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SOUHRN: Reakce stépu proti hostiteli (graft versus host disease — GvHD) patfi mezi nejzavaznéjsi komplikace alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék. Prestoze se diky optimalizaci transplantacnich postupl mortalita v disledku GvHD neustéle snizuje,
nadale existuje pocetnd skupina pacientd, u kterych se rozvine zivot ohrozujici forma GvHD, pfipadné kterym GvHD zésadné snizuje kvalitu
Zivota po transplantaci. Jednim z inovativnich pfistupd, které by mohly zlepsit prognézu pacientd, je adoptivni podani nékterych bunécnych
populaci, které maji imunomodula¢ni potencidl. Na nasem pracovisti jsme v rdmci klinické studie podavali l1é¢ivé pfipravky z mezenchymaélnich
kmenovych bunék (MSC) v Ié¢bé steroidné-refrakterni GvHD (SR-GvHD). Nyni ovéfujeme moznost vyuziti invariantnich NKT lymfocytl
(iNKT) v této indikaci. Tyto iNKT lymfocyty jsou schopné tlumit patologické imunitni reakce a rozvoj pfiznakd GvHD a soucasné podporovat
protinddorovou imunitu — tzv. reakci stépu proti leukemii (graft versus leukemia — GvL). V ramci preklinického testovani jsme porovnali nékolik
Sarzi kultivovanych a expandovanych iNKT a MSC od rlznych dércd z hlediska jejich imunofenotypu a imunomodula¢niho potencialu.
Pratokovou cytometrii jsme kvantifikovali expresi aktiva¢niho znaku CD25 na nespecificky stimulovanych mononuklearnich bunkéach po
kokultivaci s MSC nebo s iNKT. Studie prokazala, ze je mozné pfipravit Cistou populaci iNKT bunék s dostate¢nou imunomodula¢ni kapacitou
srovnatelnou s MSC. Zd3, Ze iNKT buriky pfedstavuji slibnou lé¢ebnou strategii v rdmci terapie potransplantacnich komplikaci, nicméné
vzhledem k vyrazné heterogenité jejich subpopulaci bude nutné provést hlubsi stanoveni funkce iNKT a optimalizovat protokol pro jejich
piipravu.

KLICOVA SLOVA: reakce $tépu proti hostiteli — imunomodulace - mesenchymalni kmenové buriky — invariantni NKT lymfocyty

SUMMARY: Graft versus host disease (GvHD) is one of the most serious complications of allogeneic hematopoietic stem cell transplantation.
Although GvHD mortality is steadily declining due to the optimalization of transplant procedures, there remains a large group of patients who
develop life-threatening forms of GvHD, or whose quality of life after transplantation is reduced due to GvHD. The adoptive administration of
immunomodulatory cell populations is an innovative approach that could improve the prognosis of these patients. We had previously used
mesenchymal stem cells (MSC) in steroid-refractory GvHD (SR-GvHD) in a clinical trial and we are currently verifying the possibility of using
invariant NKT lymphocytes (iNKT) in SR-GvHD treatment. iNKT are a cell population that is able to suppress pathological immune responses
and the development of GvHD symptoms. At the same time, iINKT are able to promote anti-tumour immunity - the graft versus leukaemia
effect (GvL). In a preclinical study, we compared several batches of cultured and expanded iNKT and MSCs from different donors in terms of
their immunophenotype and immunomodulatory potential. We quantified the expression of the activation marker CD25 on non-specifically
stimulated mononuclear cells after co-cultivation with MSC or iNKT. The study showed that it is possible to prepare a pure population of iNKT with
sufficient immunomodulatory capacity comparable to MSCs. While iNKT cells appear to be a promising treatment strategy for post-transplant
complications, the significant heterogeneity of their subpopulations will require a deeper assessment of iINKT function and optimisation of their
production protocols.
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UVOD

Alogenni transplantace
krvetvornych bunék

Alogenni transplantace krvetvornych
bunék (aloHSCT) je vysoce speciali-
zovana terapeutickd metoda, kterd
je potenciadlné kurativni pro fadu he-
matologickych i nehematologickych
onemocnéni. Pfevazuji indikace pro
myeloidni a lymfoidni malignity [1],
ale narustaji i pocty transplantaci pro
primarné nehematologické choroby,
napf. pro autoimunitni [2] nebo meta-
bolickd onemocnéni [3]. Do dnesniho
dne bylo celosvétové provedeno jiz pfi-
blizné 1,4 milionu transplantaci a kazdy
rok podstoupi tuto proceduru kolem
70 tisic pacientd. Polovina z nich v Ev-
ropé [4]. Dle dat EBMT (The European
Society for Blood & Marrow Transplanta-
tion) ma pocet transplantaci za rok stale
vzestupny trend. | pfes kontinudlni po-
kroky v transplanta¢ni mediciné zhorSuji
progndzu pacientl dvé zasadni potrans-
plantac¢ni komplikace - relaps pavodni
malignity a reakce $tépu proti hostiteli
(graft-versus-host disease — GvHD).

