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Uvod

Kmenové buriky predstavuji nadéji i vyzvu pro medicinu 21. stoleti. Cast |ékarské obce
ji povazuje za soucast budoucnosti mediciny, ¢ast je zdrzenliva.

V prvni fadé je dullezité uvést, Ze pojem kmenova burika neznamena jedinecny
bunécny typ. Jedna se o celou fadu bunék, které se lisi svym plvodem, morfologii i
vlastnostmi. Kmenové bunky jsou definovany splnénim dvou zdkladnich podminek:
schopnosti sebeobnovy a moznosti diferenciace na rtizné bunécné typy. Podle plavodu
mUlzZeme kmenové buriky rozdélit na embryondlni, indukované pluripotentni a kmenové
buriky izolované z dospélého organismu.

Znacnou vyhodou embryonalnich kmenovych bunék je jejich pluripotence, zdsadni
nevyhodou jsou etické problémy pfi jejich ziskavani. Indukované pluripotentni kmenové
buniky se pripravuji reprogramovanim somatickych bunék, vnesenim gen( spojenych
s pluripotenci. Hlavni uvazovanou vyhodou je mozZnost pfipravy syngennich kmenovych
bunék u kterych nedochazi k aktivaci bunék imunitniho systému. Nicméné tyto
predpoklady se prozatim nenaplnily a navic je znaénym problémem nizka dcinnost
reprogramovani a onkogenni potencial takto pfipravenych bunék.

Vzhledem k vySe uvedenym skutecnostem jsou soucasnosti kmenové bunky ziskané
z dospélého organizmu, a zejména mezenchymalni kmenové bunky, nejvice studovanym
typem. Probiha fada studii, v€etné | a Il faze klinickych studii, vyuZivajicich pfedevsim
jejich imunomodulaéni a diferenciaéni schopnosti.

V soucasnosti je |écba pomoci kmenovych bunék ve stadiu vyzkumu. | kdyz
bezpeénost a |écebné vlastnosti kmenovych bunék nejsou potvrzeny v klinickych
studiich, vzbuzuji znacnou nadéji u pacient(, zejména se zavaznymi typy degenerativnich
onemocnéni. K experimentalni 1é¢bé se EeSti pacienti dostavaji jen velmi obtizing,
kmenové buriky se tak stavaji predmétem obchodu, coZ vzbuzuje pochybnosti o etice
jejich pouzivani a nazory na lé¢bu pomoci kmenovych bunék jsou v nasi spoleé¢nosti velmi
kontroverzni.

Proto je cilem této prace shrnout soucasné znalosti o mezenchymalnich kmenovych
bunkach, véetné uvaiovanych moZnostech |écby a pfipadnych komplikacich jejich

poufziti.



Mezenchymalni kmenové bunky (MSC) tvofi skupinu fenotypové heterogennich
bunék, ktera se nachazi ve vétsiné tkanitéla, tvofirezervodr pro jejich obnovu a v pfipadé
zanétu interaguje sbunkami imunitniho systému. MSC disponuji multipotentni
diferenciacni kapacitou, takZe jsou schopny diferencovat v mezodermalni a
transdiferencovat v endodermalini i ektodermadlni bunécné linie. PUvodni predstavy
proto predpokladaly, Ze MSC budou vyuZivany pro nahrazeni nefunkénich bunék,
pripadné tkani. V soucasnosti se predpokladd, ze MSC predevsim podporuji rezidentni
progenitorové bunky a podileji se na modulaci imunitnich reakci a jejich pfipadné vyuziti
je cileno predevsim timto smérem.

MSC mohou byt relativné snadno izolovdny a expandovany in vitro a spolu
s vyznamnymi imunomodula¢nimi vlastnostmi a nizkou imunogenicitou tak predstavuji
nadéjny nastroj pro bunécnou terapii. Jejich potencidl je studovan v fadé oblasti klinické
praxe, do roku 2015 bylo registrovdano vice nez 560 klinickych studii

(http://clinicaltrials.gov/),  zahrnujicich  sledovani  Sirokého  spektra  vyuZiti

imunomodulacnich, regenerativnich, pfipadné anti-mikrobidlnich vlastnosti exogenné
aplikovanych MSC. Nicméné presné mechanismy jejich plsobeni nejsou znamy,
rozporuplné jsou také studie o délce preziti MSC v organizmu po transplantaci i jejich

migracnich schopnostech. Proto studium téchto bunék stdle nabizi podnétné moznosti.

Historie MSC
Prvni predpoklad o pfitomnosti nehematopoietickych bunék v kostni dfeni vznikl

vroce 1867 pozorovanim némeckého patologa Julia Friedricha Cohnheima (rew.
(Prockop, 1997). Conheim inspirovan svymi zkuSenostmi z valky, se zabyval procesem
hojeni ran. Vramci svych vyzkum( injikoval nerozpustnou anilinovou barvu do Zily
pokusnym zviratlim a sledoval vzhled bunék obsahujicich barvu v rané vzdalené od mista
aplikace barvy. Sva pozorovani uzavrel tvrzenim, Ze vétSina bunék lokalizovanych v misté
kozniho poranéni pfichdazi z krevniho obéhu a tedy z kostni dfené. Nékteré z bunék v rané
vykazovaly specifickou morfologii podobnou fibroblastim. Predpoklad vychazejici z
Cohnhaimova prace, tedy Ze kostni dren je zdrojem fibroblast( pripravenych pro hojeni
ran, nebyl nikdy potvrzen. Pfitomnost nehematopoietickych bunék v kostni dfeni vyresila
aZz prace Alexandra Friedensteina o radu let pozdéji. Ten v fadé experimentl prokazal

v kostni dfeni existenci prekurzor(i osteoblast(. KdyZ kultivoval adherentni buriky ziskané


http://clinicaltrials.gov/

z kostni dfené in vitro, pozoroval kolonie nefagocytujicich bunék tvarem podobnym
fibroblastim. Pokud byly tyto kolonie transplantovany syngennim pfijemcim, doslo
k jejich diferenciaci na kostni tkan.

V 80-tych a 90-tych letech byly tyto vysledky potvrzeny a dale bylo zjisténo, Ze buniky,
které Friedenstein nazval osteogenni kmenové bunky mohou diferencovat také
v chondrocyty a adipocyty ( review Prockop, 1997), proto je Arnold Caplan pozdéji oznacil

dnes pouzivanym terminem MSC (Caplan, 1991).

Definice MSC
Komplikaci pro praci s MSC je neexistence specifického znaku, ktery by umoznil jejich

identifikaci a izolaci. Jako minimalni kritéria pro MSC byla uréena schopnost adherence
k plastu, schopnost diferenciace a pfitomnost nékterych povrchovych znak(l (CD105,
CD90 a CD73) a naopak nepfitomnost hematopoietickych znak( (CD34, CD45a CD14)
(Dominici et al., 2006). Nicméné in vivo charakterizace je jesté slozZitéjsi a proto chovani

kmenovych bunék v dospélém organizmu z(istava stale nejasné.
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Obr. 1 Kritéria definujici MSC (Le Blanc and Mougiakakos, 2012)



Lidské télo si v prlibéhu evoluce vyvinulo fadu obrannych a opravnych mechanizm.
Casto viak imunitni systém a mechanizmy regenerace pGsobi protichtidné a zdravotni
stav organizmu je vysledkem boje mezi témito dvéma systémy. MSC maji regenerativni
vlastnosti a podileji se také na kontrole imunitniho systému. Proto pochopeni jejich
pusobeni v organizmu a nasledné vyuZiti v klinické praxi mize pfinést znacné vyhody.
V soucasnosti je prokazano, Zze MSC jsou pfitomné v fadé neonatalnich tkani jako je
napriklad pupecnikova krev, tkan pupecnikové sSnlry, placenta, ale i v dospélém
organizmu, napfriklad v tukové tkani, dentalni dfeni, chrupavce, synovidlni tkani, kostech,
kGzi, jatrech nebo plicich (Huber-Lang et al., 2016; Squillaro et al., 2016). Pfedpoklada se,
Ze se MSC nachazeji v klidovém stavu ve specifickych oblastech tkani nazyvanych niky a
aktivovany jsou teprve ve chvili, kdy je potfeba tkan obnovit, pfipadné po poskozeni Ci
zanétu. Po aktivaci MSC produkuji bioaktivni molekuly, které se podileji na modulaci
nadmérné destrukéni imunitni odpovédi a brani vzniku autoimunitnich reakci, ale také
stimuluji angiogenezi, brani fibrotizaci, napomahaji obnové struktury a funkce tkani

(Caplan and Sorrell, 2015).

