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Abstrakt

Pozornost védcu se jiz dlouho obraci ke kmenovym buitkam jakoZzto k velmi uziteCnému
nastroji pro regenerativni medicinu. Kmenové buiiky jsou teoreticky schopné nahradit ¢i
znovu vytvorit jakoukoliv tkan a mohly by tak opravovat nebo nahradit tkdn¢ poskozené at’ uz
stafim, tak nemoci ¢i urazem. Nejprve je vSak nutné se vyporadat s problémy, které jejich
uziti provazi. Mezi tyto problémy patii hlavn¢ jejich imunogenicita, tedy schopnost vyvolat
imunitni odpovéd’ ptijemce. Tato bakalaiska prace popisuje pravé imunogenicitu
embryonalnich (ESC), indukovanymi pluripotentnich (iPSC) i dospélych télnich kmenovych
bun¢k (ASC).

Tkané vzniklé z ESC byly in vivo popsany jako silné imunogenni, byt’ byly na zaklad¢
ptvodnich in vitro pokust popsany jako imunosupresivni. Také maji potencial tvofit nadory,
coz je dalsi nebezpeci jejich uziti. Nemluve o etickych problémech, které jejich pouzivani
provazi.

iIPSC se zdaji jako dobrym, eticky i imunologicky nezavadnym feSenim situace. Z hlediska
imunogenicity tomu tak vSak neni, bylo popsano, Ze jsou imunogenni i v autolognim
prostfedi. Hlavni problém, ktery v soucasnosti brani jejich béznému vyuziti, je jejich
schopnost tvofit nadory. Imunogenicita i tumorigenicita mize byt nasledek metody, kterou
jsou dediferencovany zpét na kmenovy stav.

Uziti ASC opét neni spojeno s etickymi problémy. Jako jediné kmenové buiiky se dnes
nékteré z nich bézné transplantuji (transplantace kostni dien¢). Vysledky studii se vSak rtizni,
nékteré je in vitro i in vivo popisuji jako imunosupresivni a dokonce tumor-supresivni, jiné je
popisuji jako imunogenni a pro-tumorigenni. Jejich uziti tedy také neni Gplné bezpecné.

V soucasnosti probihd mnoho studii, které se snazi zabranit negativnim efektiim uZiti
kmenovych bun¢k. Vysledky nékterych z nich se zdaji slibné, napiiklad genetické modifikace
¢1 zména zpusobu jejich kultivace. Bez dalsi peclivé analyzy vSak nikdy nebudeme schopni

kmenové buniky bezpecné pouzivat.
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pfirozena a adaptivni imunitni odpovéd’, imunogenicita, tumorigenicita, sekretom, kmenova

bunka, indukovana pluripotentni kmenovéa butika, bunécna diferenciace



Abstract

Stem cells may be very useful tool for regenerative medicine. They are able to repair any
tissue in a human body and cure any damage caused by injury, sickness or aging. But at first,
we have to deal with problems, which are connected with their usage — especially their
immunogenicity. This bachelor thesis is focused on immunogenicity of embryonal (ESC),
induced pluripotent (iPSC) and adult stem cells (ASC).

Tissues derived from ESC are in vivo described as strongly immunogenic, although they seem
to be immunosuppressive in vitro. Another danger of their usage is their tumorigenic
potential. There also exist ethical issues connected with their usage.

iIPSC were supposed to be a good replacement for ESC, because no immunological nor ethical
problems were expected. Surprisingly, they were described as immunogenic, too, even in
autologous environment. These cells were also described as tumorigenic; this is the main
reason for now why they cannot be used for the replacement therapy. Immunogenicity, so as
tumorigenicity of iPSC may be a consequence of their dedifferentiation from somatic back to
stem cells.

ASC are the only stem cells, which are already used for the replacement therapy
(transplantation of bone marrow). Some of them are described as immunosuppressive or
tumor-suppressive, other are described as immunogenic and pro-tumorigenic (both in vitro
and in vivo).

Stem cells cannot be used for the replacement therapy until above stated problems are solved.
There have already been suggested solutions, for example genetic modifications or changes in
cultivation of them. Some of these solutions could be promising, but without additional

research we will never be able to use stem cells without any danger.
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Cile prace
Cilem této prace je shrnout nase dosavadni poznatky o reakci imunitniho systému na kmenové
buniky a dale popsat vyhody 1 rizika jejich mozného medicinského vyuziti a navrhnout feSeni

problém1, které jejich aplikace provazi.



Seznam zkratek

ASC — Adult stem cells — Dosp€l¢é télni kmenové bunky
APC — Antigen presenting cells — Antigen prezentujici bunky
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TSG-6 — Tumor necrosis factor-inducible gene 6 protein
VCAM-1 — Vascular cell adhesion protein 1

VEGF — Vascular endothelial growth factor



Uvod

Vsechny kmenové buiiky sdili schopnost sebeobnovy a diferenciace, coz je schopnost
transformovat se z nespecializovaného ve vice specializovany bunécny typ. Tyto unikatni
vlastnosti kmenovych bunék je ¢ini zajimavym nastrojem pro regenerativni medicinu.
Pluripotentni buiiky, embryonalni kmenové buiikky (ESC) a indukované pluripotentni
kmenové bunky (iPSC), maji schopnost diferencovat se do bun¢k ze vSech tii zarodecnych
linii. Dalsi typ kmenovych bunék, dospé€lé télni kmenové bunky (ASC), byly popsany jako
multipotentni, tedy schopné se diferencovat do bunék jen jedné zarode¢né linie. ASC se jako
jediné z kmenovych bunék ptirozené vyskytuji v téle dospélého jedince v mistech, kde je
tiecba bunky ¢asto obnovovat, typicky se jedna o kiizi nebo epitel stieva. Kmenové buriky
V sob¢ skryvaji potencial regenerovat staiim, nemoci ¢i irazem poskozené tkané, piipadné i
vytvofit celé nové organy, zaroven je vsak jejich aplikace spojena s fadou problémd.
Jmenovité se jednd o jejich imunogenni a tumorigenni potencial, jak bude diskutovéano v této

praci.

Imunogenicita, coz je schopnost vyvolat imunitni reakci, byla popsana u vsech typt
kmenovych bunék. Podle self-non-self teorie o imunitni reakci plati, ze transplantujeme-li
buiiky z jiného jedince stejného (alologni transplantace) nebo jiného Zivocisného druhu
(xenologni transplantace), je na misté ocekavat imunitni odpoveéd’. Naopak u transplantace
autologni (darcem i ptijemcem je tentyz jedinec) nebo syngenni (darce a piijemce maji

stejnou genetickou informaci) by imunitni odpovéd’ neméla nastat (Burnet, 1960).

Autologni transplantace ESC neni mozna, v alolognim i xenolognim prostiedi byly ESC
popsany jako imunogenni. Pokud jde o imunogenicitu iPSC, vysledky riznych studii se
znaéné 1isi. V nékterych studiich byly iPSC popsany jako neschopné vyvolat imunitni reakci,
naopak v jinych studiich byly popsany jako silné imunogenni — a to i v autolognim, respektive
syngennim prostiedi (Kaneko and Yamanaka, 2013). ASC nelze obecné oznacit za silné/slabé

imunogenni nebo imunosupresivni. Typtt ASC je n€kolik a jejich imunogenicita se lisi.

Na imunitni reakci vii¢i kmenovym buiikdm se podili vrozena i adaptivni imunita. Ze
slozek vrozené imunity se na imunitni reakci siln€ podili makrofagy, dendritické bunky a NK
bunky. Ostatni sloZky vrozené imunity hraji v tomto pfipad€ jen minoritni roli, a proto
v tomto textu nejsou popisovany. Makrofagy a dendritické buiiky pohlcuji volny material
vznikly napftiklad po lyzi buniky. Makrofagy taktéz pohlcuji buiiky, které neexprimuji ,,don 't

eat me signaly*, mezi néZ patii molekula CD47. Tyto buiiky jsou zarovei 1 antigen



prezentujicimi bunkami (APC) a hraji nezastupitelnou roli v maturaci bunék specifické
imunity. Dané bunky rozeznavaji ,,pathogen associated molecular patterns“ (PAMP),
molekuly typické pro patogeny, jako je LPS nebo dsRNA, pomoci ,,pattern recognition
receptorii* (PRR), mezi néZ patii i ,,toll like receptory “ (TLR). Stejny efekt jako PAMP maji
i ,,danger/damage associated molecular patterns“ (DAMP), molekuly jako ATP nebo DNA

Vv extraceluldrnim prostoru.

Aktivace raznych TRL ma za nasledek kaskadu déjia vedoucich k produkei cytokini a
zéaroven prezentaci fagocytovanych peptidit pomoci MHC II glykoproteinii na povrchu
makrofagl a dendritickych buné¢k. Pfi setkdni T-lymfocytl s maturovanymi dendritickymi
bunkami po stimulaci PAMP a DAMP dojde rovnéz k aktivaci a maturaci T-lymfocytt ve
funkéni Tc nebo Th lymfocyty. Naivni dendritické bunky, coZ jsou buiky, které nebyly
stimulovany pfes PRR, maji na naivni T-lymfocyty uplné jiny G¢inek: T-lymfocyty na né bud’

nereaguji, nebo se vyvinou v regula¢ni T-lymfocyty.

