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SOUHRN: Reakce $tépu proti hostiteli (graft versus host disease — GvHD) patii mezi nejzdvaznéjsi komplikace alogenni transplantace
hematopoetickych kmenovych bunék. Prestoze se diky optimalizaci transplantacnich postupd mortalita v dUsledku GvHD neustale snizuje,
nadale existuje pocetna skupina pacientd, u kterych se rozvine zivot ohrozujici forma GvHD, pfipadné kterym GvHD zasadné snizuje kvalitu
Zivota po transplantaci. Jednim z inovativnich pfistupd, které by mohly zlepsit progndzu pacient(, je adoptivni podani nékterych bunécnych
populaci, které maji imunomodulacni potencial. Na nasem pracovisti jsme v ramci klinické studie podavali 1écivé pfipravky z mezenchymalnich
kmenovych bunék (MSC) v 1é¢bé steroidné-refrakterni GvHD (SR-GvHD). Nyni ovéfujeme moznost vyuziti invariantnich NKT lymfocytd
(INKT) v této indikaci. Tyto iNKT lymfocyty jsou schopné tlumit patologické imunitni reakce a rozvoj pfiznakli GvHD a soucasné podporovat
protinadorovou 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 darcl z hlediska jejich imunofenotypu a imunomodula¢niho potenciélu.
Pratokovou cytometrii jsme kvantifikovali expresi aktiva¢niho znaku CD25 na nespecificky stimulovanych mononukledrnich bunkach po
kokultivaci s MSC nebo s iNKT. Studie prokazala, ze je mozné pripravit Cistou populaci iINKT bunék s dostatecnou imunomodulacni kapacitou
srovnatelnou s MSC. Zd34, ze iNKT bunky predstavuji slibnou Ié¢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
pfipravu.

KLICOVA SLOVA: reakce $tépu proti hostiteli —imunomodulace — mesenchymalni kmenové bunky - 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, iNKT 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 iNKT function and optimisation of their
production protocols.
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UvVOD

Alogenni transplantace
krvetvornych bunék

Alogenni transplantace krvetvornych
bunék (aloHSCT) je vysoce speciali-
zovana terapeutickd metoda, ktera
je potenciadlné kurativni pro fadu he-
matologickych i nehematologickych
onemocnéni. Pfevazuji indikace pro
myeloidni a lymfoidni malignity [1],
ale narlstaji 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 pacientll. 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 kontinualni po-
kroky v transplanta¢ni mediciné zhor3uji
progndzu pacientl dvé zasadni potrans-
planta¢ni komplikace - relaps pdvodni
malignity a reakce $tépu proti hostiteli
(graft-versus-host disease — GvHD).

Reakce Stépu proti hostiteli

Reakce $tépu proti hostiteli patii k hlav-
nim pficindm kratkodobé potrans-
planta¢ni mortality do dne +100 a do
+1 roku [5]. Zaroven vede k rozvoji fady
pfiznakl, které jsou pfic¢inou zédvazné
potransplantacni 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 zvysuje ri-
ziko rozvoje GvHD, kdy darcovské 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 z3-
douci, a to zejména u agresivnich malig-
nit. Vysledny terapeuticky efekt alogenni
transplantace totiz nespociva pouze
v cytotoxicité podané chemoterapie Ci

radioterapie. Vyznamnou mérou se na
ném podili komplexni imunologické
mechanizmy, které zahrnujeme pod po-
jmem reakce Stépu 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 tézkd az tézkd akutni GvHD
(aGvHD grade 11-1V) se projevi pfiblizné
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 zplsobené podanim
vysocedavkované chemoterapie v rdmci
pfipravného transplanta¢niho rezimu.
Z poskozenych tkéani pacienta se uvol-
Auji molekuldrni 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-regulac¢ni buniky (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-
planta¢ni mortality, ktera neni zpa-
sobena relapsem (non-relapse morta-
lity — NRM) [10]. Postihuje az 50 % v3ech
transplantovanych pacientl a jeji inci-
dence stoupa v dusledku rady faktord,
jako jsou narustajici pocet nepfibuz-
nych darcl a darct s vétsi HLA nesho-
dou, zvysujici se vék pacientd, aplikace
PBSC, podani DLI[11]. Imunologické me-
chanizmy vedouci k rozvoji cGvHD se |isi
od téch, které zplsobuji aGvHD, a maji
blize spise k procesiim probihajicim pfi
rozvoji patologickych autoimunitnich
proces.