Migrace MSC

Zasadni otazkou bunécné terapie je cilené podani bunék pfimo tam, kde jsou potreba.
Schopnost MSC migrovat do mista poskozeni je zaloZzena na fadé faktorl, nicméné
presné mechanismy jesté nejsou znamy. MSC exprimuji fadu receptord a adheznich
molekul, které zajistuji cilenou migraci, vyznamnou roli zde hraji chemokinové receptory.
Bylo prokazano, Ze pritomnost CXCR4 na MSC vyznamné zvySuje migraci MSC do
poskozeného myokardu, pficemZ tento proces je moziné ovlivnit pfitomnosti jeho
vazebného partneru (Zhang et al., 2008; Zhuang et al., 2009). MSC ovSem exprimuiji i fadu
dalsich chemokinovych receptori(: CC receptory (CCR1, CCR4, CCR7, CCR9, CCR10) a CXC
receptory (CXCR4, CXCR5 a CXCR6) a navic produkuji fadu ligand( pro chemokiny (CCL2,
CCL4, CCL5, CCL20, CXCL12, CXCLS8, a CX3CL1), které mohou migraci MSC ovlivnit, pticemz
mezi jako hlavni mediator mobilizace a migrace MSC je uvadén CXCR4 (Honczarenko et
al., 2006; Ma et al., 2014; Shi et al., 2007). Mezi dalsi molekuly regulujici migraci MSC
patfiintegriny, zejména integrin f1 — CD29, integrin a4 —CD49d), ale MSC exprimuji také
jejich ligandy ICAM (intercellular adhesion molecule) a VCAM (vascular cell adhesion

molecule-1) (Ip et al., 2007; Ren et al., 2011). Nezanedbatelny je také vliv mikroprostredi
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s rozpustnymi faktory v ném obsazenymi, migraci ovliviuji také zanétlivé cytokiny,
predevsim faktor nekrotizujici nddory o (tumor necrosis factor o — TNF-au), ktery zvysuje

expresi ICAM (Fu et al., 2009).

Faktory ovliviujici migraci a kultivaci MSC

Jak jiz bylo uvedeno, MSC je relativné snadné izolovat a ddle kultivovat do mnozstvi
potifebného pro aplikaci in vivo. Nicméné fada faktorl muze v pribéhu kultivace ovlivnit
migracni schopnosti MSC. Jedna se predevsim o stéafi/pocet pasazi MSC, pficemz Cerstvé
MSC disponuiji lepsi schopnosti ,,homingu“ nez dlouhodobé kultivované (Rombouts and
Ploemacher, 2003). S vékem klesd schopnost organizmu obnovovat poskozené tkané a
jednim z moZnych vysvétleni je starnuti spojené se sniZenou potenci rezidentnich
progenitorovych bunék. Proto je pro vyuziti v praxi zadouci izolovat MSC z mladych
jedincl, omezit pocet pasazi a dodrzovat vhodné podminky kultivace. Exprese receptoru
CXCR4 je po in vitro kultivaci vyznamné snizena (Wynn et al., 2004), coZ negativné
ovliviiuje migracni schopnost MSC. Pridanim nékterych cytokinG rdstovy faktor
hepatocytli (HGF), interleukin - 6 (IL-6) rustovy faktor kmenovych bunék (SCF) a IL-3 do
kultivacniho média, nebo kultivace v hypoxickych podminkach mlze byt exprese CXCR4
znovu obnovena (Shi et al., 2007; Wei et al., 2012)

Dals$im vyznamnym faktorem je zdroj MSC (Bianco et al., 2008) a zpUsob aplikace do
organizmu (Paul et al., 2009). Nej¢astéji vyuzivanou metodou je intravendzni aplikace
MSC, je vSak zdokumentovdno, Ze znacna ¢ast bunék je zachycena v plicich (Eggenhofer
et al., 2012). Proto jsou testovany dalsi metody aplikace, které jsou zaméreny na cilové
misto migrace napfiklad (intra-arteridlni aplikace), ale také aplikace do peritonealni
dutiny, nebo metody kdy jsou buriky kultivovany na specifickych nosicich, které mohou
byt aplikovany pfimo na misto poranéni, coz vede ke zlepSeni terapeutického Ucinku MSC

(Bazhanov et al., 2016; Cejka et al., 2016; Sykova et al., 2006).

Prezivani aplikovanych MSC
Dalsi osud MSC v organizmu je kontroverzni. Nékteti autofi tvrdi, Ze po 24h jiz zadné
zivé MISC nejsou, nicméné nékteré prace ukazuji pfitomnost znaéenych MSC i po delSim

Case (Eggenhofer et al., 2014; Huang et al., 2015; Lalande et al., 2011).



Diky nizké expresi MHC I, MHC I, kostimulacnich molekul a neschopnosti stimulovat
proliferaci T lymfocytl byly MSC dlouho povaZovany za neimunogenni (English et al.,
2010; Uccelli et al., 2008). Soucasné vysledky vSak tento historicky pohled zménily.
Pfedevsim bylo prokazano, Ze zanétlivé prostredi dramaticky méni fenotyp MSC, zvysuje
expresi MHC | i MHC II, dalSich adheznich molekul, ale i inhibi¢nich kostimulacnich
molekul jako je PD-L1 a produkci imunomodula¢nich molekul (Krampera, 2011). Bylo
také prokazano, ze MSC indukuji imunologickou pamét proti alogennim MHC | a MHC I
molekuldm (Zangi et al., 2009).

Alogenni MSC se po aplikaci do organizmu stavaji cilem pro makrofagy, které po
fagocytdze MSC vyznamné méni svij fenotyp (Song et al., 2015), ale také pro CD8+ T
lymfocyty a NK buriky, které jsou schopné lyzovat jak alogenni, tak autologni MSC (Crop
et al., 2011). Po intravendzni aplikaci se MSC akumuluji v plicich, zde byla detekovana
zanétliva odpovéd, ktera se systémoveé Sitila. Tento jev vSak paradoxné muze v prabéhu
dalSich dni navodit imunosupresivni status (Hoogduijn et al., 2013). Byl také popsan vliv
zpUsobu aplikace na vyslednou imunogenicitu MSC (Gu et al., 2015). Je tedy patrné, Ze

vliv mikroprostredi vyrazné ovliviiuje osud a funkci MSC v organizmu.

Vzhledem k vySe uvedenym skutecnostem je tedy otdzkou, jestli mlzZe tedy terapie,
ktera vyuzivda MSC, fungovat. Na zvifecich modelech bylo prokazano, ze MSC snizuji
zavaznost a progresi nékterych onemocnéni, jako je artritida (Augello et al., 2007),
experimentdlni autoimunitni encefalomyelitida (Zappia et al., 2005), experimentalni
kolitida a sepse (Gonzalez-Rey et al., 2009). MSC produkuji proti-zanétlivé faktory a
naopak snizuji produkci zanétlivych faktorl a tim ovliviuji cytokinovou sit, ktera je
vyznamnou platformou mezibunééné komunikace a interakce. MSC dale exprimuji
povrchové molekuly simunosupresivni funkci, které cilené inhibuji funkci bunék
imunitniho systému a pomoci sekrece Sirokého spektra cytokind atrahuji buriky
imunitniho systému (Hoogduijn, 2015; Najar et al., 2016). Bylo prokazano, Ze pokud jsou
MSC v pfimém kontaktu s burikami imunitniho systému, vykazuji silnéjsi supresivni efekt
(Di Nicola et al., 2002). MSC exprimuji fadu adhezivnich molekul (integrin(, ICAM-1 a -2,
VCAM-1, CD72 a CD58), které zajistuji vysokoafinitni vazbu na T lymfocyty (Majumdar et
al., 2003). Tato vazba je specifickd a muze trvat az 60 hodin (Quaedackers et al., 2009;

Suva et al., 2008).



Vétsi vyznam pro imunosupresivni vlastnosti MSC je pfipisovan produkci rozpustnych
faktor(. Molekul s imunosupresivni aktivitou spojenych s funkénimi vlastnostmi MSC
bylo popsano vice ne? tficet. Patfi mezi né napfiklad jako je transformujici ristovy faktor
B (TGF-B), HGF (Di Nicola et al., 2002), prostaglandinu E2 (PGE-2) (Aggarwal and
Pittenger, 2005), oxid dusnaty (NO) (Sato et al., 2007), indoleamine 2,3-dioxygendza
(IDO) (Meisel et al., 2004), hem oxigenaza (HO) (Chabannes et al., 2007), rlistovy faktor
podobny inzulinu (IGF-I) (Gieseke Blood 2007), gen stimulovany TNF — 6 (TSG-6) (Bunnell
et al., 2010), faktor inhibujici leukémii (LIF) (Nasef et al., 2009; Yang et al., 2009), IL-6
(Djouad et al., 2007), lidsky HLA-G5 (Selmani et al., 2008), semaforin-3A (Lepelletier et
al., 2010), galektiny (Gal-1 a Gal-3) (Najar et al., 2010; Sioud et al., 2011), CD200 (Pietila
etal., 2012). Vyznamnou supresivni molekulou modulujici pfirozenou i adaptivni imunitu
je IL-10. Ackoliv produkce IL-10 samotnymi MSC nebyla potvrzena (Gotherstrom et al.,
2005), MSC prokazatelné zvysuji produkci IL-10 leukocyty a navic fada imunoregulacnich
faktorQ produkovanych MSC (napf. HGF, PGE2, LIF) interaguje s IL-10 a zesiluje jeho
supresivni ucinky (Najar et al., 2016).