NK buiiky maji za kol ni¢it zejména buniky napadené viry a nddorové buiiky. Takové
bunky maji na svém povrchu neobvykle malo MHC I glykoproteind, coz aktivuje reakci NK
bunék vici nim. Takzvané licencované NK buiiky, které specificky rozeznavaji télu vlastni
MHC I glykoproteiny, reaguji i vii¢i buiikam, jeZ neprodukuji i jen jednu alelickou formu
MHC I glykoproteint. Pokud burika produkuje dostatek vSech ptislusnych forem MHC I,
reakci NK buné€k vii¢i nim zabrani rozpoznani MHC I pomoci inhibi¢nich KIR receptort.
Nekteré tkan€, jmenovité tkdné plodu, maji pfirozené snizenou expresi klasickych MHC 1
(HLA-A/B/C). NK buné¢na reakce vuci takovym tkanim ovSem nenastava diky zvySené

expresi neklasickych MHC I (HLA-G/E).

Adaptivni imunitni odpovéd’ viici kmenovym bunikdm je zptisobena predevsim T-
lymfocyty. Ostatni mechanismy adaptivni imunity v porovnani s nimi nehraji velkou roli, a
proto nebudou dale popisovany. Maturovanych T-lymfocytt je nékolik typ: pomocné T-
lymfocyty typu Thl a Th2, cytotoxické T-lymfocyty (Tc) a regulacni T-lymfocyty (Treg). T-
lymfocyty vazi peptidy navazané na MHC glykoproteinech. Naprosta vétsina T-lymfocyti
neni autoreaktivni, protoze prosly centralni selekci v thymu, proto tyto bunky rozpoznavaji

struktury télu cizi. Jsou tudiz schopné rozeznat a také reagovat proti t€lu cizim bunkam.

Treg lymfocyty (FOXP3*/ CD4" T-lymfocyty) se vyviji v pfitomnosti IL-2 a TGF-p.
Maji za kol tlumit zanét v misté svého vyskytu produkei IL-10 a dalSiho TGF-p.



Tc-lymfocyty (CD8" T-lymfocyty) maji za tikol nicit buiiky napadené viry nebo
rakovinné buiiky. Pomoci koreceptoru CDS8 vazi své TCR receptory na MHC glykoproteiny
s cizorodymi ¢i abnormalnimi peptidy na povrchu cilové bunky. Tato vazba zpiisobi vyliti
cytotoxickych latek (perforinu, granzymt) a smrt cilové bunky. Tc lymfocyty jsou rovnéz
hlavni pficinou rejekce transplantovanych stépti. Rtizné alelické formy MHC glykoproteinti
vazi rizné fragmenty normalnich bunécnych proteint. V ptipadé€ neshody dérce s pfijemcem
v MHC glykoproteinech se buiiky darce imunitnimu systému piijemce jevi jako silné

napadené virem, a proto je proti nim vyvinuta pfislu$na reakce.

vvvvvv

za ukol produkovat cytokiny a stimulovat tak reakci ostatnich bun¢k imunitniho systému. Typ
Th2 produkuje IL-4, 5, 6, 13 a stimuluje B-lymfocyty, eosinofily a mastocyty. Pro imunitni
reakci vii€i transplantovanym tkanim jsou dalezité Th1 lymfocyty, ty produkuji IL-2, IL-12,
IFN-y a LT a stimuluji tak makrofagy a Tc lymfocyty.

Z hlediska imunitni reakce jsou specifickymi tkdnémi imunoprivilegované tkang. Silna
imunitni odpovéd’ by mohla mit za nasledek vazné az fatalni poskozeni téchto tkani a tedy az
fatalni nasledky pro cely organismus. Zanétliva (Th1) imunitni reakce je tim padem V téchto
tkanich vyrazné utlumena; jmenovité se jednd o centralni nervovy systém, oko, varlata a tkané
plodu. Tyto tkan¢ jsou od zbytku téla castecné fyzicky oddéleny pomoci hematoencefalické /
hematookularni / hematotestikularni /placentarni bariéry, jejimz hlavnim tikolem je chranit
ptisluSné organy predevsim pted virovou infekci. Imunitni reakce je v té€chto mistech tlumena
protizanétlivymi cytokiny (TGF-f, IL-10), maji tak vliv na vyvoj Treg lymfocyti. V piipadé
varlat je produkce prozanétlivych cytokini tlumena androgeny. Sertoliho buniky a buiiky oka
exprimuji Fas-ligand, ktery indukuje apoptézu bunék s Fas-receptorem (mimo jiné mezi né
patii aktivované T-lymfocyty). Buiiky oka a mozku exprimuji jen malo MHC a

kostimulaénich molekul pro inhibici T-bunééné reaktivity, bunky plodu exprimuji neklasické

MHC |, HLA-G, ¢imz inhibuji funkci NK bunék.

Z hlediska imunitni reakce jsou dal$i abnormalitou chimérni organismy. Jako chiméra je
definovan organismus, jehoz t€lo obsahuje buiiky s riznou genetickou informaci. Imunitni
systém takového organismu nereaguje na oba typy bunék, protoze béhem ¢asné ontogeneze
vychova svoje T 1 NK bunky jako tolerantni, které nebudou schopny rozvinout proti obéma

typim imunitni reakci. To se v optimalnim ptipad¢ stane po transplantaci alo/xenologni tkan¢.



Imunitni reakce proti kmenovym buitkam vznika z nékolika riznych divoda. Neshoda
darce a prijemce v MHC glykoproteinech je povazovana za hlavni pfi¢inu rejekce Stépt. Roli
vSak hraji i jiné faktory. Naptiklad skutecnost, ze ne vSechny buiky transplantované tkané
operaci pieziji. PFitomnost mrtvych bun¢k miize vyvolat imunitni reakci vii¢i buitkam v jejich
okoli (Rock and Kono, 2008). Tento fakt vysvétluje alternativni danger teorie o vzniku
imunitni reakce, podle niz nezalezi na pivodu bun¢k, nybrz na ptitomnosti DAMP. Pokud se
DAMP, molekuly jako naptiklad DNA nebo ATP, nachézeji v extracelularnim prostoru, znaci
to pfitomnost poskozenych ¢i mrtvych bun¢k (Pradeu and Cooper, 2012). Danger teorie timto

zpusobem vysvétluje vznik imunitni reakce viici autolognim tkéanim.

DalSim velkym problémem spojenym s transplantaci kmenovych bunék je jejich
tumorigenicita — schopnost davat vzniknout tumorim. Geneticky material kmenovych bunék
(prokazano u ESC) je zna¢né nestabilni a nachylny k mutacim (Nérvé et al., 2010), coz mize

vést k jejich transformaci v nadorové burnky.



1. Kmenové bunky obecné

Védecky zdjem o vSechny typy kmenovych bun€k je déan jejich potencidlem se délit
a diferencovat se v ruzné typy bunék. Kmenové buriky maji schopnost opravovat nemocemi,
zranénim ¢i stafim poskozené tkané a dokonce vytvaret celé nové organy, coz jim dava

znaény vyznam v regenerativni medicing.

1.1. Embryonalni kmenové buiiky (ESC)

Zajem se nejprve obracel k embryonalnim kmenovym butikam (ESC). Tyto bunky maji
schopnost se diferencovat v kteroukoliv buiiku dospélého téla, nicméné manipulace s nimi je
velice slozita. V ptipadé lidskych ESC je navic prace s nimi spojena s etickymi problémy
(Alvarez et al., 2012).

ESC Ize rovnéz ptipravit uméle: partenogenezi nebo pfenosem jader. Metoda pfenosu
jader je zaloZena na odstranéni haploidniho jadra oocytu a jeho nahrazenim diploidnim
jaddrem somatické buiiky. Po tomto pfenosu se builka zacne vyvijet stejné, jako kdyby doslo
k oplozeni, tudiz je mozné timto zptisobem ziskat ESC (Deuse et al., 2015).

Partenogeneze musi byt u savcl vyvolana uméle, prirozené k ni totiz nedochazi. Pokud je
oocyt stimulovan Ca?* ionty (elektroporaci v médiu obsahujicim tyto ionty), nastane stejna
situace, jako kdyz dojde k oplozeni — haploidni oocyt se za¢ne d¢lit, proto je nasledné mozné

ziskat ESC (Daughtry and Mitalipov, 2014).

1.2. Indukované pluripotentni kmenové buiiky (iPSC)

Dals$im typem kmenovych bunék jsou indukované pluripotentni bunky (iPSC). Jedna se
o pln¢ diferencované té€lni burky, u kterych byl uméle obnoven kmenovy stav.
Prvni Gspésny pokus na vytvoteni iPSC probéhl na mysSich bunikéch v roce 2006. Autofi zde
vytipovali 24 gend, které mohou zpisobovat pluripotenci. Kazdy z téchto gent byl
retrovirovou transdukci vloZzen do mySich embryonalnich fibroblastii a postupnou selekci byly
vybrany transkripéni faktory Oct3/4, Sox2, KIf4 a onkogen c-Myc (OSKM). Kdyz byly tyto
Ctyfi geny retrovirovou transdukci vloZzeny do embryonalnich fibroblastt, doslo k jejich
dediferenciaci na iPSC, bez kteréhokoliv z nich se na iPSC nezménily (Takahashi and
Yamanaka, 2006). Piestoze pozdé&jsi vyzkum ukazal, Ze toto neni jedind moznost, jak vytvorit
IPSC, je tieba zdUraznit, ze timto postupem se podafilo vytvotit iPSC upln¢ poprvé a tedy

zbofit dogma, Ze dediferenciace somatickych bunék zpét na kmenovy stav neni mozna. Tento



pokus se stal dilezitym milnikem v bunééné biologii a Shinya Yamanaka za tento objev roku
2012 obdrzel Nobelovu cenu.