iNKT pro imunomodulaci GvHD

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

Prvni Uspésné klinické podani MSC
u pacienta se steroidné-refrakterni
aGvHD 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 klinicka studie stej-
ného tymu zahrnula 9 pacientl se SR-
-GvHD, u kterych nebyla aplikace MSC
doprovazena zadnymi projevy akutni to-
xicity a 6 z9 pacientli dosahlo kompletni
odpovédi [18]. MSC byly testovany i pro
[é¢bu chronickych forem GVHD. Prestoze
dosavadni vysledky klinickych studii
prokazuji vétsi efektivitu pfi podani MSC
v lé¢bé aGVvHD, i v této indikaci nékteré
studie prokazaly zlepseni symptomd,
moznosti snizeni nebo UpIného vysazeni
imunosupresivni [é¢by a ani zde nebyly
zaznamendny zadné signifikantni pro-
jevy casné ¢i pozdni toxicity [19]. VyuZiti
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MSC v lé¢bé SR-GVHD se dostalo do kli-
nické praxe v fadé evropskych zemi, nic-
méné studie zamérené na efektivitu této
[écby pfinaseji kontroverzni vysledky.
Z metaanalyzy z roku 2015 vyplyva, ze
MSC lze vyuzit jako alternativu v 1é¢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-
genl typickych pro T-lymfocyty (CD3+),
pro NK-lymfocyty (CD161, NKp46,
NKp30) a které zéroven exprimuji anti-
geny spole¢né pro T a NK bunky (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 aktivovény exogennimi li-
pidy, napf. mikrobidlnimi nebo endo-
gennimi lipidy z vlastnich poskozenych,
tumordézné zménénych bunék, anebo
alergeny [23]. Pro in vitro i in vivo akti-
vaci iNKT skrze vazbu na CD1d je vyuzi-
van arteficialni lipidovy antigen a-galac-
tosylceramide (a-GalCer, KRN7000) [24],
coz je sloucenina izolovana z vytazku
mofiské houby Agelas mauritianus. Pfi-
rozené se v bunkach savcl nevysky-
tuje a dokaze vyvolat aktivaci a expanzi
iNKT bunék. Mnozstvi iNKT je vysoce
variabilni mezi jednotlivci a je ovliviho-
vano celou fadou fyziologickych i pato-
logickych stavt. V lidské periferni krvi se
iNKT nachazeji v mnozstvi od nedeteko-
vatelnych hodnot az k 1 % ze v3ech cir-
kulujicich T lymfocytd, pficemz median
se pohybuje kolem 0,05 % [25]. Nizké
pocty iNKT bunék v periferni krvi byly
asociovany s fadou imunologickych de-
fektd u lidi i u mysi [26]. V zavislosti na
podminkach jsou iNKT schopny chovat
se jako efektorové buriky s vlastni cyto-

toxickou aktivitou nebo jako pomocné
imunitni bunky secernujici cytokiny [23].
Jejich aktivace muze vést k posileni
nebo k supresi imunitni reakce cestou
produkce konkrétniho spektra cytokint
(prozénétlivych/regulagnich) a aktivace
daldich 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 zakladé
setkdni 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 dlazdicobunéc¢nych nadord hlavy
a krku [28]. Vy33i hladiny iNKT prokazo-
vané ve tkénich solidnich nador0 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 progno-
zou a krat$im prezivanim [29]. Nepfimy
antitumorézni efekt iNKT je zalozen na
schopnosti iINKT produkovat fadu cyto-
kind, které aktivuji CD8+ T a NK lymfo-
cyty a podnécuiji jejich cytolytickou ak-
tivitu [30]. Zaroven maji iNKT i vlastni
pfimy protinadorovy efekt, ktery nevyza-
duje zapojeni dalSich bunék imunitniho
systému [28]. Rada studii na leukemic-
kych nadorovych liniich [31] i na solid-
nich nadorech [23] potvrdila tento pfimy
protinddorovy efekt vici CD1d-pozitiv-
nim nadorovym bunkam, 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 svdj protinado-
rovy efekt v 1é¢bé hematologickych ma-
lignit i nezavisle na CD1d expresi.