Mezi vyznamné membranové molekuly zajistujici imunosupresivni vlastnosti MSC
jsou udavany predevsim PD-L1 a Fas ligand (Augello et al., 2005; Liu et al., 2004),
nicméné jejich spektrum je také velmi Siroké, mezi vyznamné molekuly patfi napriklad
GARP, receptor pro latentni formu TGF-B, ktery se podili na indukci/expanzi Treg
(Carrillo-Galvez et al., 2015). Interakce receptoru Eph s molekulou Ephrin-b zvysuje

expresi regulacnich faktort jako je IDO, TGF-3 a iNOS (Nguyen et al., 2013).

Je dulezité pfipomenout, Ze mechanizmy plsobeni lidskych a mysich MSC, na kterych
byla provedena vétsina studii, se v nékterych ohledech vyznamné lisi. Zatimco lidské MSC
potlacuji proliferaci T-lymfocytl produkci IDO a naslednou depleci tryptofanu, u mysich
MSC je tato funkce zajiSténa expresi inducibilni nitrit oxid syntdzy (iNOS) (Meisel et al.,

2011).



PlUsobeni MSC na imunitni systém

Vin vitro studiich bylo potvrzeno, Ze MSC inhibuji proliferaci T lymfocyt(,
pravdépodobné inhibici cyklinu D2 a zvySenim exprese p27Kipl vedoucim k zastaveni
bunécného cyklu, ale presny mechanismus tohoto déje neni dosud jasny (Glennie et al.,
2005). MSC také indukuji proti-zanétlivou populaci Treg a zesiluji jejich schopnost
potlacit odpovéd self-reaktivnich T lymfocytl, potlacuji aktivaci a migraci Th17 bunék (Di
Nicola et al., 2002; Melief et al., 2013; Rafei et al., 2009), zeslabuji produkci protilatek
(Corcione et al., 2006) a inhibuji vznik a funkci dendritickych bunék (DC) (Nauta et al.,
2006) a zirnych bunék (Brown et al., 2011). Interakce mezi MSC a NK burikami zavisi na
aktivaci obou typd bunék. MSC inhibuji naivni NK buriky a v pfitomnosti zanétlivych
cytokini se MSC stavaji k cytotoxickym Gcinkdm NK bunék vice rezistentni. Naopak
pokud dojde ke kontaktu MSC a aktivovanych NK bunék, jsou MSC lyzovany (Spaggiari et
al., 2006).

Supresivni ucinky MSC jsou v soucasné dobé ¢asto spojovany s plisobenim MSC na
populaci monocyttd/makrofagd. Prostfednictvim chemokinového spadu MSC atrahuji
monocyty/makrofagy do mista zanétu. Makrofagy maji vyznamnou plasticitu a
v zavislosti na mikroprostiedi mohou byt polarizovany na klasicky (M1), nebo
alternativné aktivovany (M2) fenotyp. Zatimco M1 makrofagy maji silné antimikrobidlni
vlastnosti, M2 potlacuji zanét a podporuji reparaci tkdné (Mosser and Zhang, 2008). MSC
indukuji presmyk makrofagt do fenotypu M2, charakterizovaného predevsim produkci
IL-10 a dalsich trofickych faktord, zesilenou schopnosti fagocytdzy apoptotickych bunék
a naopak snizenou produkci IFN-y, TNF a MHC Il (Hajkova et al. in press, Kim and Hematti,

2009; Maggini et al., 2010).

Mezi centrdlni slozky prirozené imunity patfi také komplementovy systém. Bylo
prokadzano, ze MSC nepodl|éhaji lyzi zprostfedkované komplementem (Komoda et al.,
2010) a navic exprimuji receptory pro slozky komplementu C3a a C5a, které slouzi jako
chemoatraktanty. Navazani téchto molekul na receptory C3aR a C5aR zvysuje odolnost
MSC vici oxidativnim radikaldm (Schraufstatter et al.,, 2009). V misté zanétu nebo
poranéni vznikd velké mnozstvi obou téchto molekul, které pomahaji migraci MSC a

podporuji tak potfebnou regeneraci tkané.



Pfesto, Ze exprimuji jen nizké hladiny MHC |, jsou MSC schopné prezentovat antigen
a tudiz zahajit imunitni odpovéd. Navic se v pfitomnosti zanétlivych stimuld, napfiklad
IFN-y, indukuje exprese MHC Il na povrchu MSC a tak i jejich schopnost zpracovat a
nasledné prezentovat antigen CD4+ T lymfocytim (Romieu-Mourez et al., 2007). MSC
mohou iniciovat také odpovéd CD8+ lymfocytl zpracovdnim antigenu v proteazomu a

mechanizmem kros-prezentace pomoci MHC | molekuly (Francois et al., 2009).

MSC maji také schopnost fagocytdzy. Tso et al. (2010) ukazali, Ze za patologickych
podminek indukované artritidy v pridbéhu osteogenni diferenciace MSC fagocytuji
apoptotické burky, diky zvySeni exprese CXCR4 migruji do zanétlivych kloubl a zde
indukuji expresi Th17 bunék.

Byla prokdzana také antimikrobidlni aktivita MSC, které po kontaktu s bakteriemi
(gram-pozitivnimi i gram-negativnimi) zac¢nou produkovat antimikrobidlni peptidy,
pfedevsim LL37 (Krasnodembskaya et al., 2010). Navic zesiluji produkci IFN-y, TNF-a, IL-
6, MCP-1, NO a PGE-2 a podporuji schopnost makrofagl zabijet bakterie (Kim et al., 2016).
Vyznamnym ucastnikem antimikrobialni imunity jsou neutrofily. Bylo prokdzano, ze MSC
produkuji faktory, které snizuji expresi pro-apoptotickych molekul a zesiluji schopnost

oxidativniho vzplanuti neutrofild (Brandau et al., 2010; Cassatella et al., 2011).

Mikroby jsou rozpoznavany pomoci receptorli oznaCovanych jako PPR, které
rozpoznavaji specifické znaky spojené s patogeny nebo endogenni signaly nebezpedi.
Mezi né patfi skupina toll-like receptor( (TLR), jejichz exprese byla potvrzena také na
povrchu MSC (Pevsner-Fischer et al., 2007). Podobné jako v ptipadé C3a a C5a stimulace
pres TLR chrani MISC pfed oxidativnim stresem, pficemz exprese nékterych TLR je zvySena
v zanétlivych podminkach nebo pfi hypoxii (Cho et al., 2006; Lombardo et al., 2009;
Raicevic et al., 2010). Dulezité je, Ze aktivace pres TLR nezvySuje imunogenicitu MSC
(Raicevic et al., 2010) a nebrani tak vyuziti imunologicky privilegovanych MSC v klinické
praxi. Stimulace pres MSC ale ovliviiuje imunoregula¢ni funkci MSC. Zvysuje jejich
migracni schopnost (Tomchuck et al., 2008), sekreci proteint podilejicich se na supresivni

funkci MSC, jako je galektin 3 nebo IL-6 (Sioud et al., 2010).