1.3. Dospélé télni kmenové buiiky (ASC)

Poslednim typem kmenovych buné¢k jsou dospé€lé télni kmenové bunky (ASC). Tyto
bunky se pfirozen¢ vyskytuji v prakticky vsech tkanich dospé€lého téla, typicky je to vSak v
mistech, kde musi neustale dochazet k obnové buné¢k jako naptiklad v krvi (kostni dfeni).
Velkou vyhodou téchto bunék je skutecnost, Ze se daji pomérné snadno ziskat. Jejich
vyuzitelnost je vSak omezena, protoze tyto buiiky nejsou pluripotentni, jsou totiz pouze
multipotentni, mohou proto dat vzniknout jen bunkam ze stejného zadrode¢ného listu.

Typt ASC bylo popsano nékolik, naptiklad mezenchymalni, neurdlni a hematopoetické.
Mezenchymalni kmenové bunky (MSC) se daji ziskat z amniové tekutiny, endometria, zubni
diené, kuize, tuku nebo synovialni tekutiny, poprvé vsak byly ziskany z kostni dien¢. Bylo
zjisténo, ze MSC jsou schopné diferencovat se nejen do tkdni mezenchymaélniho piivodu
(chondroblasty, osteocyty, adipocyty, myocyty), ale i napiiklad v neurony, bunky
ektodermalniho pivodu (Ma et al., 2014).

Neuralni kmenové buiiky (NSC) jsou prekurzory nervovych bunék (naptiklad neurony
¢i astrocyty), které se pfirozené se nachazeji v CNS. Jejich transplantace je nadé&ji pro osoby
po trazu naptiklad pateini michy nebo 0soby trpici neurodegenerativnimi chorobami, jako je
Huntingtonova nebo Parkinsonova choroba (Kim et al., 2013).

Hematopoetické kmenové buiiky (HSC) jsou jediné ASC, jezZ se v soucasnosti beézné
transplantuji. Jedna se o prekurzory vSech krevnich bungk, jejich transplantace je standardni
procedurou pro jedince trpici napiiklad leukémii (Slavin, 2000). Transplantace HSC byva
nepiesné oznacovana jako ,.transplantace kostni dienc*.

Prace s ASC je nicméné spojena s podstatnym problémem — jejich vlastnosti se
S rostoucim vékem darce méni. Pti porovnani ASC ziskanych od osob rizného véku byly
nalezeny rozdily V jejich expresnich profilech. Produkce miRNA se u ASC od osob mladsich
50 let 1i8i od produkce miRNA zjisténé u ASC od osob starSich 50 let. Rozdilna produkce
miRNA ma mimo jiné pifimy vliv na expresi slozek MAP a NF«kB signalni kaskady (starsi
ASC exprimovaly vice NFkB a mén¢ IxB nebo ERK1/2) (Pandey et al., 2011). Zminéné
rozdily v expresnich profilech maji vliv na vlastnosti ASC. Konkrétn¢ u MSC bylo zjisténo,
ze imunosupresivni vlastnosti star§Sich MSC jsou v porovnani s imunosupresivnimi

vlastnostmi mlad$ich MSC zanedbatelné. Bylo tak demonstrovano na 1é¢bé roztrousené



sklerdzy. Pro tplnost 1ze dodat, Ze mlad$im darcim bylo v priméru 26, star§im 63 (Scruggs et
al., 2013).

1.4. Nadorové kmenové buiiky (CSC)

Pro uplnost je tieba zminit existenci nadorovych kmenovych bunék (CSC). Jedna se o
buriky, z nichZ cely nador vznika, samotny nador je vSak heterogenni skupinou bunék. CSC
maji stejn¢ jako ostatni kmenové buniky schopnost sebeobnovy a diferenciace, mohou tim
padem vytvofit in vivo cely nador. Hovotime o butikach postizenych genetickymi mutacemi
nebo epigenetickymi zménami, které zpisobi nadorovou transformaci danych bunék. Pro
priklad Ize uvést, ze mutace v genu pro transkripcni faktor WT1 zptisobuje signifikantni
snizeni poc¢tu mistné-specifickych hydroxymetylaci a zaroven snizuje mnozstvi TET2 enzymu
Vv bunce. Piedpoklada se, Ze tyto mutace uzce souviseji se vznikem akutni myeloidni leukémie
(Rampal et al., 2014). Rovnéz byla nalezena souvislost mezi mutacemi v genech APC (tumor
supresor) nebo CTNNBL (transkripéni faktor) sou¢asné s mutaci v genu KRAS. Tyto mutace
maji za nasledek zesileni WNT signdlni kaskady a ndsledné obnoveni kmenového stavu

buriky, coz bylo pozorovano u iniciace rakoviny tlustého streva (Rolle et al., 2016).

1.5. Srovnani

Vsechny kmenové buiiky maji schopnost sebeobnovy a diferenciace. ESC a iPSC jsou
pluripotentni, maji tedy schopnost diferencovat v jakékoli jiné téIni buiky.

ASC jsou sice popsany jako pouze multipotentni, pfesto u nich byla zaznamenana schopnost
diferencovat se i v bunky pochazejici z jiného zarode¢ného listu. ASC se jako jediné kmenové
bunky piirozené vyskytuji v téle dospélého organismu.

Vyse specifikované tii typy kmenovych bunék jsou vyuzitelné v reparativni medicing.
Jejich kvalita (respektive neposkozenost genetického materidlu) je pro jejich dalsi vyvoj
kritick4. Studie Nérvy a kol. prokézala, jak je pro dalsi vyvoj ESC dileZité nezménéné
mnozstvi kopii danych gentt (CNV) a zachovani heterozygozity (LOH). Dale bylo zjisténo,
jak je genom ESC in vitro nestabilni; vice nez 30 pasazovani mélo zna¢n¢ negativni G¢inky.
Pti porovnavani bunék, které proSly méné nez 30 pasaZovanimi, S buiikami, které prosly vice
nez 30 pasdZovanimi, byly nalezeny rozdily. Brzké a pozdni paséaze se liSily v 24% LOH mist
aVv 66% CNV. Tyto mutace ovlivnily expresni profil téchto bun¢k. Bylo vypozorovano, ze
20,2% takto upregulovanych/downregulovanych genti ovliviiuje bunécnou transformaci,
14,3% bunécné déleni a bunécny cyklus, 44,4% téchto gent je stejné

upregulovanych/downregulovanych v CSC (Narvé et al., 2010). Lee a kol. uvadi, ze expresni



profily CSC a ostatnich kmenovych bunék zna¢né shoduji (Lee et al., 2013a). Neni proto
prekvapivé, ze nestabilita genomu kmenovych bunék neziidka vede k jejich transformaci
v CSC.

2.Imunitni reakce proti kmenovym buiikam: pri¢iny a dusledky

Velkym problémem, ktery brani medicinskému vyuziti kmenovych bunék a tkani z nich
derivovanych, je jejich potencialni imunogenicita. Existuji studie, jez popisuji imunitni reakci
vici vSem typum kmenovych bunék. Existuji vSak i studie, které uvadéji pravy opak.

U kmenovych bunék byla popsana produkce imunosupresivnich molekul jako HLA-G nebo
TGF-B. Bylo také popsano, ze kmenové buniky maji snizenou expresi klasickych MHC I
glykoproteint, nejsou tedy efektivné rozeznatelné adaptivni imunitou. Snizena exprese MHC
I v§ak miize zplsobit NK bunécnou reakci viici kmenovym buitkdm. Dhodapkar a kol. dale
popsali existenci pamétovych T-lymfocyti cilicich proti bunkam, které exprimuji protein
Oct4 (Dhodapkar et al., 2010). Tento protein je pfimo markerem pluripotence a je tedy
exprimovan ESC 1 1PSC.

Po diferenciaci kmenové buiiky zna¢né méni své vlastnosti, napiiklad se u nich masivné
zvysi exprese klasickych MHC I glykoproteint a jsou tedy poté rozeznatelné i adaptivni
imunitou (Drukker et al., 2002), ktera na n¢ reaguje jako na ostatni auto/alo/xenologni buriky.
Mezi dal$i imunogenni molekuly, jejichZ exprese byla u kmenovych bunék popsana, patii
mHC a antigeny krevnich skupin (Almeida et al., 2013).

Jak je vySe uvedeno, pokud jde o imunogenicitu kmenovych bunék, zdvery riznych
studii se zna¢né 1isi. Rozbor pficin a disledkti rozdilnych zavért jednotlivych studii je

obsahem této kapitoly.