Imunomodulacni potencial iINKT

v lé¢bé GvHD

iNKT by mohly najit misto v [é¢bé kom-
plikaci po aloHSCT, protoze soucasné
se svymi protinadorovymi vlastnostmi,
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které by mohly podnécovat GvL efekt,
nepfispivaji 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 nizSim rizikem rozvoje
GvHD [33] a naopak nizké hladiny iNKT
v darcovském S$tépu jsou spojeny s vys-
$im rizikem jejiho rozvoje [34]. Na my-
Sich modelech bylo prokazano, Ze stimu-
lace pomoci a-GalCer nebo adoptivni
prenos iNKT bunék vede k nizsimu riziku
rozvoje GvHD, pfi¢emz pro optimalni
potlaceni GvHD se zda byt zasadni role
IL-4, ktery iNKT produkuji a ktery vede
k expanzi T-regula¢nich bunék [35]. Apli-
kovana davka iNKT ovliviuje pravdé-
podobnost vzniku a rozvoje GvHD [36].
Ucinnost iNKT bunék byla prokazana
na mysich modelech i v [é¢bé chronické
GvHD. Adoptivni transfer iNKT byl efek-
tivni v ramci preventivniho podani, ale
zaroven umoznil i zmirnéni pfiznakd
jiz rozvinuté chronické GvHD s rysy au-
toimunitnich onemocnéni a pocinajici
organovou fibrézou [37].

MATERIALY A METODIKA
Izolace iNKT bunék

Invariantni NKT bunky byly izolo-
vany z mononuklearnich bunék (MNC)
14 zdravych darc(. Vsichni darci pode-
psali informovany souhlas schvaleny
spolecnou etickou komisi Lékaiské fa-
kulty v Plzni a Fakultni nemocnice Plzer.
Mononuklearni burnky byly ziskany po-
moci gradientové centrifugace s vyu-
zitim separacniho 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 bunky, a to dle protokolu vy-
robce. Invariantni NKT burky byly poté
kultivovany spolu s autolognimi pod-
pGrnymi MNC ozdfenymi 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; findIni koncent-
race 150 IU/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 aplikovén ¢cerstvy IL-15 (finalni kon-
centrace 150 IU/ml).

Kultivace mezenchymalnich
kmenovych bunék

MSC byly izolovany z kostni diené zdra-
vych darct z frakce mononukleédrnich
bunék na zdkladé 48hodinové adheze.
Frakce neadheretnich bunék byla opa-
kované odmyta a adherentni bunky
byly déle kultivovany v médiu sloze-
ném z alpha-MEM (Gibco), 10% destic-
kového lyzatu (vlastni produkce) a he-
parinu (86 1U/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?
Médium bylo v pribéhu celé kulti-
vace ménéno kazdé 2-3 dny. Po zhruba
14-18 dnech byly burnky zamrazeny
v 30% destickovém lyzatu a 10% DMSO
a byly uchovéany 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.

Imunomodulacdni vlastnosti

MSC a iNKT

Pro porovnani byly nejprve izolovany
mononukledrni bunky péti zdravych
daércq, od kterych byly dfive izolovany
iNKT bunky nafedéné na koncentraci
2x105/ml v RPMI médium s pFidavkem
FBS a nespecificky stimulované phyto-
hemaglutininem (PHA) ve finalni kon-
centraci 10 pg/ml. Do takto pfiprave-
nych bunék byla pfidana suspenze MSC
(tfi nezavislé Sarze pro kazdého darce
MNC) ¢i iNKT v koncentraci 1x105/ml.
Bunky byly smichdny v poméru 2 : 1
(MNC : iNKT/MSC) a spolecné kultivo-
vany po dobu 96 hod. Do kontrolnich
bunék bylo pfidano 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 protilatky: anti-CD45RO-BV510,
anti-TCR Va24-Ja18 - BV421, anti-
-CD45RA-PerCP-Cy5.5, anti-CD314 (NK-
G2D)-PE (v3e Biolegend), CD4-APCCy7,
CD8-PE, CD62L-APC, CD25-PECy7 (vse
Exbio). Stanoveni exprese CD25 bylo
provedeno na suspenzi nespecificky
stimulovanych MNC. K suspenzi byly
pfidény nasledujici protilatky: CD45-
-BV510 (Biolegend), CD3-Pacific Blue,
CD25-PE (v3e Exbio). Po 15min inkubaci
byly vzorky promyty PBS a centrifugo-
vany 3509/5 min/20 °C. Nasledné byl
odstranén supernatant a buriky byly roz-
volnény v 300 ul PBS a ihned méfeny na
pratokovém cytometru BD FACSCanto Il
(BD Bioscience). Analyza byla provedena
v softwaru FlowJo. V ramci imunofeno-
typizace iNKT bylo hodnoceno procen-
tualni zastoupeni subpopulaci a exprese
funk¢nich molekul. Ovlivnéni miry akti-
vace MNC bylo zjistovano na zakladé in-
tenzity exprese fluorescence (MFI) znaku
CD25 na T-lymfocytech.

