsme zjiSt'ovali schopnost M-MDSC piimo vyizolovanych z krve od T1D pacientl

tlumit autologni i alogenni proliferaci T-lymfocytt.

M-MDSC izolované pomoci sorteru z PBMC byly v rizném poméru ptidany ke kultufe
autolognich nebo alogennich T-lymfocytl (zahrnujicich celou CD3" populaci) aktivovanych
pomoci anti-CD3/CD28 kulicek 1h pied ptidanim M-MDSC. Zatimco M-MDSC od zdravych
darct vykazovaly pouze marginalni efekt na autologni T-lymfocytarni proliferaci, M-MDSC od
T1D pacientd signifikantné inhibovaly proliferaci autolognich CD4+ i CD8+ T-lymfocytt

v zavislosti na jejich vzdjemném poméru.

Nejucinngji M-MDSC inhibovaly proliferaci v poméru 1:1 MDSC: T cell. (kdy maximalni
suprese byla okolo 50%). Inhibi¢ni efekt M-MDSC v poméru 1:4 MDSC: T cell jiz nebyl patrny,
Obr. 19a.
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Stejné jak v autolognim systému, byla i proliferace alogennich CD4+ a CD8+ T-lymfocytt
snizena ptidanim M-MDSC vyizolovanych z krve T1D pacientd v zavislosti na jejich

vzajemném pomeru, Obr.19b.

V souladu s faktem, ze M-MDSC snizuji proliferaci CD4+ a CD8+ T-lymfocytd, byla v kultute
snizena 1 hladina T-bunécnych cytokini IFN-y a IL-17. Tyto cytokiny byly analyzovéany ze
supernatantu pomoci metody ELISA. Ke signifikantnimu sniZeni hladiny obou prozanétlivych
cytokint doslo u T1D pacientt pii kultivaci aktivovanych autolognich T-lymfocyti a M-MDSC
v pom¢éru 1:1. Jak jsme ocekavali na zaklad¢ experimentu s T-bunécnou proliferaci, u zdravych
darcii nemély M-MDSC efekt na snizeni prozanétlivych cytokint v kultuie s autolognimi T-

lymfocyty, Obr. 19c.
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Obr. 19
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Obr. 19 - pokracovani
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Obr. 19: M-MDSC od T1D pacienti suprimuji CD4* a CD8"* T-lymfocytarni proliferaci a
produkci prozanétlivych cytokinu

(a) M-MDSC vysortované z PBMC od T1D pacienti (n=15) a zdravych darci (HD) (n=3) byly kultivovany
spole¢né s autolognimi CD4" a CD8" T-lymfocyty aktivovanymi pomoci antiCD3/CD28 kuli¢ek. M-MDSC od
T1D pacientt signifikantné inhibovaly proliferaci T-lymfocytl v zavislosti na jejich davce. Pomér MDSC/ T cell
1:1 byl nejefektivnéjsi, zatimco inhibi¢ni efekt byl ztracen pii poméru 1:4. M-MDSC od zdravych darci mély
pouze nepatrny efekt na T-lymfocytarni proliferaci. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (parovy t-test). (b)
Vysortované M-MDSC od T1D pacientd (n=2) byly kultivovany spolecné s autolognimi/ alogennimi T-lymfocyty
v definovaném pomeéru (1:1, 1:2 and 1:4). M-MDSC suprimovaly stejné proliferaci jak autolognich, tak alogennich
CD4" T- i CD8" T-lymfocyti v zavislosti na jejich vzajemném poméru. (¢) Koncentrace prozanétlivych T-
bunéénych cytokintt (IFN-y a IL-17) byla méfena metodou ELISA ze supernatantti kultury aktivovanych
autolognich T-lymfocytl a odpovidajicich M-MDSC. Produkce IFN-y" a IL-17 byla signifikantné sniZena pfi
poméru 1:1 u T1D pacientii (n=15). Zadny signifikantni rozdil nebyl nalezen u zdravych darcti (n=3). *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001 (parovy t-test).
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4.2.4. M-MDSC potiebuji k supresi T-lymfocytii mezibunéény kontakt a
také produkci TGF-p

Supresivni vlastnosti MDSC jsou obecné pripisovany produkci arginazy-1, indukci iNOS a ROS
a produkci TGF-f a IL-10 (275, 321-323). Vétsina téchto studii byla provedena na mysich
modelech nebo na MDSC izolovanych od pacientti s ndadorovym onemocnénim. Doposud bylo
publikovano jen malo dat, zamétujicich se na mechanismus, ktery vyuzivaji MDSC pfi supresi

T-lymfocyti, pfimo izolované od pacientd s autoimunitnim onemocnénim.

V nasi praci jsme jako prvni podrobné analyzovali mechanismus, kterym nativni M-MDSC
ziskané z periferni krve od diabetickych pacientli pomoci sorteru, pouzivaji k zajisténi suprese

T-lymfocyti.

Nejprve jsme zjistovali, zda suprese mediovand M-MDSC vyzaduje pfimy bunéény kontakt s
T-lymfocyty. K tomuto ucelu jsme pouzili dvoukomorovy “transwell” system, obsahujici
“transwellovy insert”. Do dolni komory byly pfiddny autologni T-lymfocyty (aktivované
pomoci CD3/CD28) a M-MDSC ziskané pomoci sorteru byly pfidany do horni komory v
definovaném poméru (1:1, 1:2 a 1:4). T-lymfocytarni proliferace byla méfena jako diluce CFSE
na prutokovém cytometru. Timto experimentem jsme zjistili jasnou zavislost M-MDSC
mediované suprese na mezibunééném kontaktu. Jak je uvedeno na Obr. 20a, schopnost M-
MDSC tlumit proliferaci CD4+ T-lymfocyta byla v poméru 1:1 a pii provedeni transwellové

eseje byla v tomto poméru ztracena.

Tato data podporuji hypotézu, ze mezibunécny kontakt je nezbytny pro MDSC, aby naplnily

svlij supresivni potencial.