Reakce Stépu proti hostiteli

Reakce $tépu proti hostiteli patfi k hlav-
nim pficinam kratkodobé potrans-
planta¢ni mortality do dne +100 a do
+1 roku [5]. Zaroven vede k rozvoji fady
pfiznakd, které jsou pfi¢inou zdvazné
potransplanta¢ni morbidity, a které za-
sadné snizuji kvalitu Zivota pacientd.
Nezbytnou podminkou pro Uspéch
transplantace je shoda v HLA systému
(human leukocyte antigens) mezi darcem
a pacientem [6]. HLA neshoda zvy3uje ri-
ziko rozvoje GvHD, kdy déarcovské imu-
nokompetentni buriky (zejména T lym-
focyty) poskozuji tkané prijemce, které
rozpoznavaji jako cizorodé. Na dru-
hou stranu ani Uplna shoda v HLA zna-
cich s omezenou imunologickou inter-
akci mezi darcem a pfijemcem nemusi
byt pro optimalni efekt transplantace za-
douci, a to zejména u agresivnich malig-
nit. Vysledny terapeuticky efekt alogenni
transplantace totiz nespocivd pouze
v cytotoxicité podané chemoterapie i

radioterapie. Vyznamnou mérou se na
ném podili komplexni imunologické
mechanizmy, které zahrnujeme pod po-
jmem reakce $tépu proti tumoru (graft
versus tumor — GVT) nebo konkrétnéji
reakce Stépu proti leukemii (graft versus
leukemia — GvL) [7].

Obvykle je rozliSovana forma akutni
(aGvHD) a chronicka (cGvHD), které se
lisi ¢asovym odstupem od transplan-
tace, klinickymi projevy i patofyziolo-
gickym mechanizmem jejich vzniku.
Stiedné tézka az tézka akutni GvHD
(@GvHD grade 11-1V) se projevi ptiblizné
u 40 % ze vSech pacientd, ktefi pod-
stoupi alogenni transplantaci [5]. Pato-
fyziologické mechanizmy, které stoji za
rozvojem aGVHD jsou stéle cilem inten-
zivniho vyzkumu. Pfedpoklada se, Ze pr-
votnim podnétem pro rozvoj aGvHD je
poskozeni tkani zplisobené podanim
vysocedavkované chemoterapie v rdmci
pfipravného transplantacniho rezimu.
Z poskozenych tkani pacienta se uvol-
nuji molekularni struktury tzv. alarminy
(damage-associated molecular patterns —
DAMPs), které vedou k rozvoji prozanét-
livé reakce [8] a v kone¢ném stadiu az
k nekrotizujicimu poskozeni tkani. Za-
sadni roli v inhibici imunitnich reakci
hraji T-regula¢ni bunky (Treg), typ 1 re-
gula¢ni T lymfocyty (Tr1), invariantni
NKT lymfocyty (iNKT) a myeloidni supre-
sorové bunky (myeloid-derived suppres-
sor cells - MDSCs) [9].

Chronickd GvHD (cGVHD) patfi mezi
pozdni transplanta¢ni komplikace a je
hlavni pfi¢inou dlouhodobé potrans-
plantacni mortality, ktera neni zpu-
sobena relapsem (non-relapse morta-
lity — NRM) [10]. Postihuje az 50 % vsech
transplantovanych pacientl a jeji inci-
dence stoupa v dlsledku rady faktord,
jako jsou nar(lstajici pocet nepribuz-
nych darcd a darcl s vétsi HLA nesho-
dou, zvysujici se vék pacientd, aplikace
PBSC, podaniDLI[11]. Imunologické me-
chanizmy vedouci k rozvoji cGvHD se lisi
od téch, které zpusobuji aGvHD, a maji
blize spiSe k procesim probihajicim pfi
rozvoji patologickych autoimunitnich
procesd.