Hodnoceni dat

Porovnani imunomodulaéniho poten-
cialu 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 iINKT bunék od
rdznych darcd

Izolované iNKT bunky byly specificky
aktivovany aGalCer v kombinaci s oza-
fenymi autolognimi mononukledrnimi
bunkami. Poc¢atec¢ni cCistota 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. ¢is-
tota). Primérny pocet bunék se zvy-
$il 250%. Hodnota minimélniho nardstu
poctu bunék od zacatku do konce kulti-
vace byla 60x a maximalni 413x. U vsech
vzorkl byla po kultivaci detekovana vy-
soka Cistota populace iNKT bunék presa-
hujici 90 %. Zbytkové burky reprezen-
tovaly T lymfocyty. Priklad zastoupeni
iNKT pfed a po izolaci (graf 1). V rdmci
charakterizace bunék byly stanovené
CD4+ a CD8+ subpopulace, dvojité ne-
gativni buriky, funk¢ni molekuly NKG2D,
CD25, CD62L a zastoupeni pamétovych
(CD45R0) a naivnich bunék (CD45RA).
Byla zaznamenana velkd heterogenita
v zastoupeni jednotlivych subpopu-
laci, u nékterych darct byly dominantni
CD4+ bunky, u nékterych CD8+ a dvo-
jité negativni bunky. Zastoupeni u CD4+
bunék se pohybovalo v rozpéti pfiblizné
1-76 % (median 21 %), u CD8+ 0,5-
60 % (median 20 %) a u dvojité nega-
tivnich 17-86 % (median 33 %). Vétsina
iNKT bunék byla pamétova (v prdméru
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 (median 8 %), kde vsak
bylo mnohem $irsi rozpéti (2-58 % vs.
62-98 % u CD8). Molekula CD62L méla
nizkou expresi (median 5,9 %, meze
0,87-23,1 %) a byla detekovana 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 imunomodulac¢niho
potencialu MSC a iNKT

Po kokultivaci aktivovanych MNC s MSC
doslo k poklesu medianu intenzity flu-
orescence (median fluorescence inten-
sity — MFI) ve viech vzorcich. Vysledna
mira exprese CD25 se pohybovala v roz-
mezi 3 710-7 951 (median MFI - 6 041).
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Graf. 1. Zastoupeni iNKT pred izolaci a po expanzi.
Zastoupeni iNKT bunék se stanovi pomoci kombinace exprese CD3 a TCR Va24-JaQ detekujici invariantni TCR.
(A) Zastoupeni iINKT 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 burikach (B).

Po kokultivaci aktivovanych MNC s iNKT
doslo rovnéz k poklesu MFI ve vsech
sledovanych vzorcich a mira exprese
CD25 byla v rozmezi 4 435-6 404 (me-
dian 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 vzorkl 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 praméru o 39 % a po kokultivaci s iNKT
poklesla primérné o 43 % vici kontrol-
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nim vzorkdm. Pro grafické zobrazeni vy-
sledkd viz graf 3.