Dale jsme analyzovali, zda je pro supresivni funkci M-MDSC dilezita produkce iNOS, TGF-3
a arginazy-1. Jak je uvedeno na Obr. 20b., T-Imfocyty byly kultivovany spole¢né s autolognimi
M-MDSC a aktivovany pomoci CD3/CD28 kulicek. Nasledn¢ byly ke kultufe ptidany
specifické inhibitory v definovaném mnozstvi, a to L-NMMA — iNOS inhibitor, anti-TGF-3
mAb a Nor-NOHA - arginaza -1 inhibitor. Proliferace T-lymfocyti byla analyzovana jako
diluce CFSE na pritokovém cytometru. Suprese CD4+ T-lymfocytii pomoci M-MDSC byla

signifikantné zavisla na produkci TGF-B a zda se byt nezavisla na produkci iNOS a arginazy-1.
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Obr.20: M-MDSC suprese T-bunééné odpovédi zavisi na mezibunééném kontaktu a

produkci TGF-$

(a) U TI1D pacienti byla provedena autologni kultura CD4" T-lymfocyti a vysortovanych M-MDSC v
definovaném poméru (T cell: M-MDSC 1:1, 1:2 and 1:4), (n=4) za pouziti dvoukomorového transwell systému
(8edé sloupce) a bez né&j (bilé sloupce). Suprese proliferace CD4" T-lymfocytd byla signifikantni pouze v modelu
bez transwell systému, a to v poméru 1:1. Cerné sloupce ukazuji kontrolni proliferaci T-efektorovych lymfocytii
(eff) aktivovanych pomoci anti-CD3/CD28 kulicek a bez aktivace. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (parovy t-test).
(b) CD4" T-lymfocyty byly kultivovany spole¢né s autolognimi M-MDSC T1D pacienti (n=4). Specifické
inhibitory byly pfidany, Nor-NOHA - argindza-1 inhibitor, L-NMMA — iNOS inhibitor a anti-TGF- mAb.
Suprese proliferace T-lymfocytl byla signifikantné zavisla na TGF-P a zda se byt nezavisla na iNOS a argindze -
1. Cerné sloupce reprezentuji kontrolvni proliferaci T-efektorovych lymfocyti (eff) aktivovanych anti-CD3/CD28
kulickami nebo bez aktivace. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (parovy t-test).
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4.2.5. Frekvence M-MDSC negativné koreluje s expresi CD3( retézce na
T-lymfocytech u diabetickych pacientii a jejich pfibuznych

Dalsi mechanismus, ktery pouzivaji M-MDSC k zajiSténi imunologické suprese je snizovani
CD3( exprese na T-lymfocytech (324). Proto jsme pomoci priitokové cytometrie analyzovali
expresi CD3( na T-lymfocytech vyizolovanych z PBMC od diabetickych pacientt, jejich

piibuznych a zdravych darci.

CD3( exprese na T-lymfocytech byla signifikantn€ snizena u diabetickych pacientii v porovnani
se skupinou rizikovych piibuznych a se zdravymi darci, Obr. 21a. Byla zjisténa i jasna negativni
korelace mezi procentem M-MDSC v PBMC a expresi CD3({ na CD4" T-lymfocytech, a to jak
u diabetickych pacientd, tak i u jejich rizikovych ptibuznych a zdravych darcii. Statisticky
vyznamna negativni korelace mezi M-MDSC a CD3( expresi na CD8" T- lymfocytech byla
patrnd jen u pacientl s T1D, ale nikoliv u rizikovych pfibuznych a zdravych dérct, ptestoze byl

zaznamenan podobny trend, Obr. 21b, c.
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Obr. 21

80000+

=

A

8 60000-

(8]

>

I

g 40000

E

>

= 200001

3

Q 0

iC 80000+

= p=0,007

an

860000 ® r=-0,34

o

£ -

5 400001 o .y "

£ =

i 200004 m = .

* . ‘ (1 ] l l Y

a | |

(%) 0 r T T T d
o N % o & %

% of M-MDSC z PBMC

i 60000-

= p=0,006

2 ] r=-0,34

Q

2 400004 .

=Y u®

8 L "

= u

E 20000 - oy "

- Ll n u

" s

© n L

e o . , . . ,
Q L % -1 ™ -]

%M-MDSC z PBMC

T1D

*%k

60000+

40000

20000+

CD8+ T lymfocyty CD3¢ MFI

p=0.008
r=-0,57

CD4+ T lymfocyty GD3¢ MFI

% of M-MDSC z PEM

at-risk

50000+

400004 [ ]

300004

200004

100004

C

p=0,03
r=-0,46

CD8+ T lymfocyty CD3¢ MFI

%M-MDSC z PBMC

at-risk

CD4+ T lymfocyty CD3¢ MFI

CD8+ T lymfocyty CD3¢ MFI

80000
p=0,35
600001 ] r=-0,20
n | |
B m
400004 ® . [ ] . "
2000&*.
™ . L
R K3 o R
% of M-MDSC z PBMC
60008
", p=0,31
u r=-0,23
40009 ™' m®
n B g .
zoooq\
. -. ..
L] Em
O T T '
& o K °

o
%M-MDSC z PBMC

HD



Obr.21: Supresivni aktivita M-MDSC je asociovina se sniZzenim CD3({ exprese na T-

lymfocytech

(a) Down-regulace CD3{ na CD4" a CD8'T-lymfocytech byla patrna u T1D pacientti (n=63) v porovnani s jejich
ptibuznymi (at-risk), (n=20) a zdravymi darci (HD), (n=21). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (Mann-Whitney test).
(b, ¢) Korela¢ni analyza mezi frekvenci M-MDSC a expresi CD3{ na CD4" a CD8" T-lymfocytech u T1D pacienti,
ptibuznych (at-risk) a zdravych darcti (HD). Jasna negativni korelace byla patrna mezi frekvenci M-MDSC a CD3(
expresi na CD4" T-lymfocytech u T1D pacientd, jejich pfibuznych i u zdravych darci. Statisticky signifikantni
negativni korelace mezi M-MDSC a CD3( expresi na CD8" T-lymfocytech byla patrna jen u T1D pacientd, nikoliv
u jejich ptibuznych ani u zdravych darcti, pfestoze byl podobny trend. Kazdy bod reprezentuje hodnotu pro

jednotlivého pacienta. Hodnota r pfedstavuje korelacni index podle Spearmanovy korela¢ni analyzy.

ewvwr

4.2.6. M-MDSC izolované od pacientii s T1D vykazovaly nizsi schopnost
tlumit proliferaci T-lymfocyti nez M-MDSC izolované od pacientii

s nadorovam onemocnénim

V nedavné dobé bylo provedeno mnoho studii zaméfujicich se na mechanismy, které vyuzivaji
MDSC k tlumeni protinadorové imunity. MDSC suprimuji antigenné specificky protinadorovou
imunitu pomoci interakce s T-regulaénimi lymfocyty (Tregs), zvySuji také produkei IL-10 u T-
lymfocyth a snizuji produkci IFN-y (259, 325, 326). Mnohem mén¢ je vSak zndmo o jejich roli
a mechanismu plisobeni u pacientl s autoimunitnimi chorobami, véetné diabetu 1. typu. (285,

302).

Z nasich dosavadnich dat vyplyva, ze MDSC u diabetiki vykazuji supresivni vlastnosti a k
zajisténi T-lymfocytarni suprese vyuzivaji produkci TGF-B a mezibuné¢ny kontakt. Polozili
jsme si otazku, zda tyto M-MDSC izolované piimo od pacientii s T1D jsou stejné schopné tlumit

proliferaci T-lymfocytl jako M-MDSC vyizolované od pacientli s nddorovym onemocnénim.