2.1. Imunitni reakce proti ESC

U transplantaci ESC lze imunitni reakci ocekavat, jelikoZ se nejedna o autologni
transplantaci. Autologni, respektive syngenni, ESC je mozno u savcu ziskat pomoci
inbrednich kment zvifat. Autologni ESC lze ptipravit uméle pomoci partenogeneze nebo
pienosem jader. Tyto metody jsou vSak spojeny s dalsimi komplikacemi, jak bude nize

popisovano.

Nediferencované ESC byly dlouhou dobu povazovany za slab¢ imunogenni az
imunosupresivni, protoZze maji velmi nizkou expresi klasickych MHC I molekul a zcela

postradaji MHC |1 molekuly (Drukker et al., 2002) (Boyd and Wood, 2009) (Suarez-Alvarez
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et al., 2010). U ESC byla zaznamenana produkce neklasickych MHC I — Drukker a kol.
zaznamenali produkci HLA-E. Produkci HLA-G Drukker a kol. v§ak nezaznamenali (Drukker
et al., 2002). Produkce HLA-G byla zaznamenana az pozd¢jsi studii Verloese a kol. (Verloes
etal., 2011).

ESC produkuji TGF-p (Koch et al., 2008) a MFG-E8 (Tan et al., 2015), diky ¢emuz
maji in vitro imunosupresivni uc¢inky. TGF- ptisobi na monocyty a brani jejich maturaci
Vv dendritické buiiky, jelikoz potlacuje produkci glutathionu, ktery je pro jejich maturaci
nezbytny. Timto zpusobem TGF-B nepiimo brani i maturaci T-lymfocytt (Leshansky et al.,
2014). Solubilni molekuly produkované ESC, v¢etné MFG-E8, maji na maturaci T-lymfocytu
1 pfimy vliv, protoze brani fosforylaci a tim padem aktivaci proteinkindzy C-6 (PKC-0)
(Mohib et al., 2012) (Tan et al., 2015). Tato kinaza je nezbytnou slozkou NFkB signalni
kaskady vedouci k maturaci naivnich CD4+ T-lymfocyti. Zminéné solubilni faktory maji déale
vliv na cytokinovou produkci Th1 lymfocytd. Thl lymfocyty za¢nou misto pro né typickych
cytokini IFN-y a IL-2 produkovat TGF- a také FoxP3, molekuly typické pro Treg lymfocyty
(Mohib et al., 2012).

In vivo se vsak tyto poznatky nepotvrdily, naopak tkané derivované z ESC byly popsany
jako siln€ imunogenni. Bylo zjisténo, Ze po stimulaci pomoci INF-y se u ESC masivné zvysi
exprese MHC I. Na expresi MHC Il stimulace IFN-y nema vliv (Drukker et al., 2002)
(Suérez-Alvarez et al., 2010). Studie Swijnenburga a kol. ukézala, ze ESC imunosupresivni
vlastnosti in vivo ztraceji. Swijnenburg a kol. transplantovali ESC ischemického myokardu
mysi, tyto tkan¢ byly nasledné silné infiltrovany NK bunkami a T-lymfocyty. S postupujicim
casem a tedy diferenciaci ESC se infiltrace jesté zesilila, v alolognim prostedi mezi 4. a 8.
Tydnem pozorovani veskeré transplantované bunky zmizely. Miizeme ucinit zavér, ze ESC
v alolognim prostiedi nejsou imunosupresivni, naopak jsou imunogenni (Swijnenburg et al.,
2005). V xenolognim prostiedi je rejekce ESC rychlejsi nez v alolognim prostiedi. Grinnemo
a kol. jiz tfi dny po injikaci lidskych ESC do my$iho myokardu v pfislusném misté vyskyt
ESC nezaznamenali. V mist¢ injikace byl detekovan vyskyt makrofagi a T-lymfocytt
(Grinnemo et al., 2006). Pouze v syngennim je imunogenicita ESC minimalni (Pearl et al.,
2011).

Pti transplantacich z ESC derivovanych tkani je v xeno/alolognim prostiedi nutné uzivat
alespon kratkodobou (né¢kolikamési¢ni) imunosupresi, v soucasnosti se tak bézné déje u
transplantaci u lidi 1 zvifat. Pro piiklad Ize uvést, Ze pti aplikaci imunosuprese ma lécba srdce

pomoci ESC pozitivni vysledky: u opic (makaki) i lidského pacienta se §t€p uchytil a i po



tiech mésicich po transplantaci byly v srdci detekovany z ESC derivované kardiomyocyty
(Chong et al., 2014) (Menasché et al., 2015).

Imunitni reakci Ize omezit, pokud jsou ESC a z nich derivované tkané transplantovany
do imunoprivilegovanych oblasti. Dobu, po kterou je nutno aplikovat imunosupresiva, lze
zkratit jen na n¢kolik tydnt.

Pro priklad 1é¢ba zraku v ptipad¢ Stargardtovy a atrofické vékem podminéné makularni
degenerace pomoci ESC (respektive bunék pigmentového epitelu sitnice z nich derivovanych)
ma, jak se zda, dobré vysledky. Ve studii Schwartze a kol. se transplantované $t€py v oku
uchytily: 13 z 18 pacienti vykazovalo zvy$enou pigmentaci v subretinalni oblasti. U jednoho
pacienta se zrak zhorSil, u vSech ostatnich zlstal stejny nebo se zlepsil. Dulezité je, ze po
celou dobu nebyla zaznamenana rejekce transplantovanych bunék (Schwartz et al., 2015).
Song a kol. provedli podobnou studii. 3 z jejich 4 pacientt se zlepsil zrak, u jednoho k zadné
zméné nedoslo. 3 ze 4 pacienti nevykazovali zadné znamky rejekce $t€pu, nicméné u jednoho
pacienta se vyvinula intraretinalni cysta. Vyvoj této cysty ma vic nez jedno vysvétleni, do
uvahy ptichazi i rejekce §tépu (Song et al., 2015).

U ESC byly popsany tii typy povrchovych molekul, které jsou divodem vzniku
imunitni reakce vic¢i nim: MHC a mHC glykoproteiny a antigeny krevnich skupin (Almeida
etal., 2013).

Studie Deuse a kol. potvrdila diilezitost MHC ve vzniku imunitni reakce. V této studii
byly ESC vytvofeny uméle metodou pienosu jader. Kdyz byly transplantovany ESC, jejichz
MHC se neshodovaly s recipientem, v 80% piipadi byl §tép zcela odmitnut. Pokud se darce a
ptijemce neshodovali pouze v mHC, mnozstvi odmitnutych $tépti bylo mnohem nizsi,
pouhych 10%. Je tedy evidentni, Ze role mHC v rejekci §tépu je v porovnani s MHC minoritni
(Deuse et al., 2015). Bylo prokazano, ze ESC exprimuji i antigeny krevnich skupin (Mdlne et
al., 2008), nicméné jejich role v rejekci transplantatu neni detailné popsana. Piedejit rejekci
transplantatu zplisobenou praveé antigeny krevnich skupin je snadné, staci totiz, kdyz ma darce
a piijemce stejnou krevni skupinu.

Jak ukézala vySe zminéna studie Deuse a kol., na vzniku imunitni reakce vici ESC se
Vv alolognim prostiedi znacnou mérou podili molekuly MHC, respektive neshoda darce a
piijemce v téchto glykoproteinech Za tcelem zabranéni T-bunécné rejekei transplantatu
zpusobené neshodou darce a ptijemce v MHC glykoproteinech Wang a kol. vytvofili kmen
ESC deficientni na f2-mikroglobulin. Popsané ESC nejsou ani po diferenciaci schopné
exprimovat HLA I (= lidské MHC I) a jsou tedy rezistentni vici cytotoxickym T-lymfocytim,

zaroven jsou vsak nachylngjsi k destrukci pomoci NK bun¢k. Tato studie dale prokazala, ze
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Skody zptisobené cytotoxickymi T-lymfocyty jsou vaznéjsi nez skody zpusobené NK
buitkami, viz nize uvedené grafy. Dalsi velkou vyhodou takovychto ESC je fakt, ze tyto
bunky je mozné pouzivat univerzalné bez ohledu na MHC haplotyp recipienta. Nutno dodat,
ze Cistota izolovanych T-lymfocytl byla 88% + 3,3% a Cistota izolovanych NK bunék byla
86% =+ 2,6% (Wang et al., 2015).
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s CD8+ T-lymfocyty (Wang et al., 2015) burikami (Wang et al., 2015)

Dingwall a kol. se pokusili o0 néco podobného, genetickymi tipravami ESC se snazili
snizit imunogenicitu téchto bunék. Vytvotili kmen ESC, ktery i po diferenciaci exprimuje
protein H2-B1 (mysi homolog HLA-G) (Dingwall et al., 2015). Vytvoteny kmen by dle in
vitro vysledki. m¢l byt rezistentni vi¢i NK bunkam a soucasné byt i méné napadan T-
lymfocyty (Gal et al., 1999) (Schmitt et al., 2015). In vivo se vSak silny vliv H2-B1 na reakci
Tc lymfocyti nepotvrdil, transplantované ESC nebyly schopné pfezit v xenolognim ani
alolognim prostiedi. Pouha exprese H2-B1/HLA-G tudiz k pieziti transplantovanych ESC
pravdépodobné nestaci (Dingwall et al., 2015).