Vazba na razné TLR ma odlisné imunomodulacni efekty. Na zakladé téchto efektd byl
navrzen model polarizace MSC na dva odlisné fenotypy. Kratkodobd stimulace pres TLR3
vede ke zvySené expresi IDO, COX2 a IL-4 , zatimco po aktivaci pres TLR4 jsou
produkovany mediatory jako je IL-6, IL-8 a TGF-[3, které vedou ke vzniku pro-zanétlivych
bunéénych populaci. MSC jsou tak obdobné jako makrofagy déleny do dvou fenotypu
MSC1 a MSC2 (Waterman et al., 2010). Je mozné predpokladat, Ze populace MSC1 se
podili na antimikrobialni odpovédi, zatimco pfi dlouhodobém zanétu vznika po aktivaci
pres TLR3 populace MSC2, ktera se podili na potladeni zanétu a regenerace tkané (Le
Blanc and Mougiakakos, 2012). Rizné fenotypy MSC mohou mit také odlisny vliv na rast

nadorl (Waterman et al., 2010).
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MSC a bunécna terapie

V roce 1995 byla poprvé vyuzita transplantace bunék kostni dfené u pacientl s non-
Hodginovym lymfomem (Lazarus, 1995). O pét let pozdéji probéhla prvni klinicka studie
vyuZivajici MSC na podporu krvetvorby, kdy MSC autologni s hematopoietickymi
kmenovymi bunikami (HSC) byly aplikovany pacientce, ktera v ramci lé¢by rakoviny prsu
dostdvala vysoké davky chemoterapie (Koc et al., 2000). Od té doby probéhla a nadale
probihd rada studii o vyuziti MSC pro terapii celé fady chorob, naptiklad reakce Stépu
proti hostiteli (GVHD), orgdnovych transplantaci, neurologickych onemocnéni, chorob
plic a srdce, gastrointestinalnich onemocnéni, poskozeni oka a terapii hlubokych koZnich
poranéni a defekty kosti a chrupavek (Squillaro et al.,, 2016). V zadné z doposud
provadénych studii nebyly potvrzeny negativni efekty aplikace MSC. Nicméné
dlouhodobd bezpecnost terapii zaloZzenych na plsobeni MSC musi byt potvrzena a je
prozatim zasadnim limitem vyuZziti MSC v klinické praxi. Proto je také vétsSina soucasnych
klinickych studii v ¢asnych fazich (I, I/1l nebo 11) klinického vyzkumu (viz obr. 3).

Jak jiz bylo zminéno, terapeutické pusobeni je zaloZeno na diferencia¢nim i
transdiferenciaé¢nim potencidlu MSC, jejich schopnosti produkovat parakrinni faktory,
imunomodulaénim potencidlu a moznosti migrovat do mista zadnétu. Je pravdépodobné,
Ze pripadné lé¢ebné ucinky MSC jsou zaloZzeny na kombinaci vSech téchto mechanizmu a

budou zastoupeny v rlizné mifre v zavislosti na prostredi, ve kterém se MSC nachazeji.

Terapie GVHD

V klinické praxi byly MSC vyuzity nejdfive pro terapii GVHD. Tato silna reakce spojend
s vysokou mortalitou je stale zavaznym limitujicim faktorem po transplantacich kostni
diené. Vysledky studii vyuZzivajicich MSC pro profylaxi GVHD jsou ¢astecné kontroverzni.
Nékteré studie vykazovaly snizeni po¢tu GVHD pfi ko-transplantaci HSC a MSC (Baron et
al., 2010; Lazarus et al., 2005). Recentni studie vSak nepotvrdila statistickou signifikanci
plUsobeni MSC (Kuzmina et al., 2012). Naopak jako efektivni se ukazala aplikace MSC
v terapii akutni GVHD. Nékolik studii potvrdilo vyznamné zvyseni Uplného, pfipadné
caste¢ného zotaveni z GVHD. (Kurtzberg et al., 2014; Le Blanc et al., 2008; Le Blanc et al.,
2004). Aplikace MSC plisobi také na chronickou GVHD, i kdyZ odliSnymi mechanizmy
(Peng et al., 2014).
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493 klinickych studii zaloZzenych na MSC rozdélenych podle (A) faze studie (B) faze
studie a typu onemocnéni. Data ziskana z www.clinicaltrial.gov (Squillaro et al., 2016).

Terapie kardiovaskularnich onemocnéni

V zdpadnim svété patfi kardiovaskularni onemocnéni k nejcastéjSim pricinam umrti.
Na rozdil od nékterych nizsich obratlovcli nemaji lidé schopnost pfirozené regenerace,
poskozeni kardiomyocytl vyvolava poruchy kontrakce srdce a mrtvé kardiomyocyty jsou
nahrazeny fibroblasty, které formuiji jizvy. Proto jsou intenzivné studovdny moznosti

funkéni obnovy poskozené tkané. Jednim z pristupll je bunécna terapie vyuzivajici MSC.

Mezi roky 2010 — 2015 bylo provedeno 41 klinickych studii testujicich vyuziti MSC pro

|écbu a obnovu poskozeného srdce. Vétsinou zahrnuji fazi Il klinickych testd a zaméruji

se na zpUsob podani MSC, pfipadné srovnavaiji vliv aplikace autolognich/alogennich MSC
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a samoziejmé také bezpecCnost a ucinnost podanych MSC (Singh and Sen, 2016).
Vzhledem k vyznamné vyssi efektivité lokdlné podavanych bunék jsou MSC aplikovany ve
vétSiné studii intrakoronarné, pripadné intrakardidlné. Autologni i alogenni MSC
prokazaly stejny regeneracni potencial (Hare et al., 2012). VétSina studii vykazuje
pozitivni vliv MSC a popisuje zlepSeni funkce a rychlejsi regeneraci poSkozeného srdce
(Friis et al., 2011; Kastrup et al., 2009; Katritsis et al., 2005). Nékteré experimentalni
studie na zviratech vsak poukdazaly na zavazné vedlejsi efekty, jako je rlist nador( (Jeong
et al, 2011) nebo tvorba enkapsulovanych struktur osahujicich osifikované a
kalcifikované fragmenty (Breitbach et al., 2007). | kdyZz podobné ucinky nebyly v klinickych

studiich potvrzeny, je potfeba mit nezadouci vedlejsi ucinky na paméti.

Terapie kloubnich onemocnéni

Klouby se skladaji ztkdni prevainé mezenchymdlniho pdvodu, a proto neni
prekvapenim, Zze se MSC nachdzeji v synovialni tekutiné i pevné tkani kloubu. Jejich
funkce zde vsak prozatim neni jasna. Pravdépodobné slouZi jako zdroj bunék zajistujicich
opravu poskozené tkané, pfipadné mohou byt odpovédné za potladeni zanétu
(Kristjansson and Honsawek, 2014). Vzhledem ke schopnosti osteogenni a chondrogenni
diferenciace patfi vyzkum wvyuzZiti MSC v oblasti |é¢by tkané chrupavky a kosti
k nejcastéjSim klinickym studiim tykajicich se MSC.

Osteoartritida (OA) je choroba, pfi které dochazi k degeneraci kloubni chrupavky,
ktera ztraci mechanické vlastnosti, coz nasledné vede k zanétlivé a velmi bolestivé reakci.
OA patfi konemocnénim s celosvétové nejrychleji rostoucim poctem pfipadd,
v soucasnosti byla diagnostikovana u vice nez 250 milion( lidi (Silverwood et al., 2015).

Od roku 2010 probihaji klinické studie vyuzivajici MSC (Kristjansson and Honsawek,
2014), pricemz mezi nejvyznamnéjsi patfi prace, ve které byla 12 pacientim
neodpovidajicim na konzervativni |éCbu aplikovana ddvka MSC. Tito pacienti sledovani
po dobu 1 roku vykazovali rychlé a progresivni zlepSeni funkénich vlastnosti véetné
zlepseni kvality chrupavky (Orozco et al., 2013).

V soucasnosti probiha vice nez 30 klinickych studii vyuZzivajicich MSC pro I1é¢bu OA, pro
rozsSifreni do bézné klinické praxe je vSak nezbytné, stejné jako u vSech dalSich terapii,

zjistit optimalni zdroj, kultivaci, uchovani a aplikaci MSC.
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Zajimava je moznost vyuziti MSC pro terapii Ostogenesis imperfekta (Ol), znamé jako
nemoci kifehkych kosti. Ol je genetické onemocnéni zplsobené dominantni mutaci genu
pro kolagen typu | a je charakterizovana osteopenii, ¢etnymi zlomeninami a zdvaznymi
deformitami kosti. V sou¢asnosti na Ol neni |ék a proto mozZnost vyuZiti MSC dava nadéji
fadé pacientd. Prvni klinické studie v této oblasti prokazaly, Ze alogenni MSC aplikované
détskym pacientim se zadvainou formou Ol je moZné detekovat v kizi, kostech a kostni
dreni. 6 mésicl po infuzi byl navic u pacientli prokazan zrychleny rist (Horwitz et al.,
2002). Dalsim krokem k |é¢bé byla intrauterinni transplantace MSC. Bylo prokazano, ze
alogenni MSC od muzského darce i pres HLA inkompabilitu, jsou schopné diferencovat
do bunék kosti a narozena divka nevykazovala imunoreaktivni reakci proti darci a v ramci
|é¢by dostavala v dalSich letech infuze MSC od stejného darce (Le Blanc et al., 2005). Na
stejném pracovisti probéhly i dalsi intrauterinni transplantace a pacienti byli dlouhodobé
sledovani (do 8 let véku pacientl) s podobné nadéjnymi vysledky (Gotherstrom et al.,

2014).