Provedli jsme experiment, kdy jsme spole¢né kultivovali T-lymfocyty s vyizolovanymi CD14"
HLA-DR !o¥nee CD33heh M-MDSC od pacientd s TID, pacienti s nemalobunéénym

karcinomem plic a od zdravych darcti v definovaném poméru (MDSC/ T cell 1:1, 1:2 a 1:4).

V souladu s piedchozimi vysledky jsme zaznamenali u diabetickych pacient signifikantni
supresi T-lymfocytt po pfiddini M-MDSC v definovaném poméru (MDSC/ T cell pomér 1:1 byl

nejefektivnéjsi, zatimco inhibi¢ni efekt M-MDSC byl ztracen v poméru 1:4, jak je uvedeno na
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Obr. 19a.) Nicméné tato inhibice byla slabsi, nez jsme zaznamenali u M-MDSC vyizolovanych
od pacientli s nemalobunéénym karcinomem plic, kde MDSC byly schopné ucinné tlumit
proliferaci T-lymfocyti 1 pfi poméru 1:4 (M-MDSC/ Tcells). Supresivni efekt M-MDSC
vyizolovanych od zdravych darci byl zanedbatelny, Obr. 22.a, b.
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Obr. 22: M-MDSC od pacientii s karcinomem plic maji nejvétSi supresivni vliv na
proliferaci T-lymfocyti

(a) M-MDSC vysortované z PBMC od pacientt s karcinomem plic (n=4) byly kultivovany spole¢né s autolognimi
CD4' T a CD8"' T lymfocyty. M-MDSC signifikantné inhibovaly T-lymfocytarni proliferaci v zavislosti na jejich
vzajemném poméru, kdy pomér T cel/MDSC 1:1 byl nejefektivngjsi. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 (parovy t-
test).

(b) Srovnani mezi M-MDSC potencidlem tlumit T-lymfocytarni proliferaci u T1D pacientd (e), pacientl s
karcinomem plic, LC (A) a zdravych darci, HD (o). Kultivace M-MDSC a CD4" / CD8" T-lymfocyti byla
provedena v nasledujicih pomérech (M-MDSC/ T lymfocyty 1:1, 1:2, 1:4) a byly porovnany mezi sebou jednotliva
procenta proliferujicich bunék. Nejvice supresivni potencial byl patrny u M-MDSC izolovanych od pacientid s

karcinomem plic.

Z uvedenych dat vyplyva, ze M-MDSC maji zifejmou roli pfi autoimunitnich onemocnénich,
zde konkrétné¢ u TI1D. Jejich zvySena frekvence byla zejména u pacientd s neuspokojivou
dlouhodobou kompenzaci hladiny glukézy. Frekvence M-MDSC pozitivné korelovala s
frekvenci prozanétlivych lymfocytl, coz mize byt dano jejich vzajemnou indukci. Pfes zvySené
mnozstvi M-MDSC u diabetickych pacientl a u jejich ptibuznych si vSak tyto bunky udrzuji
svij supresivni potencial a tato vlastnost je zavisla na mezibunééném kontaktu a produkci TGF-
B. Ackoliv M-MDSC vy izolované od pacientil s nadorovym onemocnénim vykazovaly vyssi
potencidl ve sniZeni proliferace T-lymfocyt, z nasich dat vyplyva, Ze M-MDSC u T1D pacienti
maji supresivni fenotyp a mohly by byt vyuzity jako nastroj v bunécné terapii autoimunitnich

chorob.
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5. Diskuze

Autoimunitni choroby vznikajici na podkladé naruseni imunitni homeostazy jsou v soucasné
dob¢ znacnym problémem zasahujicim do zdravi a kvality zivota mnohych pacientii. Velmi
vhodnou terapeutickou strategii by bylo zaméfit se piimo na kauzalni 1é€bu imunopatogenniho
stavu, nebot’ dosavadni terapie je zaméfend spiSe na nespecifickou imunosupresi Cc¢i
suplementaci chybéjicich hormontl z poskozenych tkani. Data z recentnich studii naznacuji, ze
bunécna terapie u autoimunitnich chorob je bezpecna, nicméné pres jeji dil¢i uspéchy ma

nekolik problematickych aspekti.

Jako jeden z hlavnich problém se jevi schopnost navozeni permanentni imunologické suprese
(173, 327, 328). V nasi praci jsme prokdzali, ze jak tDC, tak MDSC vykazuji inhibi¢ni fenotyp
a jsou schopny tlumit proliferaci T-lymfocytii. Nicméné tato vlastnost je v zavislosti na jejich
vzajemném pomeéru. Ur€eni optimalni ddvky imunoregulacnich bunék je tedy jednou z otazek
budoucich studii. Napfiklad studie Zubizarreta et al. zaméfend na terapii MS pomoci
dexamothasonem-indukovanych tDC poukézala na technickou limitaci pii eskalaci davek tDC
k i.v podani. Nejvyse planované mnozstvi tDC (300x10°) nebylo mozné podat kviili nedostatku
bunck ziskanych z leukaferézy (329). Zaroven i cesta podani bunék, jejich schopnost migrace a
Zivotnost v organismu jsou vyznamné proménné faktory majici vliv na i€innost bunééné terapie.
Napf. pii intra-derméalnim ¢i subkutdnnim podéani byla prokdzana dobra migrace DC do
regiondlnich uzlin, nicméné¢ tato strategie vyzaduje podani vysokého mnozstvi bunék v malém

objemu, coz muze ovlivnit pteziti bun¢k (330-334).

Jako klicové pro zavedeni bunécéné terapie do klinické praxe se jevi stabilita regula¢nich bun¢k
(335). Tyto buiiky nesmi pod vlivem zanétlivych faktord v organismu maturovat, jinak by mohlo
dojit ke zhorSeni zakladni choroby. U tDC je moznost antigenné specifické terapie, u které
nehrozi nezaddouci ucinky z celkové imunosuprese. Antigenni specificita ma vSak také svoje
nevyhody. T1D je polyklonalni autoimunitni onemocnéni s viceCetnymi T-lymfocytarnimi
epitopy. Proto muze byt limitaci spravny vybér konkrétnich autoantigenti u jednotlivych

pacientd.