Uméle vytvofit ESC obsahujici genom recipienta je dalS$i mozZnost, jak se vyhnout
imunitni reakci. Takové ESC je mozné vytvofit po prenosu jader. Haploidni jadro oocytu je

nahrazeno diploidni jadrem somatické buiky recipienta, dojde k vyvoji ESC s jadernym
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genomem recipienta. Jaderna DNA vSak neni jedina, kterou sav¢i buiiky obsahuji. DNA
obsahuji i mitochondrie, které spolu s cytoplasmou v oocytu zlstavaji, jejich DNA je pro
recipienta alologni. VySe zminéna studie Deuse a kol. prokézala, Ze alologni mitochondrialni
proteiny zcela postacuji pro vznik imunitni reakce vici specifikovanym bunkam, pouze 60%
takovych transplantaci bylo spéSnych. Z uvedeného plyne zavér, ze pienosem autologniho
jadra do alologniho oocytu se imunitni reakci vyhnout neda (Deuse et al., 2015).

Z oocytu je mozno vytvorit ESC i partenogenezi. Veskery genom, ktery takové ESC
obsahuji, je identicky s genomem déarkyné oocytl. Z partenogenetickych ESC byly tspésné
derivovany NSC, v soucasnosti probiha prvni faze vyzkumu jejich aplikace pro 1é¢bu
Parkinsonovy choroby. Bylo zjisténo, ze NSC produkuji HLA-G a ze z
partenogenetickych ESC derivované NSC produkuji vice HLA-G, nez ty ,,normalni‘
(obsahujici genom dvou rodic¢it). Z partenogenetickych ESC derivované NSC jsou tudiz
schopné tlumit NK bunéénou imunitni reakei u€innéji, respektive jsou NK buitkami méné

napadany, oz je rozhodné pozitivni poznatek (Schmitt et al., 2015).

Na zavér této podkapitoly 1ze shrnout, Ze byt se dle in vitro zjisténé produkce
imunosupresivnich molekul jevi imunogenicita ESC jako minimalni, jSou in vivo imunogenni.
Po diferenciaci se vlastnosti ESC méni, napfiklad se u nich masivné zvysi exprese MHC 1,

z tohoto diivodu jsou neupravené ESC v alolognim i xenolognim prosttedi cilem imunitni
reakce. Genetické upravy ESC dokaZi jejich imunogenicitu sniZit, ne ji vSak Gplné zabranit.
Stejné tak nejsou zcela neimunogenni ani ESC vzniklé pfenosem autologniho jadra do
alologniho oocytu.

Pti docasné aplikaci imunosupresiv se vSak ESC jsou schopné v téle piijemce prezit a

nahradit poskozenou tkan.

2.2. Imunitni reakce proti iPSC

iPSC byly vytvoieny jako uméla alternativa ESC, ktera by neméla u recipienti
vyvolavat imunitni reakci, jelikoZ je moZno vytvofit i autologni iPSC. Proteom iPSC a
produkce mMRNA se znaéné shoduji s ESC, proto Ize logicky ptedpokladat, Ze se i jejich
vlastnosti budou ve velké mite ucha pouze malé mnozstvi MHC I a zadné MHC 11 (Park et
al., 2013). iPSC exprimuji malé shodovat (Munoz et al., 2011) (Choi et al., 2015). iPSC stejné
jako ESC exprimuji ve srovnani s fibroblasty mnozstvi HLA-G a na rozdil od ESC i HLA-EE
(Lu et al., 2014). Po in vitro stimulaci IFN-y u iPSC vzroste produkce MHC I, v¢etné HLA-E,

exprese MHC I a HLA G ziistava beze zmény. | pies zvysenou expresi MHC I po stimulaci
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IFN-y v$ak iPSC in vitro nejsou schopny aktivovat proliferaci alolognich CD4" a CD8" T-
lymfocytt, stimuluji je vsak k produkci 1L-2 a IL-10 (Lu et al., 2014). iPSC dale exprimuji i
,,don 't eat me signal“ CD47 ve stejném mnozstvi jako embryonalni fibroblasty, proto jsou
schopny se branit fagocytéze makrofagy (Mizukami et al., 2014). Zaroven vsak iPSC
exprimuji protein Oct4. Dhodapkar a kol. v lidském t€le prokazali existenci pamétovych T-
lymfocyti cilicich na bunky exprimujici tento protein (Dhodapkar et al., 2010). U mysich
(Dressel et al., 2010) i lidskych iPSC (Suarez-Alvarez et al., 2010) byla popséana i produkce
ligandti pro NKG2D receptor NK bun¢k. Vazba tohoto receptoru na ptislusny ligand spousti
NK buné¢nou reakci vici takovym buitkam. Zaroven vSak bylo in vitro zjisténo, ze
specifikované reakce jsou schopny pouze NK buiky pifedem aktivované pomoci IL-2 (Dressel
et al., 2010).

Sekretom iPSC dosud nebyl blize specifikovan.

In vivo provedené studie nedospély k jasnému zavéru, zda jsou iPSC imunogenni ¢i
nikoli, protoze se vysledky jednotlivych studii zna¢né lii. Studie Zhaa a kol. provedena roku
2011 autologni iPSC oznacila jako siln¢ imunogenni, mnohem silné&ji nez syngenni ESC. Bylo
zjisténo, Ze iPSC exprimuji jiné geny nez ESC a Ze imunitni reakce vici iPSC je zavisla na T-
lymfocytech. V posuzovaném ptipadé se jednalo o geny Hormadl a Zg16. Souvislost
overexprese téchto genti S imunogenicitou ptislusnych bun¢k neni ndhodna, tyto geny jsou
totiz overexprimovany i v rakovinnych buiikach. Na zékladé uvedenych poznatkt autofi
studie dospéli k zavéru, ze télo vnima iPSC jako druh rakovinnych bunék (Zhao et al., 2011).
Pozdé&ji provedené studie vSak dosly k zcela odlisnym zavérim. Studie Arakiho a kol. z roku
2013 nezjistila signifikantni rozdil mezi imunogenicitou syngennich ESC a autolognich iPSC.
ESC 11PSC byly diferencovany v buniky kiiZze a kostni dfen€ a nasledné transplantovano, po
transplantaci piezilo 98,3% §tépt z iPSC a 92,5% $tépt z ESC. Stpy byly jen velmi malo
infiltrovany imunitnimi butikami a transplantované buriky byly po nékolika mésicich
ptitomny v télech piijemcu. Stejné tak nebyl zjistén signifikantni rozdil v expresi Hormadla
Zg16, naopak byl zjistén rozdil v expresi téchto gend mezi riznymi tkanémi obecné (zde
kostni dfeni a kuize) (Araki et al., 2013). Nasledna studie Guhy a kol. zaznamenala dokonce
100% piezivsich §tépt ze syngennich ESC a autolognich iPSC (Guha et al., 2013).

Morizane a kol. prokazali, ze i alologni iPSC jsou schopny v téle (mozku) piijemce —
makaka, prezit bez imunosuprese. V poctu prezivsich alolognich a autolognich $tépt nebyl
signifikantni rozdil, je vSak pravdou, Ze alologni §tépy byly vice infiltrovany imunitnimi
bunkami a vykazovaly niz$i hustotu (Morizane et al., 2013). S vysledky Zhaa a kol. se

rozchazi i studie Aweho a kol. Zavér dané studie je, ze exprese genti Hormadla Zg16
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nesouvisi s imunitni reakci vici prislusnym bunkam. Awe a kol. navic zaznamenali, ze
produkce Hromad1 je u riznych kmenti iPSC extrémné nizka (Awe et al., 2015).

Vyvstava zde fada otazek, pro€ se zavéry uvedenych studii lisi. Jednim z faktorti je
rozdilny ptivod bun¢k reprogramovanych v iPSC. Jak bylo prokazano Polem a kol., pivod
bunék ovliviuje jejich vlastnosti i po reprogramovani v iPSC — iPSC rizného ptivodu se 1isi
Vv expresnich i epigenetickych profilech. Je vSak pravdou, Ze tyto expresni a epigenetické
rozdily se tykaji pouze Cerstvé reprogramovanych iPSC. V pfedmétné studii 16 pasazovani
piislusnych bunék stacilo na to, aby tyto rozdily jiz nebyly znatelné (Polo et al., 2010).