DISKUZE

Moderni pfipravky bunécné terapie,
které zasahuji do imunopatologickych
procesuy, jsou nepochybné soucésti bu-
doucnosti |é¢by potransplantacnich
komplikaci. Lze o¢ekdvat, ze bude pfi-
byvat bunécnych populaci, které budou
vyuzivany v lécbé relapsu nebo steroid-
-refrakterni GvHD, nejen MSC, ale také
iNKT, Treg a dalsich. Jejich zavedeni do
klinické praxe musi predchazet prekli-
nické studie a optimalizace vyrobnich
a aplikac¢nich postupd. V ramci naseho
testovani jsme stanovovali imunofeno-
typ kultivovanych iNKT bunék u 10 zdra-
vych dércl. Vsechny nase testované
sarze dosahovaly po specifické stimulaci
aGalCer a in vitro expanzi dostate¢nych
koncentraci iINKT a vysoké ¢istoty popu-
lace. Invariantni NKT jsou schopny rychlé
expanze a zpravidla nebyva problém do-
sdhnout potfebného mnozstvi bunék,
coz potvrzuji i dalsi experimenty [38].
Specificka aktivace pomoci interakce o—
-GalCer a CD1d molekuly vede k ziskani
populace iNKT s vysokou cistotou [39].
Imunofenotypicka charakteristika pro-
kazala velkou heterogenitu v zastoupeni
jednotlivych subpopulaci iNKT. U né-
kterych déarc byly dominantni CD4+
bunky, u nékterych CD8+ a dvojité nega-
tivni bunky. Nase data jsou srovnatelna
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 pru-
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 nami kultivovanych iNKT.
CD62L pozitivni iNKT bunky 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 ligandl 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, MFl — mean fluorescence intensity,
MNC - mononuklearni buriky, MSC - MNC po kokultivaci s mesenchymalnimi

kmenovymi burikami

zentujicich burikach [42]. Populace iNKT
byly heterogenni také z hlediska za-
stoupeni funkénich 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 vyssi, 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 prfevazo-
vala na CD4 negativnich iNKT, zatimco
vétSina CD4 pozitivni iNKT ho neex-
primovala. V rdmci studie navic proka-
zali, Ze NKG2D na CD8+ iNKT aktivuje
iNKT bunky pfimou cestou nezavislou
na TCR receptoru, soucasné vsak fun-
guje jako kostimulacni signal pro akti-
vaci skrze interakci TCR a CD1d. Tato ak-
tivace vede k rychlé cytotoxické reakci
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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 normalné exprimo-
van na viech NK, TCRyd a TCRaf3 CD8+
lymfocytech. Exprese na CD4+ Taf lym-
focytech je vsak minoritni a jeji zvyseni
je ddvano do souvislosti s pfitomnosti
autoimunitnich onemocnéni (revma-
toidni artritida, granulomatéza s poly-
angiitidou, Sjogrendv syndrom, inzulin-
-dependentni diabetes mellitus) a také
bylo popséno 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 viech darcd. 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. Imunomodula¢ni
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
aktiva¢nich markerG CD25 a CD69 na
T-lymfocytech [47]. Doposud nejsou
k dispozici studie zabyvajici se rozdily
v imunomodula¢nim potencialu rlz-
nych bunéénych populaci, nicméné exis-
tuji jiz in vitro studie zaméfené 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 deldimu prezivani
Treg a k zesileni jejich imnosupresivniho
potencialu [48]. Z téchto vysledkl usu-
zujeme, Ze jednotlivé bunécné popu-
lace by se mohly vzajemné podporovat,
a vést tak k lepsim vysledklim v 1é¢bé
GvHD. Do budoucna bude jisté ptinosné
vzédjemné porovnani jednotlivych bu-
néc¢nych populaci v [é¢bé potransplan-
ta¢nich komplikaci, a to i v kontextu
dalsich bunécnych typd, které se jiz vyu-
zivaji v rdamci klinickych studii (NK buriky,
Treg, Tr1 regula¢ni bunky, dendritické
bunky aj.). Pfedpokladame, Ze jednotlivé
bunécné populace spolu nebudou sou-
pefrit, ale mohou se naopak ve specific-
kych situacich doplfhovat.

ZAVER

Nase studie prokazala, ze je mozné pfi-
pravit velice ¢istou populaci iNKT bunék
s dostate¢nou imunomodulaéni 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 buriky predstavuji slibnou [é¢ebnou
strategii v rdmci terapie post-transplan-
tacnich komplikaci.

Literatura

1. Passweg JR, Baldomero H, Chabannon C, et al.
Hematopoietic cell transplantation and cellular
therapy survey of the EBMT: monitoring of acti-
vities and trends over 30 years. Bone Marrow
Transplant. 2021;56(7):1651-1664.