Z pohledu soucasné imunoterapie T1D ustupuje bunécna terapie lehce do pozadi diky modernim
rekombinantnim technologiim. Tyto postupy nevyzaduji tak nadro¢nou ptipravu jako bunécné

vakciny. Neékteré technologické procesy jsou velikou vyzvou v terapii T1D, a dokonce
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postoupily do dalSich fazi klinického testovani. Velmi nadéjnou strategii je vyvinuti imunotopu
— modifikovaného peptidu, ktery generuje f-bunécné antigenné specifické cytolytické CD4+ T-
lymfocyty. Tyto cytolitické CD4+ T-lymfocyty jsou schopny piesné eliminovat APC, které
aktivuji patogenni lymfocyty zodpovédné za zniceni vlastni tkané. Patogenni T-lymfocyty
aktivované jinymi epitopy na stejné APC jsou také zniceny diky témto cytolytickym CD4+
lymfocytiim v ramci bystander efektu. S touto molekulou nyni probiha 2. faze klinické studie
u pacienti s TID (NCTO04524949). Na mySim modelu se dale uspésné testuje strategie
vyuzivajici imunologické check-pointy. B-bunky jsou upraveny in situ pomoci biochemickeé
“click reakce”, kdy dojde k navazani PD-L1 ligandu na povrch B-bunék. Na tomto modelu doslo
k navozeni antigenné specifické tolerance (336). Tyto recentni strategie by mohly pomoct
v budoucnu vice zacilit terapii u konkrétnich jedincii a tim zlepSit jeji u€innost s minimem

nezadoucich uc¢inka (337).

V nasledujici ¢asti prace budu diskutovat vysledky z nasich experimentli zaméfenych zejména
na stabilitu tDC a na detailngj$i analyzu tDC a MDSC u pacientli s T1D. Tato ¢ast diskuze bude
z diivodu prehlednosti rozdélena do dvou ¢asti, kde v prvni se budu vénovat tDC a v druhé ¢asti

pojednam o problematice MDSC a jejich funkcnich vlastnostech u diabetickych pacienti.

5.1. Tolerogenni DC
5.1.1.  Stabilita tDC

Jak jiz bylo uvedeno, tDC mohou nabizet terapeutickou moznost pro znovunavozeni
imunologické tolerance u autoimunitnich chorob. tDC vykazuji nezraly/semi-matuorvany
fenotyp charakterizovany nizkou expresi kostimula¢nich molekul a MHC molekul a odlisnym
cytokinovym profilem oproti cDC. Prezentace nizké hladiny antigend bez kostimulacnich
molekul vede k anergii T-lymfocyth a spolu s regulacnimi cytokiny indukuje diferenciaci T-

regulacnich lymfocyta (338).

Ackoliv bylo popsdno vice protokolii na generaci tDC pouze nékolik spliiuje pozadavky
spravné vyrobni praxe s moznosti klinické aplikace. Boks et al. ve své praci srovnaval jednotlivé

protokoly vyroby tDC (VitD3, dexamethason, TGF-B, rapamycin, a IL-10) s ohledem na
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potencidlni impementaci do klinické praxe, kde se nejslibnéji jevil protokol vyuzivajici IL-10.

Tyto tDC vykazovaly dobrou stabilitu pfi jejich restimulaci zanétlivymi faktory (232, 339).

V nasi préci jsme stanovili novy GMP protokol k vyrobé dexamethason/ paricalcitol (19-nor-
1,25-dihydroxyvitamin D2) — modulovanych tDC, které vykazuji rovnéz stabilni tolerogenni
fenotyp. Tyto buiiky jsme rozsahle testovali v in vitro navozeném prozanétlivém prostiedi bez
tolerogennich faktori. tDC exprimuji fadu receptori pro rastové faktory a cytokiny a pattern-

recognition receptory, které mohou byt v zanétlivém prostiedi znovu aktivovany.

Dex-VitD2 tDC vykazovaly v nepfitomnosti regula¢nich faktori a po restimulaci
prozanétlivymi faktory up-regulaci PDL-1 a ILT-3. Tyto molekuly jsou dulezité pii indukei T-
regulacnich lymfocytt (340) a IL-T3 navic moduluje aktivaci NF-xB a p38 MAPK drdhu v DC
(219). Po aktivaci ILT-3 receptoru dochézi k fosforylaci jeho cytoplasmatické domény (ITIM),
ktera pak pies cytosolové mediatory (SHP-1, SHIP) inhibuje fosforylaci a degradaci IkB-a, a
tim snizuji NF-kB aktivitu (341), kterd byla v naSich experimentech tDC rovnéz sniZena.
Stabilita Dex-VitD2 tDC byla prokdzana i v jejich funkci s ohledem na udrZeni stabilniho
inhibi¢niho cytokinového profilu (zejména sekrece IL-10 a TGF-f) a schopnost mén¢ indukovat

proliferaci T-lymfocytu.

Déle jsme se zaméfili na signalizacni drahy, které Dex-VitD2 tDC vyuzivaji k udrzeni
tolerogenniho fenotypu. V souladu s nasimi pfechozimi experimenty jsme prokazali stabilni
snizeni NF-xB, coZz bylo dokumentovano sniZenou fosforylaci IkB-a v tDC. Nuklearni
translokace jednotlivych podjednotek NF-kB (RelA, RelB a c-Rel) byla u tDC snizena v
porovnani s ¢cDC. Jednotlivé podjednotky NF-kB rodiny zastavaji odlisné funkce v DC (342,
343). Grumont et al. prokézali, ze c-Rel je nezbytny u CD8+a DC pro produkci [L-12 (344). Na
podkladé dostupné literatury, kterd poukazuje na to, ze diferenciace DC a regulace jejich
cytokinové produkce je vysoce specificky fizena jednotlivymi proteiny z NF-xB rodiny
konstatujeme, ze downregulace c-Rel podjednotky u Dex-VitD2 tDC miZe mit také vliv na
sekreci IL-12p70, nebot’ sekrece IL-12 byla u téchto tDC sniZena v porovnani s cDC, a to 1 po
provedenych restimulacich. Sekrece IL-12 u ¢DC vSak byla castetn¢ utlumena po piidani

inhibitoru NF-«xB.

Naopak vysoka nuklearni translokace podjednotky p50 jak u tDC tak u cDC muze odrazet jejich

aktivaci pomoci MPLA (analog LPS), ktery aktivuje kanonickou drahu NF-«B s formaci
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heterodimeru p50/RelA (345). Zaroven Cao et al. zjistili ve své praci, ze homodimer p50 u
makrofagt potlacuje produkcei prozanétlivych cytokintl a je transkripéni aktivator IL-10 (346).
V souladu s timto tvrzenim je vysledek naseho experimentu, kdy po pfidani inhibitoru NF-xB

doslo k signifikantni redukci IL-10 sekrece u tDC.

Aktivace nekanonické drahy NF-«xB s ptfevahou formace heterodimeru p52 a RelB byla popsana
jako dilezitd pro diferenciaci regulacnich DC s produkci IDO (347). V nasi praci jsme
neanalyzovaly nuklearni translokaci podjednotky p52, nicméné ¢astecna lokalizaci RelB v jadie
muze s produkci IDO souviset. Dex-VitD2 tDC stabiln€ exprimovaly IDO, ktera je dalezita pro
indukci T-regulacnich lymfocytl a piimou supresi T — efektorovych lymfocyti (348, 349).