Uvedené rozdily ovlivituji imunogenicitu ptisluSnych bunck. Zavérem studie Wanga a
kol. je, Zze iPSC vytvorené z bun¢k imunoprivilegovanych tkani (zde Sertoliho bunék: Ser-
IPSC) jsou mén¢ imunogenni nez iPSC, které pochazeji z bunék mimo tyto tkané (zde
embryonalni fibroblasty: MEF-iPSC); §tépy z Ser-iPSC byly mén¢ infiltrovany imunitnimi
burikami a piezivaly ve vysSich procentech nez $tépy z MEF-iPSC. | v této studii vSak bylo
prezentovano, ze tyto rozdilné vlastnosti postupem ¢asu mizi. Po 9-15 pasazovani byl
prezentovan rozdil v imunogenicité, tspésné se uchytilo 80% Ser-iPSC a 40% MEF-iPSC; po
35-38 pasazovani jiz o snizené imunogenicité Ser-iPSC uvazovat nelze, uchytilo se totiz 50%

Ser-iPSC a 60% MEF-iPSC (Wang et al., 2014).
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Dalsim moznym vysvétlenim, pro¢ jsou iPSC v nékterych ptipadech ozna¢ovany jako
imunogenni a Vv jinych jako neimunogenni, je rozdilna kvalita pouzitych bunék. iPSC pouzity
Zhaem a kol. mély diskutabilni kvalitu, jelikoz pro pokusy byly vybrany i iPSC, u kterych
doslo k integraci pouzitého retrovirového vektoru nesouciho ptislusné geny do genomu
hostitelskych bun¢k na blize nespecifikovana mista (Zhao et al., 2011). Araki/Guha a kol. se
naopak na kvalitu pouzitych bunék zaméfili, a proto pro pokusy byly vybrany pouze burky, u
nichz se vektor nesouci geny pro OSKM neintegroval do hostitelského genomu, a genova

transkripce nebyla ovlivnéna jinym nez zamyslenym zptsobem (Araki et al., 2013) (Guha et
al., 2013).
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Imunogenicitu iPSC rovnéz ovlivituje zpusob reprogramovani. Zhao a kol., stejné jako
Morizane a kol., pozorovali snizenou imunogenicitu iPSC reprogramovanych neintegrujicim
se epizomalnim vektorem v porovnani s iPSC reprogramovanymi retrovirovym vektorem
(Zhao et al., 2011), coz je mimo jiné zptuisobeno zbytkovou expresi virovych gent piitomnych
na vektoru (Morizane et al., 2013).

Mezi potencialni faktory, pro¢ se s vyjimkou studie Guhy a kol. neuchytily vSechny
transplantované autologni §tépy, patii i skutecnost, ze transplantaci jako takovou jen ziidka
pieziji vSechny transplantované bunky. Pfitomnost mrtvych bun¢k ma totiz negativni vliv na
prezivani bun¢k v jejich okoli (Rock and Kono, 2008).

V alolognim prostfedi mize imunitni reakci zptisobit i neshoda darce a piijemce v MHC

glykoproteinech, ani absolutni shoda v MHC vsak nezajisti bezproblémové piijeti §tépu. Svou

roli zde hraje neshoda v jinych faktorech, jako jsou mHC (Mizukami et al., 2014).

Tabulka 1: Porovnani iPSC pouzitych v jednotlivych studiich v autolognim prostredi

Autofti Rok Pivod iPSC Metoda reprogramovani | Procento prezivsich steépu
fibroblasty zmens§ujicich se
Neintegrujici se 80% rostoucich, 9% zmensujicich
epizomalni vektor se
Araki a kol. 2013 Mysi kize Plasmidy pCX-OKS-2A | 98,3 +1,3%
My kostni def apexe-
Myc
Guhaakol. | 2013 | Mysi fibroblasty Lentivirovy vektor 100%
z konce ocasu Neintegrujici se
epizomalni vektor
Morizane a 2013 Opic¢i fibroblasty Retrovirovy vektor 100%; obsahovaly mnozstvi
kol. z ustni dutiny CD45" bungk
Opici jednojaderné Neintegrujici se 100%
bunky periferni krve epizomalni vektor
Wang akol. | 2014 Mysi Sertoliho buniky | Retrovirovy vektor 80% brzkych 50% pozdnich
pasazi pasazi
Mysi embryonalni 40% brzkych 60% pozdnich
fibroblasty pasazi pasazi
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Pavod, metody reprogramovani i kvalita iPSC pouzitych v jednotlivych studiich se lisi.
Tyto faktory ovliviyji jejich imunogenicitu, proto nemtizeme jednoznacné fici, zda a do jaké
miry jsou iPSC imunogenni. Na druhou stranu — vzhledem k faktu, ze studie, které hlidaly
kvalitu iPSC (Guha/Araki a kol), nepozorovaly vznik silné imunitni reakce proti nim, se lze

piiklonit k nazoru, ze imunogenicita iPSC je v autolognim prostfedi minimalni.

2.3. Imunitni reakce proti ASC
2.3.1. Mezenchymalni kmenové burky

MSC in vitro vykazuji imunosupresivni ucinky: byla u nich popsana exprese HLA-G
(Nasef et al., 2007), FasL (Akiyama et al., 2012), prostaglandinu E;, (Spaggiari et al., 2009),
oxidu dusnatého (Ren et al., 2010), TSG-6 (Sala et al., 2015), indoylamin-2,3-dioxigenazy
(Waterman et al., 2010) nebo TIMP-1 (Zanotti et al., 2016), inhibuji tedy reakci
dendritickych bunék i T-lymfocytd. Imunosupresivni vlastnosti MSC z velké miry zaviseji i
na IL-10. Neni v8ak Gpln¢ jisté, v jaké mite jej produkuji samy tyto buriky, respektive do jaké
miry K jeho produkci MSC stimuluji buniky ve svém okoli (Ma et al., 2014). MSC rovnéz
exprimuji adhezivni molekuly VCAM-1 a ICAM-1. Tyto molekuly jsou v téle dilezité pro
adhezi T-lymfocytt ke sténam cév; v tomto piipadé vSak umoziuji adhezi T-lymfocytl ptimo
k MSC. Diky této adhezi mohou na T-lymfocyty pusobit i molekuly jako NO, které
nasledkem kratkého polocasu rozpadu ptisobi jen v bezprostifednim okoli buiky, ktera jej
produkuje (Ren et al., 2010).

Autologni MSC in vivo imunitni reakci nevyvolavaji a jsou schopné reparovat
poskozené tkané, naptiklad srde¢ni sval (Schuleri et al., 2009). Ne vzdy vsak je autologni
bunky mozné pouzit, proto je nutné aplikovat alologni MSC. V ptipad¢ alolognich
transplantaci se vysledky, co do imunogenicity téchto bun¢k, zna¢né 1isi. Podle nékterych
studii jsou MSC schopny vyvolat silnou T-buné¢nou imunitni reakci (Nauta et al., 2006)
(Eliopoulos et al., 2005), jiné vsak uvadéji pravy opak (Ding et al., 2010) (Tang et al., 2016).
Watermann a kol. pfisli na pfi€inu takto rozdilnych vysledkt, protoZe prokazali existenci
dvou rozdilnych fenotypti MSC vznikajicich po stimulaci rozdilnych TLR receptort. Po
stimulaci TLR3 vznika imunosupresivni fenotyp MS2 a po stimulaci TLR4 vznikne
imunogenni fenotyp MS1.

Sekretom téchto fenotypu se lisi: MS1 produkuje IL-6, IL-8 a piekvapivé i TGF-f, MS2
produkuje indoylamin-2,3.dioxigenazu, IL-4 a prostaglandin E2 (Waterman et al., 2010).
Imunosupresivni MSC je mozné vyuzivat v podstaté€ jako lokédlni imunosupresivum.

Pritomnost MSC pomaha hojeni poskozenych tkani a oslabuje rejekci transplantati (Ding et
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al., 2010) (Lee et al., 2013b) (Tang et al., 2016). MSC dokonce pomahaji zmirfiovat
autoimunitni choroby. MSC overexprimujici IL-10 jsou vyuzitelné pii 1é€bé revmatoidni
artritidy (Lim et al., 2016). Opakované injekce auto/alo/xenolognich MSC zmirmuji
systémovy lupus erythematodes (Choi et al., 2016).

MSC jsou diilezité i pro jiné ASC, jelikoz pomahaji vytvofit imunoprivilegované

prostiedi pro NSC (Salgado et al., 2015) a HSC (Méndez-Ferrer et al., 2010).

2.3.2. Neuralni kmenové bunky

Nediferencované NSC neexprimuji MHC II a eXprimuji jen malé mnozstvi MHC I, to se
vsak zméni po jejich diferenciaci nebo stimulaci INF-y; exprese MHC I se rapidn¢ zvysi,
mirné se zvysi i po stimulaci IFN-a. Stimulace pomoci TFN-a u NSC vyvola i slabou expresi
MHC Il (Ubiali et al., 2007). NSC sice dokazaly in vivo n¢kolik tydnu piezit i
v neimunoprivilegované tkani (ledving), po své diferenciaci vsak zacaly exprimovat MHC I a
byly imunitnim systémem znic¢eny. Po celou dobu pozorovani se neprokézalo, ze by NSC

byly schopny aktivni imunosuprese (Hori et al., 2003).

2.3.3. Hematopoetické kmenové buiiky

Transplantace HSC je jako jedina z transplantaci kmenovych bun&k béZnou praxi. U
této transplantace je nutna dokonalé shoda darce a pfijemce mimo jiné v MHC antigenech;
HSC a z nich derivované buitkky MHC exprimuji. T-lymfocyty darce jsou aktivovany pomoci
DC pftijemce, proto mohou zacit utocit na tkdn¢ ptijemce. Tento jev se nazyva reakce Stépu
proti hostiteli (GvHD), nasledky této reakce mohou byt fatalni. GVHD reakce je omezitelna
transplantaci HSC spole¢né se MSC (Zanotti et al., 2013). Pro udrzeni imunoprivilegované
niky pro HSC jsou nepostradatelné Treg lymfocyty (Fujisaki et al., 2011), ptesto jsou HSC
do jisté miry schopny se imunitnimu systému branit i aktivn¢. Exprimuji CD47, coZ znamena,
ze jsou schopny se branit fagocytéze makrofagy (Jaiswal et al., 2009). Pokud se HSC v téle
recipienta uchyti, stava se z néj stabilni chiméra. Imunitni systém takového jedince netito¢i na
burnky jemu vlastni ani na bunky transplantované. Této skute¢nosti je mozno vyuzit pti
velkych organovych transplantacich. Byla popsana naptiklad transplantace kostni dien¢ a
ledviny od jednoho darce — transplantovana kostni dfen se uchytila a nettocila na télo
recipienta a pochopitelné ani na transplantovanou ledvinu (Leventhal et al., 2012).