Terapie dalSich onemocnéni

MSC byly také vyuzity v Ié¢bé poskozeni plic (Savukinas et al., 2016), ledvin (Griffin et
al., 2016; Yang et al., 2016), jater (Owen and Newsome, 2015) a rdznych autoimunitnich
onemocnéni, jako jsou idiopatické stfevni zadnéty, systémovy lupus erytematodes,
systémova sklerodermie, roztrousend skleréza, amyotrofickd lateralni skleréza a dalsi
(Duran and Hommes, 2016; Llufriu et al., 2014; Munir and McGettrick, 2015; Petrou et

al., 2016; Tyndall and van Laar, 2016).

MSC a transplantace

Imunitni systém pacienta rozpozna alogenni antigeny transplantovaného orgénu a
bez celoZivotni imunosupresivni 1é¢by hrozi odhojeni $tépu. Dlouhodobé poddavani
imunosupresiv vsak pfinasi radu nezadoucich vedlejsich efektl (jako je zvySené riziko
infekci, vzniku nador(, nefrotoxické efekty, otoky a zvyseni krevniho tlaku) a prozatim
nebyly nalezeny latky schopné potlacit chronickou rejekci. Diky svému
imunosupresivnimu plsobeni maji MSC potencidl zvysit preziti transplantovanych tkani,

snizit koncentraci pouZitych imunosupresivnich latek, coz by vzhledem ktomu, Ze
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nezddouci uc¢inky jsou pfimo Umérné davce poddvanych imunosupresiv, pfineslo
vyznamny posun v transplanta¢ni mediciné.

V soucasnosti probiha nékolik klinickych studii zamérenych predevSim na
transplantaci ledvin a jater. Bylo prokazano, Ze pouziti MSC je bezpecné a pouzité
alogenni burky jsou dobre tolerovany (Peng et al., 2013). Ziskané vysledky indikuji, Ze
MSC brani rozvoji akutni bunécné rejekce, umoznuji snizeni mnoZstvi poddvanych
imunosupresivnich latek a napomahaji dlouhodobé funkci stépu (Perico et al., 2011; Tan
et al., 2012). MSC dale moduluji systémovou odpovéd proti aloantigentm, snizuji
proliferaci perifernich mononuklearnich bunék (Reinders et al., 2013) a zvySuji pocet Treg

(Perico et al., 2011).

Transplantace klze

MSC mohou podpofit pfijeti a funkci kozniho Stépu pomoci fady mechanism -
schopnosti diferenciace (Sasaki et al., 2008), potlacenim zadnétlivych reakci (Chen et al.,
2009; Kim et al., 2013; Rasulov et al., 2006) a produkci rastovych faktoru, které ovliviuji
rast, migraci a diferenciaci fady bunécnych typ(, véetné angiogenese (Li et al., 2015).
MSC také potlacuji vznik jizev (Li et al., 2015; Stoff et al., 2009) a svymi antimikrobialnimi
vlastnostmi brani rozvoji infekce (Mei et al., 2010). Jiz vroce 2002 prokdzala Amelia
Bartholomew, Ze aplikace MSC prodluzuje preziti kozniho Stépu u paviant (Bartholomew
et al., 2002). My jsme prokazali vliv MSC na populaci makrofagl infiltrujici kozni Stép
(Hajkova et al. 2015). Soucasné prace se vénuji spiSe vlivu MSC na hojeni koznich
poranéni (Hanson et al., 2016; Li et al., 2015) a fibrotickych onemocnéni kiize (Maria et
al., 2016), pfipadné na transplantaci kompozitnich tkani, tedy transplantatu slozeného
z kdze, svall, nervQ, tuku a cév, kde MSC podporuji prezivani stépt, stimuluji regeneraci
perifernich nervli, zpomaluji ischemicko-reperfuzni poranéni a zlepsuji hojeni rany
(Schweizer et al., 2015).

Nové uvaZovanou strategii, kterd vyresi problémy s imunogenicitou MSC je aplikace
exozomu izolovanych z MSC, u kterych byla prokdazana vyznamna imunomodulacni
aktivita a schopnost navodit specifickou toleranci vici alo-antigenm (Monguio-
Tortajada et al., 2015), pfipadné kondiciovaného média z MSC nebo jinych tkani (Kober
et al.,, 2016).
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Dalsim vyznamnym konceptem je aktivace endogennich kmenovych bunék, které
budou zlepSovat regeneraci tkani bez nutnostiizolace, manipulace a aplikace exogennich

MSC (Mele et al., 2016).

Poskozeni oka

Rohovka je prihledna vrstva na povrchu oka. Jeji obnova je zajisténa limbalnimi
kmenovymi burikami (LSC) lokalizovanymi v bazalni vrstvé limbu, struktury nachazejici se
na okraji rohovky. V pfipadé poskozeni rohovky jsou LSC aktivovany, migruji do rohovky
a zde diferencuji do terminalnich epitelidinich bunék a nahrazuji poskozenou povrchovou
vrstvu rohovky (Dua and Azuara-Blanco, 2000). Pokud je ovsem poskozeni velké, dochazi
k angiogenezi a infiltraci bunék imunitniho systému a rozvoji patologickych procest.
V ptipadé poskozeni limbu a ztraté LSC nemuUZe byt povrch rohovky obnoven, coZ
v kone¢ném duasledku vede ke slepoté (Pellegrini et al., 2009). V takovém pfipadé je
jedinym moznym feSenim transplantace rohovky i limbu. Vzhledem kimunologické
privilegovanosti oka je mira Uspésnosti u transplantace rohovky vysokd, v normalnich
nerizikovych pfipadech, v 80% prfipadu presahuje prezivani stépl 5 let. U rizikovych
situaci jako jsou pre-operacni zadnétlivé stavy a preformované prokrveni, dochazi
k odhojeni transplantované rohovky a kazda ndslednd retransplantace je potom vice
komplikovana (Niederkorn, 2010).

Relativné maly pocet klinickych studii je zaméfen na [é¢bu ocnich onemocnéni pomoci
MSC. Byla ovSem provedena fada praci vyuzivajicich zvifecich modeld pro studium
moznosti IéCby retinopatie, uveitidy, glaukomu a poskozeni povrchu oka. (Zhang et al.,
2015). Vyhodou studii vlivu MSC na poskozeni rohovky je imunologicka privilegovanost
oka a lokalizace rohovky na povrchu oka a jeji transparentnost, kterd umoznuje
zhodnoceni terapeutické ucéinnosti podanych bunék. V literature jsou popsané vysledky
studujici vliv podavanych MSC na terapii vrozenych oc¢nich defektd, chemicky poskozené
i transplantované rohovky (Li and Zhao, 2016; Zhang et al., 2015).

Mysi s deletovanym genem pro lumikan slouzi jako model pro vrozena onemocnéni
spojena se zakalenim rohovky a poruchami uspofadani kolagenu. Lidské MSC po aplikaci
do rohovky prezivaly vice nez 3 mésice. Navic po transplantaci téchto bunék doslo ke

sniZeni opacity a reorganizaci stromatu rohovky (Liu et al., 2010). Podobné vysledky byly

16



dosazeny na modelu mukopolysachariddzy VII, poruchy aktivity lysozomalnich enzymu
(Coulson-Thomas et al., 2013).

K nejcastéjSim patfi poskozeni rohovky chemickymi latkami nebo teplem. Dochazi
k poruseni imunologicky privilegovaného prostfedi a rozvoji zanétlivé reakce. MoZnost
regenerace poskozené rohovky zavisi vtomto pripadé predevsim na mife poskozeni.
Podani MSC po chemickém poskozeni potlaéi zdnétlivou reakci a neovaskularizaci
(Javorkova et al., 2014; Oh et al., 2008; Yao et al., 2012). Tyto a dalsi studie jasné ukazaly,
ze pro dosazeni optimalnich vysledkd neni nezbytné aplikovat MSC do poranéné tkané,
intravendzné podané MSC jsou schopné migrovat do mista poskozeni (Lan et al., 2012;
Roddy et al., 2011). Nicméné v pfipadé povrchovych tkani se tato moznost nabizi. MSC
mohou byt pfeneseny na amniové membrdané, nanovldkennych nosicich, nebo pomoci
fibrinového gelu (obr. 4). Nékteré studie prokazaly schopnost MSC exprimovat znaky
epitelidlnich rohovkovych bunék (Reinshagen et al., 2011; Trosan et al., 2016).