Z uvedeného lze shrnout, ze role NF-xB v diferenciaci a aktivaci DC je velmi komplexni a
pravdépodobné zavisi na specifické regulaci jednotlivych proteinovych podjednotek z NF-xB

rodiny a vzdjemné kooperaci mezi kanonickou a nekanonickou dréhou (343).

Zajimavé bylo zjisténi, ze Dex-VitD2 tDC si udrzuji svlij tolerogenni fenotyp diky odlis§né
aktivaci signaliza¢nich drah oproti ¢cDC. U tDC dochazi k mirné aktivaci p38 MAPK
signaliza¢ni drahy, ale vyrazné aktivaci ERK 1/2, mTOR a STATS3, které reguluji expresi CD86,
ILT-3, PDL-1 a produkci IL-10 a IL-12p70. Toto bylo reflektovdno zvysSenou alostimulacni
kapacitou T-lymfocytii pfi selektivnim zablokovani téchto signaliza¢nich drah specifickymi

inhibitory.

Nase data ukazuji novou dulezitou roli mTOR a STAT3 v regula¢nim fenotypu DC a ptinéseji
informace o komplexni roli mTOR u dendritickych bunék. mTOR je znadmy pro svoji
nezastupitelnou roli v regulaci bunééného ristu, metabolismu a regulaci proteosyntézy v mnoha
bunkach. Specificky inhibitor komplexu mTORC1 rapamycin vykazuje potentni
sniZzeni aktivity NF-xB a zvySeni aktivity STAT3 (351). Nicméné Haidinger et al. ve svém
review shrnuli komplexni funkci mTOR u DC, ktera pravdépodobné zavisi na typu DC (352).
Nedavno bylo publikovano, Ze inhibice mTORCI rapamycinem v monocytech zvySovala
produkei IL-12 a IL-23, zatimco sekrece IL-10 byla snizena (353, 354). Inhibice mTOR v
myeloidnich bunkéch pak naptiklad blokovala protizanétlivy efekt glukokortikoidt (355). Na

zakladé téchto studii a experimentech provedenych v nasi praci miizeme predpokladat, Ze u
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Dex/VitD2 tDC je komplex mTORC]1 nezbytny pro navozeni a udrzeni tolerogenniho fenotypu

indukovaného dexamethasonem.

Zaroven jsme prokazali, ze u Dex/VitD2 tDC je pro udrZeni tolerogenniho fenotypu nezbytna i
mTOR mediovand glykolyza. Tento vysledek je v souladu s jiz publikovanou praci, kde
PI3/Akt/mTOR dependentni glykolyza byla dulezita k udrzeni tolerogenniho fenotypuiu VitD3
— indukovanych DC (356). Ackoliv glykolyza byla popséna jako nezbytna pro prozanétlivou
maturaci DC (312), nékteré prace ukazuji, ze PI3/Akt/mTOR dependentni glykolyza mutze
ovlivitovat tolerogenni fenotyp a funkci DC v zavislosti na rustovych a aktivac¢nich faktorech

primarné diferencujicich DC (357, 358).

V zéavéru Ize shrnout, ze Dex/VitD2 tDC si zachovavaji sviij tolerogenni fenotyp i1 po rozsahlych
testech s restimulovanim prozanétlivymi faktory. Tato vlastnost se zda byt regulovana pomoci
p38 MAPK, ERK1/2, mTOR a STAT3 a metabolickému reprogramovani s vyuzitim glykolyzy
namisto OXPHOS, ktera byla popsana u tDC generovanymi odliSnymi protokoly. Komplexni
role a interakce mezi jednotlivymi podjednotkami NF-kB u tDC vyzaduje dal$i detailn&j$i
studie, nicméné u Dex/VitD2 tDC vykazovaly jednotlivé podjednotky NF-xB spiSe nizsi

nuklearni translokaci v porovnani s cDC.

Souhrnné 1ze konstatovat, Ze tyto tDC ptipravené v GMP protokolu by mohly byt vhodné pro
dalsi pre/klinické testovani v terapii autoimunitich chorob pro svoje zjevné stabilni

imunosupresivni vlastnosti.

5.1.2. Schopnost tDC potlacit antigenné specifickou proliferaci T-lymfocytu

u diabetickych pacienti

tDC jsme nasledné v ramci preklinickych studii generovali pfimo od pacienti s T1D. I tyto
bunky vykazovaly tolerogenni fenotyp s upregulaci ILT-3, PDL-1 a TLR-2 a zaroven pfiznivy
cytokinovy profil. Zaroven bylo zajimavé, ze tDC generované od pacientll s optimalni hladinou
HbAlc vykazovaly vyssi expresi PD-L1 and IL-T3 nez pacienti s vysokou hladinou HbAlc.
Bylo prokazano, ze vysoka hladina glukézy ovlivituje ptimo receptor pro vitamin D ve smyslu
sniZeni jeho exprese a funkce (359). To miiZze nasledn€ ovlivnit tolerogenni efekt vitaminu D,
ktery jsme pouzili pti generaci tDC, a ktery je zodpovédny za indukci ILT-3 a PDL-1 u DC
(360).
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Hyperglykémie vSak navozuje prozanétlivé prostiedi i jinymi mechanismy zahrnujici mimo jiné
formovani AEG produktl v rdmci neenzymové glykace. AGEs se mohou vazat na kompatibilni
receptory, pievazné RAGE, ale 1 na dalsi napt AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3, scavengeroveé
receptory ¢i TLR-2, TLR-4 receptory (361, 362). AGE-RAGE signalizac¢ni kaskada aktivuje
napt. NF-kB a nastavuje tak prozanétlivy stav bun¢k (363, 364).

Nadto mohou AGEs modifikovat a ménit strukturu proteind, coz vyznamné¢ ovliviluje jejich
strukturu a funkci a nejednd se tedy jen o receptorové-zprostiedkovany efekt (365). Proto lze
predpokladat, Zze u pacientii s dlouhodobou optimalni kompenzaci a nizsi hladinou glukézy v

plazmé muzeme 1épe navodit tolerogenni fenotyp u DC generovanych ex vivo.