iNKT pro imunomodulaci GYHD -

Mesenchymalni kmenové burky
v lécbé GvHD
Mesenchymalni kmenové bunky
jsou multipotentni nehematopoetic-
ké bunky, které jsou schopny sebeob-
novy a diferenciace do fady bunécnych
typl [12]. Maji nizky imunogenni poten-
cial, neexprimuji HLA antigeny I. Tfidy
ani kostimulatorni molekuly [13], a proto
pfi jejich podani neni nutné respekto-
vat shodu v HLA systému mezi dédrcem
a pfijemcem. Jejich vyuziti v hematoon-
kologii je zalozeno na jejich schopnosti
modulovat imunitni reakce, potlacit pfi-
znaky ¢i pfedchézet rozvoji GvHD a pod-
pofit pfihojeni stépu hematopoetickych
bunék. Navozuji nezanétlivé prostredi
ovlivnénim cytokinové produkce leuko-
cytll a zaroven tlumi proliferaci T lym-
focytd [14]. Vysledky predchozich stu-
dii, v¢. nasi vlastni prace, ve kterych byly
MSC ptidany do suspenze lymfocytl
stimulovanych bud HLA inkompatibil-
nimi mononuklearnimi bunkami (MNC),
anebo nespecifickymi lektiny, potvrdily,
ze MSC signifikantné ovlivnuji aktivaci
a proliferaci lymfocytd [15]. MSC snizuji
cytotoxicky potencial T-lymfocytd a z&-
roven stimuluji proliferaci Treg [16], sni-
Zuji sekreci IFNy v Th1 bunkach a zvysuji
expresi IL-4 v Th2 bunkach.

Prvni Uspésné klinické podani MSC
u pacienta se steroidné-refrakterni
aGVvHD IV. stupné uskutecnila skupina
pod vedenim Katariny Le Blanc v roce
2004 ve Svédsku [17]. Podani MSC vedlo
k vyraznému zlepseni klinickych pfi-
znak(. Navazujici klinickd studie stej-
ného tymu zahrnula 9 pacient( se SR-
-GVHD, u kterych nebyla aplikace MSC
doprovézena zadnymi projevy akutni to-
xicity a 6 z 9 pacientl doséhlo kompletni
odpovédi [18]. MSC byly testovany i pro
[é¢bu chronickych forem GVHD. Prestoze
dosavadni vysledky klinickych studif
prokazuji vétsi efektivitu pfi podani MSC
v |é¢bé aGvHD, i v této indikaci nékteré
studie prokazaly zlepseni symptomd,
moznosti snizeni nebo Uplného vysazeni
imunosupresivni [é¢by a ani zde nebyly
zaznamenany zadné signifikantni pro-
jevy €asné ¢i pozdni toxicity [19]. Vyuziti
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MSC v 1é¢bé SR-GVHD se dostalo do kli-
nické praxe v fadé evropskych zemi, nic-
méné studie zamérené na efektivitu této
lé¢by prindseji kontroverzni vysledky.
Z metaanalyzy z roku 2015 vyplyva, ze
MSC Ize vyuzit jako alternativu v |é¢bé
SR-GVHD, ale pro potvrzeni jejich efekti-
vity je nezbytné provedeni randomizo-
vanych klinickych studii [20].

Invariantni NKT lymfocyty

Invariantni NKT lymfocyty jsou minoritni
subpopulaci lymfocytd, pro které je cha-
rakteristickd exprese povrchovych anti-
genu typickych pro T-lymfocyty (CD3+),
pro NK-lymfocyty (CD161, NKp46,
NKp30) a které zaroven exprimuji anti-
geny spole¢né proT a NK buriky (NKG2D,
2B4, DNAM1) [21]. Dale maji na svém po-
vrchu ,invariantni” T bunécny receptor
(invariant T-cell receptor — iTCR), ktery
reaguje na lipidové struktury, zejména
glykolipidy a glykosfingolipidy, ve vazbé
na nepolymorfni molekulu ze skupiny
tzv. neklasickych MHC molekul I. tfidy na
povrchu antigen prezentujicich bunék —
CD1d [22]. Invariantni NKT mohou byt
touto cestou aktivovany exogennimi li-
pidy, napt. mikrobidlnimi nebo endo-
gennimi lipidy z vlastnich poskozenych,
tumordzné zménénych bunék, anebo
alergeny [23]. Pro in vitro i in vivo akti-
vaci iNKT skrze vazbu na CD1d je vyuzi-
van arteficidlni lipidovy antigen a-galac-
tosylceramide (a-GalCer, KRN7000) [24],
coz je sloucenina izolovana z vytazku
moftské houby Agelas mauritianus. P¥i-
rozené se v bunkdach savcl nevysky-
tuje a dokdze vyvolat aktivaci a expanzi
iNKT bunék. Mnozstvi iNKT je vysoce
variabilni mezi jednotlivci a je ovlivio-
vano celou fadou fyziologickych i pato-
logickych stav(. V lidské periferni krvi se
iNKT nachézeji v mnozstvi od nedeteko-
vatelnych hodnot az k 1 % ze vsech cir-
kulujicich T lymfocytd, pticemz median
se pohybuje kolem 0,05 % [25]. Nizké
pocty iNKT bunék v periferni krvi byly
asociovany s fadou imunologickych de-
fekt u lidi i u mysi [26]. V zavislosti na
podminkéch jsou iNKT schopny chovat
se jako efektorové buriky s vlastni cyto-