Autologni transplantace ASC nevolava imunitni reakci vici ptisluSnym bunkam,
vzhledem k zméné jejich vlastnosti s postupujicim vékem jedince (viz. kapitola Kmenové

buiiky obecn¢) vSak neni mozno je aplikovat vzdy. V alolognim prostiedi se stavaji cilem
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imunitni reakce. Vyjimkou jsou MSC, kter¢ se vyskytuji v imunogennim 1 imunosupresivhim
fenotypu. Imunosupresivni MSC maji v téle dospélého jedince nezastupitelnou roli

V udrzovani imunoprivilegovaného prosttedi pro dalsi typy ASC. Imunosupresivni MSC maji
rovnez Siroké medicinské vyuziti a jejich aplikace jakozto lokalniho imunosupresiva se zda

slibna jak pfii transplantacich, tak pii 1€€b€ autoimunitnich chorob.

3. Tumorigenicita

3.1. Tumorigenicita ESC

Pti 1€¢bé pomoci ESC byla zaznamenana jejich schopnost vytvaret nddory, a to ¢asto
V imunoprivilegovaném prostiedi. Byt’ existuji studie, které tvorbu nadort po transplantaci
ESC nezaznamenaly (Song et al., 2015) (Schwartz et al., 2015), byla publikovana fada studii,
které jejich vznik zaznamenaly, napiiklad Arnhold a kol. po transplantaci neupravenych ESC
pozorovali tvorbu tumort u 50% testovanych jedincti (Arnhold et al., 2004). Lze konstatovat,
ze genom ESC je zna¢né nestabilni (Néarva et al., 2010). Expresni profil ESC se podoba
expresnimu profilu CSC, konkrétné byla u obou typt bun¢k zjisténa exprese Sox2, NANOG a
Oct4 (Herreros-Villanueva et al., 2014).

Tumorigenicitu ESC Ize snizit inhibici WNT signalni kaskady. WNT signalni kaskada
uzce souvisi s findlni diferenciaci bunék a jeji naruseni ma Casto za nasledek vznik
rakovinnych bunék. Ve studii Cuiho a kol. se inhibici dané kaskady pomoci DKK1 vyrazné
snizilo mnozstvi ESC, které po transplantaci zapii¢inily vznik tumoru (z 60,58% na 3,23%),
navic se tyto upravené buiiky mnohem Iépe integrovaly do hostitelské tkané — do rohovky
(integrovalo se jen 33,65% neupravenych ESC, upravenych se integrovalo 93,54%) (Cui et
al., 2013).

Nejjednodussim zptsobem, jak ptedejit tvorbé tumort po transplantaci ESC, je
diferencovat je v potebné burky in vitro. Berderlau a kol. in vitro diferencovali ESC
vV dopaminergni neurony po 16, 20 a 23 dni a nasledné je transplantovali do mysi. Ukazalo se,
ze ¢im déle jsou ESC kultivovany, tim mensi je pravdépodobnost vzniku tumoru. Z ESC
diferencovanych po dobu 16 dni se tumory vytvofily u vsech recipientti, u ESC kultivovanych
23 dni se tumor nevytvofil u Zadného z recipientil. Zaroven se vSak ukazalo, Ze ¢im déle jsou
ESC diferencovany v dopaminergni neurony, tim mensi je pravdépodobnost pieziti t€chto
neuront po transplantaci (Brederlau et al., 2006). Doi a kol. dosli ke stejnym zavéram pti

testovani vySe uvedeného na opicich: delsi kultivace ESC, respektive jejich in vitro

18



diferenciace v dopaminergni neurony, vyrazné snizuje jejich tumorigenni potencial (Doi et al.,

2012).

ESC maji potencial tvofit nadory. Tento jejich tumorigenni potencial 1ze snizit napiiklad
jejich prodlouzenou in vitro diferenciaci v pfislu$né bunky. Prodlouzena in vitro diferenciace
vSak nesnizuje pouze tumorigenni potencial ESC, ale bohuZzel i Zivotaschopnost

transplantovanych bun¢k.

3.2. Tumorigenicita iPSC

Laboratorni reprogramovani somatickych bun¢k na iPSC se v mnoha ohledech velmi
podoba piirozenému vzniku rakovinnych bun¢k. CSC 1 iPSC vznikaji dediferenciaci
somatickych bunék zpét na buniky kmenové. Geny, které jsou v iPSC uméle reaktivované,
jsou rovnéz aktivni i v CSC, jmenovité jsou to geny Myc, KIf4, Nanog, Sox2 a Oct4. Nabizi se
tudiz moznost, ze indukovana pluripotence je vlastné formou nadorové transformace. Na toto
téma provedena studie vSak tento fakt nepotvrdila. Srovnanim expresnich profild ESC, iPSC a
rakovinnych bun¢k (oncogenic foci) bylo zjisténo, ze iPSC nejsou analogy ESC ani
rakovinnych bungk, Ze jejich vlastni expresni profil se dokonale neshoduje ani s jednim z
nich. Ze v8ech testovanych gentt mély vsak iPSC vice upregulovanych / downregulovanych
gentl spolecnych s ECS nez s rakovinnymi buiikami. Testované geny souvisely hlavné s
bunécnym metabolismem, nicméné byly mezi nimi i ty vySe uvedené. Vysledky ukazuji, ze
nadorova transformace neni nutnym nasledkem indukované pluripotence, tedy ze iPSC nejsou
druhem rakovinnych bunék (Riggs et al., 2013). I pies toto zjisténi ma zejména autologni
transplantace iPSC cCasto za nasledek vznik tumoru. Alo/xenologni transplantace se s timto
problémem tolik nepotykaji, protoze takové iPSC jsou imunogenni; mohou byt tudiz
imunitnim systémem zniceny dfive, nez dojde ke vzniku tumoru (Itakura et al., 2015). Jak
bylo popsano vyse, autologni iPSC jsou imunogenni jen minimaln¢, a proto po¢ate¢ni stadia
vznikajiciho tumoru mohou imunitnimu systému uniknout.

Dle vySe uvedeného lze uvést, ze iPSC reprogramované pomoci OSKM maji
tumorigenni potencidl, ukazalo se vSak, Ze OSKM neni jediny zplsob reprogramovani iPSC.
Gen c-Myc je jakozto amplifikator genové exprese aktivni v mnoha druzich nadort (Ben-
Porath et al., 2008), zaroven je vSak umé¢le aktivovan i v iPSC. Nabizi se zde souvislost mezi
jeho aktivitou a tumorigennim potencialem iPSC. Hamanaka a kol. prokazali, ze c-Myc neni
pro dediferenciaci somatickych bun&k na iPSC nezbytny. Reprogramovani somatickych

bunék pouze za pomoci OSK bylo efektivni také. Touto metodou reprogramované iPSC maji
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navic podstatné niz§i tumorigenni potencial, béhem Sestimésicniho pozorovani se nevyvinul
jediny tumor (Hamanaka et al., 2011). Dalsi moznosti, jak predejit nadorové transformaci
kvili aktivnimu genu c-Myc je jeho blokace pomoci proteinu Omomyc (inhibitor c-Myc).
Vysledky ukazuji, ze Omomyc muze byt pouzit k vyfiltrovani iPSC zbylych ve $tépu a tudiz
neriskovat jejich transformaci v rakovinné buriky déle, nez je v téle nezbytné nutné. Takto je
mozné vyfiltrovat nediferencované iPSC zbylé ve $t€pu dokonce i pted transplantaci. Taktéz
je mozno Omomyc pouzit jako 1ék na agresivni formy rakoviny (Oricchio et al., 2014).
Podle jiné metody lze vytvotit iPSC bez reaktivace c-Myc a souc¢asné i bez reaktivace
KIf4. Tato metoda zahrnuje inhibici Notch signalni kaskady pomoci DAPT. Notch signalni
kaskada reguluje vyvoj a diferenciaci kmenovych buné¢k a ranych stadii bunék z nich
vzniklych. Jeji inhibice ma na buiiky stejny efekt jako reaktivace gent KIf a c-Myc, navic
ponechava v aktivni form¢ i p53, coz je dulezity tumor supresor (nasledek OSKM reaktivace
je jeho deaktivace). Bunky, ve kterych byly reaktivovany jen geny Sox2 a Oct4 a zaroven do
nich byl vpraven DAPT, se zacaly chovat jako iPSC, stejn¢ jako bunky, u nichz byly
reaktivovany v§echny OSKM geny. Velkou vyhodou tohoto postupu je, ze v téchto iPSC
nebyl deaktivovan p53, tim pddem nehrozi, Ze takto upravené bunky budou za cenu obnovené
pluripotence zatizeny vzrustajicim mnoZzstvim genomovych mutaci, které mohou mit rovnéz

za nasledek nadorovou transformaci (Ichida et al., 2014).