Pro zji$téni, zda hyperglykemie ovliviiuje 1 jiné funkéni vlastnosti tDC jsme rozdélili pacienty
podle hladiny glykovaného hemoglobinu do dvou skupin. Zjistili jsme, Ze GAD-65 specifické
tDC od pacientti s optimalni kompenzaci 1épe indukuji antigenné specifickou neodpovidavost u
autolognich T-lymfocytl, coz bylo doprovazeno i redukci Th1—a Th17- cytokinii. Th1—a Th17—
lymfocyty maji vyznamny podil na patogenezi T1D, proto jejich u¢inné potla¢eni pomoci tDC
umoznuje pouZzit tyto buiniky v ramci utlumeni Skodlivé autoimunitni reakce. Leps$i navozeni
neodpovidavosti u T-lymfocyti mize byt dano nejen samotnymi tDC, které mohou u dobie
kompenzovanych pacientli vykazovat lepsi tolerogenni vlastnosti, ale také primarné odliSnym
nastavenim T-lymfocytl u jednotlivych pacienti. T-lymfocyty od pacientii se suboptimalni
kompenzaci vykazovaly vys$si hladinu bazélni proliferace, vyssi sekreci Th1/Th17-cytokinti a
niz8i antigenné specifickou opovéd na GAD6S5 v primarni kultufe. Tyto data jsou v souladu se
studii Segovia-Gamboa et. al., kde antigenné specificka tolerance u T-lymfocytl byla minimalni

u pacientd, ktefi méli vysokou homeostatickou proliferaci T-lymfocytl (366).

T-lymfocyty u dlouhodobé $patné kompenzovanych pacienti mohou vykazovat preaktivovany
fenotyp se zvySenou sekreci IFN-y (367). Pravdépodobné to miiZze byt zplisobeno prozanétlivym
prostfedim v autoimunitnim terénu, potencovaném chronickou hyperglykémii. Vysoké hladina
glukézy modifikuje ptfimo T-lymfocyty pomoci epigenetickych zmén, zvySenim odpovidavosti
T-lymfocyti a polarizace k Th1/Th17 odpovédi (316, 317, 368). U autoimunitnich chorob byl
popsan 1 vyskyt tzv. non-exhauasted T-lymfocyti (369, 370), které mohou korelovat s horsi
progresi nemoci vcetné T1D (371). T-lymfocytarni vy€erpani je asociované s dlouhodobou

prezentaci antigenu (372) a tyto bunky vykazuji progresivni ztrati svych efektorovych funkci a
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schopnost produkovat IL-2. Navozeni terapeutického “vyc€erpani” T-lymfocyti se studuje i jako

moznost terapie T1D (370, 373).

V souvislosti s ovlivnénim vlastnosti tDC metabolickymi parametry pacientti vyplyva dulezitost
peclivého vybéru pacientti, ktefi by mohli byt vhodnymi kandidaty na eventudlni bunécénou
terapii zalozenou na Dex/VitD2 tDC. Na zaklad¢ naSich dat piredpokladame, ze navozeni
anergie u T-lymfocytl je snazsi u pacientii s dobrou metabolickou kompenzaci. Tento fakt se
dlouhodob¢ nizsi glykémii, ale pravdépodobné i diky mensimu poctu preaktivovanych T-
lymfocytt a odliSnému zastoupeni bun¢k vykazujici fenotyp T-lymfocytarniho vycerpani oproti

pacientim s chronickou hyperglykémii.

Ackoliv v nasi studii jsme prokazali, Ze néprava glykémie vedla in vitro ke zlepSeni vlastnosti
tDC, diky tzv. fenoménu metabolické paméti nelze vyloucit efekt tranzientni hyperglykémie na
tyto bunky, a tim i na ucinnost pfipadnych bunéénych vakcin. Jak jiz bylo uvedeno,
hyperglykémie zptisobuje kumulativni zmény na makromolekulach, které mohou pfetrvavat i
po napravé glykémie. Zde je potom veliky piinos ¢asného zachytu T1D, kdy nedochazi
k z&vazné hyperglykémii, a tedy negativniho ovlivnéni imunitniho systému. Vstupni kritéria by

tedy mohla ptredurCovat uspésnost této terapie.

V experimentech jsme rovnéz prokdzali, Ze Dex/VitD2 tDC ptipravené z NOD mysi zpomalily
rozvoj diabetu pii adoptivnim transferu do NOD-SCID mysi, jak je uvedeno v nasi originalni
publikaci (254). Nicméné preneseni do huméanniho modelu nemusi byt zcela analogické diky
relativni snadnosti prevence diabetu u NOD mysi, které neodrdzi genetickou variabilitu lidského

T1D (374).
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5.2. MDSC

MDSC byly zkoumany piedevsim u nadorovych onemocnéni, kde vykazuji imunosupresivni
vlastnosti a pro jejich terapeutické vyuziti v protinadorové imunité (375). Nékolik studii vSak
ukazalo, ze MDSC mohou vykazovat rizné vlastnosti v zavislosti na signalech v jejich prostiedi

a vykazuji funk¢ni plasticitu (376).

Jejich role u autoimunitnich onemocnéni je mnohem méné prozkoumana a jak jiz bylo vyse
uvedeno, dosavadni studie vykazuji kontroverzni vysledky, co se tyce jejich role pii
jednotlivych autoimunitach. U mysiho modelu T1D, MDSC byly schopny zabranit rozvoji
diabetu diky sniZzeni destrukce pankreatickych ostrivku a utlumeni autoantigennich
efektorovych T-lymfocytt (301, 377). Whitfield-Larry et al. popsali ve své praci, ze frekvence
MDSC byla zvysena v periferni krvi diabetickych pacienttl, a stejné tak i v periferni krvi a
sekundarnich lymfatickych organech u NOD mysi (302). Prekvapivé byla frekvence MDSC
sniZzena pfimo v pankreatickych ostriivcich u NOD mysi (302) podobné jako v praci Fu et al.,
kde prokézali negativni korelaci mezi MDSC vyskytujicimi se v pankreatickych ostriiveich a
progresi T1D (378). Tyto vysledky podporuji hypotézu, ze MDSC jsou zapojeny v patogenezi
T1D.

Proto jsme se v této Casti prace zaméfili na bliz§i analyzu MDSC u diabetickych pacient,
zejména, co se tyce jejich zastoupeni u jednotlivych skupin pacientl a jejich prvostupiiovych
ptibuznych s rizikem rozvoje T1D. Zaroven jsme si polozili otazku, zda tyto MDSC vykazuji

inhibi¢ni vlastnosti a jaké k tomu vyuzivaji mechanismy.

V souladu s vysledky studie od Whitfield-Larry (302) jsme pozorovali zvySenou frekvenci M-
MDSC v periferni krvi diabetickych pacientli v porovnani se zdravymi darci. Navic, zvySena

frekvence M-MDSC byla prokdzana i u prvnostupiiovych ptibuznych s rizikem rozvoje T1D.

Tato zvySena frekvence M-MDSC u pacient s T1D a jejich pfibuznych mize byt v dusledku
zvySeni riznych pulsobkil, které se produkuji pfi chronickém zanétu, kterym autoimunitni
diabetes je. U fady prozanétlivych cytokind, jako jsou IL-1, IL-6 a IFN-y, bylo popsano, ze
prispivaji k expanzi MDSC. Tyto cytokiny jsou také zvySené v séru diabetickych pacientd, a i
u jejich zdravych ptibuznych s rizikem rozvoje diabetu (127, 379-382). Tuto hypotézu o
zvySeném poctu MDSC diky nadprodukci prozanétlivych cytokint podporuji 1 dalsi prace, které
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prokdzaly rovnéz zvySenou frekvenci MDSC v periferni krvi u pacientli s jinymi autoimunitnimi
onemocnénimi. Krom jejich elevace u diabetikii (302), byla zvySena frekvence MDSC
zaznamenana i u pacientl s revmatoidni artritidou (298), zanétlivymi onemocnénimi stiev (IBD)

(295, 383) a psoridzou (384, 385).