toxickou aktivitou nebo jako pomocné
imunitni buriky secernujici cytokiny [23].
Jejich aktivace muze vést k posileni
nebo k supresi imunitni reakce cestou
produkce konkrétniho spektra cytokind
(prozanétlivych/regulacnich) a aktivace
dalsich molekul a bunék imunitniho sys-
tému [26], kdy jsou iNKT schopny pod-
nitit rozvoj Th1 a nebo Th2 imunitni od-
povédi [27]. O typu imunitni reakce je
pravdépodobné rozhodnuto na zékladé
setkani iNKT s primarnim antigennim sti-
mulem a jeho charakteru [28].

Protinadorovy efekt iNKT

Nizké hladiny iNKT byly popsany
u fady solidnich nador( - u karcinomu
plic, prsu, tlustého stfeva, melanomu
a u dlazdicobunécnych nadorl hlavy
a krku [28]. Vys3i hladiny iNKT prokazo-
vané ve tkanich solidnich nadoru jsou
spojeny s lepsi prognézou [23]. Ob-
dobné jsou vysledky u hematologic-
kych malignit. Nizké hladiny iNKT v pe-
riferni krvi pacientl s akutni myeloidni
leukemii jsou asociovany s horsi progné-
zou a krats3im prezivanim [29]. Nepiimy
antitumoroézni efekt iNKT je zaloZen na
schopnosti iINKT produkovat fadu cyto-
kina, které aktivuji CD8+ T a NK lymfo-
cyty a podnécuiji jejich cytolytickou ak-
tivitu [30]. Zaroven maji iNKT i vlastni
primy protinadorovy efekt, ktery nevyza-
duje zapojeni dalSich bunék imunitniho
systému [28]. Rada studii na leukemic-
kych nadorovych liniich [31] i na solid-
nich nddorech [23] potvrdila tento pfimy
protinadorovy efekt vic¢i CD1d-pozitiv-
nim nadorovym burkam, soucasné viak
bylo in vitro prokazano, ze aktivované
iNKT lymfocyty rozpoznavaji leukemické
buriky nezdvisle na tom, zda exprimuji
CD1d antigen [31]. To vede k zavéru, ze
iNKT by mohly uplatnit svij protinddo-
rovy efekt v 1é¢bé hematologickych ma-
lignit i nezavisle na CD1d expresi.

Imunomodulaéni potencial INKT

v lécbé GvHD

iNKT by mohly najit misto v 1é¢bé kom-
plikaci po aloHSCT, protoZe soucasné
se svymi protinddorovymi vlastnostmi,
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které by mohly podnécovat GvL efekt,
nepfrispivaji k rozvoji GvHD [32]. Sou-
¢asny vyzkum naopak poukazuje na je-
jich vyznamnou roli pfi jeji regulaci. Vyssi
hladiny iNKT v ¢asném obdobi po aloH-
SCT korelovaly s niz$im rizikem rozvoje
GvHD [33] a naopak nizké hladiny iNKT
v darcovském $tépu jsou spojeny s vys-
$im rizikem jejiho rozvoje [34]. Na my-
$ich modelech bylo prokazéno, Ze stimu-
lace pomoci a-GalCer nebo adoptivni
prenos iNKT bunék vede k nizsimu riziku
rozvoje GvHD, pficemz pro optimalni
potlaceni GvHD se zd4 byt zasadni role
IL-4, ktery iNKT produkuji a ktery vede
k expanzi T-regula¢nich bunék [35]. Apli-
kovand davka iNKT ovliviiuje pravdé-
podobnost vzniku a rozvoje GvHD [36].
Uéinnost iNKT bunék byla prokéazana
na mysich modelech i v 1é¢bé chronické
GvHD. Adoptivni transfer iNKT byl efek-
tivni v ramci preventivniho podani, ale
zaroven umoznil i zmirnéni pfiznak
jiz rozvinuté chronické GvHD s rysy au-
toimunitnich onemocnéni a pocinajici
organovou fibrézou [37].