2. Daikeler T, Hugle T, Farge D, et al. Alloge-
neic hematopoietic SCT for patients with au-
toimmune diseases. Bone Marrow Transplant.
2009;44(1):27-33.

3. Hirano M, Marti R, Casali C, et al. Alloge-
neic stem cell transplantation corrects bio-
chemical derangements in MNGIE. Neurology.
2006;67(8):1458-1460.

4. Gratwohl A, Pasquini MC, Aljurf M, et al. One
million haemopoietic stem-cell transplants: a re-
trospective observational study. Lancet Haema-
tol. 2015;2(3):e91-e100.

5. Holler E, Greinix H, Zeiser R. Acute graft-ver-
sus-host disease. In: Carreras E, Dufour C, Mohty
M, Kroger N, eds. The EBMT handbook: hema-
topoietic stem cell transplantation and cellu-
lar therapies. 7th ed. Springer; 2019. Zpfistup-
néno 30. prosince 2020. http://www.ncbi.nIm.
nih.gov/books/NBK553993/

6. Spierings E, Fleischhauer K. Histocompatibi-
lity. In: Carreras E, Dufour C, Mohty M, Kréger N,
eds. The EBMT handbook: hematopoietic stem
cell transplantation and cellular therapies. 7th
ed. Springer; 2019. Zpfistupnéno 2. tnora 2022.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK553927/
7.Appelbaum FR.Haematopoietic cell transplan-
tation as immunotherapy. Nature. 2001;411
(6835):385-389.

8. Apostolova P, Zeiser R. The role of purine me-
tabolites as DAMPs in acute graft-versus-host di-
sease. Front Immunol. 2016;7:439.

9. Teshima T, Reddy P, Zeiser R. Acute graft-ver-
sus-host disease: novel biological insights. Biol
Blood Marrow Transplant. 2016;22(1):11-16.

10. Grube M, Holler E, Weber D, Holler B, Herr
W, Wolff D. Risk factors and outcome of chro-
nic graft-versus-host disease after allogeneic
stem cell transplantation - results from a single-
-center observational study. Biol Blood Marrow
Transplant. 2016;22(10):1781-1791.

11. Arai S, Arora M, Wang T, et al. Increasing in-
cidence of chronic graft-versus-host disease
in allogeneic transplantation: a report from
the Center for International Blood and Marrow
Transplant Research. Biol Blood Marrow
Transplant. 2015;21(2):266-274.

12. Wagner W, Wein F, Seckinger A, et al. Com-
parative characteristics of mesenchymal stem
cells from human bone marrow, adipose ti-
ssue, and umbilical cord blood. Exp Hematol.
2005;33(11):1402-1416.

13. Aggarwal S, Pittenger MF. Human mesen-
chymal stem cells modulate allogeneic im-

iNKT pro imunomodulaci GvHD

mune cell responses. Blood. 2005;105(4):
1815-1822.

14. Maccario R, Podesta M, Moretta A, et al. In-
teraction of human mesenchymal stem cells
with cells involved in alloantigen-specific im-
mune response favors the differentiation
of CD4+ T-cell subsets expressing a regula-
tory/suppressive phenotype. Haematologica.
2005;90(4):516-525.

15. Lysak D, Koutova L, Holubové M, Vlas T, Mik-
likova M, Jindra P. The quality control of me-
senchymal stromal cells by in vitro testing of
their immunomodulatory effect on alloge-
neic lymphocytes. Folia Biol (Praha). 2016;62(3):
120-130.

16. Nauta AJ, Fibbe WE. Immunomodulatory pr-
operties of mesenchymal stromal cells. Blood.
2007;110(10):3499-3506.

17. Le Blanc K, Rasmusson |, Sundberg B, et al.
Treatment of severe acute graft-versus-host di-
sease with third party haploidentical mesen-
chymal stem cells. Lancet. 2004;363(9419):
1439-1441.

18. Ringdén O, Uzunel M, Rasmusson |, et al. Me-
senchymal stem cells for treatment of therapy-
-resistant graft-versus-host disease. Transplanta-
tion. 2006;81(10):1390-1397.