Jako hlavni rys T1D je selhani interni regulace hladiny glukozy v organismu doprovazeny
chronickou hyperglykémii. Hyperglykemie je vyznamny prozanétlivy faktor (316), ktery dale
muze piispivat k elevaci MDSC. Pro zjisténi, zda ma hyperglykémie vliv na frekvenci MDSC
jsme rozdé¢lili pacienty do dvou skupin podle hladiny glykovaného hemoglobinu HbAlc, ktery
odrazi dlouhodobou metabolickou kompenzaci pacientti a stanovovali frekvenci MDSC v
periferni krvi. Tato frekvence byla vyssi u pacientli ve skupiné A se suboptimalni metabolickou
kompenzaci (HbAlc > 7.5%). Tento fakt pravdépodobné opét souvisi s vysSim stupném
prozanétlivého prostiedi, které chronicka hyperglykemie navozuje (314-316, 386). Zajimavé je,
Ze u pacientl s nddorovym onemocnénim bylo popséno zvySeni MDSC diky signalizaci molekul
ze S100 proteinové rodiny, které interaguji s RAGE receptory (386-388). Tyto receptory jsou
upregulované také u diabetikii (107). Proto predpokladame, ze elevace MDSC u diabetikt a
zejména u téch, kteti maji dlouhodobou hyperglykémii, maze byt také potencovana diky AGEs-

RAGE mediované interakci.

Ve studii Zhao et al. poukézali na roli TNF-a pfi expanzi MDSC (389). Ukazalo se také, ze
TNF-a je schopen zastavit diferenciaci nezralych MDSC, a tak zesilovat jejich supresivni
vlastnosti (390). Ackoliv jsme v nasi praci nemétili hladinu TNF-a v séru vybranych subjekti,
na zakladé¢ velké meta-analyzy, ktera prokéazala signifikantni zvySeni hladiny TNF-a u pacientt
s TID (391) ptedpokladame, ze zvysena frekvence MDSC u pacientli zahrnutych v nasi studii

by mohla byt i diky zvySeni hladiny TNF-o.

Dale jsme v nasi praci jako prvni ukazali pozitivni korelaci mezi M-MDSC a prozanétlivymi
Th17- a IFN-y produkujicimi lymfocyty u pacienti s T1D a jejich piibuznych v riziku. Th17-
lymfocyty a IFN-y produkujici lymfocyty jsou Casto zvySené u autoimunitnich chorob (39, 319,
379, 392), nicméné jejich vztah k MDSC se v doposavad publikovanych studiich 1isi. Byla
prokdzana jak jejich vzajemnd pozitivni, tak i negativni korelace (298, 300, 393-396). U
revmatoidni artritidy byly zvySené expandované MDSC spolecné s Th17 lymfocyty a byly

asociovany s progresi choroby. (300). Naproti tomu, adoptivni transfer MDSC zabranil vzniku
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rozvoje autoimunitni artritidy na mySim modelu diky inhibici Th17 lymfocyt.(393). Tato
nejednotnost neni zcela vysvétlena. Pravdépodobné odlisné lokalni mikroprostiedi miize mit
vliv na stupeil aktivace MDSC a jejich expanzi a diferenciaci jednotlivych subpopulaci MDSC
(397). Pozoruhodné byly vysledky in vitro studie, které ukazaly, ze jak lidské, tak mysi MDSC
mohou podporovat vznik Th-17 lymfocyta. Diky produkei IL-1, IL-6 and TGF-$ (300, 398) a
dale produkci exogenniho NO (395) mohou tak MDSC samotné indukovat vznik Th-17
lymfocytt (395, 399). Th17 expanze je asociovana s produkci cytokinu IL-17, ktery muze také
prispivat k dalsi indukci a aktivaci MDSC pfi zachovani jejich supresivnich vlastnosti v rameci
vzajemné regulace (400, 401). Diky této recipro¢ni indukci dochazi pravdépodobné k elevaci
MDSC a zaroven Th-17 prozanétlivych lymfocytd u diabetickych pacienti a jejich

prvostupiiovych piibuznych.

Role INF-y v indukci MDSC je velmi komplexni. Studie na mySich s nddorovym onemocnénim
poukazaly na dileZzitost IFN-y pfi aktivaci a indukci MDSC (281) a obdobné vysledky byly

ziskany 1 ve studii na mySim modelu s imunitné zprostiedkovanou hepatitidou (402).

Co se tyce supresivnich vlastnosti MDSC, prokézali jsme v na$i praci, ze MDSC pitimo
izolované od diabetickych pacientll si zachovavaji sviij inhibi¢ni potencidl in vitro. MDSC
ucinné suprimovaly proliferaci T-lymfocyti a jejich produkei IL-17 a IFN-y. Tato suprese byla
signifikantni pfi vysokém poméru MDSC: T lymfocytim. Zda MDSC vykazuji supresivni
vlastnosti 1 in vivo, neni zcela jednoznacné. Pti vzdjemném zvySeni MDSC i prozéanétlivych T-
lymfocytli nemusi byt jejich pomér dostatecny k efektivni supresi. Zaroven nemusi mit MDSC

plné rozvinuty sviij inhibi¢ni fenotyp diky vlivu lokalniho mikroprostiedi.

U zdravych dérct jsme nezaznamenali elevaci MDSC, coz mtize byt dano obecné nezanétlivym
prostiedim u zdravych jedinct. Tyto MDSC také nemusi byt pln€ aktivovany, coz odrazi jejich
niZsi supresivni potencidl, kdy vykazovaly nizsi in vitro supresi T-lymfocytarni proliferace nez

MDSC izolované od diabetickych pacientt.

Dosud bylo malo zjisténo o mechanismech, které vyuzivaji MDSC pifimo vyizolované od

diabetickych pacientd k navozeni suprese. Proto jsme se tomuto tématu rozhodli blize vé€novat.