MATERIALY A METODIKA
Izolace iINKT bunék

Invariantni NKT bunky byly izolo-
vany z mononuklearnich bunék (MNC)
14 zdravych darc(. VSichni darci pode-
psali informovany souhlas schvaleny
spole¢nou etickou komisi Lékaiské fa-
kulty v Plzni a Fakultni nemocnice Plzen.
Mononukledrni buriky byly ziskany po-
moci gradientové centrifugace s vyu-
Zitim separa¢niho média Ficoll-Paque
(GE Health Care). Z této frakce MNC byly
pozitivni selekci s vyuzitim magneticky
znacenych protilatek (Anti-iNKT Micro-
Beads, human; Miltenyi Biotech) zis-
kany iNKT buriky, a to dle protokolu vy-
robce. Invariantni NKT bunky byly poté
kultivovany spolu s autolognimi pod-
plrnymi MNC ozafenymi 25Gy (tzv.
feeder) v poméru 1 : 1 po dobu 14 dni
v 5% CO, a 37 °C. Pro aktivaci byl pfidan
IL-15 (Miltenyi Biotech; finaIni koncent-
race 150 1U/ml) a a-GalCer (Cayman Che-
mical; findlni koncentrace 100 ng/ml).
Bunky byly takto kultivovany po dobu
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Schéma 1. Grafické schéma experimentu.
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14 dni v 5% CO2 a 37°C. Kazdy 3.-5. den
byl aplikovan cerstvy IL-15 (finalni kon-
centrace 150 IU/ml).

Kultivace mezenchymalnich
kmenovych bunék

MSC byly izolovany z kostni dfené zdra-
vych dércd z frakce mononuklearnich
bunék na zakladé 48hodinové adheze.
Frakce neadheretnich bunék byla opa-
kované odmyta a adherentni burky
byly dale kultivovany v médiu sloze-
ném z alpha-MEM (Gibco), 10% destic-
kového lyzatu (vlastni produkce) a he-
parinu (86 IU/ml). V pribéhu kultivace
byly buriky 2x pasazovany, pficemz byly
nejprve z povrchu bunék uvolnény po-
moci TrypLE Select roztoku (Gibco), poté
centrifugovany (4809/8 min/20 °C) a na-
sledné znovu nasazeny v koncentraci
0,5%10% na ldhev s plochou 175 cm?2
Médium bylo v prabéhu celé kulti-
vace ménéno kazdé 2-3 dny. Po zhruba
14-18 dnech byly bunky zamrazeny
v 30% destickovém lyzétu a 10% DMSO
a byly uchovany v tekutém dusiku az
do experimentu. Pro ovéfeni jejich imu-
nomodulacnich vlastnosti byly buriky
rozmrazeny a re-kultivovany po dobu
7-8 dni. Nasledné byly pasazovany a vy-
uzity na imunomodulacni testy.

Imunomodulacni vlastnosti

MSC aiNKT

Pro porovnani byly nejprve izolovény
mononukledrni buriky péti zdravych
dércd, od kterych byly dfive izolovény
iNKT buriky nafedéné na koncentraci
2x10%/ml v RPMI médium s pridavkem
FBS a nespecificky stimulované phyto-
hemaglutininem (PHA) ve findIni kon-
centraci 10 pg/ml. Do takto pfiprave-
nych bunék byla pfridana suspenze MSC
(tfi nezavislé 3arze pro kazdého dérce
MNCQ) ¢i iINKT v koncentraci 1x10%/ml.
Bunky byly smichdny v poméru 2 : 1
(MNC : iNKT/MSC) a spole¢né kultivo-
vany po dobu 96 hod. Do kontrolnich
bunék bylo pfiddno pouze kultivaéni
médium. Po uplynuti doby kultivace byl
z kazdé zkumavky odebran vzorek pro
stanoveni exprese aktiva¢niho markeru

CD25. Design experimentu je graficky
znazornén na schématu 1.

Stanoveni imunofenotypu

a exprese CD25 pritokovou
cytometrii

Stanoveni imunofenotypu iNKT bunék
probéhlo po jejich 14-denni kultivaci.
K ¢asti suspenze (50 pl) byly pfidany na-
sledujici protildtky: anti-CD45R0O-BV510,
anti-TCR Va24-Ja18 - BV421, anti-
-CD45RA-PerCP-Cy5.5, anti-CD314 (NK-
G2D)-PE (v$e Biolegend), CD4-APCCy7,
CD8-PE, CD62L-APC, CD25-PECy7 (v3e
Exbio). Stanoveni exprese CD25 bylo
provedeno na suspenzi nespecificky
stimulovanych MNC. K suspenzi byly
pfidany nasledujici protilatky: CD45-
-BV510 (Biolegend), CD3-Pacific Blue,
CD25-PE (vse Exbio). Po 15min inkubaci
byly vzorky promyty PBS a centrifugo-
vany 3509/5 min/20 °C. Nasledné byl
odstranén supernatant a bunky byly roz-
volnény v 300 ul PBS a ihned méfeny na
prdtokovém cytometru BD FACSCanto I
(BD Bioscience). Analyza byla provedena
v softwaru FlowJo. V rdmci imunofeno-
typizace iNKT bylo hodnoceno procen-
tualni zastoupeni subpopulaci a exprese
funkénich molekul. Ovlivnéni miry akti-
vace MNC bylo zjistovano na zakladé in-
tenzity exprese fluorescence (MFI) znaku
CD25 na T-lymfocytech.