19. Pérez-Simon JA, Lépez-Villar O, Andreu
EJ, et al. Mesenchymal stem cells expanded in
vitro with human serum for the treatment of
acute and chronic graft-versus-host disease: re-
sults of a phase I/Il clinical trial. Haematologica.
2011;96(7):1072-1076.

20. Hashmi S, Ahmed M, Murad MH, et al. Sur-
vival after mesenchymal stromal cell therapy
in steroid-refractory acute graft-versus-host di-
sease: systematic review and meta-analysis. Lan-
cet Haematol. 2016;3(1):e45-e52.

21. Kuylenstierna C, Bjorkstrom NK, Ander-
sson SK, et al. NKG2D performs two functions
in invariant NKT cells: direct TCR-independent
activation of NK-like cytolysis and co-stimu-
lation of activation by CD1d. Eur J Immunol.
2011;41(7):1913-1923.

22. Patterson S, Chaidos A, Neville DCA, et al.
Human invariant NKT cells display alloreacti-
vity instructed by invariant TCR-CD1d inte-
raction and killer Ig receptors. J Immunol.
2008;181(5):3268-3276.

23. Cianferoni A. Invariant natural killer T cells.
Antibodies. 2013;3(1):16-36.

24. Liao CM, Zimmer MI, Wang CR. The functions
of type | and type Il natural killer T (NKT) cells
in inflammatory bowel diseases. Inflamm Bowel
Dis. 2013;19(6):1330-1338.

25. Brennan PJ, Brigl M, Brenner MB. Invariant
natural killer T cells: an innate activation scheme
linked to diverse effector functions. Nat Rev Im-
munol.2013;13(2):101-117.

26. Godfrey DI, Kronenberg M. Going both ways:
Immune regulation via CD1d-dependent NKT
cells. J Clin Invest. 2004;114(10):1379-1388.

27. Juno JA, Keynan Y, Fowke KR. Invariant NKT
cells: regulation and function during viral infec-
tion. PLoS Pathog. 2012;8(8).

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(3): 164-172



iNKT pro imunomodulaci GVHD O Lé ka Fe .CZ 1 O . 7 ) 2 O 2 6

28. Wolf BJ, Choi JE, Exley MA. Novel approaches
to exploiting invariant NKT cells in cancer immu-
notherapy. Front Immunol. 2018;9:384.

29. Najera Chuc AE, Cervantes LAM, Retiguin FP,
Ojeda JV, Maldonado ER. Low number of inva-
riant NKT cells is associated with poor survival in
acute myeloid leukemia. J Cancer Res Clin Oncol.
2012;138(8):1427-1432.

30. Lam PY, Nissen MD, Mattarollo SR. Invariant
natural killer T cells in immune regulation of
blood cancers: harnessing their potential in im-
munotherapies. Front Immunol. 2017;8. Zpfi-
stupnéno 13. tnora 2022. https://www.frontier-
sin.org/article/10.3389/fimmu.2017.01355

31. Aoki T, Takami M, Takatani T, et al. Activated
invariant natural killer T cells directly recognize
leukemia cells in a CD1d-independent manner.
Cancer Sci. 2020;111(7):2223-2233.

32. Jahnke S, Schmid H, Secker KA, et al. In-
variant NKT cells from donor lymphocyte in-
fusions (DLI-iNKTs) promote ex vivo lysis of
leukemic blasts in a CD1d-dependent ma-
nner. Front Immunol. 2019;10. Zpfistup-
néno 13. Unora 2022. https://www.frontiersin.
org/article/10.3389/fimmu.2019.01542

33. Rubio MT, Moreira-Teixeira L, Bachy E, et al.
Early posttransplantation donor-derived inva-
riant natural killer T-cell recovery predicts the
occurrence of acute graft-versus-host disease and
overall survival. Blood. 2012;120(10):2144-2154.

34. Mavers M, Maas-Bauer K, Negrin RS. Inva-
riant natural killer T cells as suppressors of graft-
-versus-host disease in allogeneic hematopoie-
tic stem cell transplantation. Front Immunol.
2017;8.

35. Schneidawind D, Pierini A, Alvarez M, et al.
CD4+ invariant natural killer T cells protect from
murine GVHD lethality through expansion of
donor CD4+CD25+FoxP3+ regulatory T cells.
Blood. 2014;124(22):3320-3328.