Zjistili jsme vyrazné snizeni CD3( fetézce na T-lymfocytech a tento fakt pfikladame zvySené

frekvenci MDSC v jejich periferni krvi. Ackoliv bylo popsano, ze MDSC zpiisobuji

downregulaci CD3({ fetézce hlavné diky produkci arginazy-1 (271, 403, 404), v naSich
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experimentech se argindza-1 nejevila jako zasadni k navozeni inhibice T-lymfocytt. V souladu
s nasimi vysledky, Bian et al. ukézali, Ze argindza — 1 nemusi byt konstitutivné exprimovana na
povrchu MDSC a nemusi byt nezbytna k MDSC-mediované downregulaci CD3( fetézce. Navic,
nekteré prozanétlivé cytokiny jako jsou IL-17 a IFN-y mohou negativné regulovat produkci
arginazy-1 u MDSC (405). Proto predpokladame, ze M-MDSC analyzované u pacienti s T1D
vyuzivaji jiny mechanismus k navozeni imunologické suprese. Na podkladé naSich experimentii
jsme zjistili, ze MDSC potiebuji k potlaceni proliferace T-lymfocytt produkci TGF-B a také

mezibunécny kontakt.

Zajimavé je, ze TNF-a, ktery byl prokazan ve zvysené hladin€ u diabetickych pacientti (391),
muze také zesilovat supresivni vlastnosti MDSC, coz bylo v nékterych pracich reflektovano
snizenim CD3( fetézce na T-lymfocytech (390, 406). Nicméné u jinych imunopatologickych
stavil jako jsou RA nebo SLE bylo zjiSténo, Ze dochdzi k downregulaci CD3( fetézce na T-
lymfocytech pravé diky samotnému TNF-a, ktery ma za nasledek jeho degradaci v proteasomu

(407, 408), a tedy nezavisle na MDSC.

KdyZ jsme porovnavali supresivni vlastnosti M-MDSC izolovanych od pacientii s T1D a od
pacientl s nddorovym onemocnénim, nadorové MDSC vykazovaly mnohem vyssi supresivni
potencidl. Tento fakt mize byt pravdépodobné zpisoben odliSnym cytokinovym
mikroprostiedim, které v rdmci nddoru vice zesiluje inhibi¢ni vlastnosti M-MDSC. Naproti
tomu M-MDSC vyizolované od zdravych dérct nebyly v supresi T-lymfocytid tak G¢inné, coz

muze byt dano jejich nedostate¢nou aktivaci diky absenci prozanétlivych stimuld.

Na podkladé téchto faktt predpokladame, ze cytokinové prostedi je velmi dilezité v regulaci

supresivnich vlastnosti M-MDSC a ma vliv 1 na mechanismus, kterym supresi navozuji.

Na zavér této €asti, bych rada uvedla, Ze role MDSC u autoimunitnich chorob je zfejma, ackoliv
dostupna literatura nevykazuje jednotné zavéry, co se tyce jejich funkce. Tyto rozdily mohou
byt dany heterogenitou MDSC, rozdilnym mikroprostfedim, ve kterém MDSC interaguji s T-

lymfocyty a v neposledni fadé i odliSnostmi mezi pacienty a riznymi stadii jednotlivych chorob.

Souhrnné vsak 1ze konstatovat, Ze M-MDSC u pacientii s T1D zastavaji imunomodulacni funkei
a in vitro vykazuji supresivni vlastnosti, co se tyce inhibice proliferace T-lymfocyti. Zda by M-

MDSC byly vhodné pro bunécnou terapii s cilem utlumit nezddouci autoimunitni reakci neni

107



zatim zcela jednozdnacné. Konkrétn€ u T1D se pak naskyta otazka, jaka je role MDSC piimo v
pankreatu, v misté postizeném autoimunitnim zanétem. Bylo popséno, ze MDSC byly snizené
v pankreatickych ostrivcich u NOD mysi a jejich redukce byla asociovéna s progresem
onemocnéni (302). U lidi zatim nebyla publikovana studie zabyvajici se funkci M-MDSC piimo
v Langerhansovych ostrivcich, coz je nepochybné dané diky obtizné dostupnosti vzorki.
Zajimava je otazka, zda by in-vitro cytokinova modulace mohla potencovat inhibi¢ni efekt
MDSC, které by pak byly vice potentni v supresiv auto reaktivnich T-lymfocytd, jak poukazuji
vysledky od auto reaktivnich et al. (302). Je zjevné, ze pro implementaci MDSC do klinické

praxe je tfeba provést jesté mnoho dalSich studii, které by zminéné otazky zodpoveédély.
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6. Zavér

V zéavéru bych rada shrnula klicové poznatky z mé prace tykajici se regulac¢nich bunck s
moznym vyuzitim pro bunécnou terapii autoimunitnich chorob. Jako jedny z kandidatl jsou
tDC, které jsme generovali v GMP protokolu za pomoci dexamethasonu a vitaminu D2. Tyto
bunky vykazovaly dobrou stabilitu v rozsdhlém testovani pomoci rtiznych prozéanétlivych

faktorti, coz je pro klinickou aplikaci nezbytné.

Jakozto jednu z nej€astéjsich autoimunitnich chorob jsme vybrali T1D, kde jsme analyzovali
tDC vygenerované piimo od diabetickych pacienti. Tyto tDC rovnéz vykazovaly dobry
tolerogenni profil. Zaroven jsme vSak zjistili, ze jejich schopnost inhibovat T-lymfocyty zavisi

na metabolickém stavu pacientil, konkrétné na dlouhodobé hladiné glykémie.

Dal3i nadéjné buiiky v terapii autoimunitnich chorob by mohly byt MDSC. Tyto bunky, které
jsme izolovali od pacienti s T1D a jejich prvostupiiovych piibuznych vykazovaly dobré
inhibi¢ni vlastnosti. Zda v§ak dosahuji svého maximalniho inhibi¢niho potencialu neni ziejmé,
nebot’ na jejich funkci ma pravdépodobné vliv mikroprostiedi, ve které¢ se MDSC nachézi a

diferencuji.

Piedpokladame, Ze bunécna terapie autoimunitnich chorob je nad&jnd, ackoliv z dosavadnich
klinickych studii nebyla prokazéana jeji dlouhodoba ucinnost. V kontextu soucasné terapie se
bunééna terapie ukazuje jako spise doplitkova ¢i vhodné v kombinaci s jinou imunointervencni
strategii. Jeji zna¢nou nevyhodou je nutnost leukaferézy a individudlni ptipravy pro kazdého
pacienta. Dale pak viabilita bun¢k a vhodnost vybéru konkrétnich autoantigenii v antigené
specifickych rezimech. To vSe zna¢n€ zvySuje jeji nakladnost oproti standardni inzulinové

terapii.

Diky rekombinantnim technologiim pfichdzi dalSi nové terapeutické mozZnosti, jako jsou
vakciny s autoantigeny, blokace inhibi¢nich receptorti ¢i imunologickych check-pointi a
modifikované peptidy specificky blokujici funkci APC. Vzhledem k rozvoji poznatki o
imunobiologii a patogenezi autoimunitnich chorob v kombinaci s modernimi technologickymi

postupy existuje nadéje na bezpecnou a ti€innou terapii €1 prevenci diabetu 1. typu.
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