Hodnoceni dat

Porovnani imunomodula¢niho poten-
cidlu bylo hodnoceno pomoci testo-
vani nezavislych dat Mann-Whitney U-
-testem s vyuzitim software Matlab (The
MathWorks, Inc., USA).

VYSLEDKY

In vitro expanze a porovnani
vlastnosti Sarzi INKT bunék od
rdznych darco

Izolované iNKT bunky byly specificky
aktivovany aGalCer v kombinaci s 0zé-
fenymi autolognimi mononukledrnimi
burikami. Poc¢ate¢ni cistota izolova-
nych iNKT bunék se pohybovala v roz-
mezi 13-98 % (median 73,5 %). Po ex-
panzi trvajici 2 tydny byly stanoveny
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jejich koncentrace a zastoupeni (tj. Cis-
tota). Primérny pocet bunék se zvy-
$il 250%. Hodnota minimalniho nardstu
poctu bunék od zac¢atku do konce kulti-
vace byla 60x a maximalni 413x. U viech
vzork( byla po kultivaci detekovana vy-
soka cistota populace iNKT bunék presa-
hujici 90 %. Zbytkové bunky reprezen-
tovaly T lymfocyty. Priklad zastoupeni
iNKT pred a po izolaci (graf 1). V ramci
charakterizace bunék byly stanovené
CD4+ a CD8+ subpopulace, dvojité ne-
gativni bunky, funkéni molekuly NKG2D,
CD25, CD62L a zastoupeni pamétovych
(CD45RO0) a naivnich bunék (CD45RA).
Byla zaznamenana velkad heterogenita
v zastoupeni jednotlivych subpopu-
laci, u nékterych dérct byly dominantni
CD4+ bunky, u nékterych CD8+ a dvo-
jité negativni buriky. Zastoupeni u CD4+
bunék se pohybovalo v rozpéti pfiblizné
1-76 % (medidn 21 %), u CD8+ 0,5-
60 % (median 20 %) a u dvojité nega-
tivnich 17-86 % (median 33 %). Vétsina
iNKT bunék byla pamétova (v praméru
97 %) a zbytek byly naivni bunky (pod
1 %). Median exprese NKG2D na iNKT
byl 56 % (v mezich 13,9-96,1 %), exprese
negativné korelovala se zastoupenim
CD4+ subpopulace (graf 2). Analyza ex-
prese na CD4+ a CD8+ burikach ukazala
vyrazné vyssi expresi na CD8+ populaci
(median 94 %) v porovnani s expresi na
CD4+ bunkach (medidn 8 %), kde viak
bylo mnohem 3irsi rozpéti (2-58 % vs.
62-98 % u CD8). Molekula CD62L méla
nizkou expresi (median 5,9 %, meze
0,87-23,1 %) a byla detekovéna spise
na CD4+ a dvojité negativnich bunkach.
Molekulu CD25 exprimovaly viechny tfi
subpopulace v podobné mife v rozmezi
od 0,1 % do 17 % (median pro celkové
iNKT 5 %).

Porovnani imunomodulacniho
potencialu MSC a iNKT

Po kokultivaci aktivovanych MNC s MSC
doslo k poklesu medianu intenzity flu-
orescence (median fluorescence inten-
sity — MFI) ve v3ech vzorcich. Vyslednd
mira exprese CD25 se pohybovala v roz-
mezi 3 710-7 951 (median MFI — 6 041).
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Graf. 1. Zastoupeni iNKT pfed izolaci a po expanzi.
Zastoupeni iNKT bunék se stanovi pomoci kombinace exprese CD3 a TCR Va24-JaQ detekujici invariantni TCR.
(A) Zastoupeni iNKT bunék z T-lymfocytl pred izolaci; (B) zastoupeni iNKT bunék po 14 denni expanzi.
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Graf 2. Imunofenotypicka charakteristika iNKT.
Reprezentativni ukazka rozlozeni subpopulaci iNKT bunék (A). Negativni korelace NKG2D exprese a CD4+ bunék.
Se zvysujiciim zastoupenim CD4+ subpopulace klesa exprese NKG2D na iNKT bunkach (B).