36. Chaidos A, Patterson S, Szydlo R, et al. Graft
invariant natural killer T-cell dose predicts risk
of acute graft-versus-host disease in allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. Blood.
2012;119(21):5030-5036.

37. Du J, Paz K, Thangavelu G, et al. Invariant
natural killer T cells ameliorate murine chronic
GVHD by expanding donor regulatory T cells.
Blood. 2017;129(23):3121-3125.

38. Rotolo A, Caputo VS, Holubova M, et al. En-
hanced anti-lymphoma activity of CAR19-iNKT
cells underpinned by dual CD19 and CD1d tar-
geting. Cancer Cell. 2018;34(4):596-610.

39. Zhang Y, Springdfield R, Chen S, et al. a-Gal-
Cer and iNKT cell-based cancer immunothe-
rapy: realizing the therapeutic potentials. Front
Immunol. 2019;10:1126.

40. Zeng SG, Ghnewa YG, O'Reilly VP, et al.
Human invariant NKT cell subsets differentially
promote differentiation, antibody production,
and T cell stimulation by B cells in vitro. J Immu-
nol. 2013;191(4):1666-1676.

41. Montoya CJ, Pollard D, Martinson J, et al. Cha-
racterization of human invariant natural killer T
subsets in health and disease using a novel in-
variant natural killer T cell-clonotypic monoclo-
nal antibody, 6B11. Immunology. 2007;122(1):
1-14.

42. Tian G, Courtney AN, Jena B, et al. CD62L+
NKT cells have prolonged persistence and
antitumor activity in vivo. J Clin Invest.
2016;126(6):2341-2355.

43. Siemaszko J, Marzec-Przyszlak A, Bogunia-
-Kubik K. NKG2D natural killer cell receptor -
A short description and potential clinical appli-
cations. Cells. 2021;10(6):1420.

44. Sdez-Borderias A, Guma M, Angulo A, Be-
llosillo B, Pende D, Lépez-Botet M. Expression
and function of NKG2D in CD4+ T cells speci-
fic for human cytomegalovirus. Eur J Immunol.
2006;36(12):3198-3206.

45. Goronzy JJ, Weyand CM. Rheumatoid arthri-
tis. Immunol Rev. 2005;204:55-73.

46. Le Blanc K, Rasmusson |, Gotherstrom C, et al.
Mesenchymal stem cells inhibit the expression
of CD25 (interleukin-2 receptor) and CD38 on
phytohaemagglutinin-activated lymphocytes.
Scand J Immunol. 2004;60(3):307-315.

47. Schmid H, Ribeiro EM, Secker KA, et al.
Human invariant natural killer T cells promote

Transfuze Hematol Dnes 2022; 28(3): 164-172

tolerance by preferential apoptosis induction
of conventional dendritic cells. Haematologica.
2022;107(2):427-436.

48. Caplan HW, Prabhakara KS, Furman NET,
et al. Human-derived Treg and MSC combi-
nation therapy may augment immunosupp-
ressive potency in vitro, but did not improve
blood brain barrier integrity in an experimen-
tal rat traumatic brain injury model. PLOS ONE.
2021;16(5):20251601.

PODIL AUTORU NA PRIPRAVE
RUKOPISU

LH - pfiprava rukopisu, podil na designu
experimentu

KW — zpracovani experimentu a ¢asti metodiky
MC - grafické schéma, pfipominkovani a korek-
tura rukopisu

DL - pfipominkovani a korektura rukopisu

PJ — pfipominkovani a korektura rukopisu

MH - design experimentu, pfipominkovani a ko-
rektura rukopisu

CESTNE PROHLASENI

Autofi prace prohlasuji, Zze v souvislosti s téma-
tem, vznikem a publikaci tohoto ¢lanku nejsou
ve stfetu zajmu a vznik ani publikace ¢lanku ne-
byly podporeny zadnou farmaceutickou firmou.

PODEKOVANI
Prace byla podporena projektem institucional-
niho vyzkumu MZCR - FNPI, 00669806.

Doruceno do redakce dne: 24. 3. 2022.
Prijato po recenzi dne: 16. 5. 2022.

MUDr. Lenka Hejretovd
Hematologicko-onkologické oddéleni
Fakultni nemocnice v Plzni

alej Svobody 80

304 60 Plzeri-Lochotin

e-mail: lenka.hejretova@gmail.com