Prvni popsané iPSC, reprogramované pomoci OSKM, byly popsény jako tumorigenni
a to predevsim v autolognim prostiedi. Ukézalo se vSak, Ze reaktivace OSKM neni jediny
mozny zpusob dediferenciace somatickych bunék zpét na kmenovy stav a témito
alternativnimi zpisoby reprogramované iPSC se jevi jako méné tumorigenni. Stejné tak je
mozno ovlivnit dobu, po kterou budou ve §t€pu obsazeny nediferencované iPSC, takové, které

exprimuji gen c-Myc, takové iPSC je mozno selektivné zahubit.

3.3. Tumorigenicita ASC

Lécba pomoci ASC ma4, co se vztahu k rakoviné tyka, velmi rozporuplné vysledky.
V nékterych studiich totiz byly ASC popsany jako tumorigenni nebo pro-tumorigenni,
Vv jinych jako tumor supresivni. Genetické mutace U ASC mohou mit za nasledek, ze se z nich
vyvine tumor - toto bylo popsano u rakoviny tlustého stieva. Uvadi se, Ze nasledkem mutace
v genu Apc dojde k reaktivaci Wnt signalni kaskady a nasledné dojde ke vzniku adenomu
(druh tumoru specificky pro zlazy) (Huels and Sansom, 2015). Co se MSC tyce, bylo zjisténo,

ze se nachazeji ptimo v tumoru, kde diky svym imunosupresivnim G¢inkim podporuji tumor

20



v rustu (Djouad, 2003). MSC také v tumoru podporuji angiogenezi (sekretuji ristovy faktor
VEGF) a navic pomahaji tumoru i metastazovat, konkrétné mimo jiné diky sekreci
chemokinu CCL5, ktery zvySuje pohyblivost a invazivitu bun¢k tumoru (Karnoub et al.,
2007). Taktéz vsak MSC popsany jako schopné riist tumoru potlacovat, jsou schopné
inhibovat Wnt signalni kaskadu, ktera je pro rlst a vyvoj tumoru nepostradatelna (Ramdasi et
al., 2015). | tyto rozdily Ize vysvétlit odlisSnymi fenotypy MSC, imunogennim MS1 a
imunosupresivnim MS2. Jak je popséano vyse, sekretom téchto fenotypt se lisi, v disledku
¢ehoz ma fenotyp MS2, stejné jako nediferencované MSC, pro-tumorigenni u¢inky. Naopak
fenotyp MS1 ma anti-tumorigenni u¢inky, teoreticky je tedy mozné ho vyuzit i k 1é¢ebnym
ucelim (Waterman et al., 2012).

Nékteré druhy rakoviny je mozno 1é€it i pomoci HSC. Imunitni buniky, které se
diferencuji z HSC, mimo jiné napadaji buiiky nesouci maligni znacky. Pokud uvedeného neni
imunitni systém pacienta schopen, miize pomoci transplantace kostni dien¢, respektive HSC.
V minulosti byl popsan efekt zvany graft vs. leukemia (GvL). Tato reakce je zaloZzena na NK
buiikach, alologni licencované NK buiiky darce napadaji buiiky ptijemce, které neexprimuji
nékterou alelu MHC I glykoproteind, kterou exprimuje darce (Nash and Storb, 1996). Reakce
Stépu proti hostiteli je vSak 1 v tomto ptipadé neziidka nasledkem transplantace HSC
(Radujkovic et al., 2015). Proto je nutné piedejit reakci $tépu proti hostiteli nalezenim
vhodného darce nebo aplikaci MSC, jez oslabuje GVHD, avsak nema vliv na reakci GvL
(Auletta et al., 2015).
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Zavér
Jak bylo fe¢eno v uvodu, kmenové buriky jsou velmi uzite¢nym nastrojem pro

reparativni medicinu. Jsou totiz pouzitelné i v mistech, v nichZ neni klasicka transplantace

mozna, jako naptiklad v CNS.

U kmenovych buné¢k byla in vitro popsana je slaba exprese klasickych MHC
glykoproteini a zaroven byla popsana exprese imunosupresivnich molekul jako neklasické
MHC | (HLA-G nebo HLA-E). Kmenové bunky dale sekretuji molekuly jako TGF-f nebo IL-
10, které maji rovnéz imunosupresivni G¢inky, dale stimuluji vznik Treg lymfocytt. In vivo
vSak byly v§echny typy kmenovych buné¢k alespoii v minulosti popsany jako imunogenni a to
i v nediferencovaném stavu. Po transplantaci se za¢inaji kmenové buiky diferencovat a jejich
vlastnosti se za¢nou ménit. Po diferenciaci se u kmenovych bun¢k mimo jiné masivné zvysi
exprese klasickych MHC 1 glykoproteint a stanou se tedy rozeznatelné i pro adaptivni
imunitu, nasledné se v alo/xenolognim prostiedi stavaji cilem reakce T-lymfocyti. Ke
stejnému efektu dochazi 1 v zanétlivém prosttedi (pfitomnosti IFN-y). Neopomenutelnou roli
V imunitni reakci vii¢i kmenovym buitkdm maji i makrofagy a dendritické buiiky, hraji velkou
roli jako APC. Neshoda v MHC antigenech je povazovana za hlavni pti¢inu rejekce
transplantatl, svou roli vSak hraje naptiklad i neshoda v mHC. U autologni/syngenni
transplantace by tyto problémy nemély nastat. Syngenni ESC sice prokazatelné nevyvolavaji
imunitni reakci, avSak ziskat je pro medicinské vyuziti je pfirozenou cestou nemozné. Uméle
vytvofené ESC vzniklé po pienosu autologniho jadra jsou imunogenni. Ur¢ita mira

imunosuprese je u transplantace ESC zapotiebi vzdy.

Vyvoj iPSC mél vytesit vyse specifikovany problém. K tomu vsak nedoslo, jelikoZ i
autologni iPSC byly popsany jako imunogenni. Zatim nebylo jednozna¢né urceno, na kolik
jsou autologni iPSC imunogenni. Piivod a metoda reprogramovani iPSC ovliviiuje jejich
imunogenicitu a zminéné faktory se v jednotlivych studiich lisi. Lisi se vSak 1 kvalita iPSC
pouzitych v jednotlivych studiich a studie, které pro vyzkum pouzily iPSC vysoké kvality
nezaznamenaly vznik silné imunitni reakce proti nim. Proto se lze klonit k nazoru, ze

imunogenicita iPSC je v autolognim prostiedi minimalni.

ASC v autolognim prostfedi imunogenni nejsou, pouzitelné jsou vsak jen ziidka. Jejich
vlastnosti se s postupujicim vékem darce méni. U alolognich ASC byla zaroven popsana

jejich schopnost vyvolat silnou imunitni reakci. Vznik silné imunitni reakce po transplantaci
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HSC (reakce stépu proti hostiteli) mize mit az fatalni nasledky. Vyjimkou jsou MSC, které
byly v alolognim prostfedi popsany jako imunogenni i imunosupresivni zaroven, jelikoz se
vyskytuji ve dvou fenotypech. Aplikace imunosupresivniho fenotypu MS2 jakozto lokalniho
imunosupresiva ma zatim slibné vysledky. MS2 je mozné vyuzit k podpoieni hojeni, 1é¢bé
autoimunitnich chorob nebo oslabeni rejekce transplantatu. Timto zptsobem je zaroven
mozné oslabit rejekei jinych kmenovych bungk transplantovanych spole¢né s nimi.

Imunogenicita kmenovych bun¢k vsak neni jedinym problémem spojenym s jejich
aplikaci — U pluripotentnich kmenovych bunék, tedy ESC a iPSC, byl zaroven popsan i jejich
tumorigenni potencial. Bylo prokazano, Ze i minimalni genetické/epigenetické zmény
mén¢ diferencované dané buiiky jsou, malo diferencovana stadia téchto bunck by se radéji pro
transplantace viibec pouzivat neméla. Prodlouzena in vitro kultivace nebo selektivni likvidace
nediferencovanych bunék ve §t€pu pomaha jejich tumorigenni potencial snizit. U ASC bylo
prokazano, ze urcité genové mutace mohou zpusobit jejich transformaci v nddorové buiky.
Zaroven byly u MSC popsany soucasné pro-tumorigenni a tumor-supresivni vlastnosti.
Duavodem takto rozdilnych zavéra jsou opét dva rozdilné fenotypy MSC, fenotyp MS2 je pro-
tumorigenni, fenotyp MS1 je antitumorigenni. Fenotyp MS1 je moZno vyuzit v 1é€bé
rakoviny, stejn€ jako je mozno k 1é€b¢€ n€kterych typi rakoviny vyuzit i HSC, tento efekt se
nazyva reakce $tépu proti leukémii.

V soucasnosti se nékteré kmenové butiky jiz transplantuji, nicméné je nutné uZiti
imunosupresiv a zaroven existuje riziko vzniku tumoru. Chceme-li v budoucnu tato rizika
snizit na absolutni minimum, je nezbytna lepsi charakteristika epigenomu a sekretomu

kmenovych bungk.
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