Po kokultivaci aktivovanych MNC s iNKT
doslo rovnéz k poklesu MFI ve viech
sledovanych vzorcich a mira exprese
CD25 byla v rozmezi 4 435-6 404 (me-
didn MFI - 5701). Jako kontrola byla sta-

novena mira exprese aktiva¢niho znaku
CD25 na suspenzi nespecificky stimulo-
vanych MNC bez kokultivace s MSC/iNKT,
ktery byl povazovan za 100 % miry ex-
prese CD25. MFI kontrolnich vzorkd se

pohybovala v rozmezi 8 226-15 819 (me-
didn MFI — 9 974). Mira exprese CD25 na
MNC po kokultivaci s MSC tedy poklesla
v priméru o 39 % a po kokultivaci s iNKT
poklesla primérné o 43 % v(ci kontrol-
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nim vzorkdm. Pro grafické zobrazeni vy-
sledkd viz graf 3.

DISKUZE

Moderni pripravky bunécné terapie,
které zasahuji do imunopatologickych
procesU, jsou nepochybné soucasti bu-
doucnosti |é¢by potransplantacnich
komplikaci. Lze o¢ekavat, Ze bude pfi-
byvat bunéénych populaci, které budou
vyuzivany v |é¢bé relapsu nebo steroid-
-refrakterni GvHD, nejen MSC, ale také
iNKT, Treg a dalSich. Jejich zavedeni do
klinické praxe musi pfedchazet prekli-
nické studie a optimalizace vyrobnich
a aplika¢nich postupd. V ramci naseho
testovani jsme stanovovali imunofeno-
typ kultivovanych iNKT bunék u 10 zdra-
vych darcl. Vsechny nase testované
sarze dosahovaly po specifické stimulaci
aGalCer a in vitro expanzi dostate¢nych
koncentraci iNKT a vysoké Cistoty popu-
lace. Invariantni NKT jsou schopny rychlé
expanze a zpravidla nebyva problém do-
sahnout potirebného mnozstvi bunék,
coz potvrzuji i dalsi experimenty [38].
Specificka aktivace pomoci interakce o—
-GalCer a CD1d molekuly vede k ziskanfi
populace iNKT s vysokou cistotou [39].
Imunofenotypicka charakteristika pro-
kazala velkou heterogenitu v zastoupeni
jednotlivych subpopulaci iNKT. U né-
kterych darcl byly dominantni CD4+
bunky, u nékterych CD8+ a dvojité nega-
tivni bunky. Nase data jsou srovnatelnd
s vysledky jinych studiich [40,41] a uka-
zuji na schopnost iNKT udrzet si vdechny
subpopulace i po dlouhobéjsi in vitro sti-
mulaci. Vétsina iNKT bunék v nasem ex-
perimentu exprimovala CD45RO (v prl-
méru 97 %), coz odpovida pamétovému
imunofenotypu detekovaném ve vét-
Siné studii zaroven s nizkou expresi ak-
tivacnich molekul a CD62L [41] pozoro-
vanou také na ndmi kultivovanych iNKT.
CD62L pozitivni iNKT buriky déle prezi-
vaji a vykazuji vyznamnéjsi miru proli-
ferace po stimulaci iTCR receptoru [42].
Pro efektivnéjsi vyuziti iNKT je pravdé-
podobné nezbytné vyvinout strategie,
které zvysi expresi CD62L napt. cestou
indukce jejich ligandd na antigen pre-
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Graf 3. Exprese CD25 na nespecificky aktivovanych MNC po kokultivaci

s MSC/iNKT.
*p<0,05*p=<0,01,**p=<0,001

CTRL - kontrola (odpovida 100 % miry exprese CD25), iNKT - MNC po
kokultivaci s invariantnimi NKT lymfocyty, MFI — mean fluorescence intensity,
MNC - mononuklearni buriky, MSC — MNC po kokultivaci s mesenchymalnimi

kmenovymi bunkami

zentujicich bunkdch [42]. Populace iNKT
byly heterogenni také z hlediska za-
stoupeni funkcénich molekul. Molekula
NKG2D byla exprimovana zhruba na
poloviné bunék (median 56 %). Jeji ex-
prese byla vyrazné vy3si na CD8+ popu-
laci (median 94 %) v porovnani s expresi
na CD4+ bunkach (median 8 %), kde
byla zaroven vy3si, nez je tomu u klasic-
kych CD4+ T-lymfocytd. Obdobné kvan-
titativni vysledky exprese NKG2D recep-
toru na iNKT ziskali Kuylenstierna et al.
V jejich studii NKG2D receptor expri-
movala zhruba polovina sledovanych
iNKT bunék a jeho exprese prevazo-
vala na CD4 negativnich iNKT, zatimco
vétsina CD4 pozitivni iNKT ho neex-
primovala. V ramci studie navic proka-
zali, Ze NKG2D na CD8+ iNKT aktivuje
iNKT bunky pfimou cestou nezévislou
na TCR receptoru, soucasné vsak fun-
guje jako kostimula¢ni signal pro akti-
vaci skrze interakci TCR a CD1d. Tato ak-
tivace vede k rychlé cytotoxické reakci