Podavani MSC po transplantaci rohovky vSak nepfineslo jasné vysledky. Predevsim
doba podani MSC (pred/po) transplantaci se ukazala byt vyznamnym faktorem. Vyssi
ucinnost pre-operativniho podani je prisuzovana navozenim tolerance predevsim diky
expanzi Treg (Casiraghi et al., 2008), nebo potlaceni rozvoje zanétu (Oh et al., 2012).
Naopak na modelu alogenni transplantace rohovky u potkan(i doslo k prodlouZeni
prezivani Stépu, pouze pokud byly MSC aplikovany tésné po operaci a pre-operativni
podani nemélo vliv (Jia et al., 2012). Také lokalniii.v. podavani MSC izolovanych z tukové
tkané v ¢ase pred, nebo po transplantaci, nevedlo k oddaleni rejekce Stépu v modelu alo-
i xeno-genni transplantace rohovky u kralika. Naopak vedlo ke zvySeni zanétlivé reakce a
neovaskularizace (Fuentes-Julian et al., 2015).

| v pripadé Ié¢by poSkozeného oka plati, Ze je nezbytné dalsi studium molekularnich
mechanizml plsobeni MSC, stejné jako dalsich faktorl, které mohou ovlivnit

terapeutické piasobeni MSC.

Dalsim faktorem, ktery je potreba pfi terapeutickém podavani MSC vzit do Uvahy, je
fakt, Ze MSC jsou v fadé pripadl podavany spole¢né simunosupresivnimi latkami.
Vysledky dosavadnich studii interakce imunosupresiv a MSC nejsou konzistentni. MSC
podavané v kombinaci simunosupresivni latkou mykofenolat moefetil (MMF)

prodlouzily prezivani stépu (Eggenhofer et al., 2011; Popp et al., 2008), nadéjné vysledky
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byly ziskany také pfi aplikaci MSC spolu s Rapamycinem (Ge et al., 2009). Ackoliv na
modelu transplantace srdce nebylo potvrzeno synergistické pusobeni inhibitor(
kalcineurinu a MSC (Eggenhofer et al.,, 2011), nase vysledky ziskané na modelu
transplantace kozniho S$tépu a lokalnim podani MSC na nanovldkenném nosici
s inkorporovanym CsA vedly k vyznamnému supresivnimu ucinku (Hajkova et al 2015).
Synergistické plsobeni CsA a MSC bylo prokdzano také na modelu transplantace rohovky
(Jia et al., 2012). Vzhledem k moZnému pozitivnimu/negativnimu ovlivnéni ucinkd
imunosupresivni 1é¢by pti kombinovaném poddvani s MSC je nesmirné dllezité pred

zavedenim MSC do klinické praxe tuto oblast blize prostudovat.

Shrnuti
Data ziskana zin vitro pokus( a pre-klinickych modelli ukazuji, Ze MSC pUsobi

inhibicné na aktivované burnky imunitniho systému. Pfestoze mechanizmus plsobeni
neni zcela zndm, mohou MSC vyznamné pfrispét v terapii fady onemocnéni. Pred
pouzitim v klinické praxi je vSak nezbytné najit vhodny zpUsob izolace, kultivace a
aplikace MSC vcetné nastaveni ¢asového rezimu poddavani. Dale je dulezité zjistit vliv
heterogenity darcli, expanze MSC ex vivo, imunogenicity a moznych tumorigennich
vlastnosti MSC. Terapie pomoci MSC neni vhodnd pro vSsechna onemocnéni spojena
s imunitnim systémem, proto musi byt klinické testy striktné regulované. Dulezitym
ukolem blizké budoucnosti pro védce i |ékafe je zjisténi mechanizml ovliviujicich

terapeutické vyuziti MSC.
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Shrnuti vybranych publikaci

V laboratofi transplantacni imunologie jsme se zabyvali imunologickymi mechanizmy
transplantacni tolerance s cilem prodlouzit preziti transplantatu. Plvodnim modelem
byla transplantace klze. Vzhledem k tomu, Ze klzZe funguje jako ochrana pred prinikem
patogend do organizmu je zde vysoka aktivita bunék imunitniho systému. Proto je
rejekéni reakce v kliZi velmi silnd, transplantované Stépy prezivaji jen omezenou dobu a
pro prodlouZeni jejich preziti je potfeba razantnich imunosupresivnich zasahll. Ve
spoluprdci s prof. Filipcem z O¢ni kliniky 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy byl zaveden
model orthotopické transplantace mysi rohovky. Vzhledem k transplantaci tkané do
terapie delsi a umozniuje jemnéjsi modulaci imunitniho systému. PGvodnim cilem tohoto
projektu bylo studium transplantacni reakce v imunologicky privilegovaném misté,
nicméné velmi brzy se ukazalo, Ze vytvofeny model je vhodnym také pro studium
kmenovych bunék v oku a jejich pfipadné vyuZiti v terapiich zanétlivych reakcich v oku,

pripadné regeneraci poskozené rohovky.

Prevention of corneal allograft rejection in a mouse model of high risk recipients
(Vitova et al., 2004)

Model ortotopické transplantace rohovky u mysi ptindsi fadu vyhod pro studium
transplantacnich reakci, vzhledem k imunologické privilegovanosti oka preziva az 50%
alo-transplantatll bez jakékoliv imunosupresivni 1é¢by. Naopak lze pftipravit pre-
senzitizované rizikové jedince, u kterych jsou vSechny alogenni transplantované rohovky
odhojeny. V této studii jsme se zaméfili na efektivitu podavani béziné vyuzivanych
imunosupresivnich latek a protilatek proti T lymfocytim.

Prokazali jsme, Ze u rizikovych pfijemcl transplantatu je pro prevenci odhojeni
alogennich stépl vyznamné ucinnéjsi podavani protilatky proti CD4, neZ anti-CD8 mAb,
imunosupresivnich latek - mykofenolat mofetilu (MMF) a cyklosporinu A (CsA), nebo
dokonce kombinovanému podani téchto latek. Nicméné UspésSnost lécby je zavisla
predevsim na stavu transplantovaného oka, u pre-senzitizovanych pfijemc( nebyl uéinny

zadny typ lécby. Tato prace ukazala moznost studia transplantacni reakce a moznosti
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jejiho ovlivnéni na mysim modelu, ktery je relativné dostupny a vzhledem k vyuziti

definovanych kmen( mysi umoZnuje provadét reproducibilni experimenty.
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Model transplantace rohovky u mysi
Prezivani syngenniho transplantatu, a alogennich transplantati u neovlivnénych mysi nebo
mysi s navozenou prevaskularizaci oka, pfipadné presenzitizovanych aplikaci antigent darce.

A rapid separation of two distinct populations of mouse corneal epithelial cells with
limbal stem cell characteristics by centrifugation on Percoll gradient (Krulova et al.,
2008)

V dobé expanzivniho rozvoje poznatkl o kmenovych burkach jsme se zaméfili na
moznou pfitomnost tohoto typu bunék v povrchovych strukturach oka. Rohovka a
navazujici limbus jsou v pfimém kontaktu s okolnim prostfedim, které pfinasi znacnou
moznost poskozeni povrchu oka. Je proto logické, Ze se zde nachdazeji bunky schopné
podpofit regeneraci povrchu oka a zajistit tak zachovani zraku, jako jednoho
z nejdalezitéjsich smysla.

Potvrdili jsme pfitomnost kmenovych bunék vlimbu - povrchova struktura oka
zajistujici regeneraci povrchu oka. Pomoci perkolového gradientu jsme ziskali 2 rGzné
populace bunék vykazujicich vlastnosti kmenovych bunék, charakterizovanych
pritomnosti znak( kmenovych bunék (ABCG2 Lgr5) a pritomnosti tzv. ,side population”
(SP). Tyto dvé populace se lisily velikosti a granularitou, schopnosti proliferace na zivné

vrstvé 3T3 bunék. Z rozdili v expresi diferenciacniho znaku keratinu 12 (K12) a
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transkripéniho faktoru p63 vyplyva pravdépodobny rozdil ve vyvojovém stadiu téchto
populaci, pficemz populace K12p63* je blizsi primitivnimu fenotypu kmenovych bunék.

V této praci jsme predevsim prokdzali moznost izolovat kmenové buriky z limbu na
zakladé velikosti/hustoty. Tuto metodiku jsme nadale vyuZivali v fadé dalSich praci, ve

které byla studovana funkce a vlastnosti téchto bunék.