po NKG2D stimulaci [21], coz mUze
také vysvétlovat jejich pfimy GvL efekt.
NKG2D je klicovou molekulou pro GvL
efekt NK bunék [43]. Funkcni rozdily
mezi NKG2D na CD4+ a CD8+ na iNKT
dosud nebyly zcela jednoznac¢né defi-
novany. NKG2D je normdlné exprimo-
van na viech NK, TCRyd a TCRaf} CD8+
lymfocytech. Exprese na CD4+ Taf lym-
focytech je viak minoritni a jeji zvyseni
je davéno do souvislosti s pfitomnosti
autoimunitnich onemocnéni (revma-
toidni artritida, granulomatéza s poly-
angiitidou, Sjogrentv syndrom, inzulin-
-dependentni diabetes mellitus) a také
bylo popsano u nékterych malignit [44].
Goronzy a Weyand [45] usuzuji, Ze ex-
prese NKG2D na CD4+ T lymfocytech
reprezentuje senescentni efektor-pa-
métovy fenotyp lymfocyt(, ktery hraje
roli v patogenezi chronickych zanét-
livych onemocnéni, a mlze byt tedy
znakem vycerpani po intenzivni in vitro
expanzi.
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Invariantni NKT a MSC bunky vyka-
zuji imunomodulacni aktivitu a jsou
schopné ménit stav T lymfocytd. Ne-
specifickd stimulace zvysila v nasem
experimentu expresi aktivacniho mar-
keru CD25 u vsech dércG. Po kokulti-
vaci s MSC ¢i s iNKT doslo k poklesu ak-
tivace, pficemz z hlediska miry poklesu
CD25 nebyl mezi bunéénymi typy proka-
zan vyznamny rozdil. Imunomodulaéni
potencial MSC v¢. schopnosti inhibice
exprese CD25 na aktivovanych lymfocy-
tech in vitro byl jiz potvrzen v fadé stu-
dii [46]. Schmid et al. (2022) kokultivovali
iNKT s alogenné aktivovanymi dendritic-
kymi burikami a také pozorovali pokles
aktivacnich markerd CD25 a CD69 na
T-lymfocytech [47]. Doposud nejsou
k dispozici studie zabyvajici se rozdily
v imunomodula¢nim potencialu rdz-
nych bunécnych populaci, nicméné exis-
tuji jiz in vitro studie zamérené na jejich
spole¢né podani a dosud ziskana data
ukazuji, Ze by tento pfistup mohl byt
velmi efektivni. Napf. spole¢né podani
MSC a Treg vede k delSimu pfezivani
Treg a k zesileni jejich imnosupresivniho
potencialu [48]. Z téchto vysledkl usu-
zujeme, zZe jednotlivé buné¢né popu-
lace by se mohly vzijemné podporovat,
a vést tak k lepsim vysledklim v |é¢bé
GvHD. Do budoucna bude jisté pfinosné
vzadjemné porovnani jednotlivych bu-
nécnych populaci v 1é¢bé potransplan-
ta¢nich komplikaci, a to i v kontextu
dalsich bunéc¢nych typ(, které se jiz vyu-
zivaji v rdmci klinickych studii (NK bunky,
Treg, Tr1 regulacni bunky, dendritické
bunky aj.). Predpokladame, Ze jednotlivé
bunécné populace spolu nebudou sou-
pefit, ale mohou se naopak ve specific-
kych situacich doplfovat.

ZAVER

Nase studie prokézala, Ze je mozné pfi-
pravit velice Cistou populaci iNKT bunék
s dostate¢nou imunomodula¢ni kapaci-
tou srovnatelnou s MSC, které jsou jiz vy-
uzivany v klinické praxi. Vzhledem k vy-
razné heterogenité téchto bunék je viak
nutné provést hlubsi stanoveni funkce
iNKT a optimalizovat protokol pro pfi-

pravu autolognich bunék. Invariantni
NKT bunky predstavuji slibnou Ié¢ebnou
strategii v rdmci terapie post-transplan-
ta¢nich komplikaci.
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