Treatment of ocular surface injuries by limbal and mesenchymal stem cells growing on
nanofiber scaffolds (Zajicova et al., 2010)

S pribyvajicimi poznatky o regeneracnich a supresivnich schopnostech MSC se ukazala
moznost jejich vyuziti pro regeneraci posSkozeného povrchu oka. V této dobé jiz bylo
potvrzeno, Ze intravendzné aplikované MSC jsou zachyceny predevsim v plicich, proto
jsme vyuZili moznost, kterou nabizi oko jako povrchova struktura a studovali jsme
moznost prenosu kmenovych bunék pomoci nanovldkennych nosic¢li. Vyhodou
nanovlaken je, Ze mohou byt pfipraveny z celé fady sloucenin, je tedy mozné pfipravit
materidly kompatibilni s lidskymi tkanémi, s definovanou strukturou, porozitou a
ploSnou hmotnosti a tyto materidly dale modifikovat napfiklad inkorporaci dalSich
chemicky aktivnich latek.

V této praci jsme popsali schopnost ristu limbalnich kmenovych bunék (LSC) a MSC
na nanovlakenném nosici pripraveném z polyamidu 6/12 (PA6/12), ktery je stabilni ve
vodném prostiedi a biokompatibilni. Morfologie, ristové vlastnosti a Zivotnost LSC i MSC
rostoucich na nanovldkenném nosici PA6/12 byly srovnatelné s burikami rostoucimi na
plastovém povrchu. Pomoci nanovldkennych nosi¢li jsme prenesli LSC a MSC oznacené
fluorescencni barvou na povrch poskozeného oka. Pfenesené buriky vtomto modelu
prokazali schopnost inhibice lokdlni zanétlivé reakce a podpory hojeni. Tento typ
nanovlaken tak reprezentuje vhodny nosi¢ pro vyuziti v |écbé deficitu kmenovych bunék

a rliznych poskozeni oka.
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Morfologie LSC rostouci na plastovém povrchu Detekce aplikovanych na poskozeny povrch
(A,B) a na nanovlaknech PA6/12 (C,D). (A, C) 50 um; oka na nanovldknu PA6/12, 2 7 a 14 dni po
(B, D) 20 um. aplikaci

Cyclosporine A-loaded and stem cell-seeded electrospun nanofibers for cell-based
therapy and local immunosuppression (Holan et al., 2011)

V dalsi praci jsme vyuzili moznosti modifikovat nanovldkenné nosice. CsA je v klinické
praxi Siroce vyuzivana imunosupresivni latka, rozpustna ve vodé a nabizejici ,,vyhodné“
vlastnosti pro inkorporaci do nanovldakna. Takto upraveny nosi¢ je potom vyuZitelny
v celé tadé klinickych aplikaci, predevSim potom v lécbé zanétlivych povrchovych
defektd.

Testovali jsme nanovldkna pfipravena z kyseliny L- poly mlé¢né (PLA) v kombinaci
s CsA. Prokdazali jsme, Ze proces zvlaknéni neovlivnil farmakologickou aktivitu a
schopnost CsA uvolnit se do vodného prostredi. Po lokalni aplikaci nanovlakna na kozni
Stép uvolnovani probihalo pomaleji, po 8 dnech bylo v nosici detekovano jesté 35%
pGvodni koncentrace CsA. Po aplikace nosice na alogenni kozni $tép navic doslo ke
snizeni lokdIni produkce prozanétlivych cytokin( (IL-2, IFN-y a IL-17). Tyto vysledky
prokazaly, Ze nanovldkna s inkorporovanym CsA mohou slouzZit jako efektivni nosice

bunék a zaroven se podilet na potladeni zanétlivé reakce.
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Vysledky této prace maji nesmirny vyznam pro prfenos do klinické praxe. O vyuziti
nosicl vhodnych pro bunécnou lécbu je v odborné verejnosti znaény zajem. Modifikace
imunosupresivni l[atkou prinasi velké vyhody, vzhledem k tomu, Ze tyto latky se uvolfuji

samovolné a pribéiné a odpada tak nutnost opakovanych aplikaci.
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PLA nanovldkna zobrazend pomoci elektronového mikroskopu
A -0% CsA, B -1 wt.% CsA. zvétSeni: 5000x.

Modulation of the early inflammatory microenvironment in the alkali-burned eye by
xystemically administered interferon-gamma-treated mesenchymal stromal cells
(Javorkova et al., 2014)

Dalsi studie pusobeni MSC jsme provadéli na modelu oka poskozeného poleptanim.
Konvencné vyuzivané terapie poleptaného oka zahrnuji predevsim snahu potlacit
zanétlivou reakci a neovaskularizaci pomoci imunosupresivnich |atek, ndsledované
transplantaci rohovky, pfipadné rohovky i limbu. Takto poskozené oko vsak predstavuje
extrémné rizikovou situaci pro transplantaci s relativné nizkym procentem prezivajicich
transplantat(. Proto je nezbytné vyvinout alternativni terapie, které ucinnéji zabrani
nezadoucim zanétlivym reakcim. V soucasnosti se vyuziva prenosu limbalnich bunék na
rGznych nosicich. DalSi nadéjnou alternativou jsou kmenové buriky, které nabizeji
moznost diferenciace do rohovkového epitelu a zejména schopnost modulace zanétlivé
odpovédi. Nase vysledky ziskané na mysim modelu tyto predpoklady potvrzuiji.

Poskozeni oka bylo navozeno poleptanim louhem a MSC ziskané z kostni diené byly
poddvany 24h po poskozeni. Pro srovnani vlivu cytokinového prostfedi na migracni a
supresivni schopnosti MSC byly bunky pred podanim kultivovany v pritomnosti IL-10,
TGF-B nebo IFN-y. Prokazali jsme, Ze MSC specificky migruji do poskozeného oka, pocet
znaéenych MSC byl v poskozeném oku 3 dny po poleptani tficetkrat vyssi nez
v kontrolnim, neposkozeném oku. Studium zanétlivé reakce prokazalo, Zze pritomnost

MSC snizuje pocet infiltrujicich lymfoidnich i myeloidnich bunék. Ale pouze MSC

23



kultivované v pfitomnosti IFN-y mély vyznamny efekt na populaci myeloidnich bunék,
snizovaly hladiny zédnétlivych cytokint a NO v poSkozeném oku a potlacovali tak rozvoj
akutni faze zanétlivé reakce. Vysledky této prace tedy navozuji otdzku ovlivnéni MSC
pred aplikaci pacientovi, které miZe vyznamné zmeénit jejich migracni i supresivni

vlastnosti.

Healthy eye Untreated Unstimulated MSCs

PKH26* MSCs

MSCs+IL-1a MSCs+TGF-8

Imunofluorescencni znaceni kryorezl z kontrolnich mysi a mysi, kterym byly podavany
nestimulované MSC a MSC stimulované IL-1a, TGF-3, nebo IFN-y. Reprezentativni obrazky

The supportive role of insulin-like growth factor-1 in the differentiation of murine
mesenchymal stem cells into corneal-like cells (Trosan et al., 2012)

Otazkou, ktera se vzhledem k |é¢bé poskozeného povrchu oka pomoci MSC nabizi, je
jejich schopnost diferenciace do bunék rohovkového epitelu. Obecné je moZnost
diferenciace MSC v bunky cilové tkané ¢asto diskutovand a nazory odborné verejnosti
nejsou zcela jednotné. Nase vysledky prokazaly moznost diferenciace kmenovych bunék
ziskanych z kostni difené do bunék, charakterizovanych pfitomnosti rohovkového epitelu
i keratinocytd, ale i vlastnosti MSC.

MSC ziskané z kostni diené byly kultivovany po dobu 3 tydnl a purifikovany pro

odstranéni kontaminujicich bunék. Dalsi kultivace byla provadéna v pritomnosti extraktu
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zrohovek a IGF-I. Naslednd analyza prokazala, Ze pfritomnost rohovkového extraktu
indukovala v MSC expresi specifickych znak( rohovkovych bunék jako je cytokeratin 12
(K12), keratokan a lumikan. Pfitomnost IGF-I tuto diferenciaci vyznamné zvysila.
Morfologie diferencovanych bunék byla srovnatelna s kontrolnimi nediferenovanymi
MSC a exprese povrchovych znak( (CD44 ,CD73, CD105) byla stejna u diferencovanych i
kontrolnich bunék. Navic diferencované MSC vykazovaly vyssi proliferaéni aktivitu.
Studium funkénich vlastnosti ukazalo, Ze kontrolni i diferencované bunky inhibuji
produkci cytokinl v kultufe slezinnych bunék stimulovanych Konkanavalinem A. MSC
kultivované v pfitomnosti extraktu zrohovek a IGF-I tak sice exprimuji znaky

rohovkovych bunék, ale zachovavaji si vlastnosti MSC.

A local application of mesenchymal stem cells and cyclosporine A attenuates immune
response by a switch in macrophage phenotype (Hajkova et al. 2015)

Plisobeni MSC jsme testovali i v modelu alogenni transplantace kliZze. Vzhledem
k tomu, Ze rejekcni reakce po transplantaci kize je velmi silna, pouzili jsme nanovlakenny
materidl obsahujici imunosupresivni [atku CsA. Nanovlakno slouZilo zaroven jako nosic¢
MSC. Tento model vyhodné kombinuje vyhody lokalni aplikace MSC poddavanych spolu
s imunosupresivni latkou. Prokazali jsme, Ze lokdlné poddvané MSC migruji do
transplantované klze i do spadovych lymfatickych uzlin. V daném modelu jsme dale
charakterizovali lokdlni i systémovou imunitni odpovéd. V transplantované kzi u mysi,
kterym byly zdroven aplikovany MSC a CsA jsme detekovali signifikantné snizené
mnozstvi makrofagl a zaroven produkci NO. Tento pokles koreloval s potlacenou
produkci IFN-y ve Stépech i spadovych lymfatickych uzlinach. Naopak procento
alternativné aktivovanych makrofagl (definovanych znaky F4/80 a CD206) a produkce IL-
10 infiltrujicimi makrofagy byly signifikantné zvySeny. Schopnost MSC aktivovat zménu
fenotypu makrofagl z populace M1 do protizanétlivé populace M2 jsme potvrdili in vitro.
Nase vysledky ukazuji, Ze lokalni aplikace MSC navozuje presmyk populace makrofagl na
alternativné aktivované, produkujici vysoké hladiny IL-10 a pritomnost CsA tento
presmyk vyznamné zvysuje. Pfitomnost imunosupresivnich latek pfi podavani MSC tak

vykazuje pozitivni efekty pro potlaceni zanétlivé imunitni reakce. Vzhledem k tomu, Ze
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v fadé Kklinickych studii se predpoklddd aplikace MSC se soucasnym poddvanim

imunosupresivni terapie ma toto zjisténi znacny vyznam pro klinickou praxi.

A B
k! Ib a4 |oo7
1053 105 10°
104 J“j 104
1033 i 10 108
g L3 REEAS BE T TT T T T T T T g 1 99,67 0118
§ 50 100 150 200 250 50 150 200 250 § 0 " 103' mAv 105
o o
Jc 0,02 744 b| 1515 1,88

T
5 100 150 200

Distribuce MSC znaéenych PKH-26 u prijemct trasplantatu klize 6 dni po transplantaci

A, B FACS analyza pfitomnosti MSC v lymfatickych uzlinach (Aa,b) a koZnich stépech (Ac,c;B) u
kontrolnich prijemcl (Aa,c) a pfijemcl, kterym byly podavany MSC (Ab,d;Bb); Ba neznacené
buriky.

C Kryorezy spadové lymfatické uzliny (Ca) a kozniho $tépu (Cb;D) ukazujici distribuci MSC
Obrazky B,D dokumentuji, Ze MSC nejsou ve tkanich prijemce pohlceny makrofagy.
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Dalsi projekty zahrnuji studium mechanizml, kterymi MSC pUsobi na bunky
imunitniho systému. Sledovali jsme vliv MSC na polarizaci T bunécnych populaci i na
aktivované B lymfocyty. Ve zminénych pracich jsme se zaméfili pfedevsim na moznost
navozeni regulacniho fenotypu u T i B bunék. Plsobeni regulacnich bunék patfi mezi
nejvyznamné;jsi imunosupresivni mechanizmy, proto ma presné poznani pasobeni MSC
na jejich vznik a funkci znacny vyznam v oblasti vyzkumu MSC. RovnéZ objasnéni
mechanizmu interakce MSC s imunosupresivnimi latkami a vliv kombinovaného

plUsobeni na buriky imunitniho systému je nezbytné pro dalsi rozsifeni aplikace MSC.

The role of mouse mesenchymal stem cells in differentiation of naive T-cells into anti-
inflammatory regulatory T-cell or proinflammatory helper T-cell 17 population
(Svobodova et al., 2012)

Vzhledem k nasim predchozim vysledkdm i na zdkladé Siroce publikovanych dat o
imunosupresivnich vlastnostech MSC jsme studovali vliv MSC na vyvoj a polarizaci proti-
zanétlivé populace Treg a pro-zanétlivé populace Th17 lymfocyt(i. Ustaveni rovnovahy
téchto populaci je totiz rozhodujici pro normalni fungovani organizmu, nerovnovaha
naopak mUze vést k rozvoji autoimunitnich a dalSich onemocnéni. Prokdzanym faktem
je, Ze MSC produkuji oba cytokiny (TGF-B a IL-6) nezbytné k polarizaci téchto dvou
populaci a to pfedevsim v zavislosti na mikroprostfedi, ve kterém se nachazeji.

Pomociin vitro modelu jsme prokazali, Ze MSC efektivné reguluji expresi
transkripcnich faktorl Foxp3 a RORyt a kontroluji vyvoj Treg a Th17 lymfocytd u
aktivovanych mysich slezinnych bunék, i purifikovanych CD4*CD25~ T lymfocytd. Dale
jsme ukdzali, Ze imunomodulacni efekt MSC byl silnéjsi po stimulaci pomoci TGF-3, nebo
TGF-B v kombinaci sIL-6. Nestimulované MSC produkuji vysoké hladiny TGF-f a
neprodukuji IL-6. Produkce TGF-B je ddle zvySena v pfitomnosti proti-zanétlivého
prostiedi IL-10, nebo TGF-B. Naopak v pro-zdnétlivém prostredi je kromé TGF-3
indukovana také produkce IL-6. U naivnich populaci Th lymfocytl dochazi v pritomnosti
TGF-B k pfresmyku na Treg exprimujicich transkripcni faktor Foxp3, naopak pfitomnost

TGF-B spolecné sIL-6 vede kvyvoji RORyt pozitivnichTh17 bunék. MSC recipro¢né
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reguluji vyvoj téchto dvou vyznamnych populaci lymfocytli a mohou tak modulovat

autoimunitni, imunopatologické a transplantacni reakce.

Suppression of IL-10 production by activated B cells via a cell contact-dependent
cyclooxygenase-2 pathway upregulated in IFN-gamma-
treated mesenchymal stem cells (Hermankova et al., 2016)

Studovali jsme také mechanizmus pUsobeni MSC na B lymfocyty, predevSim na
populaci regulacnich B lymfocytl (Breg). Tyto burky jsou charakterizovany vysokou
produkci IL-10.

Popsané mechanizmy plsobeni MSC na B lymfocyty dosud zahrnovaly predevsim
neprimy vliv pfes ovlivnéni T lymfocyty. Nase vysledky ukazuji, Ze pfimy kontakt MSC a B
lymfocytl navozuje zmény v Cox-2 dependentni draze a ovliviiuje tak vlastnosti B

lymfocyta.

Mesenchymal stem cells attenuate the adverse effects of immunosuppressive drugs on
distinct T cell subopulations (Hajkova et al. 2016)

Lze ocekavat, Zze pro prodlouzeni preZiti budou alogenni MSC podavany spoleéné
imunosupresiv a naopak. Zajimavé jsou prace, které ukazuji prodlouzeni preziti
transplantovanych tkani, pokud byla imunosupresivni terapie kombinovédna s poddvanim
MSC. Nicméné presné mechanizmy této interakce popsany nebyly. V nasi praci jsme
sledovali vliv péti imunosupresivnich latek (inhibitor kalcineurinu — CsA, inhibitor inosin
monofosfat dehydrogenazy — MMF, inhibitor mTOR - mammalian target of rapamycin —
Rapa a glukokortikoidy predneison a dexamethason) s rliznym mechanizmem ucinku na
jednotlivé populace T lymfocytli a porovnali jsme ucinnost jednotlivych imunosupresiv
poddvanych v kombinaci s MSC. Testovali jsme vliv MSC na prezivani a aktivaci CD4* a
CD8"* lymfocytll po podani imunosupresivnich latek, zmény v procentudlnim populaci T
bunék Th17 (RORyt*), Thl (T-bet*), Th2 (GATA-3*) a Treg (Foxp3*) a produkci

korespondujicich cytokint (IL-17, IFNy, IL-4 and IL-10). Prokazali jsme, Ze MSC moduluji
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funkci imunosupresivnich latek, podavani MSC v kombinaci s imunosupresivy ovliviiuje
prezivanim, aktivaci T bunék a take pomér mezi jednotlivymi T-bunéénymi populacemi.
Vyznamné bylo potlaceni zanétlivé Th17 populace a podpora funkce protizanétlivych
Treg.

Tyto vysledky ukazuji, Ze terapie pomoci MSC mlzZe byt Gu¢innym nastrojem pro

potlaceni negativnich efektl imunosupresivnich latek na imunitni systém.
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